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RESUMO

O objetivo da industria avicola, que era a maxima produgéo, vem
sendo substituido pela maior qualidade e inocuidade dos produtos, em fungéo
da exigéncia dos consumidores. A menor imunocompeténcia apresentada
pelos frangos das linhagens modernas também desperta preocupagéo.
Condigdes ambientais estressantes prejudicam o desempenho da ave e sua
capacidade para superar infecgbes bacterianas, fungicas, por protozoarios e
virais. Para apresentar alternativas a estes problemas, foram realizados dois
experimentos (EXP). O primeiro EXP teve como objetivos avaliar o efeito da
suplementagédo com vitamina C (300 ppm/kg de ragéo) e vitamina E (100 Ul/kg
de ragdo) e minerais complexados zinco (40 ppm/kg de ragéo) e selénio (0,3
ppm/kg de ragao) sobre parametros imunoldgicos de frangos de corte
submetidos a estresse ciclico por calor (25-32°C) e inoculados com albumina
sérica bovina (BSA) para medir a imunidade humoral. O segundo EXP teve
como objetivo a avaliagdo do uso de um prebidtico (mananoligossacarideo) e
um probidtico (Lactobacillus) em frangos de corte desafiados com Salmonella
Enteritidis (SE), em substituicdo a antimicrobianos promotores de crescimento
(Avilamicina), sobre a colonizagdo bacteriana, a produgdo de anticorpos, a
morfometria intestinal e o desempenho das aves. No primeiro EXP, foi
observado que a suplementacdo com vitaminas e minerais ndo influenciou a
producao de anticorpos em frangos de corte inoculados com BSA. O estresse
por calor provocou uma maior producdo de anticorpos anti-BSA,
independentemente da dieta utilizada. A inoculagdo com BSA foi uma boa
ferramenta para avaliar imunidade humoral de frangos, visto que as aves
responderam ao seu desafio com aumento na producdo de anticorpos e
tamanho de bursa, embora tenha havido enorme variabilidade individual. No
segundo EXP, o uso de prebidtico e probidtico nao influenciou o desempenho
de aves desafiadas com SE. A producdo de anticorpos em aves desafiadas
com SE mostrou ser maior nas aves que receberam prebiotico aos 15 dias de
idade, porém nao aos 29 dias. A morfometria intestinal e a mortalidade nao
foram influenciadas pela suplementagcdo com prebiodtico, probiético ou
antimicrobiano. O uso de antimicrobiano aumentou a colonizagdo por SE no
ceco, enquanto prebiodtico e probidtico diminuiram a colonizacao.

' Tese de Doutorado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (151p.) Outubro de 2005.
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ABSTRACT

The priority of poultry industry for maximum performance has been
substituted by consumer demand for quality e safety products. The decreased
immunocompetence presented by modern broiler strains also concerns.
Environmental stress conditions reduce performance and broiler ability to
overcome bacterial, fungal, protozoal and viral infections. Two experiments
(EXP) were carried out to present alternatives to this problems. The first EXP
aimed to verify the effect of diets supplemented with vitamin C (300 ppm/kg
feed) and vitamin E (100 Ul/kg feed) and complexed minerals zinc (40 ppm/kg
feed) and selenium (0,3 ppm/kg feed) on immunological parameters of cyclic
heat stressed broilers (25-32°C) and inoculated with bovine serum albumin
(BSA) to determine humoral immunity. The second EXP aimed to verify the use
of a prebiotic (mannanoligosaccharides) and a probiotic (Lactobacillus) in
Salmonella Enteritidis (SE) challenged broilers, in substitution to growth
promoters antimicrobians (Avilamicin), on bacterial colonization, antibody
production, intestinal morphometry and broiler performance. In the first EXP it
was observed that supplemented vitamins and minerals did not influence
antibody production from broilers challenged with bovine serum albumin (BSA).
Heat stress improved antibody production regardless of the diet. BSA
inoculation was a good strategy to evaluate humoral immunity, since the birds
improved antibody production and increased bursal weight in response to the
challenge, although the enormous individual variation. In the second EXP
performance of broilers challenged with SE was not affected by prebiotic and
probiotic use. Broilers challenged with SE and receiving prebiotic showed
increased antibody production on day 15 but not on day 29. Intestinal
morphometry and mortality were not influenced by supplementation with
prebiotic, probiotic or antimicrobian. The use of antimicrobian improved SE
colonization in the cecum, while prebiotic and probiotic reduced colonization.

' Doctoral thesis in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, (151p.) October, 2005.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

A avicultura brasileira vem apresentando, nos ultimos anos, posigao
de grande destaque no mercado mundial, com progressos bastante evidentes
tanto em quantidade quanto em qualidade de seus produtos. Somado a isto,
ressalta-se o fato do Brasil produzir o frango com menor custo por ave viva do
mundo. No ano de 2004, o crescimento do setor avicola foi de
aproximadamente 10% em volume produzido, com uma produgdo anual de
8,408 milhdes de toneladas (Reali, 2005). Em termos de participagdo no
mercado externo, o Brasil apresentou desempenho excelente, exportando 2,42
milhdes de toneladas, o que representa um acréscimo de 26% sobre o ano de
2003 (Reali, 2005). Estes numeros levaram o Brasil a alcancar a primeira
posicdo no “ranking” de exportagbes, ultrapassando os EUA, que atingiram
1,976 milhdes de toneladas exportadas em 2004 (Desouzart, 2005).

O aumento na produtividade vem sendo alcangado com a utilizagao
de técnicas modernas, principalmente no que diz respeito a genética e nutri¢ao.
As linhagens comercializadas e criadas atualmente s&do geneticamente

melhoradas para rapido crescimento e maximo desempenho, 0s quais



constituem, até o presente momento, o objetivo principal da industria avicola.
Esta priorizacdo do maximo desempenho, possivelmente, podera ser
substituida por outro foco, visto que o mercado consumidor, em especial o
externo, vem modificando suas exigéncias quanto a carne de frangos e seus
derivados por eles consumidos.

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a
qualidade dos produtos avicolas, ndo apenas com a qualidade do produto final,
mas sim, com aquela referente a todas as etapas de produgédo. O mercado
consumidor quer ter certeza da inocuidade dos produtos e para isto exige
conhecimento sobre a origem dos animais, ingredientes utilizados na ragao,
manejo e, principalmente, sobre a utilizacdo ou ndo de aditivos alimentares nas
racoes, especialmente antimicrobianos. Estes passaram a ser vistos como
fatores de risco para a saude humana, em fungcdo da possibilidade da
existéncia de residuos na carne consumida e também pelo possivel
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Furlan, 2005).

Muitos paises importadores, especialmente os da Comunidade
Européia, ja baniram ou estdo banindo o uso da maioria dos antimicrobianos
usados regularmente como promotores de crescimento, o que vem provocando
mudangas na produgdo de frango no Brasil, principalmente nas empresas
exportadoras. Estas tém buscado alternativas para tentar manter os indices de
produtividade sem o wuso dos antimicrobianos como promotores de
crescimento.

Outro aspecto importante relacionado as aves modernas, diz

respeito @a menor imunocompeténcia apresentada por estes animais. Ha



autores que afirmam que a selecéo para melhor desempenho e crescimento
prejudicou a resposta imune das aves frente a inimeros patégenos. Qureshi &
Harvenstein (1994), comparando duas linhagens comerciais de frangos, uma
de 1957 e outra de 1991, relataram que os frangos comerciais mais modernos
apresentaram imunidade humoral diminuida, com menor producdo de
anticorpos quando desafiados com hemacias de ovinos, menor resisténcia a
estresse e maior mortalidade. De forma geral, a elevada produgao de citocinas
pré-inflamatoérias produzidas pelo sistema imune inato prejudicam o
desempenho, enquanto que a sele¢cdo de linhagens de frangos para maior
producdo de anticorpos resulta em aves com crescimento mais lento
(Humphrey & Klasing, 2004).

Talvez mais importante do que a imunocompeténica diminuida, as
condicbes ambientais estressantes a que as aves sdo submetidas nas
condigbes de criagdo moderna (alta densidade aves/m?, temperaturas
elevadas, qualidade do ar, qualidade da cama, manejo deficiente, etc.) afetam
negativamente o animal através da ativacdo constante do sistema imune,
desempenho e habilidade para superar infecgées bacterianas e virais (Heckert
et al., 2002).

Dentro deste contexto, a suplementagdo de ragbes com vitaminas e
minerais em quantidades acima das exigidas para desempenho e produgao
vem sendo pesquisada em escala significativa como uma alternativa para
atenuar e/ou compensar os efeitos negativos dos diversos agentes de estresse

sobre o sistema imune da ave (El-Boushy, 1988; Kidd et al., 1996; Gore &
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Qureshi, 1997; Friedman & Sklan, 1997; Erf et al., 1998; Klasing, 1998;
Puthpongsiriporn et al., 2001).

Segundo Heckert et al. (2002), embora se tenha conhecimento de
que o estresse altera o desempenho do sistema imune, a determinacdo do
estado imunolégico de frangos comerciais € dificil, € ndo ha um ensaio simples
disponivel para avaliar a imunocompeténcia. Medidas de imunidade
comumente utilizadas sao o peso de érgaos linféides (Pope, 1991), resposta de
anticorpos a antigenos estranhos (Gross & Siegel, 1980, 1990; Montgomery et
al.,, 1991; Scott et al., 1994; Patterson & Siegel, 1998), relagao
heterdfilo:linfocito (H:L) (Gross & Siegel, 1983; Cravener et al., 1992; Al-Murrani
et al., 1997; Patterson & Siegel, 1998) e ensaios de blastogénese de linfécitos
(Nagano & Lee, 1978; Barta et al., 1992; Cunnick et al., 1994; Talebi et al.,
1995; Gogal et al., 1997).

Com a finalidade de obter maiores conhecimentos sobre as formas
de avaliagdo de imunocompeténcia em frangos de corte, sobre a influéncia da
suplementacéo vitaminica e mineral no sistema imune e, também, sobre efeitos
de aditivos alimentares alternativos aos antimicrobianos em aves desafiadas
por patégenos, foram realizados dois experimentos. O primeiro teve como
objetivo avaliar o efeito da suplementagdo com vitaminas C e E e minerais
complexados zinco e selénio sobre pardmetros imunolégicos de frangos de
corte submetidos a estresse ciclico por calor (25-32°C). O segundo
experimento teve como objetivo a avaliagdo do uso de um prebidtico
(mananoligossacarideo’) e um probidtico de exclusdo competitiva

(Lactobacillus?), em frangos de corte desafiados com Salmonella Enteritidis, em



substituicdo a antimicrobianos promotores de crescimento. As aves foram

avaliadas sob os aspectos imunoldgico, bacteriologico e de desempenho.

1.1 Sistema imune

Por definicdo, o sistema imune compreende as moléculas, células,
tecidos e 6rgéos que funcionam conjuntamente para promover imunidade, ou
protecdo, contra organismos estranhos (Abbas, 2000). O sistema apresenta
atividade interna constante, a qual pode ser aumentada através do contato com
macromoléculas apresentadas em um “contexto infeccioso”.

A resposta imune geralmente é dividida em duas fases: indutora e
efetora. Na fase indutora ocorre a apresentacdo de um antigeno ao sistema
imune (etapa cognitiva) e posterior ativagdo, proliferacdo e diferenciagao
celular (etapa de ativagao). Na fase efetora, o sistema imune gera processos
humorais e celulares que, normalmente, levam a eliminagdo do antigeno.

Convencionalmente, a resposta imune pode ser classificada como
natural ou inata e adaptativa. A principal diferenca entre elas refere-se aos
elementos envolvidos: enquanto fagdcitos, células natural killer (NK) e citocinas
derivadas de macréfagos relacionam-se a resposta imune natural, a resposta
imune adaptativa envolve principalmente linfécitos T e B e citocinas por eles
produzidas (Abbas, 2000).

O sistema imune adaptativo das aves pode ser dividido em
imunidade humoral e celular. A imunidade humoral caracteriza-se pela
producdo de anticorpos em resposta a um antigeno. A imunidade celular

envolve mecanismos que permitem a destruicdo de células infectadas com



agentes estranhos, o que é realizado por um efetor (célula T ativada) em
contato com a célula ativada (Weinstock et al., 1989).

A imunidade humoral e a celular atuam conjuntamente para
combater o invasor. Os linfécitos B sdo os produtores de imunoglobulinas (Ig),
mas para a produgdo de uma Ig especifica, eles necessitam do auxilio de uma
célula T ativada. De acordo com a sequéncia de aminoacidos na regido
constante de sua estrutura, as Ig podem ser classificadas em cinco classes ou
isotipos: IgM, IgE, IgD, IgA e 1gG, cada uma desempenhando um papel
diferente durante a resposta imune. Cada linfécito B pode produzir mais de
uma classe de Ig, todas capazes de reconhecer somente um epitopo ou
determinante antigénico, que é a parte passivel de ser percebida pelo sistema
imune (Abbas, 2000). Em aves, a IgY é a imunoglobulina correspondente a IgG
dos mamiferos. No entanto ela possui algumas caracteristicas estruturais que a
tornam mais instavel e menos flexivel que a IgG (Krief et al., 2002).

Na area de imunologia, j& se tem conhecimento sobre os
componentes do sistema imune, suas fungdes, origem, forma de apresentagao,
assim como das interacdes entre eles, mas ainda ha muitos pontos a serem
esclarecidos, para que se possa dizer que se conhece o sistema imune como
um todo. Isto torna os estudos envolvendo imunologia bastante complexos e,
por vezes, com resultados aparentemente dificeis de serem explicados. Outro
aspecto importante, também, é que na maioria das vezes, a imunologia é
estudada através de seus mecanismos de reacdo a estimulos provocados
artificialmente, o que por si s6 ja torna a situacdo diferente daquela de

ocorréncia normal na natureza.



A ativagdo do sistema imune exerce grande influéncia sobre a
homeostase metabdlica e a produtividade de aves, sendo que grandes
exposicdes a desafios microbianos resultam em menores taxas de crescimento
€ menor deposicdo em varios tecidos, especialmente o musculo esquelético
(Benson et al., 1993).

Durante a resposta imune, alteracdes importantes acontecem no
metabolismo de energia, aminoacidos, lipidios e minerais traco (Humphrey &
Klasing, 2004). Estas alteragbes dependem, fundamentalmente, do antigeno
utilizado e do tipo de resposta imune desencadeada (inata ou adaptativa),
sendo que a resposta imune inata produz efeitos mais evidentes do que a
adaptativa. Quando o sistema imune € ativado, ele torna-se anabdlico e sua
demanda nutricional € aumentada. Ao mesmo tempo, ocorre uma redugédo no
consumo de alimento e ha uma desregulagdo generalizada da homeostase
nutricional em fungdo de alteragcbes em horménios importantes para esta
fungdo, como insulina, glucagon e horménio do crescimento (Elsasser et al.,

2000).

1.2 Antigenos e Resposta imune

Os antigenos sdo moléculas apresentadas ao organismo, capazes
de induzir uma resposta imune. Podem ser classificados como enddgenos —
produzidos dentro de células do hospedeiro (como virus e parasitas
intracelulares), ou exdgenos — produzidos fora das células (como bactérias e
fungos). Outra classificagdo importante € quanto a dependéncia ou nio de

linfécitos Thelper (Ty) para a produgcdo de anticorpos. Antigenos timo-



dependentes dependem da presenca dos linfécitos Ty para a produgdo de
anticorpos, enquanto que antigenos timo-independentes ativam linfocitos B na
auséncia de células Ty, pois sua estrutura é suficiente para gerar um sinal que
induz a ativagao (Abbas, 2000).

A resposta imune inata inicia quando o antigeno ultrapassa a
barreira epitelial entre hospedeiro e ambiente (geralmente, epitélio cutaneo, do
trato gastrintestinal e respiratério) e coloniza o hospedeiro. Os fagdcitos
(neutrdfilos e macréfagos incluidos) englobam o antigeno e o destréem, sendo
que os macrofagos secretam citocinas que estimulam a inflamagéo e a
resposta imune. Proteinas plasmaticas, como as do sistema complemento,
auxiliam o hospedeiro em sua defesa. A resposta inata também estimula a
resposta imune adaptativa, através da liberagdo de sinais essenciais ao inicio
da resposta de linfécitos T e B especificos ao antigeno.

A resposta imune adaptativa inicia nos tecidos linféides periféricos.
Os linfocitos T e B deixam o timo e a medula 6ssea e circulam por estes
tecidos, para onde os antigenos também sao transportados. Os antigenos séo
processados pelas células apresentadoras de antigeno (APC’s) gerando
peptideos que sdo expostos pelas moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Linfocitos Ty, que expressam o co-
receptor CD4+, reconhecem peptideos derivados de antigenos originarios do
ambiente extracelular, que sdo expostos ligados a moléculas de MHC classe II.
Os linfécitos T que expressam o co-receptor CD8+ reconhecem peptideos
derivados de antigenos fagocitados e processados no citosol, que sao

apresentados ligados a moléculas de MHC classe |. Antigenos protéicos sao



reconhecidos também pelos linfocitos B nos orgaos linféides periféricos, da
mesma forma que também o s&o alguns polissacarideos e outros antigenos
ndo protéicos. Estes s&o capturados nos orgaos linféides e reconhecidos
apenas pelos linfécitos B. O antigeno e as moléculas produzidas durante a
resposta imune inata estimulam a ativagéo de linfocitos, os quais dardo origem

a células efetoras, células de memodria e anticorpos (Abbas, 2000).

1.3 Salmonella Enteritidis

Salmonella sp sao bactérias Gram negativas muito relacionadas a
ocorréncias de gastroenterite e febre tiféide. A S. Enteritidis € um sorovar nao
tifdide, que infecta um grande nimero de hospedeiros, incluindo aves, suinos,
bovinos e humanos. Em fungdo do grande numero de espécies hospedeiras,
que podem atuar como reservatoérios, a Salmonella possui grande capacidade
de sobrevivéncia. De todos os patégenos causadores de risco a saude
humana, a Salmonella parece apresentar a maior capacidade de adaptagao
aos ciclos de contaminagao-infecgdo-contaminagao-infecgédo (Blaha, 1997).

Infecgdes agudas por S. Enteritidis ocorrem, geralmente, em aves
jovens ou sob condi¢des de estresse, raramente em aves adultas. A resisténcia
a salmonelose em aves aumenta com a idade, possivelmente, devido ao
desenvolvimento da flora intestinal normal e do sistema imune com o avango
da idade (Corrier et al., 1991; Smith & Tucker, 1980; Ziprin et al., 1989).

A preocupacao sobre os efeitos dessa bactéria na perda de
produtividade, antigamente o foco da atencédo de pesquisadores e produtores,

foi substituida por outra com grande importdncia em saude publica.
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Atualmente, a principal importancia no controle e estudo do género Salmonella
esta relacionada com seus efeitos sobre a saude humana, principalmente com
a ocorréncia de surtos de toxiinfeccdes alimentares a ela relacionados
(Nascimento & Santos, 2005).

Embora a Salmonella seja uma bactéria onipresente, seu
reservatério principal € o trato intestinal de animais e a colonizacdo é
favorecida pela producao animal intensiva (Antunes et al., 2003). A Salmonella
coloniza o epitélio do trato intestinal inferior, especialmente o ceco (Bailey,
1993). Por esta razdo, este € um dos locais de eleigdo para a detecgao e
identificagdo da bactéria. Em casos de infecgao sistémica, a bactéria pode ser
encontrada em drgaos como figado, bago e pancreas.

A bactéria pode invadir o organismo, através do trato intestinal, de
duas maneiras diferentes: apds a destruicdo da membrana epitelial pelos
produtos bacterianos, ou por transporte através do epitélio intacto (Van Asten
et al., 2005). Na membrana mucosa limitante com a superficie interna do
intestino podem ser encontrados varios tipos de células — células Goblet,
células Paneth, células M, enterécitos e células da cripta, variando em numero
de acordo com a porgéo do trato intestinal, espécie, idade, ambiente, etc. (Van
Asten et al.,, 2005). De acordo com os mesmos autores, as células mais
importantes na interagdo bactéria-célula intestinal sdo as células M e os
enterécitos de absorgdo. A principal fungdo dos enterdcitos € a digestédo e
absorcdo de nutrientes, eletrélitos e agua enquanto que as células M
desempenham papel fundamental na resposta imune de mucosa (Neutra et al.,

1996; Gebert, 1997).
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Em uma infecgdo por Salmonella, o status do hospedeiro e da
bactéria sdo decisivos no resultado. Enquanto idade, genética e fatores
ambientais determinam principalmente o status do hospedeiro, o status da
bactéria & determinado pelos fatores de viruléncia (Van Asten & Van Dijk,
2005). Dentre os fatores de viruléncia ja identificados, ha os chamados
classicos, que sédo plasmideos de viruléncia, toxinas, fimbrias e flagelos, além
de outros descobertos recentemente, como as proteinas efetoras.

Van Asten & Van Dijk (2005) relataram que diferengcas nas
condicbes experimentais entre grupos testados com o mesmo sorovar da
bactéria podem avaliar a importancia dos fatores de viruléncia e, ao mesmo
tempo, estas diferengas podem indicar a flexibilidade da Salmonella spp no

estabelecimento de infecgdes.

1.4 Orgéos linféides

Os o6rgaos linféides podem ser divididos em primarios e secundarios.
Em aves, os érgdos primarios, que sdo aqueles onde sdo geradas as células
do sistema imune, sdo a medula 6ssea, o timo e a bolsa de Fabricius. A
medula déssea é o principal local da hematopoiese e origina células
progenitoras que irdo se diferenciar em todas as linhagens hematopoiéticas
(Abbas, 2000). Na bolsa de Fabricius, ocorre o desenvolvimento e a
diferenciacao dos linfécitos B e, no timo, ocorre a maturagéo dos linfécitos T. O
baco é considerado um 6érgao linféide secundario, pois € importante, mas nao
indispensavel para o sistema imune. Nele, ocorrem as respostas aos antigenos

transportados no sangue (Abbas, 2000).
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As aves possuem ainda porgoes de tecidos linfoides na regido 6culo
nasal, nos brénquios e no trato gastrintestinal, sendo esta ultima bastante
relevante, pois muitos patdogenos de importancia econémica multiplicam-se no
epitélio intestinal das aves.

A bolsa de Fabricius e o timo sdo fundamentais durante as primeiras
semanas pos-eclosao, porém sofrem involugéo fisiolégica a medida que a ave
atinge sua maturidade sexual, quando a produgéo de células nestes locais é
substituida pela produgdo nos sitios periféricos (bago, medula e tecidos
linféides agregados aos sistemas respiratorio e digestivo).

Na galinha, os linfécitos do timo podem ser observados no 10° dia
de desenvolvimento embrionario e, na bursa, no 14° dia. Nos ultimos dias antes
do nascimento da ave, as células maduras da bursa e do timo iniciam a
migragao para os centros periféricos (Glick, 1995).

O peso de 6rgaos linféides tem sido utilizado como um parédmetro do
status imunologico de aves (Pope, 1991), principalmente naquelas submetidas
a situacoes de estresse. As relacdes entre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
e o sistema imune estdo no foco dos estudos das interagdes imuno
neuroendécrinas (Heckert et al., 2002). Animais tratados com horménio
adrenocorticotrépico ou submetidos a estresse crénico apresentaram reducao
no peso de 6rgaos linféides primarios (Davison et al., 1988; Donker & Beuving,
1989) e secundarios (Donker & Beuving, 1989). Segundo Guo et al.(1998),
altas temperaturas resultaram em prejuizo ao desenvolvimento de 6rgaos
linféides em frangos de corte. Rosales et al. (1989) relataram que a liberagao

de corticosterona poderia ocasionar a involugao dos tecidos linfoides como
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timo, bolsa de Fabricius e bago e, também, a supressédo de imunidade humoral
e mediada por células.

Frequentemente, a hipertrofia adrenal que ocorre com a grande
elevacéao dos niveis séricos de seus hormdnios acontece conjuntamente com a
involucdo do sistema linfatico, inclusive com atrofia de pancreas, baco, bolsa
de Fabricius e timo, e imunodepressao de duracdo variavel. Neste caso, as
aves mais sensiveis sdo as de maior tamanho e velocidade de crescimento.
De acordo com Revidatti et al. (2002), o peso proporcional de érgaos linféides
primarios e sua histologia sdo, freqluentemente, utilizados para avaliar a
resposta em casos de estresse.

Donker & Beuving (1989) observaram redugéo no peso relativo do
timo em 71%, da bursa em 57% e do bago em 35%, quando frangos foram
submetidos a infusdo com corticosterona. Da mesma forma, Puvadolpirod &
Thaxton (2000), uma semana apos injetarem doses de ACTH em frangos de
corte com cinco semanas de idade, observaram reducdo do peso relativo de
timo em 65%, do bago em 27% e da bursa em 43%.

Rendimentos de bursa médios, medidos através da relacéo
percentual entre peso do 6rgdo e peso da ave, de 0,18 a 0,20%, foram
relatados por Rosales et al. (1989) em frangos de corte comerciais de quatro a
sete semanas de idade. Aves criadas em condi¢cdes laboratoriais, livres de
patégenos, apresentam um rendimento de bursa de 0,44% as quatro semanas
de idade. De acordo com Kuney et al. (1981), citados por Revidatti et al.
(2002), valores abaixo de 0,15% sao considerados muito baixos, podendo

indicar atrofia e imunodepressao em frangos comerciais.
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1.5 Parametros hematoldgicos

O sangue é constituido de uma parte celular e outra fluida. A parte
celular contém os eritrocitos, linfocitos e trombdcitos, e seu exame pode
fornecer muitas informagdes sobre o estado geral do animal.

O leucograma ¢é tdo importante quanto o eritrograma (Campbell,
1994) e constitui-se na contagem total e diferencial dos leucoécitos e avaliagéo
morfologica destes em esfregago sangliineo. O leucograma pode fornecer
informacgdes importantes em relagdo a origem de uma possivel infecgao (viral
ou bacteriana) e também sobre o estado geral de um animal (Noriega, 2000).

Valores normais de leucdcitos totais para frangos de corte estao
entre 12000 e 30000 (Latimer & Bienzle, 2000), mas estes valores podem
variar em fungao de idade, local de criagao, sexo e condi¢cdes de estresse. Nas
contagens diferenciais, em média 60 a 65% do total de leucdcitos sao linfécitos,
25 a 30% heterdfilos, 10% mondcitos, 2% eosindfilos e 1,7% basofilos.

Os linfécitos das aves tém papel importante no sistema imunoldgico,
assim como os linfécitos de mamiferos. Eles sdo essenciais na producdo de
anticorpos e na imunidade celular do organismo (Jain, 1993).

Os mondécitos representam os maiores leucocitos observados em
esfregagos de sangue periférico e sua fungdo em aves parece ser semelhante
a observada em mamiferos, que € a de auxiliar nos processos inflamatérios
(Campbell,1994).

Os heterdfilos tém como principal fungédo a fagocitose (Morgulis,
2002), possuindo também enzimas lisossomais e atividade bactericida

(Harmon, 1998; Campbell, 1994).
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A relagdo normalmente encontrada para heterdfilos:linfocitos (H/L) é
ao redor de 1:2, mas, em condicbes de estresse, esta relagcdo aumenta em
fungdo de um maior nimero de heterofilos no sangue. A liberagao de horménio
ACTH, em situacoes de estresse, também leva a uma reducdo no numero de
linfécitos  circulantes, contribuindo para um aumento da relagéo
heterofilo:linfécito (Macari & Luquetti, 2002).

Em situacdes de estresse, as contagens absoluta e relativa das
células brancas do sangue alteram-se significativamente (Gross & Siegel,
1983). A leucocitose, ou aumento do numero de leucdcitos totais, foi relatada
em diversos trabalhos (Coles, 1986; Ruckebush et al., 1994; Cunningham,
1999), onde também se observou que a variagdo entre os componentes
celulares variava conforme as caracteristicas do quadro.

Em aves submetidas a condigcbes de estresse cronico, em um
primeiro momento, observa-se heterofilia e linfopenia e, posteriormente,
heteropenia e linfocitose (Perea et al., 1997). Segundo Campbell (1994), uma
leucocitose moderada a leve com heterofilia e linfopenia pode ser resultado da
presenca de glicocorticéides exdgenos ou enddgenos liberados em resposta ao
estresse. Sendo assim, a relagao heterdfilo:linfocito aumenta em fungdo do
aumento de heterdfilos e da redugao de linfécitos.

A relagédo H/L diminui conforme a idade da ave. Na primeira semana
de vida, aves comerciais apresentam um relacdo de 1,36, a qual diminui
progressivamente, atingindo 0,25 em poedeiras de 20 semanas de idade.
Gross & Siegel (1983) relatam valores de relagao H/L de 0,45 em frangos de

corte com mais de oito semanas de idade.
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Davis et al. (2000) relataram aumento na relagdo H/L associado a
situagdes de estresse agudo, como repentinas restricdes de agua, alimentos ou
luz. Mitchell et al. (1992) avaliando frangos expostos a altas temperaturas e
transporte em caminhdao por mais de trés horas, observaram relacbes
superiores a 0,62. Revidatti et al. (2002) compararam a relagdo H/L em
frangos em trés momentos diferentes — zero, quatro e oito dias de idade,
tratados ou ndo com horménio ACTH. As diferengas significativas encontradas
(0,44; 0,50; 0,63 em nao tratados, contra 0,31; 2,63; 1,18 em aves tratadas,
aos zero, quatro e oito dias, respectivamente) indicaram que o uso desta
variavel pode ser util para situagdes de estresse agudo.

Um aspecto importante € que a alteragdo da relagdo H/L em
situagdes de estresse so ocorre na fase inicial. Segundo Gross & Siegel (1983)
ndo ha mais alteragdes significativas apés um periodo prolongado de estresse.
Revidatti et al. (2002) apresentaram dados que concordam com esta afirmacgao.
Estes autores submeteram frangos de corte a estresse por manipulagbes
periodicas e, ao final de duas semanas observaram que ndo houve alteracdes
na relagédo H/L, embora as aves tenham perdido peso e os 6rgdos linféides
primarios atrofiado. Segundo estes autores as aves podem ter se habituado ao

manejo realizado.

1.6 Vilosidades intestinais
A integridade das células da mucosa intestinal é de fundamental
importancia para a absorgdo dos nutrientes, visto que os processos de

absorcéo sao totalmente dependentes de mecanismos que ocorrem a nivel
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intestinal. A mucosa intestinal &€ composta por células denominadas
enterdcitos, que desenvolvem a capacidade de transportar monémeros para o
interior da célula e, entdo, para a corrente sanguinea, através da membrana
basolateral (Furlan, 2005). A maturagdo dos enterécitos acontece durante a
sua migragdo — da cripta para a extremidade do vilo, e é dependente de
estimulos.

O tamanho e o numero dos vilos estdo diretamente relacionados ao
numero de células que os compdem. Quanto maior 0 numero de células, maior
o tamanho do vilo e, conseqlentemente, maior a area de absorgao,
teoricamente. Segundo Maiorka (2005) uma maior altura de vilos nao
necessariamente significa maior absorgdo, porque apenas a presenga do
enterocito ndo garante a absorgao. Por outro lado, uma redugédo na altura de
vilos significa menor absorgdo. O niumero de microvilos na membrana luminal
também é fator importante, pois estes agem aumentando a area de absorgéo
dos nutrientes. Yamauchi & Isshiki (1991) observaram uma redugdo na
densidade vilos/ area com o aumento da idade dos frangos, este resultado
indica que, com o aumento da idade do frango, ha um aumento no tamanho
dos vilos (Furlan, 2005). Ao contrario, Ribeiro et al. (2002) avaliaram
granulometrias diferentes em ragdes de frangos de corte de 21 a 42 dias e
observaram aumento no numero de vilos por area com o aumento da idade das
aves, independente da granulometria utilizada.

Com a finalidade de tracar um perfil de desenvolvimento dos
segmentos do trato gastrintestinal, Sell (1996) comparou diversos resultados de

diferentes autores e concluiu que o pico de desenvolvimento do intestino
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delgado ocorre entre 5 e 7 dias pos-eclosao, mostrando a importancia de uma
alimentacdo adequada na primeira semana de vida da ave sobre o seu
desempenho posterior.

A integridade das células da mucosa intestinal, além de influenciar
os aspectos sanitarios da ave, reflete-se também em aspectos econémicos. O
turnover celular, ou seja, o tempo que uma célula originada por mitose entre
cripta-vilo leva até atingir o pico do vilo e descamar para o lumen intestinal, é

de, aproximadamente, 4 dias ( Furlan, 2005).

1.7 Vitaminas na funcéo imune e em situacdes de estresse

As vitaminas sao nutrientes essenciais para o desenvolvimento
animal, principalmente porque atuam como cofatores em diversas reagoes do
metabolismo. Podem atuar com imunomoduladoras, melhorando as funcdes
imunologicas e a resisténcia a infecgdes, em aves e outros animais domeésticos
(Rutz, 2004). De modo geral as vitaminas sao fornecidas nos niveis minimos
necessarios para obter maximo desempenho e lucro, acrescidos de margens
de seguranga baseadas em experiéncias praticas (Rutz et al., 2002).

De forma geral, acredita-se que os niveis nutricionais adequados
para crescimento ndo sdo considerados adequados para 6tima resposta imune
e resisténcia a doencas (Nockels, 1988). Também, em situagdes de estresse
ou desafio, freqientemente sdo utilizados niveis superiores aos recomendados
nas tabelas de exigéncias. Rostagno et al. (2000) recomendam niveis entre 10
e 20 Ul vit E/ kg de ragdo, mas niveis dez vezes superiores a estes sao

bastante utilizados na pratica. Segundo Miltenburg (1999) a suplementacgao
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vitaminica em niveis 20% superiores aos utilizados na pratica melhora o
metabolismo protéico, energético e mineral e estimula a imunidade das aves
contra eventuais desafios como calor, bactérias e virus.

A funcdo mais conhecida da vitamina E é a de antioxidante natural,
funcdo que ela exerce ativamente em nivel de membrana, onde esta
localizada, em razdo de sua natureza lipossoluvel e da constitui¢cao lipoprotéica
da membrana.

Segundo Tengerdy (1989) a suplementagdo de vitamina E pode
reduzir os efeitos negativos dos corticosterdides liberados durante situagées de
estresse.

Ferket et al. (1993) observaram maior produgéo de anticorpos contra
hemacias de carneiro em perus suplementados com 300 Ul vit E/kg de dieta,
comparados com niveis recomendados pelo NRC (1994). Colnago et al. (1984)
observaram que pintos suplementados com 100 Ul de vit E/kg de dieta
apresentaram mortalidade reduzida e maior ganho de peso durante um desafio
com coccidios.

Segundo Marsh et al. (1986) os 6rgaos linfoides primarios sdo os
alvos principais para deficiéncias de vitamina E e selénio e, possivelmente,
provéem um mecanismo pelo qual a fungao imune pode ser afetada.

Erf et al. (1998) suplementaram frangos de corte com quatro niveis
de vit E na forma de dl-alfa-tocoferol acetato (0, 17, 46 e 87 mg/kg ragao) e
observaram seus efeitos sobre a diferenciacio e distribuicdo de células B e T,
no timo e no bacgo. O nivel superior (87 mg) proporcionou um aumento no

numero de linfécitos T maduros no timo e no bago.
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Ferket & Qureshi (1992) testaram a suplementagao de vitaminas A,
D, E e complexo B na agua de bebida em animais estressados pelo calor. A
suplementagdo proporcionou um aumento na produgao de anticorpos (IgG)
contra hemacias de ovinos e macrofagos, embora ndo tenha sido observado
aumento na capacidade fagocitica destes. Os mesmos autores testaram a
suplementacdo com eletrélitos e ndo observaram nenhum efeito benéfico.

A vitamina E tem se mostrado bastante efetiva para amenizar ou
compensar os efeitos causados pelo estresse por calor. Campo & Davila (2002)
observaram diminui¢ao significativa na relagdo heterdfilo:linfocito em galinhas
estressadas pelo calor quando estas foram suplementadas com 250 ppm de
vitamina E e 250 ppm de niacina (0,43 vs 0,65, para vit E), comparados com
niveis propostos pelo NRC (1994).

Os elementos do sistema antioxidante interagem metabolicamente
de forma bastante eficiente. Um exemplo é a vitamina C, que melhora a
atividade antioxidante da vitamina E, pois reduz os radicais tocoferoxila para a
forma ativa de vitamina E (Jacob, 1995) ou entdo poupa a vitamina E
disponivel (Retsky & Frei, 1995). A relagao da vitamina C com o sistema imune
tem sido estudada em diversos trabalhos. A utilizacdo de acido ascorbico e
desidroascorbico € aumentada durante a fagocitose por neutrdéfilos, fato que
indica sua importancia na primeira linha de defesa do organismo. Também,
deplecdes de acido ascorbico em leucdcitos sdo observadas durante a
ocorréncia de infec¢des virais, resultando em varios graus de imunodepressao

nao especifica (Thomas & Holt, 1978, citados por Rutz et al., 2002).



21

A combinacao de 200 ppm de vitamina C e 75 Ul/kg de vitamina E
proporcionou maiores niveis de anticorpos produzidos contra Brucella abortus e
contra virus vivo e inativado de Doencga de Newcastle (Gonzalez-Veja-Aguirre
et al., 1995).

Puthpongsiriporn et al. (2001) observaram aumento na proliferagao
de linfécitos em poedeiras submetidas a estresse por calor e suplementadas
com 65 Ul vit E/kg dieta. Quando foram adicionados 1000 ppm de vitamina C a
esta suplementacéo, a melhora foi ainda mais significativa, havendo também
aumento na producao de ovos.

McKee & Harrison (1995) observaram redugédo na relagédo H/L e
também nos niveis de corticosterona plasmatica de aves suplementadas com
300 ppm de acido ascorbico e submetidas a varios agentes de estresse.

Kutlu & Forbes (1993) avaliaram o consumo de acido ascoérbico em
aves jovens, em relagdo com o aumento da temperatura ambiental, e
observaram que as aves voluntariamente selecionaram dietas com niveis mais
altos de acido ascérbico, quando a temperatura elevou-se subitamente de 26
para 37° C. De acordo com Furlan & Macari (2002) aves submetidas a um
aumento de temperatura de 21° C para 31° C apresentaram redugdo na sua
producao normal de acido ascorbico, como resultado do fim de suas reservas e

das quantidades de vitaminas sintetizadas.

1.8 Minerais na fungdo imune e em situacdes de estresse
Os minerais estdo entre os nutrientes essenciais para o perfeito

funcionamento do organismo e podem ser classificados em macro e
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microminerais. Os microminerais sao utilizados em quantidades diminutas na
dieta dos animais e seus estudos envolvem variagbes também pequenas nos
niveis utilizados nas dietas.

A importancia dos microminerais baseia-se principalmente na sua
atuacdo como cofatores enzimaticos e como componentes de estruturas
protéicas. Sua capacidade de formar quelatos também merece destaque e
reflete-se diretamente na sua disponibilidade para ser absorvido. Muitas vezes,
0s minerais podem se complexar com outras estruturas, como proteinas,
carboidratos e outros minerais, 0 que pode dificultar sua absor¢ao ou torna-los
totalmente indisponiveis. Esta formagdo de quelatos pode ser prejudicial,
interferindo na utilizagdo de cations essenciais, como no caso do acido
fitico+zinco; no entanto pode ser benéfica ao organismo, permitindo que um ion
metalico exerga sua fungédo metabolica, como no caso do ferro no grupo heme
da hemoglobina; ou permitindo o transporte e armazenamento dos ions
metalicos, como no caso de um quelato metal/ aminoacido (Leeson &
Summers, 2001).

Na nutricdo animal vem crescendo o interesse e a utilizagdo dos
minerais complexados com aminoacidos, ou incorporados biossinteticamente
em moléculas de aminoacidos, o que aumenta sua biodisponibilidade. Existem
diversos minerais sob forma complexada, mas a utilizagdo de zinco, manganés
e, principalmente, selénio, merecem destaque por suas fungdes e
aplicabilidades praticas.

A sintese de boa parte das células e moléculas do sistema imune

(heterdfilos, eosindfilos, basdfilos, macrofagos e linfocitos T) € mediada por
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enzimas que dependem do zinco (Zn). Durante a reagao imunoldgica, o nivel
de Zn no sangue decresce drasticamente em fungdo da sintese de
metalotioneina no figado e, em contrapartida, a absorgdo € aumentada,
indicando que ocorre um aumento na exigéncia deste mineral. Kidd et al.
(1994) avaliando os efeitos da suplementagdo de zinco em dietas de perus
recebendo niveis adequados deste mineral, observaram que a adi¢ao de 30 ou
45 ppm de zinco a partir da utilizagdo de zinco-metionina, aumentou
significativamente a capacidade de resposta imune celular de perus jovens.

Wellinghausen et al. (1997) relataram que a ativagdo de células T
em humanos € criticamente regulada pela concentragao plasmatica de zinco,
pois niveis moderados (2x o nivel fisioldgico) estimulam a proliferacdo de
células T, entretanto, niveis altos (8x o nivel fisiologico) tém efeito inibitorio. Os
autores destacam também seu efeito controverso em pacientes com infecgbes
sistémicas causadas por bactérias Gram negativas. Como o zinco interage com
o lipopolissacarideo (LPS) das bactérias, aumentando sua agao,
conseqglientemente ele intensifica a fase aguda da resposta inflamatoéria. No
entanto, foi observado que ele apresenta efeitos benéficos quando
administrado profilaticamente, pois suinos sem infecgdo e que foram
suplementados com zinco, apresentaram diminuicdo da resposta inflamatdria
quando posteriormente foram estimulados com LPS.

Parece haver uma redistribuicido do zinco durante o estresse
imunoldgico. Klasing (1994) observou uma reducdo extrema do zinco
plasmatico, enquanto o zinco hepatico foi encontrado em niveis quatro vezes

maiores que a quantidade diminuida no plasma.
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O zinco é bastante utilizado em leitdes para melhorar o desempenho
e reduzir a ocorréncia de diarréia (Mullan et al., 2002), em fungéo de seu efeito
positivo sobre a resposta imune a patdégenos e na manutengéo da integridade
intestinal.

Hegazy & Adachi (2000) avaliaram o uso de dietas suplementadas
com zinco (40 ppm) e selénio (1 ppm), separados e conjuntamente, em aves
desafiadas com Salmonella Typhimurium e aflatoxina B1. Os resultados
encontrados indicaram maior ganho de peso e melhor conversao alimentar com
a suplementacao de zinco, e melhor resposta imune, representada por titulos
de anticorpos, nas aves suplementadas com selénio. Resultados semelhantes
foram encontrados por Larsen et al. (1997), que relataram um aumento no titulo
de anticorpos contra hemacias de carneiro (2,2 para 3,9 logz) quando niveis
entre 0,1 e 0,8 foram suplementados na dieta de poedeiras.

O selénio tem importante fungdo como antioxidante, pois € um
componente da glutationa peroxidase, enzima importante para impedir a
peroxidagdo em nivel de membrana celular. Sua agdo em conjunto com a
vitamina E ja foi proposta em diversos estudos e a indicagao é de que a
vitamina E tenha fungéo antioxidante em nivel de membrana celular e o selénio
no citosol (Rutz, 2001).

Os efeitos da suplementagao de selénio também ja foram estudados
em aspectos reprodutivos de aves. Galos suplementados com selénio sob
forma complexada (0,2 ppm) e selénio inorganico (0,2 ppm) foram comparados
com outros sem suplementagédo, quanto ao inicio da produgdo de sémen e

numero de anormalidades espermaticas (Edens, 2002). Os galos
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suplementados com as duas formas de selénio apresentaram produgao de
sémen mais precoce do que o grupo controle e, o selénio complexado
proporcionou, também, menor nimero de anormalidades espermaticas quando
comparado com a fonte inorganica e o grupo controle (P<0,05). O uso de
selénio inorganico forneceu valores intermediarios de anormalidades

espermaticas, ficando entre o selénio complexado (melhor) e o controle (pior).

1.9 Probiéticos, prebiéticos e antimicrobianos sobre
desempenho e sistema imunoldgico

As doencgas entéricas sdo fonte de preocupacédo para a industria
avicola mundial em razédo da perda de produtividade, aumento de mortalidade
e contaminacéo de produtos avicolas para o consumo humano. A possibilidade
de resisténcia bacteriana causada pelos antimicrobianos e a crescente
proibicdo de seu uso pelos paises europeus, vém aumentando o interesse
sobre alternativas aos antimicrobianos na produgdo de aves (Patterson &
Burkholder, 2003).

Com o objetivo de auxiliar na prevengdo da contaminagdo de
carcacgas e na eliminagao dos patégenos ja presentes no organismo das aves,
visando um incremento no desempenho e, muitas vezes, na resposta imune da
ave, 0 uso de prebidticos e probidticos vém sendo testado em diversos
experimentos em diferentes condi¢des (La Ragione & Woodward, 1994; Palmu
& Camelin, 1997; Spring et. al, 2000; Zulkifli et. al, 2000; Huang, et. al, 2004;).

Fuller (1989) definiu o conceito de probiético como sendo “um

suplemento alimentar constituido de microrganismos vivos capazes de
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beneficiar o hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal” e,
segundo este mesmo autor, para ser considerado um probiotico, o
microrganismo deveria ser produzido em grande escala, permanecer viavel e
estavel durante o periodo de estocagem, ser capaz de sobreviver no ambiente
intestinal e beneficiar o organismo com a sua presenga. Existem no mercado
probidticos compostos por diferentes microrganismos e, além disso, quando um
mesmo microrganismo € utilizado em diferentes produtos, ainda assim, as
cepas utilizadas podem ser diferentes. Segundo Tournut (1998), a eficacia do
probiotico depende estritamente da quantidade e das caracteristicas das cepas
do microorganismo utilizado na elaboragéo do produto.

O mecanismo de agdo dos probidticos esta relacionado com a
competicao por sitios de ligagdo ou exclusdo competitiva, onde as bactérias do
probidtico ocupam os sitios de ligagdo na mucosa intestinal e impedem a
fixagdo das bactérias patogénicas, através de uma barreira fisica (Furlan,
2005). As fimbrias sao estruturas fosfoglicoproteicas que possuem importancia
bastante conhecida para a aderéncia bacteriana. Elas possuem afinidade por
receptores especificos que variam quanto a sua presenca entre as espécies de
aves e também entre as por¢des do trato intestinal. Segundo Dobrogosz et al.
(1991) e Tournut (1998), algumas bactérias podem se aderir a superficie
superior dos enterdécitos, enquanto outras podem residir nas criptas onde séo
produzidas as novas células epiteliais que, posteriormente, migrardo para o
topo das vilosidades.

Outras funcbes dos probidticos sdo produgdo de substancias

antibacterianas e enzimas, como também, estimulo do sistema imune, por
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aumentarem o numero e a atividade das células fagociticas do hospedeiro. As
placas de Peyer, as tonsilas cecais e a bolsa de Fabricio s&o locais de acumulo
de tecido linfatico no organismo das aves, os quais captam antigenos
disponibilizados no trato digestério que estimulam as células B e as células T
do sistema imune para desenvolvimento de uma imunidade geral e
inespecifica. Com o estimulo imunolégico da mucosa, ocorre a produgao de
anticorpos do tipo IgA, os quais reduzem o numero de bactérias patogénicas na
luz intestinal, além de produzirem ativacdo de macrofagos e proliferagdo de
células T (Silva, 2000).

Huang et al. (2004) avaliaram o desempenho e a resposta imune de
frangos de corte suplementados com probidticos inativados (Lactobacillus casei
e Lactobacillus acidophilus) e observaram beneficios sobre peso corporal e
ganho de peso nas aves suplementadas, em relagao ao grupo controle. Nao foi
observada diferencga significativa para titulos de anticorpos (IgG e IgA) contra o
antigeno com que as aves foram desafiadas (KLH). Panda et al. (2000), ao
contrario, indicaram diferengas significativas na produgao de anticorpos contra
hemacias de carneiro em frangos e poedeiras suplementadas com um
probidtico comercial & base de Lactobacillus spp.

Gibson & Roberfroid (1995) definiram prebidticos como “ingredientes
alimentares que nao sao digeridos na porgéo proximal do trato gastrintestinal e,
que proporcionam efeito benéfico no hospedeiro por estimularem seletivamente
o crescimento e/ou metabolismo de um limitado grupo de bactérias no colon”.
Também, segundo os mesmo autores, um prebiodtico ndo pode ser hidrolisado

ou absorvido no intestino delgado, deve ser um substrato seletivo para
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determinado grupo de bactérias comensais benéficas, e deve ser capaz de
alterar a microbiota intestinal e induzir efeitos luminais ou sistémicos, benéficos
ao hospedeiro.

Entre as substancias mais estudadas como prebidticos estdo os
oligossacarideos, carboidratos nao digeriveis, mais especialmente os
frutoligossacarideos (FOS), os glucoligossacarideos (GOS) e os
mananoligossacarideos (MOS). O prebidtico pode alterar a microbiota intestinal
de duas maneiras: fornecendo nutrientes para as bactérias desejaveis ou
através do reconhecimento, pelas bactérias patogénicas, dos sitios de ligacao
nos oligossacarideos como sendo da mucosa intestinal, reduzindo a
colonizagao intestinal indesejavel, resultando em menor incidéncia de infecgdes
e melhor integridade da mucosa intestinal (lji & Tivey, 1998). Os
mananoligossacarideos sdo capazes de bloquear a aderéncia dos patégenos e
evitar a colonizagdo, pois, na sua presenga, as bactérias ligam-se a eles
através de suas fimbrias e ndo a mucosa intestinal, passando, juntamente com
a digesta, sem causar problemas aos animais (Collett, 2000; Close, 2001).

Os resultados encontrados em estudos com pro e prebibticos sao
muitas vezes contraditorios e entre as razbes para isto, estdo diferengas no
microrganismo utilizado, na dose, nas condi¢des ambientais e de estresse e na
forma de armazenamento dos produtos, nos diferentes experimentos
realizados. O conhecimento existente até o momento indica que as respostas
obtidas com o uso de probidticos ou prebiodticos especificos nao podem ser
generalizadas, representando apenas os resultados nas condigbes em que foi

testado.



CAPITULO 2

EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE VITAMINAS E MINERAIS
COMPLEXADOS SOBRE A IMUNOCOMPETENCIA DE FRANGOS DE

CORTE SUBMETIDOS A ESTRESSE POR CALOR

2.1 INTRODUCAO

A avicultura, atualmente, ocupa um lugar de destaque dentro das
atividades do setor agropecuario mundial, com indices de produgdo em
constante crescimento. O grande aumento na produgéo de carne de frango foi
consequéncia de grandes avangos em genética, nutricdo, sanidade e manejo,
fazendo com que a atividade atingisse niveis de produtividade inimaginaveis ha
alguns anos atras. Todos estes avangos resultaram em indices elevados de
desempenho, porém, alguns aspectos, como bem-estar e imunocompeténcia
das aves, foram menosprezados.

O frango moderno tem pouca capacidade de responder a
situacbes de estresse como, por exemplo, calor, frio, vento, fome e alta
densidade. A capacidade de adaptacdo do animal a estas diversas

circunstancias determina ou ndo o estado de estresse. Quanto a
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temperatura, o frango moderno tem pouca capacidade de termorregulacéo,
sendo bem mais sensivel ao calor do que ao frio. Segundo Ferket & Qureshi
(1992), muitas das produgdes de frango no mundo estéo situadas em locais
onde o estresse causado pelas altas temperaturas ambientais impede um
melhor desempenho e a resisténcia a doencas das aves. Aves submetidas
ao estresse ambiental, geralmente, apresentam fungdo imune deprimida

(Thaxton & Siegel, 1970; Brake, 1989; Siegel, 1989; Miller & Qureshi, 1991).

Alguns dos parametros que tém sido comumente utilizados para
estimar a imunidade de aves sao: peso de 6rgaos linféides (Pope, 1991),
resposta de anticorpos a antigenos estranhos (Gross & Siegel, 1980, 1990;
Montgomery et al., 1991; Patterson & Siegel, 1998; Scott et al., 1994),
relacdo heterdfilo: linfécito (H:L) (Gross & Siegel, 1983; Cravener et al.,
1992; Patterson & Siegel, 1998; Al-Murrani et al., 1997) e ensaios de
blastogénese de linfécitos (Nagano & Lee 1978; Barta et al., 1992; Cunnick
et al., 1994; Talebi et al.,, 1995; Gogal et al., 1997). O peso de 6rgaos
linféides €& facilmente medido e reflete a capacidade do organismo de
produzir células linféides durante uma resposta imune. McFarlane & Curtis
(1989) observaram que pintos de corte expostos a multiplos agentes de
estresse, como amodnia, choque elétrico e estresse por calor, tiveram

aumento significativo da relagao H:L.

Zulkifli et al. (1994) relataram que o estresse ambiental pode
deprimir a fungdo imune de aves, diminuindo a produgdo de anticorpos e
uma efetiva imunidade mediada por células. Segundo Guo et al. (1998),

altas temperaturas resultaram em impedimento do desenvolvimento dos
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orgaos do sistema imunolégico de frangos. Thaxton & Siegel (1970, 1972,
1973) observaram um efeito depressivo do estresse por calor na produgao
de anticorpos. Regnier et al. (1980), ao contrario, ndo observaram nenhum
efeito depressivo do estresse por calor, assim como Donker et al. (1990) que
concluiram que a producdo de anticorpos ndo era consistentemente

influenciada pelo estresse por calor.

Nao se sabe ao certo se o efeito prejudicial do estresse por calor
na funcdo imune de aves pode ser compensado pela utilizacdo de
nutrientes. Ferket & Qureshi (1992) observaram que a suplementagao
vitaminica (vitaminas A, D, E e complexo B), durante um estresse por calor
episodico, foi benéfica para os estagios de indugao e maturagao da resposta

de sintese de anticorpos.

Caracteristicas de desempenho e funcdo imune de aves que
sofreram estresse por calor mostraram ser significativamente beneficiadas
por um aumento nos niveis de vitamina C (Pardue & Thaxton, 1984; Pardue
et al., 1985), vitamina E (EI-Boushy, 1988) e piridoxina (Blalock et al., 1984).
Niveis moderados de vitamina E na dieta (50 Ul/kg) de aves elevaram a
produgao de anticorpos para eritrécitos ovinos, enquanto o mesmo nao foi
observado com niveis mais altos (100 e 200 UIl/kg) (Leshchinsky & Klasing,
1998). O selénio também faz parte do sistema antioxidante natural,
poupando a vitamina E, de forma que patos recebendo dietas
suplementadas com selénio apresentaram concentragbes mais elevadas de
vitamina E no plasma (Combs et al., 1975). Thornton (1961) relatou que os

niveis de acido ascorbico sanguineo em aves estressadas por calor foram
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marcadamente reduzidos e sugeriu que o estresse poderia criar uma

exigéncia de suplementagao com vitamina C.

Também o zinco (Zn) € um nutriente a ser considerado. Durante
a reagao imunoldgica, o nivel de Zn no sangue decresce drasticamente em
fungdo da sintese de metalotioneina no figado e, em contrapartida, a
absorcédo é aumentada, indicando que ocorre um aumento na exigéncia
deste mineral. Kidd et al. (1994), avaliando os efeitos da suplementagao de
zinco em dietas de perus recebendo niveis adequados deste mineral,
observaram que a adicado de 30 ou 45 ppm de Zn a partir da utilizacdo de
Zn-metionina, aumentou significativamente a capacidade de resposta imune

celular de perus jovens.

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar os efeitos da
suplementacao das vitaminas E e C, dos minerais complexados Zn e Se e da
temperatura ambiental na imunidade humoral de frangos de corte inoculados
com albumina sérica bovina (BSA); avaliar a inoculaggo com BSA como
ferramenta para medir a imunidade humoral e, secundariamente, avaliar o

efeito da inoculagdo de BSA no desempenho de frangos de corte

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ensino Zootécnico
(LEZO), do Departamento de Zootecnia, da Faculdade de Agronomia, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de novembro a

dezembro de 2003.
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Foram utilizados 468 pintos de corte machos, da linhagem Ross 308,
com 1dia de idade e peso inicial médio de 44 g. As aves foram criadas no
periodo inicial, até os 14 dias, em 78 gaiolas metalicas de 0,36 m? em sala
climatizada, com temperatura inicial de 31+1°C, decrescendo gradativamente
até atingir cerca de 24+1°C aos 14 dias. No periodo inicial, as aves foram
distribuidas aleatoriamente (seis em cada gaiola) e divididas em quatro
tratamentos que diferiram entre si apenas na suplementacéo de vitaminas e/ou
minerais. Os tratamentos foram assim distribuidos: T1- dieta controle (niveis
vitaminico e minerais contidos no premix); T2- suplementagéo vitaminica de
100 Ul vit E e 300 ppm vit C/kg de racéo; T3- suplementacdo mineral de 40
ppm Zn e 0,3 ppm Se/kg de ragao; T4- suplementagao vitaminico-mineral nos

niveis de T2 + T3.

A vitamina E foi suplementada na forma de acetato dl-«< tocoferol
(Roche®) e a vitamina C na forma de acido ascorbico (Roche®). O zinco e o
selénio foram suplementados na forma orgénica (Zinpro®).

Aos 14 dias, 272 aves (quatro aves por gaiola) selecionadas
aleatoriamente foram distribuidas em 68 gaiolas de 0,45 m?, em dois ambientes
— termoneutro (ATN) e estresse por calor (EPC), com oito repetigbes/ tipo de
suplementacdo no EPC e nove repeticdes/ tipo de suplementacdo no ATN.

Foi considerado EPC, 12 horas de temperatura a 25°C, trés horas de 25 a
32°C, seis horas a 32°C e trés horas de 32 a 25°C, diariamente, e por ATN,
temperaturas diarias na faixa de 21 a 25°C, conforme indicado na Tabela 1. A

umidade relativa do ar ficou em torno de 70% nos dois ambientes. O

monitoramento da temperatura e da umidade relativa do ar, de cada ambiente,
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foi feito por termémetro de bulbo seco e bulbo umido e de maxima e minima,
colocados a altura média das gaiolas. O programa de luz adotado, durante o
experimento, foi continuo (24 horas de luz artificial/dia). As aves receberam
racdo e agua a vontade e o mesmo manejo durante todo o periodo
experimental.

TABELA 1. Descricdo da temperatura e umidade relativa nos ambientes ATN e
EPC

Ambiente ATN EPC
Tempo de exposigéo 24 12 3 6 3
por dia (h)
Temperatura (°C) 21-25 25 25-32 32 32-25
Umidade relativa (%) 70 70 70 70 70

A composigdo nutricional e os ingredientes utilizados nas dietas do
periodo inicial e de crescimento foram calculados baseados em Rostagno
(2000) e encontram-se na Tabela 2. As aves receberam a ragao inicial no
periodo de 1 a 21 dias e de 21 a 35 receberam a racao crescimento.

Frangos de seis repetigoes/tratamento das aves no EPC e cinco
repeticoes/tratamento das aves no ATN foram inoculados com albumina sérica
bovina (BSA) diluida em solug¢ao de tampao fosfato (PBS) aos 12 e aos 24 dias
de idade, para posterior medida de anticorpos produzida contra este antigeno,
constituindo-se, a inoculagao, no terceiro fator do modelo estudado, o qual foi
composto, ao final, por um fatorial 4 x 2 x 2 (4 tipos de suplementagao
vitaminico-mineral; 2 ambientes; inoculagdo ou ndo de BSA). As aves restantes

foram inoculadas com solugao tampao fosfato (PBS), como controle negativo.
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TABELA 2. Composi¢do nutricional e de ingredientes das ragdes controle
inicial e crescimento utilizadas no experimento

DIETA INICIAL (1-21 dias) CRESCIMENTO (21-42dias)
INGREDIENTES COMPOSICAO (%)
Milho 56,88 60,61
Farelo de soja (46% PB) 36,08 31,61
Gordura (6leo de soja) 2,78 3,67
Fosfato 1,80 1,68
Calcario 1,43 1,39
Sal 0,47 0,47
DL metionina 0,23 0,25
Lisina 0,12 0,09
Premix vitaminico' 0,05 0,05
Premix mineral® 0,10 0,10
Colina 0,03 0,03
Anticoccidiano 0,025 0,05
NIVEIS NUTRICIONAIS
EMAR (kcal/kg) 3000 3100
PB (%) 21,5 19,50
Ca (%) 10, 0,95
Pdisp. (%) 0,45 0,42
Lisina (%) 1,25 1,14
Metionina + Cistina (%) 0,90 0,83

T Premix inicial: vit. A 10.000 Ul; vit. D3 3000 UI; vit. E 60 mg; vit. K3 3 mg; vit. B1 3 mg; vit. B2 8 mg; vit. B6 4 mg; vit.

B12 0,014 mg; ac. pantoténico 20 mg; niacina 60 mg; ac. félico 2,5 mg; biotina 0,24 mg. Premix crescimento: vit. A
8000 UI; vit. D3 2000 UI; vit. E 30 mg; vit. K3 2 mg; vit. B1 2 mg; vit. B2 6 mg; vit. B6 2,5 mg; vit. B12 0,012 mg; ac.
pantoténico 15 mg; niacina 35 mg; ac. félico 1 mg; biotina 0,08 mg (por kg de dieta).

2 Premix inicial e crescimento: ferro 40 mg; zinco 80 mg; manganés 80 mg; cobre 10 mg; iodo 0,7 mg; selénio 0,3 mg

(por kg de dieta)

O preparo do inéculo de BSA ocorreu da seguinte forma:
inicialmente, foi preparada uma solugao mae, contendo 16 mg BSA/mL. A partir
desta, fez-se uma solugao diluida, utilizando 1mL da solugdo mae em 15 mL de
PBS. Esta solugao foi entdo misturada com um mesmo volume de adjuvante
incompleto, composto de 85% oleo mineral e 15% lanolina. A mistura foi
agitada em um agitador em baixa velocidade, até que adquirisse a consisténcia
de emulsdo. O indculo foi aplicado na dose de 0,4 mL por ave, via

intramuscular, no musculo do peito.
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As aves foram pesadas no inicio do periodo experimental e
semanalmente para determinagao do ganho de peso. O consumo de ragao foi
calculado considerando a ragdo fornecida e as sobras nos comedouros e
desperdicios. A conversdo alimentar foi calculada pela relagdo entre o

consumo de ragao e o ganho de peso das aves.

A mortalidade, durante todo o periodo experimental, foi calculada e
a partir dela, obteve-se os valores de viabilidade (100% vivos — mortalidade),
os quais foram utilizados para analise estatistica

As aves foram abatidas aos 35 dias de idade através de
deslocamento cervical. A seguir, foram feitos sangria, escaldagem,
depenagem, evisceragdo e resfriamento em chiller por 40 minutos. Bago e
bursa foram coletados durante a evisceracdo, secos em papel toalha e
pesados em balanca de precisdo. Para o calculo de seus rendimentos, dividiu-
se o0 peso do 6rgéo pelo peso da ave.

No momento da sangria, foram coletadas amostras de sangue de
todas as aves para anadlise de anticorpos no soro e contagem de leucécitos no
sangue total. Para a quantificacdo de anticorpos, foram coletadas amostras de
3 mL. Para as andlises hematolégicas (contagem de leucécitos), foram
coletados +5 mL em tubos com o anticoagulante etilenodiaminotetracético sal
dissodico (EDTA).

As amostras de sangue para sorologia foram coletadas sem
anticoagulante e deixadas em temperatura ambiente (£25°C), por cerca de trés
horas, para permitir a separagdo do soro. Os soros foram centrifugados a 5000

rpm durante 7 minutos e congelados a -20°C, em tubos de 1,5 mL identificados,
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e foram analisados no Laboratério de Virologia da Faculdade de Veterinaria da
UFRGS.

Para a analise de anticorpos, estabeleceu-se um protocolo de
ELISA, baseado em outros trabalhos utilizando albumina sérica bovina como
antigeno (Parmentier et al., 1994; Bar-Shira et al., 2002; Gutierro et al., 2002).
O protocolo compreendeu as seguintes etapas:
1° — Sensibilizar as placas de Elisa (Falcon, Becton Dickinson, cat. ndm.
353912) com 100 pL/ pogo do antigeno diluido em solugao tampéo carbonato-
bicarbonato pH 9,6 na concentragdo de 500 ug/mL. Deixar de um dia para o
outro em camara Umida a 4°C; 2° - Lavar a placa 3x com 100 uL/ pogo de
solucdo contendo PBS, 5% de leite em pd desnatado e 0,05% de Tween 20°
(chamada de Blotto), deixando a solugdo por 3 minutos na placa em cada
lavagem; 3° - Bloquear a placa durante 1 h com 100 pL de Blotto/pogo; 4° -
Retirar o Blotto da placa e colocar os soros a serem testados (100 puL/pogo), na
diluicao de 1:640 (diluidos em solugdo de PBS + 0,05% Tween 20®), deixando
por 1 h em temperatura ambiente; 5° - Retirar os soros e lavar a placa 3x com
100 yL de Blotto por pogo, esperando 3 minutos em cada lavagem; 6° - Colocar
100 pL/pogo de conjugado anti IgG de galinhas contra cadeia pesada e leve,
marcado com peroxidase - KPL®) diluido 1:2000 com o Blotto e deixar por 1 h
em temperatura ambiente; 7° - Lavar a placa 3x com 100 uL/ pogo de solugéo
de PBS + Tween 20%; 8° - Colocar a solugdo de revelacdo (20 mL tampao
citrato fosfato + 10 yL H,O, 30 volumes + 6,8 mg OPD), 100 yL/ pogo e

armazenar em camara escura por +15 minutos; 9° - Parar a reagao adicionando
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50 uL/pogco de HySO4 (12,5%); 10° - Fazer a leitura em espectrofotOmetro
utilizando comprimento de onda de 495 nm.

Os soros das aves foram analisados individualmente e os resultados
foram as médias das duplicatas de cada soro, expressos como unidades de
absorbancia (valores de densidade dtica).

As contagens total e diferencial de leucocitos foram realizadas
através de esfregagos sanguineos corados com corante de “Wright”, no
Laboratério de Andlises Clinicas Veterinarias da UFRGS, com o objetivo de
medir a relacao heterdfilo:linfécito.

Os dados de hematologia, rendimento de orgaos linféides e
desempenho foram analisados pelo GLM do programa SAS (1998). Na
presenca de um F significativo foi usado o Lsmeans para testar as diferengas
entre as médias. Os dados de sorologia (quantificagdo de anticorpos) foram,
inicialmente, testados para verificar se apresentavam distribuicdo normal, o que
nao ocorreu. Com a auséncia de normalidade, a transformacao utilizada foi a
Box-Cox, a qual permitiu que fosse realizada a analise de variancia pelo GLM
do SAS. Esta transformagado foi realizada a partir de valores médios de
densidade otica de cada tratamento. Efetuou-se também outra analise
estatistica com o uso de um teste ndo paramétrico — teste de Kruskal-Wallis.
Os resultados encontrados foram semelhantes aqueles obtidos com a
transformacéao e analise de variancia, o que proporcionou maior seguranga nos

resultados encontrados.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Desempenho das aves

Observou-se que a inoculagio com BSA ndo causou efeito
significativo sobre o desempenho das aves durante o periodo experimental, de
1 a 35 dias. Durante a resposta imune, alteragdes importantes acontecem no
metabolismo de energia, aminoacidos, lipidios e minerais trago (Humphrey &
Klasing, 2004). Estas alteragbes dependem, fundamentalmente, do antigeno
utilizado e do tipo de resposta imune desencadeada (inata ou adaptativa),
sendo que a resposta imune inata produz efeitos mais evidentes do que a
adaptativa. Antigenos proteicos purificados, como a BSA, estimulam a resposta
imune adaptativa, particularmente a produgcédo de anticorpos, com pouco ou
nenhum efeito sobre a resposta imune inata, que é onde ocorre a liberagéo de
citocinas proé-inflamatorias, as quais liberadas em grande quantidade sé&o
responsaveis pela redugdo no desempenho. A BSA sendo um antigeno timo-
dependente, requer a presencga de linfocitos Ty para induzir a producdo de
anticorpos. A funcdo efetora dos linfécitos Ty consiste basicamente na
producdo de citocinas em tipos e quantidades dependentes da forma de
apresentacao do antigeno e dos sinais co-estimulatorios.

Quando o sistema imune é ativado, ele torna-se anabdlico e sua
demanda nutricional € aumentada. Ao mesmo tempo, ocorre uma redugédo no
consumo de alimento e ha uma desregulacdo generalizada da homeostase
nutricional em fungdo de alteragbes em horménios importantes para esta
fungdo, como insulina, glucagon e horménio do crescimento (Elsasser et al.,

2000). O impacto mais importante no crescimento durante um desafio
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infeccioso € a redugdo no consumo de alimento, responsavel por 70% da
reducdo na taxa de crescimento (Klasing, et al., 1987). Os restantes 30%
ocorrem devido a ineficiéncias no metabolismo nutricional induzidas pelo
sistema imune (Klasing, et al., 1987).

Quanto aos demais fatores estudados no modelo, observa-se, na
Tabela 3, que o tipo de dieta influenciou significativamente o consumo de ragéo
(P<0,007) e a conversao alimentar (P<0,0001), tendo a dieta controle (T1)
proporcionado maior consumo de rag¢ao e pior conversao alimentar do que as
demais. Para o fator ambiente, observou-se que as ave em EPC tiveram menor
ganho de peso (P<0,0001) e menor consumo de ragao (P<0,0001) do que
aquelas em ATN, resultados estes esperados e referenciados em varios
trabalhos pesquisados (Austic, 1985; Howlider & Rose, 1987; Czarick & Tison,
1990; Smith, 1993; Bonnet et al., 1997; Plavnik & Yahav, 1998; Temim et al.,
2000; Lagana, 2005). Nao houve interagdo signficativa (P>0,05) entre os

fatores estudados.
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TABELA 3. Ganho médio de peso (GMP), consumo de ragao (CR) e conversao
alimentar (CA) de aves submetidas a quatro tipos de dietas, dois ambientes e
inoculagdo com BSA, no periodo de 1 a 35 dias

GMP (kg) CR (kg) CA (kg/kg)
Dieta
Dieta basal 2,099 3,426a 1,63b
Dieta basal+vit 2,109 3,319b 1,57a
Dieta basal+min 2,079 3,303b 1,59a
Dieta basal+vit+min 2,115 3,304b 1,56a
Prob 0,669 0,003 <0,0001
Ambiente
ATN 2,170a 3,432a 1,58
EPC 2,031b 3,244b 1,60
Prob <0,0001 <0,0001 0,142
Inoculacéao
Inoc 2,093 3,318 1,59
Nao inoc 2,108 3,358 1,58
Prob 0,501 0,146 0,603
CV % 3,91 2,84 2,47

2.3.2 Viabilidade

Nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos para a

variavel viabilidade no periodo de 1 a 35 dias (Tabela 4). A BSA, por ser um

antigeno protéico purificado, estimula a resposta imune adaptativa, mas,

praticamente, ndo tém efeito sobre o sistema imune inato (Humphrey &

Klasing, 2004), que ¢é o responsavel pela produgdo de citocinas pro-

inflamatodrias. Estas sdo responsaveis pelas alteragdes mais evidentes de uma

resposta imune, como redugado de consumo, febre e alteragdes na homeostase
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metabdlica (Humphrey & Klasing, 2004), que podem contribuir para o aumento
da mortalidade, o que nao é esperado com a resposta imune adaptativa.

Como o calor ocorreu de forma ciclica, as aves puderam se adaptar
comendo menos durante os periodos de alta temperatura, o que se refletiu em
um menor consumo de ragdo e nao influenciou na mortalidade. Teeter et al.
(1984) observaram que um aumento no nivel de alimentagdo de frangos em
estresse por calor reduziu a sobrevivéncia em 14%. Cooper & Washburn
(1998) e Lagana (2005) mostraram que a exposi¢ao de frangos a temperaturas

de 32° C durante algumas horas do dia n&o influenciou a mortalidade.

TABELA 4. Viabilidade de frangos de corte inoculados ou ndo com BSA,
criados em dois ambientes e suplementados com diferentes niveis de vitaminas
e minerais durante o periodo de 1 a 35 dias

Viabilidade 1 a 35 dias (%)

FATORES

Tratamento

T1 (dieta basal) 96,4
T2 (basal+vit)* 98,4
T3 (basal+min)? 96,9
T4 (basal+vit+min) 95,5
Prob 0,76
Ambiente

ATN 97,7
EPC 95,8
Prob 0,34
Inoculagéo

Inoc 97,4
N&o inoc 96,2
Prob 0,55
CV % 8,44

T100 Ul/kg vit E e 300 ppm vit C/kg de ragao
240 ppm zinco e 0,3 ppm selénio
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2.3.3 Quantificacéo de anticorpos

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores de produgcido de
anticorpos observados aos 35 dias de idade. Em fungdo da transformacao
realizada nos dados, os valores tornaram-se negativos e aqueles mais
proximos de zero devem ser interpretados como superiores.

As aves que foram inoculadas com BSA apresentaram maior nivel
de anticorpos do que aquelas n&o inoculadas (P<0,0001), comprovando que as
aves apresentaram resposta ao antigeno utilizado.

A quantidade de anticorpos nado apresentou diferenga significativa
entre os tipos de suplementagdo vitaminico-mineral, porém houve diferencas
em relacdo ao ambiente. As aves em EPC produziram mais anticorpos contra
BSA do que aquelas em ATN, independente do tipo de suplementagao
(P<0,044). O estresse por calor impde uma restricdo alimentar, pois a primeira
resposta da ave a este tipo de estresse é o decréscimo no consumo de
alimento (Morgan, 1990; Czarick & Tison, 1990). No entanto, a restrigdo
alimentar pode melhorar os indices de conversao alimentar (Plavnik & Hurwitz,
1985; Gonzales et al. 1994, Cattelan Jr., 1995), principalmente em razao de um
menor desperdicio de alimento e uma melhor utilizagao dos nutrientes da dieta,
0 que também pode ter contribuido positivamente para o sistema imunologico
das aves, representado por uma maior produgao de anticorpos por parte das
aves em EPC.

A maior producao de anticorpos encontrada no ambiente quente é
contraria as informacdes de Zulkifli et al. (1994) e Thaxton & Siegel (1970,

1972,1973), que indicaram uma reducdo na producédo de anticorpos com o
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estresse ambiental. No entanto, Regnier et al. (1980) e Donker et al. (1990)
encontraram resultados indicando nao haver efeito depressivo do estresse

por calor sobre a produ¢ao de anticorpos.

E importante ressaltar que cada fonte de estresse pode afetar o
organismo do animal de uma forma diferente e principalmente as respostas
de parametros imunolégicos podem ser inconsistentes, especialmente
quando ha grande variagao individual, como nas linhagens comerciais,
devido a grande heterozigose. Segundo Heckert et al. (2002) muitas das
técnicas comumente  utilizadas em  laboratério para  avaliar
imunocompeténcia sao uteis em situacdes controladas e com aves de uma
mesma raga, porém, podem apresentar grande variabilidade quando
utilizadas em linhagens comerciais sob condicdes de campo. Esta
variabilidade pode ainda ser aumentada quando os parametros ambientais
estdo além do nivel de termotolerancia das aves, como ocorre com o

estresse por calor.

Em experimentos em que o estresse foi causado pelo frio, os
resultados também sdo bastante conflitantes. Subba Rao & Glick (1977)
observaram aumento na produgéo de anticorpos com temperatura de 7°C.
Regnier et al. (1980) relataram pequeno efeito do frio agudo sobre os titulos
de anticorpos contra hemacias de carneiro, enquanto Hester et al. (1996)
observaram redugdo na produgdo de anticorpos apds exposicdo a
temperatura de 0°C, apenas em aves alojadas em gaiolas individuais e n&o

naquelas em gaiolas coletivas.
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Quanto ao tipo de dieta, alguns trabalhos que mostram respostas
positivas da suplementacdo de vitamina E sobre o sistema imune utilizaram
niveis mais altos do que no presente trabalho, como Ferket et al. (1993) que
observou maior producdo de anticorpos contra hemacias de ovinos com 300 Ul
vit E/kg ragédo. Por outro lado, Leshchinsky & Klasing (1998) observaram
aumento na producdo de anticorpos contra hemacias de ovino com
suplementacéo de vitamina E em niveis médios (50 Ul/kg), mas o mesmo nao
ocorreu quando niveis superiores foram utilizados (100 e 200 Ul/kg), da mesma
forma que no presente experimento. Diferencas nas condigdes ambientais, na
intensidade dos desafios presentes e também da propria variagdo individual
das aves, podem estar entre as razdes para as respostas diferentes
encontradas na literatura presente.

Nao foi observada interagcao significativa entre os fatores estudados

(P>0,05).
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TABELA 5. Valores de densidade otica de anticorpos anti-BSA (transformados
pelo BoxCox) no soro de frangos de 35 dias inoculados ou ndo com BSA,
criados em dois ambientes e suplementados com diferentes niveis de vitaminas
€ minerais

Fatores Densidade 6tica (DO)
(valores transformados)

Tipo de suplementacéo

T1 (dieta basal) -2,19
T2 (basal+vit)' -2,10
T3 (basal+min)? 2,24
T4 (basal+vit+min) -2,48
Prob 0,1843
Ambiente
ATN -2,38b
EPC -2,12a
Prob 0,0445
Inoculacéo
Inoc -1,84a
N&o inoc -2,66b
Prob <0,0001
CV % -24,74

"100 Ul/kg vit E e 300 ppm vit C/kg de ragao
2 40 ppm zinco e 0,3 ppm selénio

2.3.4 Peso e rendimento de 6rgéaos linféides

Na Tabela 6, observa-se que a inoculagdo com BSA provocou um
aumento no peso e no rendimento da bursa que, por ser um o6rgao linféide
primario, responsavel pelo desenvolvimento e proliferacao de linfoctios B, pode
ter seu tamanho aumentado devido ao estimulo antigénico. J&4 o peso e o
rendimento de bago nao foram influenciados pela inoculagdo. Segundo Abbas
(2000), o bago é considerado um 6rgao linféide secundario, por ser importante

mas ndo indispensavel para o sistema imune. Desta forma, observa-se que
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alteragdes no peso do baco podem nado ser tdo indicativas do status

imunoldgico do animal quanto o peso de bursa.

TABELA 6. Peso e rendimento de bago e bursa de frangos de 35 dias
inoculados ou nao com BSA, criados em dois ambientes e suplementados com
diferentes niveis de vitaminas e minerais

Peso Rend. Bursa Peso Bago Rend. Bago

Bursa (g) (%) ) (%)
Dieta
T1 (dieta basal) 4,25 0,19 2,05 0,09
T2 (basal+vit)' 4,08 0,18 2,00 0,09
T3 (basal+min)? 4,40 0,21 2,00 0,09
T4 (basal+vit+min) 3,74 0,17 2,11 0,09
Prob 0,13 0,09 0,87 0,80
Ambiente
ATN 4,81a 0,21a 2,37a 0,10a
EPC 3,43b 0,16b 1,72b 0,08b
Prob <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Inoculacéo
Inoc 4,44a 0,20a 2,07 0,09
N&ao inoc 3,79b 0,17b 2,02 0,09
Prob 0,003 0,003 0,68 0,73
CV % 28,12 27,68 31,15 30,67

T100 Ul/kg vit E e 300 ppm vit C/kg de ragéo
2 40 ppm zinco e 0,3 ppm selenio

O ambiente influenciou significativamente peso e rendimento de
baco e de bursa. As aves em EPC tiveram menor peso absoluto dos 6rgéos e
também pior rendimento, do que aves em ATN. Rosales et al. (1989)
observaram que aves em EPC apresentavam atrofia de timo, bursa e baco.
Puvadolpirod & Thaxton (2000) observaram peso relativo de bago reduzidos
em 27%, de bursa em 43% e de timo em 65%, uma semana ap0s injecdo de
doses de ACTH em frangos de corte de cinco semanas de idade.

Os dados observados no presente experimento concordam com

Donker & Beuving (1989), os quais afirmaram que os indices morfométricos
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bursais sao bons indicativos de estresse e que este causa involugdo nos
orgaos linféides primarios. Conforme descrito por Lagana (2005), embora as
aves tenham sido submetidas ao estresse por apenas trés semanas, a
involugdo do sistema linfatico ja pode ser observada, mesmo em situagao de
EPC ciclico

Os niveis de suplementacdo vitaminico-mineral ndo influenciaram
peso e rendimento de bursa e de bacgo. Bartlett & Smith (2003) também nao
encontraram diferengas no peso relativo de 6rgaos linféides de frangos em
EPC ciclico, quando os mesmos foram suplementados com 32, 40 e 100 ppm
de zinco.

Nao houve interacdo significativa entre os fatores estudados

(P>0,05).

2.3.5 Contagem de leucécitos
Os valores de contagem diferencial de leucécitos estdo expressos
na Tabela 7, onde constam dados de heterdfilos e linfocitos. Nao foi

observada interagao significativa entre os fatores analisados.

A inoculagdo com BSA nao provocou diferengas significativas no
numero de heterdfilos e linfécitos totais, bem como sobre a relagado H/L, o
que comprova mais uma vez que a inoculagdo n&o representou uma causa
de estresse para as aves. O ambiente influenciou o nimero de heterofilos
totais (P<0,088), assim como a relagdo H/L (P<0,039), tendo as aves em
EPC apresentado maior nimero de heterdéfilos e uma maior relagao H:L do

que aquelas em ATN).
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Aves expostas a agentes estressantes de diferente natureza
(temperatura, trauma, drogas, patdégenos, manejo), tém o sistema nervoso
ativado, ocorre a liberacdo de adrenalina e noradrenalina e também de
corticosterona, que age para aumentar o suprimento de energia do
organismo. Um estresse persistente significa secregdo prolongada de
corticosterona, o que traz inUmeros prejuizos ao animal, inclusive sobre o
sistema imune. Os corticosterdides provocam leucocitose, com neutrofilia e
linfopenia e consequente aumento na relagdo neutrdfilo:linfécito (Colditz,
2002). Altan et al. (2000) encontraram resultados semelhantes, indicando
um aumento de 34% nos heterodfilos de frangos de 42 dias expostos a um
EPC agudo de 39°C por duas horas. Mitchell et al. (1992) e Lagana (2005)
encontraram relagdes H/L superiores a 0,62 em frangos expostos a altas

temperaturas e durante o transporte por mais de trés horas.

Os linfocitos ndo foram influenciados significativamente pelo
ambiente (P<0,644), embora as aves em EPC tenham apresentado menor
numero de linfocitos totais. Macari & Luquetti (2002) relataram que em
situacoes de estresse, com a liberagcdo de ACTH, ocorre redugado do nimero

de linfocitos circulantes, colaborando para aumentar a relagao H/L.
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TABELA 7. Valores de heterdfilos, linfocitos e relagdo H/L de frangos de 35
dias inoculados ou ndo com BSA, criados em dois ambientes e suplementados
com diferentes niveis de vitaminas e minerais

Heterdéfilos Linfocitos Relacéo H/L
(Het/uL) (Linf/uL)

Dieta
T1 (dieta basal) 11288 15499 0,80
T2 (basal+vit)' 12268 15583 0,84
T3 (basal+min)? 11212 16361 0,70
T4 (basal+vit+min) 10988 15651 0,73
Prob 0,79 0,89 0,47
Ambiente
ATN 10602b 15969 0,69b
EPC 12275a 15578 0,84a
Prob 0,09 0,64 0,04
Inoculacéo
Inoc 11418,81 15543,00 0,74
N&o inoc 11458,91 16004,03 0,78
Prob 0,969 0,604 0,574
CV % 47,49 30,25 49,94

"100 Ul/kg vit E e 300 ppm vit C/kg de ragao
240 ppm zinco e 0,3 ppm selenio

A suplementagdo com minerais e vitaminas nao afetou
significativamente o numero de heterdfilos, linfocitos e a relagdao H/L.
Puthpongsiriporn et al. (2001), ao contrario, observaram aumento no nimero
de linfocitos com a suplementagédo de 65 Ul vit. E/ kg da dieta, enquanto
Campo & Davila (2000) observaram que galinhas estressadas pelo calor e
suplementadas com niveis de 1000 ppm de vitamina C, 250 ppm de vitamina
E, 0,5% de triptofano e 250 ppm de niacina apresentaram linfopenia e
conseqliente redugdo na relagdo heterdfilo: linfocito (0,65 vs 0,43) em

relacédo as aves sem suplementacgao.
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2.4 CONCLUSOES

- A suplementacao de vitaminas E e C e dos minerais complexados
zinco e selénio nao influenciou a produgéo de anticorpos de frangos de corte
desafiados com albumina sérica bovina;

- O estresse por calor provocou uma maior producdo de anticorpos
anti-albumina sérica bovina, independente da dieta utilizada;

- As aves responderam a inoculagédo de albumina sérica bovina com
aumento na producao de anticorpos e tamanho de bursa;

- A inoculagdo com albumina sérica bovina ndo afetou o

desempenho das aves, independente de ambiente e dieta utilizados.



CAPITULO 3

AVALIACAO DO USO DE PREBIOTICO E PROBIOTICO SOBRE A
COLONIZACAO E A RESPOSTA IMUNE DE FRANGOS DE CORTE

DESAFIADOS COM Salmonella Enteritidis

3.1 INTRODUCAO

Dentro das salmoneloses aviarias chamadas de paratificas, isto é,
aquelas causadas por qualquer Salmonella pertencente ao grupo das néo
especificas para nenhum hospedeiro, a Salmonella Enteritidis vem
apresentando importancia cada vez maior, pois sua ocorréncia vem
aumentando em diversos paises nos ultimos anos e, atualmente, é o sorovar
mais isolado em casos de toxiinfecgbes alimentares em humanos (Calnek et
al., 2001). No meio ambiente, as salmonelas tém facilidade de sobrevivéncia e
multiplicacdo, embora sejam suscetiveis a muitos desinfetantes utilizados
comercialmente e, também, ao calor. As principais formas de contaminagdo em
aves sao através do contato direto com fezes de animais contaminados,
fomites e ragdo contaminada. Os humanos infectados e que trabalham no

manejo dos animais ou em plantas de abate e processamento de produtos
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avicolas, também tém grande importancia, pois podem transmitir a bactéria as
aves, tanto durante sua criagdo no aviario, quanto durante o processamento.

A preocupacdo sobre os efeitos dessa bactéria na perda de
produtividade, antigamente o foco da atengdo de pesquisadores e produtores,
foi substituida por outra com grande importdncia em saude publica.
Atualmente, a principal importancia no controle e estudo do género Salmonella
esta relacionado com seus efeitos sobre a saude humana, principalmente pela
geracao de surtos de toxiinfecgdes alimentares. Um surto é definido como dois
ou mais casos de infecgdo confirmada em laboratério, em pessoas que
partiiharam de uma fonte de exposicao em comum (Nascimento & Santos,
2005). Foi calculada em 1,3 bilhdo de casos e 3 milhdes de mortes a
ocorréncia mundial anual de salmonelose (Thong et. al, 1995), o que
representa um alto custo, inclusive com perdas de mercado e de produtividade.

O mercado importador de carne de frango brasileira vem
aumentando suas exigéncias com relagdo a qualidade microbiologica dos
produtos avicolas e, hoje, em muitos paises, como os membros do NAFTA
(EUA, Canada e México) e da Uniao Européia, a norma € a néo aceitagéo da
presenca de salmonela em uma amostra de 25 g de alimento (Nascimento &
Santos, 2005).

Com o objetivo de auxiliar na prevencdo da contaminagéo de
carcacgas e na eliminagao dos patdégenos ja presentes no organismo das aves,
visando um incremento no desempenho e, muitas vezes, na resposta imune da

ave, 0 uso de prebidticos e probidticos vém sendo testado em diversos
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experimentos em diferentes condigdes (La Ragione & Woodward, 1994; Palmu
& Camelin, 1997; Spring et. al, 2000; Zulkifli et. al, 2000; Huang, et. al, 2004).

Fuller (1989) definiu o conceito de probiético como sendo “um
suplemento alimentar constituido de microrganismos vivos capazes de
beneficiar o hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal” e,
segundo este mesmo autor, para ser considerado um probidtico, o
microorganismo deveria ser produzido em grande escala, permanecer viavel e
estavel durante o periodo de estocagem, ser capaz de sobreviver no ambiente
intestinal e beneficiar o organismo com a sua presenga. Existem, no mercado,
probioticos compostos por diferentes microorganismos e, além disso, quando
um mesmo microorganismo ¢é utilizado em diferentes produtos, ainda assim, as
cepas utilizadas podem ser diferentes. Segundo Tournut (1998), a eficacia do
probiotico depende estritamente da quantidade e das caracteristicas das cepas
do microorganismo utilizado na elaboragédo do produto.

O mecanismo de acdo dos probidticos esta relacionado com a
competicdo por sitios de ligagdo ou exclusdo competitiva, onde as bactérias do
probidtico ocupam os sitios de ligagdo na mucosa intestinal e impedem a
fixagdo das bactérias patogénicas, através de uma barreira fisica (Furlan,
2005). As fimbrias sao estruturas fosfoglicoproteicas que possuem importancia
bastante conhecida para a aderéncia bacteriana. Elas possuem afinidade por
receptores especificos que variam quanto a sua presenga entre as espécies de
aves e também entre as por¢des do trato intestinal. Segundo Dobrogosz et al.
(1991) e Tornut (1998), algumas bactérias podem se aderir a superficie

superior dos enterdécitos, enquanto outras podem residir nas criptas onde séo
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produzidas as novas células epiteliais que, posteriormente, migrardo para o
topo das vilosidades.

Outras fungbes dos probiodticos sdo a produgcdo de substancias
antibacterianas e enzimas, como também, estimular o sistema imune por
aumentar o numero e a atividade das células fagociticas do hospedeiro. As
placas de Peyer, as tonsilas cecais e a bolsa de Fabricio s&o locais de acumulo
de tecido linféide no organismo das aves, os quais captam antigenos
disponibilizados no trato digestério que estimulam as células B e T do sistema
imune para desenvolver uma imunidade geral e inespecifica. Com o estimulo
imunoldgico da mucosa, ocorre a produgao de anticorpos do tipo IgA, os quais
reduzem o numero de bactérias patogénicas na luz intestinal, além de
produzirem ativagao de macrofagos e proliferagéo de células T (Silva, 2000).

Gibson & Roberfroid (1995) definiram prebidticos como “ingredientes
alimentares que n&o s&o digeridos na porgdo proximal do trato gastrintestinal e
qgue proporcionam efeito benéfico no hospedeiro por estimularem seletivamente
o crescimento e/ou metabolismo de um grupo limitado de bactérias no célon”.
Também, segundo os mesmo autores, um prebidtico ndo pode ser hidrolisado
ou absorvido no intestino delgado, deve ser um substrato seletivo para
determinado grupo de bactérias comensais benéficas, e deve ser capaz de
alterar a microbiota intestinal e induzir efeitos luminais ou sistémicos, benéficos
ao hospedeiro.

Entre as substancias mais estudadas como prebidticos estdo os
oligossacarideos, carboidratos nao digeriveis, mais especialmente os

frutoligossacarideos (FOS), os glucoligossacarideos (GOS) e os
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mananoligossacarideos (MOS). O prebidtico pode alterar a microbiota intestinal
de duas maneiras: fornecendo nutrientes para as bactérias desejaveis ou
através do reconhecimento, pelas bactérias patogénicas, dos sitios de ligagédo
nos oligossacarideos como sendo da mucosa intestinal, reduzindo a
colonizagao intestinal indesejavel, resultando em menor incidéncia de infecgdes
e melhor integridade da mucosa intestinal (lji & Tivey, 1998). Os
mananoligossacarideos sdo capazes de bloquear a aderéncia dos patégenos e
evitar a colonizagdo, pois, na sua presenga, as bactérias, através de suas
fimbrias, ligam-se a eles e ndo a mucosa intestinal, transitando, juntamente
com a digesta, sem causar problemas aos animais (Collett, 2000; Close, 2001).

Estes produtos representam uma alternativa ao uso dos aditivos
tradicionais (antimicrobianos), principalmente devido a baixa eficiéncia destes e
a proibicdo de uso da maioria deles em animais destinados a exportagdo, em
fungdo da possibilidade da indugdo de resisténcia aos patdogenos de seres
humanos. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
do uso de um prebiotico (mananoligossacarideo), um probiotico de excluséo
competitiva (Lactobacillus) e de ambos em conjunto, sobre a contagem de
salmonela no intestino (ceco) e no figado, sobre a quantidade de anticorpos no
soro sanguineo, sobre as medidas das vilosidades intestinais e, também, sobre
o desempenho de frangos de corte desafiados com a bactéria Salmonella

Enteritidis.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Aves utilizadas e manejo experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Ensino Zootécnico
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de fevereiro a
margo de 2005. Quatrocentos pintos machos da linhagem Ross, de um dia de
idade, vacinados contra Doenca de Marek, Newcastle, Bouba Aviaria e
Bronquite Infecciosa, foram alojados em 40 gaiolas (10 aves/gaiola) em
ambiente com temperatura controlada, iluminagao 24 h por dia e fornecimento
de agua e ragao ad libitum, e foram desafiados contra Salmonella Enteritidis
(SE). Semanalmente, as aves e as sobras de ragao foram pesadas para
calcular as variaveis de desempenho (ganho de peso, consumo de ragéo e
conversao alimentar). Mortalidade e temperatura foram registradas
diariamente. A mortalidade durante todo o periodo experimental foi calculada e
a partir dela, obteve-se os valores de viabilidade (100% vivos — mortalidade),

que foram utilizados para analise estatistica.

3.2.2 Cepa utilizada e experimento piloto

Para desafiar as aves, foi utilizada uma cepa de Salmonella
Enteritidis (SE) resistente aos antimicrobianos novobiocina e acido nalidixico,
de forma a permitir sua posterior identificacdo no material coletado das aves.
Antes do experimento principal, foi realizado um experimento piloto com 12
aves para determinar a dose de SE a ser utilizada, bem como a sensibilidade

da cepa ao prebiodtico a ser utilizado, isto €, se apresentava aglutinagao in vitro.
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Inicialmente, foram feitas diluicdes seriadas em solugdo salina a 0,85% de
cloreto de sodio, de 10° a 10™"°, para observar a multiplicagdo da bactéria e
também a concentracdo em que a mesma se encontrava apos atingir a fase
estacionaria. A diluicdo de 107 foi utilizada como referéncia para o numero de
colénias presentes/mL na amostra de bactéria a ser utilizada, em funcdo da
concentracao bacteriana nela encontrada e da concentragdo desejada para ser
inoculada nas aves.

Foram testadas as concentracdes 10°, 10’ e 10 UFC/mL como dose
infectante para determinar qual seria a mais adequada para o experimento
principal. As aves do experimento piloto foram entdo desafiadas com as trés
concentragdes, aos 3 dias de idade e, sete dias apds, foram abatidas e seus
figados e cecos retirados, para isolamento e contagem bacteriana da mesma
forma que, posteriormente, seriam processadas no experimento. Em fungao
dos resultados observados (placas com maior nimero de colbnias tipicas de
Salmonella e em numero ideal para contagem) foi escolhida a concentragéo de

10% UFC/mL para uso no experimento.

3.2.3 Tratamentos

Foram testados cinco tratamentos com oito repeticbes cada, sendo
todos originados de uma mesma dieta basal, formulada com base em
Rostagno (2000), conforme o periodo (inicial 1-21 dias e crescimento 21-28

dias). Os niveis nutricionais das ragdes encontram-se na Tabela 1.
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TABELA 1. Composigéo nutricional das ragdes inicial e crescimento utilizadas
no experimento

DIETA INICIAL (1-21 dias) CRESCIMENTO
(21-28 dias)
NIVEIS NUTRICIONAIS

EMA (kcal/kg) 3100 3000
PB (%) 21 20

Met+cis digest. (%) 0,90 0,83
Lisina (%) 1,22 1,16
Ca (%) 0,95 0,90
P disp. (%) 0,45 0,42

Os tratamentos diferiram nos aditivos utilizados: probidtico de
exclusdo competitiva (Lactobacillus), prebiodtico (mananoligossacarideo),
probidtico + prebidtico, e antimicrobiano (Avilamicina) — (Tabela 2). O probidtico
(T2 e T4) foi fornecido apenas uma vez durante o experimento, poucas horas
apos a eclosdo, antes do alojamento dos pintos nas gaiolas experimentais. Foi
fornecido através da aspersdo de uma solugdo na concentragdo de 5 g/400
mL/2000 pintinhos diluida em agua destilada. No preparo desta solugao, foi
utilizado corante azul (pastilhas Hi-lite, Fort Dodge®), para que os pintinhos
fossem atraidos a bicar as goticulas existentes na superficie do corpo e
também, desta forma, fosse possivel verificar a eficiéncia de aplicacdo do
produto (se 98% dos pintinhos com lingua azul, produto considerado bem
aplicado). O tratamento 1 foi usado como controle negativo (sem nenhum

promotor de crescimento) e o tratamento 5 foi utilizado como controle positivo.
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TABELA 2. Composigao dos tratamentos dos grupos experimentais

Tratamento Composicao
T1 Racéo basal
T2 Racdo basal + adicdo de probidtico (Lactobacillus')

por aspersao

T3 Racao basal + adicao de prebidtico
(mananoligossacarideo? — 2 kg/t até 10 dias, 1 kg/t de
10 a 21 dias e 0,5 kg/t dos 21d ao abate).

T4 Racao basal + adigdo de probiético (idem T2) por
aspersao + adigao de prebiotico (idem T3)

T5 Racéo basal + adigdo de Avilamicina (15 ppm)

'All-Lac XCL 5x®; ? Bio-Mos®

3.2.4 Inoculacéo e coleta de amostras para contagem bacteriana

Aos 3 dias de idade, todos os pintos foram inoculados, por via oral,
com uma dose de 1x10° UFC/mL da amostra de S. Enteritidis. Aos 15 dias de
idade, 80 aves escolhidas aleatoriamente foram abatidas (2/gaiola) por
deslocamento cervical, sendo coletados figado e ceco que foram armazenados
em placas de Petry estéreis a 4°C até o dia seguinte. Os cecos foram coletados
com conteudo intestinal, sendo, por isso, amarrados com barbante nas
extremidades para evitar a saida do conteudo cecal. No dia seguinte, os 6rgéos
foram flambados com alcool e foi pesado 1 g de cada amostra - os figados
foram pesados e depois flambados e os cecos foram flambados e apds
pesados, utilizando-se uma mistura de tecido e contelido. Os cecos foram
flambados antes da pesagem, pois, para que esta fosse feita (1 g), era
necessario romper a parede do 6rgdo e com isto seu conteudo seria
extravasado, o que impediria a flambagem posterior. Cada amostra de 1 g foi

colocada em um saco plastico contendo 9 mL de solugdo de tetrationato
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(Merck®) e agitada por 60 segundos em um Stomacher. Em seguida, com os
cecos, foram feitas diluicbes seriadas com o meio de tetrationato, a partir de
cada saco (10" a 10™) e 100 uL de cada diluicdo foram plaqueados em &gar
verde brilhante (BPLS Agar - Merck®) contendo novobiocina e &cido nalidixico
(0,1% de cada solugdo mae — a 4% e 25 mg/mL, respectivamente). Todas as
amostras foram feitas em duplicata e as placas foram incubadas por 24 a 72
horas a 37°C (metodologia adaptada de Seo et al., 2000). Apds este periodo,
foi feita a contagem de colbnias bacterianas nas placas, sendo calculada a
média das duplicatas. Logo apds a contagem, 3 a 5 colénias tipicas de cada
placa foram escolhidas e foi feito o teste com soro poli-O (Probac®) para
confirmar se as colénias eram Salmonella. Para os figados, o procedimento foi
igual, exceto que foi feito apenas teste qualitativo (presenga/auséncia da
bactéria) e, para isso, apenas a diluicdo 10" foi plaqueada. Desta forma,
verificou-se a auséncia ou presenca de Salmonella, também confirmada por
sorologia.

Aos 29 dias de idade das aves, todos estes procedimentos foram

repetidos, com o abate de mais 80 aves.

3.2.5 Quantificacédo de anticorpos

De duzentas aves aos 15 dias e 160 aves aos 29 dias foram
coletadas amostras de sangue para obtencdo de soro para analise de
quantificagdo de anticorpos contra Salmonella Enteritidis. As amostras de
sangue foram coletadas através de puncgado intracardiaca, em volumes de

aproximadamente 2 mL, com seringas de 3 mL e agulhas tamanho 25 x 7 e/ou



62

40 x 8. Apds a coleta, as amostras foram deixadas em repouso a temperatura
ambiente de aproximadamente 25°C, para permitir a coagulagdo do sangue e a
posterior separacao do soro. Apods um periodo de cerca de trés horas, os soros
ja separados foram centrifugados a 8000 g por 7 minutos e, posteriormente,
estocados a -20° C. No momento da realizacdo das analises, os soros foram
descongelados a temperatura ambiente e foram feitos pools de soros para
cada repeticao (gaiola). Cada pool foi formado a partir de aliquotas de 5 uL de
cada soro individual das aves de uma mesma repeticdo. Ao todo oito pools de
soros por tratamento foram analisados.

Os anticorpos contra Salmonella Enteritidis foram analisados através
de um kit de Elisa comercial (Flockscreen®, Guildhay®,). Os testes foram
realizados de acordo com as instru¢gdes do kit, com excec¢do da diluicdo dos
soros que foi de 1:4 e ndo 1:500. Esta modificagdo ocorreu com o objetivo de
permitir a observacao das possiveis diferencas entre os soros dos tratamentos,
visto que os valores de densidade 6tica (DO) observados quando os testes
foram realizados com soros diluidos 1:500 foram muito baixos. A leitura dos
testes foi realizada com um comprimento de onda 550 nm. Os valores de DO
foram utilizados como medida da quantidade de anticorpos produzidos pelas

aves dos diferentes tratamentos.

3.2.6 Medida de vilosidades intestinais
De todas as aves abatidas aos 15 e 29 dias (total de 160), foram
coletadas amostras de intestino delgado para posterior analise de morfometria

intestinal. Para a coleta, foi escolhida a porgao intermediaria entre o piloro e a
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juncao duodeno-jejuno. De cada ave, foi retirada uma amostra desta regiao (de
aproximadamente 3 cm), a qual foi lavada externa e internamente com solugéo
fisiologica de 0,9% cloreto de sddio para retirada do conteudo intestinal. Cada
amostra foi entdo colocada em potes individuais contendo solugao de formalina
tamponada a 10%, onde permaneceram por trinta dias para fixagdo das
amostras. Apos a fixacao, as amostras foram embebidas em parafina, cortadas
em laminas de 2 a 5 ym e coradas com hematoxilina-eosina em laminas de
vidro (Prophet et al., 1992).

Foram realizadas medidas de altura de vilosidades e profundidade
de criptas intestinais, sendo a altura de vilo medida a partir de sua regiao basal,
coincidindo com a porgao superior das criptas, até o seu apice, e as criptas
medidas de sua base até a regido de transi¢ao cripta:vilosidade (Pelicano et al.,
2003).

As medidas foram realizadas em microscopio estereoscopico
trinocular (Quimis®) apresentando aumentos de lentes totais entre 7 e 45x,
sendo utilizados os aumentos de 10x e 15x. Acoplada a este microscopio,
havia uma camera ligada a um analisador de imagens (Software Leica®), que
fazia a transmisséo das imagens para a tela do computador. As imagens eram
captadas para um programa que fazia as mensuragdes (Paint Brush®).
Conforme o aumento de lentes utilizado, os valores observados eram
multiplicados por um determinado fator de corre¢éo, constante em uma tabela
de calibracdo. De cada ave, foram medidas entre 5 e 30 vilosidades e criptas.
De todas as medidas de cada ave foi feita uma média e este valor foi utilizado

como medida Unica por ave, para fins de analise estatistica.
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3.2.7 Anédlise estatistica

Os dados de desempenho e de morfometria intestinal (vilosidades)
foram analisados pelo GLM do programa SAS (1998). Na presenga de um F
significativo foram feitos contrastes (Lsmeans) para testar as diferengas entre
as meédias. O numero de amostras foi de 8 repeticdes por tratamento para
desempenho e 16 aves por tratamento para morfometria intestinal e contagem
de Salmonella. Para os dados de contagem de Salmonella, foram criadas 5
classes, assim definidas: classe 0 — contagem “zero” de Salmonella; classe 1 -
n UFC x 10"; classe 2 - n UFC x 10% classe 3 — n UFC x 10°% classe 4 - > n
UFC x 103 e foi utilizado o teste de Qui-quadrado Mantel —Haenszel, com uso
de contrastes entre os tratamentos.

Os dados de sorologia (densidade otica) primeiramente foram
testados para verificagdo de sua normalidade na distribuicido. Como os
mesmos nao apresentaram distribuicdo normal, testou-se uma série de
transformacgoes, até encontrar a mais adequada para esta situagao, ou seja,
aquela que conseguisse transformar os dados em uma distribuigdo normal. A
transformacao utilizada para as duas variaveis (DO aos 15 dias e aos 29 dias)
foi a radicial (tsqsq), a qual permitiu que fosse realizada a andlise de variancia
pelo GLM do SAS com os dados transformados. Com o objetivo de comparar
os resultados das andlises realizadas, efetuou-se também outra analise
estatistica com o uso de um teste ndo paramétrico — teste de Kruskal-Wallis.
Os resultados encontrados foram semelhantes aqueles obtidos com a
transformacédo e analise de variancia, o que proporcionou seguranga aos

resultados encontrados.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Dados de desempenho

No presente experimento, o peso médio dos pintos no primeiro dia
de idade foi de 45,69 g em todos os tratamentos, variando entre 44,58 g e
46,79 g, o que nao representou diferenga significativa entre os pintos dos
diferentes tratamentos no inicio do periodo experimental. Nao foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos para nenhuma das variaveis de
desempenho avaliadas ao longo de todo o periodo experimental (Tabela 3).
Estes resultados concordam com Palmu & Calmelin (1997) que, testando um
produto de exclusdo competitiva (Broilact®) administrado aos pintos logo apds a
eclosdo, ndo encontraram diferengas significativas para o desempenho dos
frangos abatidos aos 58 dias.

Por outro lado, Huang et. al (2004) observaram diferencas
significativas (P< 0,05) no consumo de ragdo, ganho de peso e converséo
alimentar de frangos de corte que receberam diferentes probidticos de excluséo
competitiva (principalmente Lactobacillus casei e L. acidophilus). Ao final do
periodo experimental de seis semanas, nos tratamentos em que houve uso dos
Lactobacillus, o ganho de peso foi maior e a converséo alimentar melhor do
que o tratamento controle que ndo foi suplementado com probidtico. E
importante ressaltar que estes autores encontraram resultados bastante
divergentes, em funcdo da idade das aves, dose e composi¢ao dos produtos

utilizados.
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Segundo Jin et. al (1997) diferencas na cepa e na forma de
apresentacao da bactéria utilizada no probiético, bem como a concentragao de
células viaveis, podem produzir resultados discrepantes. Os mesmos autores
sugerem que a suplementacdo com probidticos pode apresentar resultados
mais satisfatérios, quando as aves sdo submetidas a condi¢des de estresse, o
que ndo foi observado no presente experimento, embora as aves tenham

sofrido o estresse da inoculagdo com Salmonella.

TABELA 3. Desempenho de frangos desafiados com Salmonella Enteritidis e
alimentados com dietas variando em aditivos alimentares, no periodo de 1 a 28
dias

PM28d () GMP1-28 CMR 1-28 CA 1-28
() () (9/9)

TRAT
T1 (dieta basal) 1287 1242 1803 1,45
T2 (basal+prob)’ 1292 1246 1816 1,46
T3 (basal+preb)? 1286 1240 1785 1,44
T4 (basal+preb+prob) 1285 1239 1792 1,44
T5 (antimicrobiano)® 1314 1269 1839 1,45
Prob 0,83 0,83 0,81 0,84
CV % 4,45 4,60 5,32 2,15

! Lactobacillus - All-Lac XCL 5x®
2 Mananoligossacarideos — Bio Mos®
% Avilamicina

Loddi (2005) utilizou pintos machos Ross inoculados com
Salmonella Enteritidis (1 x 10 UFC/mL, por via oral) aos 4 dias de idade e
avaliou tratamentos com antimicrobiano (Flavomicina) e
mananoligossacarideos fosforilados (MOS), isoladamente e em conjunto com
acidos orgénicos. No periodo de 1 a 28 dias, nédo foi encontrada diferenca

significativa entre os tratamentos para nenhuma das variaveis de desempenho,
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da mesma forma que no presente trabalho. No entanto, considerando-se o
periodo total de 1 a 35 dias de idade, as aves que receberam antimicrobiano
apresentaram maior consumo de ragdo (P<0,05) em comparagdo com as
suplementadas com MOS fosforilado. Isto se refletiu em uma pior conversao
alimentar para aquele grupo, inclusive quando comparados com o grupo

controle, que foi inoculado e ndo recebeu nenhum aditivo suplementar.

3.3.2 Dados de contagem de Salmonella

3.3.2.1 Ceco

Para os dados de contagem das colénias de Salmonella no ceco, foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,017) nas amostras
coletadas aos 15 dias. Pode-se observar que o tratamento com antimicrobiano
(T5) obteve menor freqiiéncia observada de “zero” Salmonella do que todos os
outros (Tabela 4). No tratamento com antimicrobiano, somente 25% das
amostras apresentaram “zero” de contagem de Salmonella, comparado a 60%
e 50% de amostras com “zero” Salmonella para os outros. Para as classes 3 e
4 (maior quantidade de Salmonella encontrada) os tratamentos com prebiotico
(T3) e probidtico (T2) apresentaram o menor nimero de animais com presenca

de Salmonella, respectivamente.
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TABELA 4. Freqliéncias observadas (%) da presenga (contagem) de
Salmonella no ceco distribuidas em cinco classes de acordo com o aditivo
alimentar utilizado na dieta de frangos de corte

Tratamentos Contagem de salmonela (dentro das classes*)

0 1 2 3 4

%

T1 (dieta basal) 60 6,67 6,67 20 6,67
T2 (basal+prob) 62,50 0 0 37,50 0
T3 (basal+preb) 60 0 0 13,33 26,67
T4 (basal+prob+preb) 50 0 6,25 31,25 12,50
T5 (basal+antimicrob.) 25 6,25 0 37,5 31,25

* classe 0= nao foi encontrada Salmonella; classe 1= Salmonella encontrada em diluigéo 10™ (n
x 10"); classe 2= Salmonella em diluigdo 107 (n x 10°); classe 3= Salmonella em diluicdo 10 (n
X 103); classe 4= Salmonella em quantidades incontaveis na diluigao 107 (ou seja, n>10°, pode
sernx 10, nx 10°..))

Em varias amostras, tanto aos 15 quanto aos 29 dias, nao foi
possivel identificar a presenga de Salmonella e encontrou-se grande numero
de colbnias de Escherichia coli. Sua confirmagdo ocorreu através de
isolamento e identificagdo por testes bioquimicos (uréia, ONPG, FA, OF, SIM,
citrato, TSI, LIA, catalase e oxidase). A E. coli foi também testada in vitro com o
prebidtico (mananoligossacarideo) para avaliar sua possivel aglutinagdo ao
produto, o que nao foi observado. Foi realizado também um antibiograma para
avaliar a sensibilidade da cepa de E. coli isolada frente aos antimicrobianos
utilizados no meio de cultura das placas (novobiocina e acido nalidixico) e na
racdo (avilamicina), no T5. A bactéria apresentou-se resistente aos trés
antimicrobianos testados, justificando sua presenca e crescimento no ceco das
aves tratadas com avilamicina. A auséncia de Salmonella n&o significa,
necessariamente, que o tratamento foi eficiente em elimina-la. Com esta
informacéao é possivel apenas afirmar que ndo foi encontrada a bactéria, mas
nao que ela ndo estivesse presente na amostra testada. Também é importante

ressaltar o fato de que o uso de antimicrobianos em baixas concentragdes (15
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ppm), chamados promotores de crescimento, como ocorreu neste estudo, pode
ter efeitos prejudiciais na composicdo da microflora intestinal normal,
eliminando ou reduzindo a presenga de bactérias desejaveis e favorecendo o
crescimento de outras, muitas delas patogénicas. Ohya & Sato (1983)
relataram que o uso de doses sub-terapéuticas de antimicrobianos em frangos
de corte, possivelmente, afetaria a estabilidade da microflora intestinal; este
fato poderia reduzir a populacédo de Lactobacillus no intestino (Engberg et al.,
2000; Knarreborg et al., 2002).

Um fato importante observado no presente experimento relaciona-se
a idade das aves quando do momento das contagens bacterianas. No
experimento piloto as aves foram inoculadas também aos 3 dias de idade,
porém as contagens foram realizadas aos 10 dias. No experimento posterior,
as contagens foram feitas aos 15 e aos 29 dias, o que pode ter representado
uma fonte de variagdo, visto que a microbiota intestinal das aves modifica-se
muito em sua composi¢ao com o avancar da idade da ave, tornando-se mais
complexa (Lan et al., 2005). A microbiota cecal precisa de 6 a 7 semanas para
se estabelecer (Coloe et al., 1984) e uma grande quantidade de
microorganismos estritamente anaerdbios ou facultativos colonizam o ceco. A
partir do terceiro dia de vida, muitas espécies bacterianas estdo presentes no
trato gastrintestinal e muitas delas sao apenas transitérias; apos os 40 dias a
microbiota torna-se estavel e consiste predominantemente de Streptococcus
fecais, Escherichia coli, Bacteroides spp. e Lactobacillus spp. ( Barnes et al.,

1980; Coloe et al., 1984).
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Utilizando-se técnicas moleculares de DNA ribossomal das bactérias
para sua identificacdo, concluiu-se que a composi¢do microbiana intestinal é
um pouco diferente do que se havia descoberto através das técnicas
tradicionais de cultura e isolamento. No ceco de aves adultas os grupos mais
abundantes encontrados foram Clostridium (65%), Fusobacterium (14%),
Lactobacillus (8%) e Bacteroides (5%). Em aves com menos de 14 dias de
idade a maioria das espécies presentes no ceco e no intestino delgado era de
Lactobacilli.

Para as contagens de Salmonella no ceco, comparando-se 0s
tratamentos através de contrastes, foi possivel observar algumas diferengas
significativas observadas na Tabela 5.

TABELA 5. Contrastes entre os tratamentos para contagem de Salmonella no
ceco

Comparacdes GL X? Concluséo

Geral 4 5,71*  Ha diferencgas entre os tratamentos

T1 xT2+3+4 1 ns basal = pré, pro e pré+probioticos

T5 x T2+3+4 1 4,56* antimicrob—maior n° aves ¢/ mais
Salmonella

T3 x T2+4 1 ns Prebidtico=probidtico e pré+probidtico

T2 x T3+4 1 ns Probiotico=prebiotico e pré+probidtico

T2xT3 1 ns Probidtico=prebidtico

T2xT5 1 4,88* probidtico»maior n° aves “zero”

Salmonella comparado com antimicrob
T3xT5 1 ns Prebidtico=antimicrob

T1=dieta basal

T2=dieta basal + prob (Lactobacillus - All-Lac XCL 5x°®)

T3= dieta basal + preb (Mananoligossacarideos — Bio Mos®)
T4=dietas basal + prob + preb

T5= dieta basal + antimicrobiano (Avilamicina)

* P<0,05

ns= nao significativo
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Na Tabela 5, ha indicagdo de que n&o houve diferenca significativa
quando se comparou o tratamento basal (T1) com aqueles suplementados com
probidtico, prebidtico e pré +probiotico (T2, T3 e T4), conjuntamente. Estes
dados discordam daqueles encontrados por Spring et al. (2000) que, utilizando
frangos de corte desafiados com Salmonella Typhimurium 29E aos trés dias de
idade, observaram diferenga significativa entre animais suplementados com
mananoligossacarideos e outros sem suplementagdo, na concentragcdo de
bactérias no ceco, sete dias apds o desafio (5,40 x 4,01 log ufc/g; P<0,05). O
fato da contagem bacteriana neste caso ter sido feita apenas sete dias apds a
inoculagéo, pode ter contribuido para a observacao dos efeitos relatados, uma
vez que a possibilidade do organismo da ave eliminar o patdégeno aumenta
proporcionalmente ao nimero de dias apods infeccao.

Quando o tratamento com antimicrobiano (T5) foi comparado
também aos suplementados com probidtico, prebidtico e combinagdes destes
(T2, T3 e T4) encontrou-se diferenga significativa no sentido de que com
antimicrobiano houve maior nimero de aves nas classes 3 e 4 (maior niUmero
de Salmonella). Também, com probidtico, prebidtico e os dois combinados
houve maior nimero de aves na classe 0 (“zero” Salmonella). Ja com
antimicrobiano houve menor numero de aves na classe 0 do que nos
tratamentos com suplementacédo. Estes resultados sugerem que o uso do
antimicrobiano como promotor de crescimento pode ter desequilibrado a
microflora intestinal e favorecido o crescimento da Salmonella, ou ainda,
indicam a resisténcia da cepa de Salmonella inoculada ao antimicrobiano

utilizado, o que foi confirmado através de antibiograma (dados ndo mostrados).
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Provavelmente, os outros microorganismos presentes na microflora intestinal
nao eram resistentes a avilamicina, o que favoreceu o isolamento e a
identificagdo da Salmonella. O uUnico meio efetivo de combate a Salmonella é a
manutencdo de um pH acido. Se forem eliminadas bactérias competidoras que
promovem o pH acido, como através da utilizagdo de um antimicrobiano na
dieta, por exemplo, pode-se estar favorecendo o crescimento de bactérias
sensiveis ao pH acido, como a Salmonella.

Antunes et al. (2003) avaliaram a incidéncia de Salmonella de
diferentes sorotipos em produtos avicolas e sua suscetibilidade a varios
agentes antimicrobianos. Salmonella Enteritidis estava entre as mais
prevalentes (44% das amostras) e 75% de todas as Salmonella isoladas
apresentaram-se resistentes a um ou mais antimicrobianos, indicando alta
incidéncia de sorotipos resistentes.

Nao houve diferenga significativa entre tratamentos com prebiético
ou probidtico ou sua combinacéao.

Quando foram comparados apenas tratamentos com probidtico e
antimicrobiano foi encontrada diferenga significativa. No tratamento com
probiotico a maioria das aves apresentou-se na classe 0 (62,50% x 25% para
probiético e antimicrobiano, respectivamente), enquanto que com
antimicrobiano o maior numero de aves foi observado nas classes 3 e 4, ou
seja, com maior nimero de colbnias de Salmonella (37,50% x 68,75% para
probidtico e antimicrobiano, respectivamente).

A comparacgéo entre tratamentos com prebiético e antimicrobiano

ndo apresentou diferencga significativa.
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3.3.2.2 Figado

No figado, ndo foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos quanto a auséncia ou presenca de Salmonella no 6rgao (P=0,50)
(Tabelas 6 e 7).

As analises de contrastes entre os tratamentos, entretanto,
evidenciaram diferenga significativa (P<0,03). Esta diferenga produziu-se no
fato de que a presenga de Salmonella foi maior no tratamento com
antimicrobiano do que naqueles com prebidtico, probidtico ou os dois
combinados (Tabela 6). Em relacdo ao tratamento controle (T1) ndo houve
diferenca entre ele e as suplementagbes com prebidtico, probidtico ou ambos
em conjunto. Da mesma forma, ndo foi encontrada diferenga significativa entre
0 uso de probiotico ou prebidtico. Estes resultados coincidem com aqueles
observados no ceco, mais uma vez indicando o efeito negativo do uso do
antimicrobiano nas condi¢cbes do presente experimento.

TABELA 6. Freqiéncias observadas (%) de presenca e auséncia de
Salmonella no figado

Tratamentos Auséncia de Salmonella Presenca de Salmonella
(%) (%)

T1 (dieta basal) 53,33 46,67

T2 (basal+prob)’ 62,50 37,50

T3 (basal+preb)? 73,33 26,67

T4 (basal+preb+prob) 68,75 31,25

T5 (antimicrobiano)® 37,50 62,50

' Lactobacillus - All-Lac XCL 5x®
2 Mananoligossacarideos — Bio Mos®
3 Avilamicina
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TABELA 7. Contrastes entre os tratamentos (figado)

Comparacdes GL X? Concluséo

Geral 4 ns Nao ha diferenga entre tratamentos
T1 xT2+3+4 1 ns Nao ha diferenga entre tratamentos
T5x T2+3+4 1 4,59*  atb—maior presenca Salmonella
T2 x T3+4 1 ns N&o ha diferenga entre tratamentos
T3 x T2+4 1 ns Nao ha diferenca entre tratamentos
T2xT3 1 ns Nao ha diferenga entre tratamentos

T1=dieta basal

T2=dieta basal + prob (Lactobacillus - All-Lac XCL 5x®)

T3= dieta basal + preb (Mananoligossacarideos — Bio Mos®)
T4=dietas basal + prob + preb

T5= dieta basal + Avilamicina

* P<0,05

ns= nao significativo

3.3.3 Quantificacéo de anticorpos

Os resultados da quantificagdo de anticorpos através do teste Elisa,
expressos em valores de densidade o6tica (DO), estdo apresentados na Tabela
8. Nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos para os
valores de densidade 6tica aos 15 e aos 29 dias (Tabela 8). Observando uma
probabilidade < 0,14, os tratamentos com uso do prebidtico (T3 e T4)
apresentaram valores de DO aos 15 dias superiores aos demais indicando uma
melhor resposta imune, possivelmente em consequéncia do estimulo causado

pela presenga dos mananoligossacarideos no lumen intestinal.
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TABELA 8. Valores transformados de densidade dtica (DO) em soros de
frangos de corte desafiados com S. Enteritidis recebendo diferentes aditivos
alimentares

DO aos 15 dias DO aos 29 dias

TRAT

T1 (dieta basal) 1,465 1,491
T2 (basal+prob)’ 1,481 1,483
T3 (basal+preb)? 1,607 1,544
T4 (basal+preb+prob) 1,586 1,502
T5 (antimicrobiano)® 1,494 1,510
Prob 0,14 0,87
CV % 8,79 7,76

" valores submetidos & transformag&o radicial (tsgsq))
! Lactobacillus - All-Lac XCL 5x®
2 Mananoligossacarideos — Bio Mos®
® Avilamicina

Savage et al. (1996) relataram um aumento na concentragao de IgG
no soro de aves suplementadas com 0,11% mananoligossacarideos, quando
comparadas com aves sem suplementagcdo. Um aumento na producédo de
anticorpos em resposta ao uso de mananoligossacarideos é esperado, em
fungdo da capacidade do sistema imune em reagir a materiais antigénicos
estranhos de origem microbiana (Ferket, 2004). Por¢des de parede celular de
Saccharomyces cerevisiae contidas em mananoligossacarideos tém mostrado
desencadear fortes propriedades antigénicas (Ballou, 1970). Os
mananoligossacarideos podem também estimular a resposta imune contra
patdgenos especificos impedindo sua colonizagdo no intestino e fazendo com
que sejam apresentados ao sistema imune como antigenos atenuados (Ferket,
2004).

Cotter et al. (2002) realizaram dois experimentos avaliando 4 niveis

de suplementagdo com mananoligossacarideos (0; 0,05; 0,1; 0,2%) sobre a

produgdo de anticorpos contra hemacias de ovino, em frangos de corte e
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poedeiras. Em poedeiras houve um aumento na produgao de anticorpos com o
uso de mananoligossacarideos durante as quatro semanas poés-imunizagéo
com o antigeno, no entanto esta diferenga foi significativa apenas na primeira
semana (P<0,01). O nivel inferior de suplementacédo (0,05%) proporcionou
maiores titulos de anticorpos do que os outros dois niveis. Em frangos de corte
os resultados foram bastante semelhantes, porém a diferenca observada em
favor do uso de mananoligossacarideos nao foi significativa e os resultados
encontrados indicaram maiores titulos de anticorpos com o uso dos niveis mais
altos de mananoligossacarideos (0,1 e 0,2%). Os mecanismos responsaveis
pelos efeitos dos mananoligossacarideos sobre a imunidade ainda n&o estéo
esclarecidos. Além da capacidade de ligagdo com patégenos entéricos (Spring
et al., 2000) e de adsorgédo de micotoxinas potencialmente imunossupressivas,
Cotter et al. (2002) sugerem que a manose presente na superficie dos
mananoligossacarideos possa estimular a produgdo de uma lectina que se liga
a manose e tem importante fungado de auxiliar a fagocitose, fundamental na
resposta imune inata a microorganismos. Neste caso, a maior produgéo desta
lectina poderia auxiliar o processamento e apresentacdo do antigeno as células
T, etapa indispensavel para o estabelecimento da imunidade adquirida.

Em um experimento utilizando duas linhagens de frangos de corte
(Hubbard e Shaver), Zulkifli et al. (2000) quantificaram os titulos de anticorpos
contra doenca de Newcastle, em aves submetidas a trés tratamentos — dieta
basal sem suplementacédo, dieta basal + oxitetraciclina e dieta basal + cultura
de Lactobacillus, em condi¢cdes de estresse por calor dos 21 aos 42 dias. Os

resultados encontrados demonstraram que ndo houve efeito de linhagem ou
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tratamento até o inicio dos periodos de estresse (1 a 21 d), porém, aos 42 dias
observou-se uma interagéo significativa entre linhagem e tratamento, com as
aves Hubbard apresentando maior titulo de anticorpos no tratamento com
Lactobacillus, em comparagdo com o grupo controle (sem suplementagido). O
tratamento com oxitetraciclina nao foi significativamente diferente dos outros
dois nesta mesma linhagem. Para as aves da linhagem Shaver, os titulos de
anticorpos nao foram influenciados pelos tratamentos. Este fato confirma que a
resposta imune das aves a diferentes antigenos apresenta, entre outros
fatores, grande variagdo em fungéo da linhagem e, em estudos com linhagens
comerciais diferentes, é esperado observar-se respostas bastante variaveis.

Em outro experimento, Seo et al. (2000) avaliaram a presenca de
anticorpos (IgG) no plasma de poedeiras inoculadas com 1,5 x 10° UFC de S.
enteritidis aos dois dias de idade, submetidas a tratamentos sem
suplementacdo e suplementadas com enrofloxacina e/ou uma cultura de
microflora intestinal aviaria normal (NAGF). De forma geral, os autores nao
observaram aumento do titulo de IgG e também, n&do encontraram diferenga
significativa entre os tratamentos. Quatro semanas apos a infecgéo, apenas 8%
das amostras apresentaram niveis detectaveis de anticorpos anti-S. enteritidis
e somente 10 semanas pos infeccdo, o nimero de amostras com niveis de
anticorpos detectaveis atingiu seu maximo, porém nunca ultrapassando 45%
das amostras.

No presente estudo, duas hipétese podem ser levantadas: a de que
as aves ao serem criadas somente até os 28 dias, ndo atingiram um pico

maximo de expressao da produgdo de imunoglobulinas; ou ao contrario, que o
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aumento das IgG especificas se da mais proximo do desafio que foi aos 3 dias
de idade. Também, segundo Holt et al. (1999), pintos contaminados com
Salmonella logo apdés a eclosdo podem permanecer infectados até a
maturidade, sem o desenvolvimento de imunidade significativa contra o

organismo infectante.

3.3.4 Medidas de vilosidades intestinais

O objetivo foi medir 30 vilosidades por ave, no entanto, muitas
ldaminas apresentaram vilosidades bastante descamadas e rompidas, o que
impediu a contagem no numero desejado.

Para as medidas de altura de vilosidades intestinais e profundidade
de criptas, aos 15 e 29 dias, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos, com excegado das medidas de profundidade de cripta aos 15 dias,
em que o tratamento com probidtico (T2) apresentou menor profundidade do
que os tratamentos com antimicrobiano(T5) e controle negativo (T1) (Tabela 9).
Estes resultados podem ser devidos ao pequeno numero de amostras que
puderam ser medidas, em funcdo das descamacdes observadas em muitas
delas, o que levou a um numero diferente de medidas por tratamento. Como
este tipo de variavel € bastante subjetiva, por tratar-se de uma medi¢do de
porcbes escolhidas visualmente, ndo é improvavel pensar-se que algum
tratamento possa ter sido beneficiado, de maneira ndo intencional. Uma
tentativa de minimizar este problema, poderia ser a coleta de amostras com as
aves em jejum alimentar de algumas horas, o que possivelmente reduziria a

descamacao do epitélio intestinal e proporcionaria melhor qualidade das
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amostras coletadas. Isto ndo ndo pbéde ser feito no presente experimento,
porque a auséncia de conteudo cecal poderia interferir no isolamento e

quantificagdo da Salmonella presente no ceco.

TABELA 9. Medidas de altura de vilosidades (AV) e profundidade de cripta
(PC) no duodeno de frangos de corte aos 15 e 29 dias, desafiados com S.
Enteritidis recebendo diferentes aditivos alimentares

idade das aves (dias)

15 29

AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)

TRAT

T1 (dieta basal) 734,62 77,03 a 661,01 71,54
T2 (basal+prob)’ 665,39 59,59 b 705,08 71,09
T3 (basal+preb)? 671,53 74,63 ab 643,91 65,26
T4 (basal+preb+prob) 827,45 61,25 ab 644,43 64,66
T5 (antimicrobiano)® 694,36 76,86 a 703,41 65,71
Prob 0,19 0,04 0,30 0,42
CV % 15,73 18,32 11,97 14,59

' Lactobacillus - All-Lac XCL 5x®
2 Mananoligossacarideos — Bio Mos®
% Avilamicina

A atuagdo dos prebidticos sobre a microbiota intestinal pode ocorrer
de duas maneiras: fornecendo nutrientes as bactérias desejaveis ou através do
reconhecimento, por parte das bactérias patogénicas, de sitios de ligagdo nos
oligossacarideos como se fossem da mucosa intestinal, o que resulta em
menor colonizagdo indesejavel, menor incidéncia de infecgcbes e melhor
integridade intestinal (lji & Tivey, 1998). Sua eficiéncia em aglutinar bactérias
depende principalmente da presenga de glicoproteinas (fimbrias) na estrutura
bacteriana, as quais devem ligar-se ao oligossacarideo. Quando se reduz a

colonizagao indesejavel, pode-se esperar uma melhor integridade intestinal,

que pode ser representada por uma maior altura de vilos, e menor
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profundidade de cripta, em razdo de uma menor renovagado e proliferagdo
celular, do que quando ha um processo de colonizagdo patogénica e
consequente descamacao e renovacao do epitélio intestinal.

Macari & Maiorka (2000) avaliaram o efeito da adigdo de parede
celular de  Saccharomyces cerevisiae, que € constituida de
mananoligossacarideos, sobre o desenvolvimento da mucosa intestinal de
frangos de corte. O uso deste prebidtico na ragdo proporcionou aumento
significativo na altura de vilo (P<0,05) no duodeno, jejuno e ileo, principalmente
na primeira semana de vida das aves.

Loddi (2003), utilizando mananoligossacarideo (MOS) e acidificante
organico em dietas de frangos de corte, observou aumento na altura e
perimetro de vilo com a suplementagdo de MOS aos 21 dias de idade (1485
gm x 960 um) (P<0,05). Entretanto, aos 42 dias de idade n&o foi observado
nenhum efeito significativo dos promotores utilizados sobre a morfometria
intestinal, assim como ocorreu no presente experimento. A mesma autora em
outro ensaio observou aumento da densidade de vilos por segmento de
intestino delgado, no ileo de frangos de corte com 21 dias, tratados com um
simbidtico (85% mananoligossacarideo e 15% lactose). O uso deste produto
isolado proporcionou maior densidade de vilos, ou seja, menor tamanho de
vilos, do que os demais tratamentos (controle negativo; probidticos [a base de
Bacillus subtillis, Lactobacillus reuteri e L. johnsonii] e associagao dos dois).

Dentre algumas fungdes relatadas, as bactérias probidticas auxiliam
a regeneragao da mucosa intestinal lesada, pois através do mecanismo de

exclusdo competitiva, protegem os vilos e a superficie de absor¢ao contra as
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toxinas irritantes produzidas por microrganismos patogénicos (Dobrogosz et al.,
1991).

Pelicano et al. (2003), avaliando frangos de corte criados de 1 a 42
dias, suplementados com seis combinagdes de probidticos adicionados na
ragdo e na agua de bebida, ndo encontraram beneficios conclusivos na
morfologia intestinal das aves com o uso de probidticos, embora tenha sido
observado que a composi¢do dos probidticos e sua forma de utilizagdo, na
agua de bebida ou na ragao, proporcionaram resultados diferentes. Em aves
abatidas aos 42 dias, foi observado que aquelas pertencentes ao grupo
controle, sem adicdo de probidticos, apresentaram menor altura de vilo no
duodeno (P<0,01) em relagdo as aves que receberam probioticos (794 pm x
1109 um). Nao houve diferenga significativa (P>0,05) na profundidade de cripta
entre as aves do grupo controle negativo — sem probidtico - e as que
receberam probidticos. No entanto, o probidtico contendo Saccharomyces
cereviseae proporcionou as menores profundidades de cripta no duodeno,
jejuno e ileo em relagdo aos probioticos contendo Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis combinado com Bacillus subtilis ( 98 ym x 165 ym e 152 um,
respectivamente, no duodeno). Estes autores também encontraram interagao
significativa entre probioticos adicionados na agua e na ragéo, sendo que a
associagdao de Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae, ambos
adicionados na racgao, a culturas de Lactobacillus reuteri e L. johnsonii,
utilizados na agua de bebida, foi fundamental para a ocorréncia de maiores

profundidades de cripta. Schwarz et al. (2002) ao contrario, observaram
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maiores profundidades de cripta com o uso de Saccharomyces cerevisiae em
relacdo ao uso de culturas de Bacillus subtilis.

E importante ressaltar que os valores de altura de vilosidades e
profundidade de cripta observados no presente experimento foram inferiores
aos observados nos trabalhos citados, possivelmente em razdo do desafio com
Salmonella a que foram submetidas as aves, o que ndo ocorreu nos outros
estudos, nos quais ndo houve nenhum desafio imposto as aves, além dos
existentes em situacdes normais de criacdo. A colonizacao intestinal de um
patégeno como a Salmonella provoca agressbées a mucosa intestinal e
consequente reducdo na altura das vilosidades. Esta por sua vez, leva a um
aumento na profundidade das criptas, que é resultado de uma maior atividade
proliferativa celular, que ocorre para garantir adequada taxa de renovagao
epitelial (Pluske et al., 1997), embora isto ndo tenha sido observado no

presente experimento.

3.3.5 Viabilidade

Nao foi observada diferenga significativa na viabilidade entre os
tratamentos ao longo de todo o experimento (Tabela 10). A resisténcia a
salmonelose em pintos, geralmente, aumenta proporcionalmente a idade da
ave, possivelmente devido ao desenvolvimento da microbiota intestinal normal
e do sistema imunoldgico, com a idade (Smith & Tucker, 1980; Ziprin, 1989;
Corrier et al.,, 1991). A infecgdo com Salmonella Enteritidis raramente causa
mortalidade em aves com mais de um més de idade. Além da idade, a cepa da

bactéria utilizada e seu fagotipo (PT) podem ser importantes fatores no
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desenvolvimento de uma infecgao por Salmonella Enteritidis (Suzuki, 1994) e
variagoes na mortalidade podem ser observadas em infecgbes experimentais.
Enquanto Gast & Bert (1992) observaram diferengas significativas na
mortalidade (14,5-89,5%) em pintos de um dia de idade inoculados por via oral
com oito isolados de Salmonella Enteritidis, nenhum dos isolados de S.
Enteritidis PT4 resistentes ao acido nalidixico foi letal para os pintos (Hinton et
al., 1989), da mesma forma que ocorreu no presente experimento. Pintos de
um dia de idade expostos a altas doses de salmonelas paratificas
frequentemente apresentam mortalidade significativa nas primeiras semanas
pos-infeccao (Smith & Tucker, 1980). No entanto, doses inferiores geralmente
resultam em menor mortalidade e mais aves sao infectadas por um periodo
mais longo (Nakamura et al, 1993; Phillips & Opitz, 1995; Gast & Holt, 1998).
Como no presente experimento objetivou-se provocar uma infecgdo nas aves,
porém, a principio, sem causar aumentos significativos na mortalidade, a dose
infectante utilizada (10° UFC/mL) pode realmente ter sido baixa para causar
alteracdes nas taxas de mortalidade.
TABELA 10. Viabilidade de frangos de corte desafiados com S. Enteritidis,

durante o periodo experimental de 1 a 28 dias, recebendo diferentes aditivos
alimentares

Viabilidade 1 a 28 dias (%)

TRAT

T1 (dieta basal) 93,50
T2 (basal+prob)’ 93,50
T3 (basal+preb)? 98,75
T4 (basal+preb+prob) 93,50
T5 (antimicrobiano)® 91,00
Prob 0,55
CV % 9,78

" Lactobacillus - All-Lac XCL 5x*
2 Mananoligossacarideos — Bio Mos®
3Avilamicina
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3.4 CONCLUSOES

- O uso de prebidtico e probiético nao influenciou o desempenho
nem a mortalidade de aves desafiadas com Salmonella Enteritidis.

- A producdo de anticorpos em aves desafiadas com Salmonella
Enteritidis foi maior nas aves que receberam prebiético aos 15 dias de idade,
porém nao aos 29 dias.

- O uso de antimicrobiano proporcionou o maior numero de UFCs de
Salmonella Enteritidis nas contagens bacterianas no ceco, ao contrario do
prebiotico e do probidtico, que proporcionaram as menores contagens.

- A morfometria intestinal e a mortalidade n&do foram influenciadas
pela suplementacdo com prebiodtico, probidtico ou antimicrobiano.

- A contaminagdo precoce de frangos de corte por Salmonella
Enteritidis ndo causou prejuizos evidentes no desempenho, saude intestinal e

imunocompeténcia.



4. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos dois experimentos propostos neste trabalho foi possivel
concluir que a inoculagdo com albumina sérica bovina € uma boa ferramenta
para avaliar a imunidade humoral de frangos de corte, embora exista uma
grande variabilidade individual na produg¢ao de anticorpos contra este antigeno,
o que dificulta a observacdo de diferengcas nas respostas entre as aves,
especialmente quando se avalia o efeito de micronutientes na dieta, como
vitaminas e minerais, sobre este parametro. Também é importante destacar o
fato da inoculagdo com albumina sérica bovina ndo afetar o desempenho das
aves, podendo desta forrma ser utiizada como uma ferramenta de
monitoramento do estado imunolégico de um lote, sem afetar seu desempenho.

Uma questdo que merece especial atengcéo € a grande variabilidade
individual existente para a producdo de anticorpos em aves de linhagens
comerciais, que apresentam grande heterozigose. Este fato dificulta muito as
anadlises dos dados e faz com que pequenas diferengas causadas por dieta e
ambiente, por exemplo, possam nao ser detectadas. Para uma avaliagdo mais
completa do estado imunolégico de um grupo de aves pode ser necesséria a
analise de outros parametros imunoldgicos relacionados com a imunidade

celular e a producgao de citocinas proé-inflamatdérias, por exemplo.
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O uso de prebidticos e probidticos também deve ser estudado com
bastante cautela, tendo-se em mente que a composicao e a forma de aplicagao
destes, bem como as condigbes sanitarias, nutricionais € de manejo das aves,
determinam sua eficiéncia ou ndo. A maioria dos trabalhos avaliando o uso de
prebiodticos e probidticos possuem grandes variacbes nestes aspectos, o que
torna dificil a comparacdo entre os resultados por eles apresentados, visto que
as fontes de variagdo para as respostas podem ser bem mais numerosas do
que o esperado. Para avaliagbes mais seguras e conclusivas do uso dos
prebioticos e dos probiodticos, uma opgao seria a repeticdo dos experimentos
nas condi¢gdes em que forem realizados, porém, apenas modificando um dos
possiveis fatores de variacdo de resposta, como por exemplo, as condigbes
nutricionais ou 0 manejo empregado.

E de fundamental importancia, também, que se disponha de mais
informacdes sobre a composicado exata dos prebidticos e probioticos utilizados
nos experimentos e, especialmente no caso destes ultimos, da concentragao
dos microorganismos presentes nos produtos analisados, para permitir a
comparacao das respostas observadas, sem que a composicdo dos produtos
possa representar mais uma fonte de variagdo nos resultados. Até o momento,
os estudos realizados indicam que os resultados obtidos com o uso de
prebidticos e de probidticos sdo bastante especificos para as condigbes
individuais de cada experimento e torna-se dificil prever as respostas
encontradas, quando qualquer uma das condigbes experimentais for diferente

da inicialmente analisada.
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A Salmonella Enteritidis € uma bactéria caracterizada como ma
competidora e, conseqiientemente, sua identificagdo e contagem podem sofrer
influéncia da composicdo da microbiota intestinal da ave. Também, é
importante destacar que a infecgdo precoce por esta bactéria pode nido ser
prejudicial para o desempenho e a imunocompeténcia das aves, embora isto
varie, especialmente, em funcdo das cepas da bactéria utilizada e da dose
infectante.

Os dois experimentos propostos neste trabalho estdo dentro de
metodologias que ainda estdo em desenvolvimento, como a determinacao da
melhor forma de avaliagdo da imunocompeténcia em aves e a avaliagdo dos
mecanismos de agdo e das respostas obtidas com o uso de diferentes aditivos
alimentares, como os probidticos e os prebidticos. Certamente muito
conhecimento surgira nestas areas nos proximos anos e podera complementar

ou mesmo discordar do que foi proposto nos experimentos deste trabalho.
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APENDICE 1. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementacgéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no ganho médio de peso (GMP) de frangos de
corte no periodo de 1 a 35 dias

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,0106 0,0035 0,52 0,67
Amb 1 0,2667 0,2667 39,43 <0,0001
Inoc 1 0,0031 0,0031 0,46 0,50
Erro 50 0,3382 0,0068

total 55 0,6231

APENDICE 2. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementacgéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculacdo com BSA no consumo médio de racdo (CMR) de frangos
de corte no periodo de 1 a 35 dias

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,1398 0,0466 5,20 0,003
Amb 1 0,4866 0,4866 54,28 <0,0001
Inoc 1 0,0195 0,0195 2,18 0,15
Erro 50 0,4482 0,0090

total 55 1,0939

APENDICE 3. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementacgéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA na conversao alimentar (CA) de frangos de corte
no periodo de 1 a 35 dias

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,0406 0,0135 8,76 <0,0001
Amb 1 0,0034 0,0034 2,23 0,14
Inoc 1 0,0004 0,0004 0,27 0,60
Erro 50 0,0772 0,0015

total 55 0,1222

APENDICE 4. Andlise de variancia do efeito de dieta (suplementacdo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA na viabilidade de frangos de corte no periodo de
1 a 35 dias

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 77,10 25,70 0,38 0,76
Amb 1 61,25 61,25 0,91 0,34
Inoc 1 24,64 24,64 0,37 0,55
Erro 62 4150,87 66,95

total 67 4310,63

APENDICE 5. Andlise de variancia do efeito de dieta (suplementacdo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA nos valores de densidade 6tica no soro de
frangos de corte aos 35 dias

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 1,3769 0,4590 1,66 0,18
Amb 1 1,1619 1,1619 4,21 0,04
Inoc 1 10,2323 10,2323 37,06 <0,0001
Ero 62 17,1168 0,2761

total 67 30,21

APENDICE 6. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementacgéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no peso de bursa de frangos de corte aos 35
dias

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 7,98 2,66 1,89 0,13
Amb 1 63,64 63,34 45,10 <0,0001

Inoc 1 13,01 13,01 9,26 0,003
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Erro 130 182,58 1,40

total 135 257,49

APENDICE 7. Andlise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no rendimento de bursa de frangos de corte aos
35 dias

Fonte de variagéo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,019 0,0064 2,24 0,09
Amb 1 0,082 0,0821 28,48 <0,0001
Inoc 1 0,027 0,0267 9,28 0,003
Erro 130 0,375 0,022

total 135 0,487

APENDICE 8. Andlise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no peso de bago de frangos de corte aos 35
dias

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,29 0,10 0,24 0,87
Amb 1 13,90 13,90 34,52 <0,0001
Inoc 1 0,07 0,07 0,17 0,68
Erro 130 52,35 0,40

total 135 67,59

APENDICE 9. Andlise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no rendimento de bago de frangos de corte aos
35 dias

Fonte de variagéo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 0,00008 0,0003 0,33 0,80
Amb 1 0,0178 0,0178 21,58 <0,0001
Inoc 1 0,00009 0,00009 0,12 0,73
Erro 130 0,1071 0,0008

total 135 0,1272

APENDICE 10. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no numero de heterdfilos de frangos de corte
aos 35 dias

Fonte de variagéo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 31600248 10533416 0,35 0,79
Amb 1 88101791 88101791 2,95 0,09
Inoc 1 45896 45896 0,00 0,97
Erro 121 3609638655 29831724

total 126 3731355953

APENDICE 11. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA no numero de linfécitos de frangos de corte aos
35 dias

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 3 14348283 4782761 0,21 0,89
Amb 1 4819737 4819737 0,21 0,64
Inoc 1 6066969 6066969 0,21 0,60
Erro 121 2722446394 22499557

total 126 2747333670

APENDICE 12. Analise de variancia do efeito de dieta (suplementagéo vitaminica e mineral),
ambiente (EPC e ATN) e inoculagdo com BSA na relagéo H/L de frangos de corte aos 35 dias

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F

Dieta 3 0,3875 0,1291 0,86 0,46
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Amb 1 0,6546 0,6546 4,34 0,04
Inoc 1 0,0479 0,0479 0,32 0,57
Erro 121 18,2436 0,1508

total 126 19,3597

APENDICE 13. Analise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
0 peso médio aos 28 dias (PM28)de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 4790,7 1197,2 0,36 0,83
Erro 35 115722,5 3306,3

total 39 120513,2

APENDICE 14. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
o0 ganho médio de peso de 1 a 28 dias (GMP1-28) de frangos de corte desafiados com
salmonella

Fonte de variagéo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 4887,6 1221,9 0,37 0,83
Erro 35 115401,0 3297,2

total 39 120288,7

APENDICE 15. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
o consumo médio de ragdo de 1 a 28 dias (CMR1-28) de frangos de corte desafiados com
salmonella

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 14639,1 3659,8 0,40 0,81
Erro 35 323273,1 9236,4

total 39 3379123

APENDICE 16. Analise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
a conversdo alimentar de 1 a 28 dias (CA1-28) de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 0,0014 0,0003 0,36 0,83
Erro 35 0,0338 0,0010

total 39 0,0352

APENDICE 17. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
valores de densidade o6tica aos 15 dias (DO15) de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 0,1345 0,3336 1,87 0,14
Erro 35 0,6309 0,0180

total 39 0,7655

APENDICE 18. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
valores de densidade oética aos 29 dias (DO29) de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 0,0164 0,0041 0,30 0,87
Erro 34 0,4643 0,0136

total 38 0,4807

APENDICE 19. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
o comprimento de vilosidades (CV) aos 15 dias de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagéo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 87447,7 20611,9 1,67 0,19
Erro 22 270814 12309,7

total 26
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APENDICE 20. Analise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
a profundidade de cripta (PC) aos 15 dias de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 1815,3 153,8 2,93 0,04
Erro 22 3408,06 154,9

total 26

APENDICE 21. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
o comprimento de vilosidades (CV) aos 29 dias de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 32563,9 8140,9 1,26 0,30
Erro 37 238908,8 6456,9

total 41

APENDICE 22. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
a profundidade de cripta (PC) aos 29 dias de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagédo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 388,77 97,19 1,00 0,42
Erro 37 3602,62 97,37

total 41

APENDICE 23. Anélise de variancia do efeito da dieta (variando em aditivos alimentares) sobre
a viabilidade de 1 a 28 dias de frangos de corte desafiados com salmonella

Fonte de variagdo GL SQ QM F Prob>F
Dieta 4 258,40 64,60 0,76 0,56
Erro 35 2961,5 84,61

total 39
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0,045
0,046
0,043
0,044
0,044
0,044
0,042
0,043
0,042
0,042
0,045
0,043
0,045
0,043
0,045
0,045
0,043
0,045
0,043
0,043
0,045
0,044
0,043
0,043
0,044
0,045
0,046
0,046
0,044
0,044
0,046
0,045
0,044

PMO7
0,124
0,144
0,152
0,141
0,147
0,159
0,153
0,167
0,145
0,127
0,157
0,126
0,165
0,172
0,169
0,157
0,144
0,139
0,157
0,143
0,163
0,157
0,166
0,148
0,139
0,138
0,158
0,151
0,157
0,162
0,127
0,145
0,132

GMPO7 CMRO7 CAO07

0,079
0,098
0,109
0,097
0,103
0,116
0,110
0,124
0,103
0,085
0,112
0,084
0,120
0,129
0,125
0,112
0,101
0,095
0,114
0,101
0,118
0,113
0,123
0,105
0,095
0,092
0,112
0,105
0,113
0,118
0,081
0,100
0,088

DADOS DE DESEMPENHO (CAPITULO 2)

0,100
0,118
0,124
0,117
0,127
0,128
0,123
0,135
0,126
0,101
0,128
0,101
0,137
0,145
0,137
0,133
0,115
0,116
0,137
0,121
0,134
0,132
0,142
0,126
0,115
0,112
0,130
0,124
0,139
0,129
0,106
0,114
0,105

1,26
1,21
1,14
1,21
1,23
1,11
1,11
1,08
1,22
1,19
1,14
1,21
1,14
1,12
1,10
1,19
1,14
1,22
1,21
1,20
1,14
1,17
1,15
1,20
1,22
1,21
1,16
1,17
1,23
1,09
1,30
1,14
1,19

PM14
0,373
0,400
0,367
0,410
0,423
0,383
0,433
0,452
0,380
0,310
0,412
0,373
0,447
0,443
0,443
0,430
0,417
0,413
0,420
0,393
0,443
0,373
0,460
0,417
0,407
0,400
0,427
0,413
0,407
0,360
0,376
0,403
0,373

PM14C GMP14 GMP114 CMR14 CA14

0,365
0,405
0,405
0,435
0,430
0,385
0,445
0,455
0,375
0,315
0,440
0,380
0,455
0,445
0,460
0,440
0,435
0,425
0,415
0,410
0,440
0,385
0,475
0,425
0,430
0,415
0,425
0,425
0,435
0,360
0,395
0,445
0,400

0,249
0,257
0,215
0,269
0,277
0,224
0,281
0,285
0,235
0,183
0,255
0,247
0,282
0,272
0,274
0,274
0,273
0,274
0,264
0,250
0,281
0,216
0,294
0,268
0,268
0,263
0,269
0,263
0,250
0,198
0,249
0,258
0,242

0,328
0,355
0,324
0,366
0,380
0,340
0,391
0,409
0,338
0,268
0,367
0,331
0,402
0,401
0,399
0,386
0,374
0,369
0,378
0,351
0,399
0,329
0,417
0,373
0,363
0,355
0,381
0,368
0,363
0,316
0,330
0,358
0,330

0,335
0,353
0,333
0,365
0,364
0,328
0,415
0,376
0,355
0,268
0,298
0,321
0,371
0,384
0,369
0,366
0,358
0,350
0,376
0,351
0,363
0,351
0,383
0,351
0,369
0,380
0,368
0,346
0,346
0,306
0,320
0,343
0,335

1,34
1,38
1,55
1,36
1,32
1,46
1,48
1,55
1,51
1,46
1,30
1,30
1,32
1,41
1,35
1,34
1,31
1,28
1,43
1,40
1,29
1,62
1,30
1,31
1,38
1,45
1,37
1,32
1,39
1,54
1,43
1,33
1,39

PM21
0,824
0,865
0,841
0,861
0,888
0,880
0,865
0,913
0,811
0,765
0,886
0,816
0,953
0,940
0,969
0,866
0,904
0,915
0,909
0,847
0,892
0,880
0,948
0,822
0,896
0,855
0,879
0,880
0,917
0,876
0,836
0,840
0,855

GMP21

0,459
0,460
0,436
0,426
0,458
0,495
0,420
0,458
0,436
0,450
0,446
0,436
0,498
0,495
0,509
0,426
0,469
0,490
0,494
0,437
0,452
0,495
0,473
0,397
0,466
0,440
0,454
0,455
0,482
0,516
0,441
0,395
0,455

CMR21

0,611
0,622
0,587
0,628
0,634
0,650
0,614
0,650
0,575
0,600
0,640
0,608
0,697
0,674
0,705
0,657
0,676
0,653
0,666
0,602
0,638
0,650
0,669
0,566
0,630
0,597
0,659
0,652
0,658
0,661
0,584
0,677
0,643

CA21
1,33
1,35
1,35
1,48
1,38
1,31
1,46
1,42
1,32
1,33
1,44
1,39
1,40
1,36
1,39
1,54
1,44
1,33
1,35
1,38
1,41
1,31
1,42
1,42
1,35
1,36
1,45
1,44
1,36
1,28
1,33
1,71
1,41

[N

[EEN
[EEN
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0,044 0,150
0,043 0,131
0,043 0,136
0,042 0,150
0,046 0,131
0,043 0,161
0,042 0,174
0,043 0,137
0,046 0,151
0,042 0,151
0,045 0,175
0,044 0,130
0,045 0,140
0,044 0,163
0,042 0,145
0,045 0,142
0,044 0,168
0,045 0,149
0,045 0,144
0,043 0,145
0,045 0,151
0,042 0,158
0,046 0,181
0,044 0,172
0,044 0,169
0,044 0,151
0,045 0,152
0,046 0,155
0,045 0,165
0,044 0,145
0,042 0,135
0,044 0,152
0,044 0,137
0,046 0,140
0,045 0,157
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0,106
0,089
0,093
0,108
0,085
0,118
0,132
0,094
0,105
0,109
0,130
0,086
0,095
0,119
0,103
0,097
0,125
0,104
0,099
0,102
0,106
0,116
0,135
0,129
0,125
0,108
0,107
0,109
0,121
0,100
0,093
0,108
0,093
0,094
0,112

PM28

0,120
0,109
0,115
0,127
0,105
0,138
0,150
0,109
0,127
0,130
0,144
0,105
0,119
0,132
0,120
0,118
0,138
0,115
0,115
0,115
0,119
0,128
0,141
0,145
0,142
0,135
0,125
0,131
0,125
0,115
0,104
0,122
0,116
0,111
0,141

GMP28

1,14
1,23
1,23
1,18
1,23
1,16
1,14
1,15
1,21
1,19
1,11
1,22
1,26
1,11
1,16
1,22
1,11
1,10
1,17
1,14
1,13
1,10
1,04
1,13
1,13
1,25
1,18
1,20
1,04
1,15
1,12
1,13
1,24
1,18
1,26

0,437
0,363
0,393
0,403
0,373
0,448
0,450
0,410
0,343
0,420
0,453
0,377
0,393
0,430
0,407
0,413
0,460
0,427
0,427
0,417
0,420
0,430
0,473
0,467
0,460
0,417
0,413
0,417
0,460
0,417
0,387
0,423
0,400
0,410
0,423

CMR28

0,455
0,355
0,425
0,410
0,380
0,460
0,460
0,410
0,350
0,445
0,465
0,385
0,425
0,430
0,420
0,440
0,470
0,430
0,450
0,425
0,420
0,450
0,480
0,490
0,475
0,435
0,445
0,435
0,475
0,440
0,390
0,425
0,430
0,425
0,435

CA28

0,287 0,393
0,232 0,321
0,258 0,351
0,254 0,362
0,242 0,327
0,287 0,405
0,277 0,409
0,273 0,367
0,193 0,298
0,269 0,378
0,279 0,409
0,247 0,333
0,254 0,349
0,267 0,386
0,262 0,365
0,272 0,369
0,292 0,417
0,278 0,382
0,283 0,382
0,272 0,374
0,269 0,375
0,272 0,388
0,292 0,427
0,294 0,423
0,291 0,416
0,266 0,374
0,262 0,369
0,262 0,371
0,295 0,416
0,272 0,372
0,252 0,345
0,271 0,379
0,263 0,356
0,270 0,364
0,266 0,378
PM35

0,359
0,317
0,341
0,339
0,347
0,374
0,352
0,345
0,330
0,350
0,374
0,314
0,344
0,351
0,333
0,341
0,372
0,359
0,347
0,351
0,351
0,345
0,367
0,362
0,372
0,384
0,353
0,378
0,376
0,344
0,314
0,353
0,343
0,339
0,359

GMP35

1,25
1,36
1,32
1,34
1,43
1,47
1,27
1,26
1,71
1,30
1,34
1,27
1,36
1,32
1,27
1,26
1,27
1,29
1,23
1,29
1,30
1,27
1,25
1,23
1,28
1,45
1,35
1,44
1,28
1,26
1,25
1,30
1,30
1,26
1,35

0,910
0,775
0,879
0,880
0,799
0,859
0,918
0,814
0,814
0,786
0,905
0,829
0,925
0,904
0,894
0,896
0,938
0,880
0,893
0,910
0,885
0,879
0,962
0,968
0,943
0,963
0,936
0,930
0,972
0,922
0,840
0,849
0,878
0,872
0,929

GMP1435

0,455 0,665
0,420 0,551
0,454 0,632
0,470 0,610
0,419 0,624
0,399 0,579
0,458 0,635
0,404 0,570
0,464 0,569
0,341 0,615
0,440 0,690
0,444 0,637
0,500 0,689
0,474 0,646
0,474 0,646
0,456 0,653
0,468 0,681
0,450 0,633
0,443 0,618
0,485 0,617
0,465 0,616
0,429 0,587
0,482 0,660
0,478 0,668
0,468 0,636
0,528 0,702
0,491 0,666
0,495 0,667
0,497 0,686
0,482 0,666
0,450 0,614
0,424 0,609
0,448 0,655
0,447 0,628
0,494 0,670
CMR35

1,46
1,31
1,39
1,30
1,49
1,45
1,39
1,41
1,23
1,80
1,57
1,43
1,38
1,36
1,36
1,43
1,45
1,41
1,40
1,27
1,33
1,37
1,37
1,40
1,36
1,33
1,36
1,35
1,38
1,38
1,37
1,44
1,46
1,40
1,36

CA35

cTl



WWWWNDNDNDNNNNNDNDNDNNNNDNNMNDMNMNMMNMNMN 2222 A A A aaaaaaAaaAaaaaaaa

©CONOURWN- o rPoda©®NOODWN -

NNNMNN-2222aaaaaaNNDNNMNNNNNNONNNN-aSA A2 aaaaaPNNDNNNMNNNNNNMNDN

R O o T o T oo JSE QU QU G G G o T an T an JEPSE UK QR QR G G G o T e J o JPE QUUIE QUUIE QRS QR WY o TN an TN« JSE QR QU G QU QR

1,385
1,430
1,430
1,410
1,430
1,520
1,455
1,555
1,410
1,350
1,510
1,450
1,545
1,545
1,545
1,495
1,495
1,550
1,525
1,350
1,475
1,490
1,545
1,507
1,635
1,435
1,485
1,505
1,525
1,520
1,475
1,555
1,460
1,510
1,475
1,475
1,435
1,405

0,562
0,565
0,589
0,549
0,542
0,641
0,590
0,643
0,599
0,585
0,625
0,634
0,592
0,605
0,576
0,629
0,591
0,635
0,616
0,503
0,584
0,610
0,597
0,684
0,639
0,580
0,606
0,626
0,608
0,644
0,639
0,715
0,605
0,600
0,700
0,596
0,556
0,607

1,111
1,097
1,169
1,111
1,122
1,181
1,157
1,166
1,165
1,144
1,183
1,224
1,169
1,180
1,163
1,120
1,181
1,025
1,034
0,973
0,993
1,056
1,015
1,183
1,051
1,021
1,022
1,057
1,075
1,076
1,114
1,062
1,060
1,078
1,073
1,011
1,029
1,066

1,98
1,94
1,98
2,02
2,07
1,84
1,96
1,81
1,94
1,96
1,89
1,93
1,97
1,95
2,02
1,78
2,00
1,61
1,68
1,93
1,70
1,73
1,70
1,73
1,64
1,76
1,69
1,69
1,77
1,67
1,74
1,49
1,75
1,80
1,53
1,70
1,85
1,76

1,980
1,985
2,100
1,945
2,015
2,165
1,915
2,170
2,010
2,025
2,235
2,135
2,315
2,293
2,315
2,227
2,180
2,200
2,110
1,895
1,985
2,150
2,170
2,113
2,155
1,995
2,090
2,180
2,260
2,250
2,190
2,290
2,095
2,280
2,000
1,995
2,050
2,030

0,595
0,555
0,670
0,535
0,585
0,645
0,460
0,615
0,600
0,675
0,725
0,685
0,770
0,748
0,770
0,732
0,685
0,650
0,585
0,545
0,510
0,660
0,625
0,607
0,620
0,560
0,605
0,675
0,735
0,730
0,715
0,735
0,635
0,770
0,525
0,520
0,615
0,625

1,616
1,580
1,695
1,510
1,585
1,781
1,470
1,716
1,635
1,710
1,796
1,755
1,860
1,848
1,855
1,787
1,745
1,775
1,695
1,485
1,546
1,765
1,695
1,688
1,725
1,580
1,665
1,756
1,825
1,890
1,795
1,845
1,695
1,825
1,645
1,570
1,641
1,651

1,053
0,994
1,092
1,048
1,167
1,009
1,045
1,007
1,039
1,131
1,186
1,179
1,291
1,218
1,290
1,207
1,234
1,137
1,108
0,982
0,997
1,111
1,094
1,090
1,094
1,012
1,125
1,168
1,219
1,223
1,173
1,225
1,149
1,272
1,087
1,054
1,056
1,090

1,77
1,79
1,63
1,96
2,00
1,56
2,27
1,64
1,73
1,68
1,64
1,72
1,68
1,63
1,68
1,65
1,80
1,75
1,89
1,80
1,95
1,68
1,75
1,80
1,76
1,81
1,86
1,73
1,66
1,68
1,64
1,67
1,81
1,65
2,07
2,03
1,72
1,74

eTl



3 5 2 1 1,405 0,546 1,037 1,90 1,960 0,555 1,500 1,053 1,90
3 6 2 1 1,480 0,563 1,012 1,80 2,133 0,653 1,674 0,991 1,85
3 7 2 0 1,380 0,566 1,057 1,87 2,045 0,665 1,635 1,116 1,68
3 8 2 0 1,400 0,586 1,072 1,83 1,975 0,575 1,625 1,039 1,81
3 9 2 0 1,490 0,704 1,035 1,47 2,075 0,585 1,630 1,030 1,76
3 10 1 1 1,555 0,650 1,037 1,60 2,287 0,732 1,822 1,249 1,71
3 1" 1 1 1,450 0,621 1,071 1,72 2,120 0,670 1,735 1,210 1,81
3 12 1 1 1,510 0,585 1,049 1,79 2,255 0,745 1,830 1,280 1,72
3 13 1 1 1,510 0,607 1,067 1,76 2,120 0,610 1,691 1,093 1,79
3 14 1 1 1,530 0,636 1,063 1,67 2,180 0,650 1,760 1,127 1,73
3 15 1 0 1,505 0,610 1,083 1,78 2,175 0,670 1,736 1,227 1,83
3 16 1 0 1,570 0,632 1,049 1,66 2,275 0,705 1,805 1,276 1,81
3 17 1 0 1,490 0,610 1,104 1,81 2,180 0,690 1,750 1,217 1,76
4 1 2 1 1,493 0,601 1,082 1,80 1,960 0,467 1,511 1,319 2,83
4 2 2 1 1,500 0,590 1,007 1,71 2,060 0,560 1,635 1,038 1,85
4 3 2 1 1,460 0,576 1,028 1,78 2,025 0,565 1,606 1,029 1,82
4 4 2 1 1,420 0,541 0,987 1,82 1,855 0,435 1,405 0,903 2,07
4 5 2 1 1,540 0,578 1,003 1,74 2,073 0,533 1,593 0,984 1,94
4 6 2 1 1,565 0,598 1,024 1,71 2,190 0,625 1,701 1,115 1,78
4 7 2 0 1,535 0,592 1,026 1,73 2,093 0,558 1,618 0,964 2,05
4 8 2 0 1,560 0,598 1,034 1,73 2,110 0,550 1,676 1,120 2,04
4 9 2 0 1,570 0,634 1,046 1,65 2,190 0,620 1,745 1,138 1,84
4 10 1 1 1,550 0,620 1,060 1,71 2,315 0,765 1,880 1,241 1,62
4 1" 1 1 1,580 0,608 1,050 1,73 2,360 0,780 1,885 1,281 1,64
4 12 1 1 1,625 0,603 1,045 1,73 2,180 0,655 1,740 1,113 1,70
4 13 1 1 1,440 0,600 1,056 1,76 2,120 0,680 1,730 1,171 1,72
4 14 1 1 1,470 0,621 1,083 1,74 2,105 0,635 1,680 1,154 1,82
4 15 1 0 1,520 0,642 1,082 1,69 2,285 0,765 1,855 1,280 1,67
4 16 1 0 1,470 0,598 1,042 1,74 2,045 0,575 1,620 1,080 1,88
4 17 1 0 1,545 0,617 1,066 1,73 2,285 0,740 1,851 1,237 1,67
DADOS DE MORTALIDADE (CAPITULO 2)
TRAT REPET AMB INOC MORTO7 mortal07 MORT14 mortal14 MORT114 mortal114 MORT21 mortal21
1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
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DADOS DE VIABILIDADE (CAPITULO 2)

TRAT REPET AMB MORTO7 mortal07 viab0O7 MORT14 mortal14 viab14 MORT114 mortal114 viab114 MORT21 mortal21 viab21 MORT28 mortal28 viab28

100

100
100
100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

118



WWWWWWWWOWNDNDNDNDNDNDNDNNDNDNDNNNNONMNNNA_ASA A A A Aaaaaaa

©oO~NOO O WN-=

NNPNNNNNNN-22 2 a2 aaaaapNPNMNDNNNNNNNNNNONNNN-2A A aaaaaNNDN

[eNeNeNetNeoNeNoNeNeNeNe oo NeNeNo oo NeNoNo oo NeNeo No oo Neo NoNoNo o Ne Ne)

[eNeoNololeoNoNeolNolNoloNolololNololNolNololollolololle)

o

16,67
0

O OO oo

0
16,67
0

0
0
0

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
83,33
100
100
100
100
100
100
100
83,33
100
100
100
100

[eNeoNeoloNeoNoNolNolNolNololNolNolNolNoNolNeolNololNoNeolNeolNololNolNolNolNolNolNolNe ol ool el

0
16,67
0
0
16,67
0

[eNeoNeoNoNeoNoNeoNoNolNoNoNoNolNoloNoNoNolNolNoNoNolNolNolNolNolNoelNolNolNolNo]

100
83,33
100
100
83,33
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

OO0 OO0 20000000 ~~000000O0C0DO0ODO0DO0DO0DO0DO0DO0O0DO0DO0O0O~~00 -0

0
16,67
0
0
16,67
0

[eNeNeNoNoNoNoNeNo oo No o NoNoNoNo o o o o oo NoNoNoNoNo No o Ne]

100
83,33
100
100
83,33
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

[eNeNeNoNeoNoNo e oo NeNoNoNoNoNo No o ol oo o No oo oo e e oo o oo NoN o]

IC\n)OOOOOOOOOOOOOOOOO

[eNeoNeoNolNolNoNoNelNolNolNolNolNollolNololNololie)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

[eNeoNeoloNeoNoNololNolNololNolNololNoNeolNolNololNoNeolNolNololNoNeolNol loloelNelNolNolNollolNolNo)

OO OO0 O0OO0OOoOOo

N
[¢)]

[eNeoNeNoNeoNolNoNolNololNololNolNololNoelNolNolNololNolNololNolNolNo o]

100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

6TT



AR DIDDEAEDMDDRDIDDRADRINDOWOOWWLOWWWW

O~NO O WN-

[ G N N .
PN O©

15

A A A A A A A NDDNNDDNNDNDNONDDMNDNDNDNADA A A A A A QA

[eNeoNeoNoNoNoNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNolNolNolNolNolNolNolNollo]

REPET

N

O© 0O ~NO O b~ WN

A

NNNNMNNMNNONMDNODNNZ

[eNeoNeoloNoNoNeolNolNololNolNolNolNolNolNolNolNololololNololNollo]

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

B MORT35

0

OO OO OO oo

[eNeoNeoloNoNoNeolNolNoloNolNolNolNolNoNolNolNol lellolNololNollo]

OO OOoOOo

0
16,67
0

[eNeoNoNoNoNoNeoNolNolNolNolNoNolNolNolNolNol

mortal35

0

[eNelNoNoNoNoNoNo)

100
100
100
100
100
100
83,33
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

viab35
100
100
100
100
100
100
100
100
100

[eNeNeNoNelelelolNoNoNoNoNoNeoNeNeo o Neo ' o NoNoNoNo N o)

MORT 1435

0

[eNelNoNoNeNoNoNo)

[eNeNeoNoNolole oo NoNoNoNoNoNo No o o o No o NoNoNoN o)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

mortal1435

0

[eNelNoNoNoNoNoNo)

[eNeNoNoNolele oo NoNoNoNoNoNo No e o NoNoNoNoNo N o)

viab1435
100
100
100
100
100
100
100
100
100

OO OO0 O0OOoOOo

N
a

[eNeoNeololoNolNelolNolNoelNolNolNolNolNolNo)

100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

MORT135

O 2000000 Oo

[eNeoNeoloNoNeoNeolNolNolNolNolNolNolNolNolNolNololollollol ool

mortal135

0

O OO OoOOo

0
16,67
0

N
[¢)]

[eNeoNeNeoNolNeoNoNolNelolNoelolNolNelNololNelNolNoeNolNolNoNo ol

75
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

viab135

100
100
100
100
100
100
100

83,33

100

0¢T



WWWWWWWWWWWWNNDNDNDNPNONDPNDNNNNDPNODMNONDDNNNNNNNDN_2 222 A

=LA A NN NN DNDNDMNDMNDNAD A A QA A DNDNDMNDNDMNONDNDNONDNDMNDNADAARAD A A A A

[eNeNeoNeoNeoNeol NoNolNoloNeoNolNoNoNoNolNolNolNoNoNoNoNolNoNoNolNolNolNoNolNolNolNolNolNolNo)

[eNeNoNoNo oo e oo NoNoNo oo No o o o o oo NoNo ool oo e Ne]

N
[&)]

OO OoOoOooo

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100

OO 2000 2000000000000 ~~0000000~0000O0O0O

coRNoocooRooooooooooocoocoococoofYoooooooYoooooo

100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
75

100
100

OO 2000 220000000 000000 20000000 ~~0000~0

16,67

cofoocooffooooooooooooooofoooooooYoooo

100

83,33

100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
75

100
100

1T



A AP PADRDDEDNOOWWW

gaiola
T1R1
T1R1
T1R1
T1R1
T1R2
T1R2
T1R2
T1R2
T1R3
T1R3

= A A A A A A a NDDNNDNDNDNDDNONDNNN_A A A A

trat

[ U L K UK UL U (U QU

eNeNeoNeoNolNoNeNeNeNol el e NoNoNoNoNoNoNoNe]

coocoocoocoocoocoococofoNFNooooooooo

1

W WNDNDNN-=22 2

100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

repet

OO OO0 O0O0O00O0O~~0~~000~~0000O0

_\_\_\_\_\_\_\_\_\_\3

o

coocoocoocoocoocoococofoNFNoooPooooo

100
100
100
100
100
75

100
100
100
75

100
75

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

DADOS DE DENSIDADE OTICA DE Ac anti BSA (CAPITULO 2)
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27094,74
34610,53
32849,12
18863,16
35431,58
17487,72
25684,21

10989,47
16613,47
14530,53
7157,89
8864,84
7936,00
8075,23
8370,53
8579,93
19988,21
8174,04
9820,63
8941,26
14536,42
11168,70
5847,58
12401,05
5246,32
7448,42

0,00
977,26
345,96
210,53
805,89
1653,33
520,98

298947
887,58
1394,53
700,63
400,84
541,89
1038,32
985,47
0,00
2480,21

0,00

770,53

DADOS DE DESEMPENHO (CAPITULO 3)

PMI
46,20
45,90
45,50
44,90
46,30
44,60
45,70
45,10
46,30
45,90
46,10

PM7
141,50
157,40
146,70
138,67
131,70
132,20
135,50
161,30
155,90
143,40
136,10

PM14 PM21

2197,89
2443,16
1037,89
631,58
2149,05
992,00
0,00
1494,74
887,58
2789,05
934,18
1402,95
2709,47
1038,32
1970,95
565,89
2480,21
699,51
770,53

PM28 GMPla7 GMP7al4 GMP14a2l
381,80 750,50 1200,00
424,40 820,50 1325,00
402,50 770,00 1358,00
371,00 756,14 1234,29
345,50 690,63 1223,75
365,00 788,25 1317,50
388,30 754,38 1303,75
420,56 755,57 1335,71
399,10 815,00 1331,25
379,00 727,50 1240,00
400,40 776,13 1312,50

95,30
111,50
101,20

93,77

85,40

87,60

89,80
116,20
109,60

97,50

90,00

240,30
267,00
255,80
232,33
213,80
232,80
252,80
259,26
243,20
235,60
264,30

368,70
396,10
367,50
385,14
345,13
423,25
366,08
335,02
415,90
348,50
375,73

488,42
488,63
691,93
631,58
805,89
2314,67
1562,95
2092,63
1479,30
1394,53
934,18
200,42
270,95
1730,53
1313,96
188,63
354,32
349,75
770,53

10745,26
28340,63
17990,18
12421,05
14237,47
20170,67
15889,96
14947,37
17751,58
20917,89
12611,37
8217,26
14631,16
16266,95
17410,04
12261,05
17715,79
11192,14
15924,21

GMP1la2l GMP21a28

704,30
774,60
724,50
711,24
644,33
743,65
708,68
710,47
768,70
681,60
730,03

449,50
504,50
588,00
478,14
533,13
529,25
549,38
580,14
516,25
512,50
536,38

1,02
0,59
0,81
0,58
0,62
0,39
0,51
0,56
0,48
0,96
0,65
1,20
0,61
0,89
0,64
0,48
0,70
0,47
0,47

GMP1a28
1153,80
1279,10
1312,50
1189,39
1177,45
1272,90
1258,05
1290,61
1284,95
1194,10
1266,40

[E

w
[op}
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453,00
451,00
464,00
451,00
460,00
450,00
451,00
448,00
463,00
464,00
452,00
449,00
459,00
457,00
462,00
463,00
465,00
465,00
457,00
463,00
459,00
453,00
463,00
450,00
449,00
459,00
456,00
460,00
447,00

10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00
10,00

127,80
141,10
135,80
133,76
120,40

45,30
45,10
46,40
45,10
46,00
45,00
45,10
44,80
46,30
46,40
45,20
44,90
45,90
45,70
46,20
46,30
46,50
46,50
45,70
46,30
45,90
45,30
46,30
45,00
44,90
45,90
45,60
46,00
44,70

333,60
351,40
342,30
305,89
282,90

137,70
140,00
146,10
144,20
149,44
136,60
137,10
152,00
142,30
167,60
155,60
140,40
147,20
149,90
139,30
138,00
142,40
161,67
146,80
140,00
124,10
150,50
162,60
146,67
138,30
145,40
148,30
150,10
147,20

520,60
570,46
557,83
558,44
500,60

374,50
374,10
398,50
386,75
403,33
361,60
354,90
387,30
375,90
394,80
388,20
343,50
380,60
370,60
367,70
364,40
362,00
415,78
359,10
347,40
321,00
408,13
434,70
381,67
377,00
378,10
396,30
388,40
387,10

770,63
722,00
787,75
796,83
779,00
741,13
722,57
809,25
746,00
812,88
758,00
670,88
752,88
781,43
751,00
729,50
695,00
825,71
747,25
700,00
705,29
791,20
837,50
772,33
723,00
776,63
769,13
771,50
747,38

982,00
1062,96
1035,93

998,09

903,90

1252,50
1200,00
1328,75
1361,67
1311,43
1296,25
1182,86
1341,25
1290,00
1342,50
1288,75
1238,75
1306,25
1358,57
1290,00
1217,50
1283,33
1415,71
1286,25
1231,25
1195,71
1360,00
1358,75
1340,00
1250,00
1302,50
1281,25
1344,29
1276,25

REPET CMRla7 CMR7al4 CMR14a2l CMR1la2l1 CMR21a28

714,75
798,00
901,38
737,00
803,50

92,40
94,90
99,70
99,10
103,44
91,60
92,00
107,20
96,00
121,20
110,40
95,50
101,30
104,20
93,10
91,70
95,90
115,17
101,10
93,70
78,20
105,20
116,30
101,67
93,40
99,50
102,70
104,10
102,50

236,80
234,10
252,40
242,55
253,89
225,00
217,80
235,30
233,60
227,20
232,60
203,10
233,40
220,70
228,40
226,40
219,60
254,11
212,30
207,40
196,90
257,63
272,10
235,00
238,70
232,70
248,00
238,30
239,90

396,13
347,90
389,25
410,08
375,67
379,53
367,67
421,95
370,10
418,08
369,80
327,38
372,28
410,83
383,30
365,10
333,00
409,94
388,15
352,60
384,29
383,08
402,80
390,67
346,00
398,53
372,83
383,10
360,28

725,33
676,90
741,35
751,73
733,00
696,13
677,47
764,45
699,70
766,48
712,80
625,98
706,98
735,73
704,80
683,20
648,50
779,21
701,55
653,70
659,39
745,90
791,20
727,33
678,10
730,73
723,53
725,50
702,68

481,88
478,00
541,00
564,83
532,43
555,13
460,29
532,00
544,00
529,63
530,75
567,88
553,38
577,14
539,00
488,00
588,33
590,00
539,00
531,25
490,43
568,80
521,25
567,67
527,00
525,88
512,13
572,79
528,88

CMR1a28 CAla7 CA7al4 CAl4a2l CAla2l CA21a28

1696,75
1860,96
1937,31
1735,09
1707,40

1,34
1,27
1,34
1,43
1,41

1,39
1,32
1,34
1,32
1,32

1,41
1,44
1,52
1,45
1,45

1,39
1,37
1,43
1,40
1,40

1,59
1,58
1,53
1,54
1,51

1207,20
1154,90
1282,35
1316,57
1265,43
1251,25
1137,76
1296,45
1243,70
1296,10
1243,55
1193,85
1260,35
1312,87
1243,80
1171,20
1236,83
1369,21
1240,55
1184,95
1149,81
1314,70
1312,45
1295,00
1205,10
1256,60
1235,65
1298,29
1231,55

CAla28
1,47
1,45
1,48
1,46

1,45

[E
w
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116,40
111,40
145,20
138,30
127,00
150,00
120,60
105,60
129,40
133,30
138,59
124,70
119,70
141,60
128,20
148,30
133,50
130,10
131,50
135,10
109,70
128,50
126,20
145,27
130,70
136,40
105,50
107,40
142,20
127,60
132,20
135,80
130,60
132,40
125,40

301,80
315,30
341,46
306,30
300,40
347,90
292,00
284,30
315,10
369,69
336,33
311,20
283,00
327,50
298,10
340,70
310,80
306,40
321,00
296,80
281,60
303,70
298,14
340,11
289,90
304,20
264,90
370,41
349,60
298,56
321,18
330,10
263,00
314,50
301,20

588,02
541,28
572,15
557,60
515,51
534,43
538,04
490,83
541,43
652,49
567,51
525,16
517,84
569,81
523,93
569,02
533,30
462,87
536,65
601,67
527,82
505,75
546,84
588,34
529,30
519,32
544,28
644,63
577,91
577,91
532,76
586,45
541,68
555,43
509,74

1006,22
967,98
1058,81
1002,20
942,91
1032,33
950,64
880,73
985,93
1155,48
1042,43
961,06
920,54
1038,91
950,23
1058,02
977,60
899,37
989,15
1033,57
919,12
937,95
971,18
1073,72
949,90
959,92
914,68
1122,44
1069,71
1004,06
986,14
1052,35
935,28
1002,33
936,34

819,75
823,75
809,00
832,00
791,75
837,63
793,63
790,41
827,88
858,33
802,00
823,25
718,71
827,75
817,50
835,88
824,63
809,88
825,38
872,86
799,75
765,75
872,25
911,00
826,38
794,50
731,43
877,60
835,75
832,83
797,86
811,75
787,00
864,07
794,38

1825,97
1791,73
1867,81
1834,20
1734,66
1869,95
1744,27
1671,14
1813,81
2013,82
1844,43
1784,31
1639,26
1866,66
1767,73
1893,89
1802,22
1709,25
1814,52
1906,43
1718,87
1703,70
1843,43
1984,72
1776,27
1754,42
1646,11
2000,04
1905,46
1836,90
1784,00
1864,10
1722,28
1866,40
1730,72

1,33
1,24
1,25
1,26
1,30
1,67
1,31
1,11
1,30
1,35
1,34
1,36
1,30
1,32
1,34
1,22
1,21
1,36
1,30
1,30
1,18
1,40
1,32
1,26
1,29
1,46
1,35
1,02
1,22
1,26
1,42
1,36
1,27
1,27
1,22

1,30
1,25
1,32
1,26
1,28
1,32
1,23
1,21
1,25
1,52
1,32
1,38
1,30
1,39
1,28
1,50
1,34
1,51
1,38
1,34
1,23
1,34
1,36
1,34
1,37
1,47
1,35
1,44
1,28
1,27
1,35
1,42
1,06
1,32
1,26

1,39
1,48
1,71
1,34
1,48
1,42
1,36
1,41
1,39
1,59
1,51
1,38
1,41
1,35
1,42
1,36
1,44
1,41
1,44
1,46
1,38
1,39
1,64
1,44
1,36
1,47
1,42
1,68
1,43
1,48
1,54
1,47
1,45
1,45
1,41

1,35
1,37
1,49
1,30
1,38
1,41
1,31
1,30
1,33
1,54
1,42
1,38
1,36
1,36
1,36
1,38
1,37
1,44
1,40
1,40
1,30
1,37
1,50
1,38
1,35
1,47
1,39
1,50
1,35
1,38
1,45
1,44
1,29
1,38
1,33

1,55
1,50
1,39
1,61
1,54
1,56
1,65
1,65
1,53
1,62
1,51
1,48
1,56
1,56
1,50
1,58
1,55
1,43
1,49
1,51
1,48
1,57
1,48
1,54
1,53
1,50
1,49
1,54
1,60
1,47
1,51
1,54
1,54
1,51
1,50

1,43
1,42
1,45
1,43
1,45
1,48
1,44
1,45
1,41
1,53
1,46
1,43
1,44
1,44
1,42
1,46
1,45
1,43
1,44
1,45
1,38
1,45
1,49
1,45
1,43
1,48
1,43
1,52
1,45
1,42
1,48
1,48
1,39
1,44
1,41

8T



DADOS DE CONTAGEM DE SALMONELLA (CAPITULO 3)

GAIOLA TRAT REPET AVE Contagem duplic. diluicdo/OBS classe
48B 4 8 B amarelas
12A 1 2 A amarelas
51B 5 1 B amarelas
34B 3 4 B amarelas
58B 5 8 B amarelas
54B 5 4 B amarelas
51A 5 1 B amarelas
36A 3 6 A amarelas
34A 3 4 A amarelas
53B 5 3 B amarelas
52A 5 2 A amarelas
43B 4 3 B amarelas
13B 1 3 B amarelas
13A 1 3 A amarelas
11A 1 1 A amarelas
15A 1 5 A amarelas
11B 1 1 B amarelas
26A 2 6 A amarelas
41B 4 1 B amarelas
23B 2 3 B amarelas
25A 2 5 A amarelas
21A 2 1 A amarelas
22B 2 2 B amarelas
25B 2 5 B amarelas
23A 2 3 A amarelas
33A 3 3 A amarelas
43A 4 3 A amarelas
45A 4 5 A amarelas
47B 4 7 B amarelas
48A 4 8 A amarelas
33B 3 3 B amarelas
41A 4 1 A amarelas
17B 1 7 B amarelas
22A 2 2 A positivo -3



18B
14B
56B
18A
21B
37B
21B
54A
28A
58A
38B
28B
14A
31B
44A
37A
15B
57B
35B
24A
24B
36B
16B
55A
53B
16A
32B
35A
27A
44B
46B
57A
45B
26B
27B
31A
46A

A OMNNPPOPRERREANOOWO_,AOOOO_20WONNOOAO_L,WOROWANOWANOGONWON-_2O01 2~

O~ ~NoOOo~NOoOR~ARNONMNMNOWLOOODRARPPONONPRAR ADOOWOWOD-2N—=200 b0

S>>0 >PO0WEO>>O>PO0>O0ETD>O0OOND>>O>O0DOI>>>0O00>TW0OD

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

-3
amarelas
amarelas

-1

-2
amarelas

-3
amarelas

-2
amarelas

-4
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas



56A
55B
32A
42A
12B
47A
38A
52B

GAIOLA
11A
11B
12A
12B
13A
13B
14A
14B
15A
15B
16A
16B
17A
17B
18A
18B
21A
21B
22A
22B
23A
23B
24A

TRAT

NN DNDNDNDNNADAAAAAaAaQaaaaaaaaaaaaaaaa

A Wh 2bhwWwoom

DADOS DE CONTAGEM DE SALMONELLA NO FiIGADO (CAPITULO 3)

REPET
1

B WWONN_2200NNOOODOODOOAODRDWWNN -

NoO~NNNDDN OO

A

>WrPO0D>O0>PO0D>PO0D>O0>O0>O0>O0>0OD>0>I

m

W>»>w>>o>

Contagem duplic.

positivo
positivo

positivo
positivo

diluicdo/OBS
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

amarelas

-1

-3
amarelas

-3

-3
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

Figado(Sim/Nao)

Z2ZZ0WZ2Z2ZZ2ZZ2Z2ZW0W0WZ2Z2Z2ZZ2ZZ0nZ

Z2Z 22

OBS

[eNeNoNeNoNoNoNol
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24B
25A
25B
26A
26B
27A
27B
28A
28B
31A
31B
32A
32B
33A
33B
34A
34B
35A
35B
36A
36B
37A
37B
38A
38B
41A
41B
42A
42B
43A
43B
44A
44B
45A
45B
46A
46B

AR PAPAAREAEDRDDEDDRERROCOOWWWLWWWWWWWWWWNDNNMNMNDNDNDNNDN
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positivo

positivo

amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
-2
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
-4
amarelas
amarelas
amarelas

amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

Z2Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2ZZ2ZZZZZWZ2ZZZ2ZZ2ZZ22Z£2Z2Z2ZZZZZZWEZ2Z2Z222

* isolam.de Bacillus

* isolam.de Bacillus

* isolam.de Bacillus
* isolam.de Bacillus

44"



47A
47B
48A
48B
51A
51B
52A
52B
53A
53B
54A
54B
55A
55B
56A
56B
57A
57B
58A
58B

TRAT
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DADOS DE CONTAGEM DE SALMONELLA EM FIGADO E CECO (CAPITULO 3)

REPET
1

OO BDWOWNDN-

W>W>PO>O>EO>O>O0D>0>0>0>

W>O>OD>2>O0>O>I

m

amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas
amarelas

Figado
0
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D029
0,2841

DO15
0,0985
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REPET
1

DADOS DE DENSIDADE OTICA DE Ac anti-Salmonella (CAPITULO 3)

<o <<o<<o<<ono<<o<<o <o <o<<o<<no<<co<o<<o<o<<m

TRAT
1

NANOOTITOOOOMMOOODO- AN NOMONOITITWOLLWO O©ONMNMNOOO®

AVE
1
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0,1539
0,1274
0,1759
0,1886
0,2514
0,1339
0,1163
0,1252
0,2849
0,1743
0,1276
0,1386
0,1678
0,1363
0,1649
0,5881
0,1956
0,4047
0,1115
0,1425
0,2229
0,2766
0,1202
0,1203
0,2030
0,1872
0,3097
0,2569
0,3253
0,1958
0,2541
0,1065
0,2531
0,3386
0,1395
0,1897
0,1437

0,2307
0,1400
0,1116
0,1633
0,1441
0,1244
0,1729
0,1860
0,1377
0,1183
0,1105
0,1624
0,1941
0,2511
0,1663
0,1103

0,1557
0,1119
0,2234
0,3065
0,3196
0,2222
0,1317
0,1328
0,1452
0,1317
0,2220
0,3115
0,1356
0,2147
0,1380
0,1256
0,1472
0,1274
0,2431
0,1112

i
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DADOS DE MORFOMETRIA INTESTINAL (CAPITULO 3)
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657,30
690,50
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796,90
727,40
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709,70
571,50
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682,80
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618,00
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520,50
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523,30
578,10
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740,50
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675,50
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55,90
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63,60
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62,10
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DADOS DE VIABILIDADE (CAPITULO 3)
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