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USO DE PROBIOTICO EM SITUACOES DE DESAFIOS NUTRICIONAL E
SANITARIO EM FRANGOS DE CORTE

Autor: André Luiz Ghiotti
Orientador: Sérgio Luiz Vieira

Resumo - Com a finalidade de substituir os antibiéticos como promotores de
crescimento, alguns produtos estdo sendo adotados na alimentacdo de nao-
ruminantes, como por exemplo, os proébioticos. Neste trabalho, objetivou-se
avaliar o efeito da inclusdo de um probidtico composto de Bacillus subtilis, na
concentracdo minima de 1 x 10'° UFC / g de racéo, sobre o desempenho
zootécnico, escore de lesdo intestinal e rendimento de carcaca de frangos de
corte. Foram alojados 2.016 frangos machos da linhagem Cobb 500,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com 8 tratamentos, 9
repeticbes e 28 aves cada. As dietas consistiram em: dieta & base de milho e
farelo de soja (Regular); dieta ma absorcao (6% de soja crua); seis dietas ma
absorcdo: ma absorcao + vacina coccidiose com e sem inoculacdo das aves
com Clostridium perfringens; dieta mé& absorcdo + probiético com e sem
inoculacao de Clostridium perfringens; dieta ma absorcéo + vacina coccidiose +
probiotico e dieta ma absorcdo + vacina coccidiose 10X + probidtico +
inoculacdo de Clostridium perfringens. O desempenho foi avaliado nos dias 1,
7, 21, 35 e 42, 5 aves por box foram sacrificadas para avaliacdo de leséo
intestinal, rendimento de carcaca e cortes comerciais. As aves que receberam
a dieta ma absorcdo + vacina coccidiose 10X + probidtico + Clostridium
perfringens tiveram menor ganho de peso acumulado que as aves que
consumiram a Regular (P<0,05). A pior conversao alimentar foi observada com
o fornecimento da dieta ma absorcdo + Clostridium perfringens + vacina
coccidiose e sem probidtico (P<0,05). Os tratamentos néo tiveram efeito
relevante nos escores de lesdes intestinais. O rendimento de carcaca nao
diferiu entre os tratamentos (P>0,05). Observou-se que o0s tratamentos que
receberam probidtico adicionado na racéo obtiveram resultado semelhante aos
que receberam a dieta regular, independentemente da inoculacdo do
Clostridium perfringens, com excecédo do tratamento que foi desafiado com
uma dose 10X da vacina coccidiose. Assim, 0 uso do probiético reduziu os
efeitos negativos do desafio nutricional e sanitario.

Palavras chave: Bacillus subtilis, frangos de corte, probidtico, soja crua.

Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Produgéo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (57 p.), Marco,
2015.



USE OF PROBIOTIC IN NUTRITIONAL AND HEALTH CHALLENGES
SITUATIONS IN BROILERS

Author: André Luiz Ghiotti
Advisor: Sérgio Luiz Vieira

Abstract — In order to change the antibiotics as growth promoter, there are
products been used at non-ruminants feeding, as probiotics. This study aimed
to evaluate the effect of a probiotic composes with Bacillus subtilis, on minimum
concentration of 1 x 101° UFC / g of diet, on the performance, intestinal lesion
scores and carcass yield evaluation of broilers. A total of 2,016 Cobb 500 male
broilers were housed in a completely randomized design with 8 treatments, 9
repetitions of 28 birds each. The following diets were provided: diet based on
corn and soybean meal (Regular); diet malabsorption (6 % raw soybean); six
diets malabsorption: diet malabsorption + coccidiosis vaccine with and without
inoculation of birds with Clostridium perfringens, diet malabsorption + probiotic
with and without inoculation with Clostridium perfringens, diet malabsorption +
coccidiosis vaccine + probiotic and diet malabsorption + coccidiosis vaccine
10X + probiotic + Clostridium perfringens . The performance was evaluated at
days 1, 7, 21 and 42, 5 birds per pen were sacrificed for carcass yield and
commercial cuts evaluation. The birds fed the diet diet malabsorption +
coccidiosis vaccine 10X + probiotic + Clostridium perfringens had worse
accumulated weight gain that birds fed Regular (P<0.05). The worst feed
conversion ratio was observed on birds that received the diet containing diet
malabsorption + Clostridium perfringens + coccidiosis vaccine without probiotic
(P<0.05). The treatments did not have relevant effect on intestinal lesion
scores. The carcass yield did not differ between treatments (P>0.05). It was
observed that the treatments they received probiotic added in the feed obtained
a result similar to that received the regular diet, regardless of inoculation of
Clostridium perfringens, with the exception of the treatment that has been
challenged with a dose 10 x coccidiosis vaccine. Therefore, the use of
probiotics reduced the negative effects of nutritional and health challenge.

Key words: Bacillus subtilis, broilers, probiotic, raw soybean.

IMaster of Science dissertation in Animal Production — Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (58p.), March, 2015.
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INTRODUCAO

A avancada tecnologia empregada na inddstria avicola tem
aumentado a produtividade de frangos de corte. Porém, fatores estressantes
como a alta densidade de animais alojados, a vacinacdo, variacbes na
temperatura e desafios nutricionais podem induzir problemas na microflora
intestinal das aves, podendo diminuir o seu desempenho produtivo. Além disso,
diante da constante pressdo do consumidor e grupos legisladores para o
abandono/substituicdo do uso dos tradicionais antibiéticos como promotores de
crescimento em ragfes animais, torna-se necessario o estudo consistente da
introducéo de alternativas que possibilitem a manutencdo dos atuais niveis de
desempenho das aves e lucratividade do setor. Sabemos que na auséncia de
bactérias gastrointestinais, devido a presenca de antibioticos na dieta, a
necessidade do recrutamento de células imunes para o intestino esta reduzida
e consequentemente, o desempenho animal é melhorado. E neste contexto
que se encaixam os produtos de origem microbiana, como os probioticos, uma
vez que a simples retirada dos antibiéticos certamente ird provocar Sérios
danos ao desempenho das aves.

Porém, € importante lembrar que ainda existe uma lista positiva de
principios ativos (antimicrobianos, agonistas e anticoccidianos) liberados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para uso na dieta
de animais. Neste documento constam, além dos principios ativos, as espécies
e as fases de producdo em que podem ser utilizados, dosagens permitidas e
periodo de caréncia (prazo para retirada antes do abate). Atualmente o MAPA
permite a presenca de apenas um antimicrobiano e/ou um anticoccidiano na
composicao das dietas.

Para formular uma dieta com as caracteristicas nutricionais e
fisiolégicas que o animal necessita devemos conhecer 0s microrganismos que
estardo envolvidos com a condicdo de saude do plantel. O conjunto de
microrganismos (microbiota) que colonizam o trato gastrointestinal (TGI) dos
animais ndo ruminantes tem papel fundamental na nutricdo, desempenho,
qualidade de produtos e no bem estar dos mesmos. As bactérias aderem-se ao
epitélio intestinal através da ligacdo de polissacarideos presentes em sua
membrana com o glicocalix (ou fimbrias) da mucosa intestinal. A aderéncia a
mucosa intestinal parece, portanto, 0 mecanismo chave da colonizacdo das
bactérias, e seus efeitos sobre a saude intestinal.

Logo apos a eclosao, o trato gastrointestinal das aves € colonizado
por microrganismos, sendo alguns benéficos e outros patdogenos. A microbiota
benéfica auxilia na digestdo e absorcdo de nutrientes, produz vitaminas que
serdo utilizadas pelo hospedeiro (vitamina K, por exemplo) e diminui, por
exclusdo competitiva, a proliferacdo de agentes patogénicos (Nurmi & Rantala,
1973). A microbiota nociva pode causar inflamagdes na mucosa intestinal,
produzir toxinas e propiciar o aparecimento de enfermidades.

Segundo Fuller (1989), probidtico é um suplemento alimentar
constituido de microrganismos vivos capazes de beneficiar o hospedeiro
através do equilibrio da microbiota intestinal. Entre o0s principais
microrganismos utilizados como probibticos, destacam-se 0s dos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, além das
leveduras.
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O Bacillus subtilis € uma espécie de bactéria gram-positiva, saprofita
comum do solo e da agua. E um organismo esporulado, ndo patogénico e
termofilico. Desta forma, este microrganismo é capaz de resistir a altas
temperaturas que possam eventualmente ocorrer no processamento da ragao.
O Bacillus subtilis é considerado uma bactéria transitoria da mucosa intestinal e
que promove um meio adequado para o crescimento e colonizacao do epitélio
por outros microrganismos benéficos.

O modo de acdo dos probidticos ainda ndo est4d completamente
esclarecido, embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados. Um deles é a exclusdo competitiva
(conceito de Nurmi), em que o agente que compde o probidtico competiria com
0s patdégenos por sitios de fixagdo e nutrientes, impedindo sua acgdo
transitoriamente (Nurmi & Rantala, 1973). A exclusdo competitiva explicaria a
necessidade da administracdo continuada e a elevadas doses dos probidticos,
para manifestar seus efeitos (Coppola, 2004). Os probidticos podem também
afetar patdégenos através da sintese de bacteriocinas, de acidos organicos e de
peréxido de hidrogénio, ou atuar sobre o metabolismo celular, reduzindo a
concentracdo de amdnia no organismo e liberando enzimas como a lactase.

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da adicdo de probidtico
a base de Bacillus subtilis (1 x 10° UFC / g de ragéo) em dietas de frangos de
corte formuladas com milho, farelo de soja e soja integral ndo desativada
fornecidas para aves inoculadas ou ndo com Clostridium Perfringes. Os
parametros avaliados foram desempenho zootécnico (ganho de peso, consumo
de racdo, conversdo alimentar e mortalidade), escore de lesédo intestinal e
rendimento de carcaca. A introducdo da inoculacdo do Clostridium Perfringes e
0 uso da soja integral ndo desativada promoveu desafios sanitarios e
nutricionais semelhantes aos que podem ser encontrados nas industrias
avicolas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Microbiota intestinal

Em se tratando das aves, muitos autores indicaram que a microbiota
pode ser introduzida no TGI logo apés a ecloséo (Van der Wielen et al., 2002).
Porém, ultimamente pesquisas tém apontado que os microrganismos podem
ser introduzidos no sistema digestorio na fase anterior a eclosdo. E de
conhecimento que a casca do ovo é porosa e possivelmente permite a
passagem de microrganismos do ambiente externo para o interior do ovo. Por
volta do décimo quinto dia de desenvolvimento, o embrido comeca a ingerir o
liquido amnidtico presente no interior do ovo para finalizar o terco final da
incubacéo (Gonzales & Cesario, 2003). A ingestao de microrganismos pode ser
iniciada nesse ponto. Pedroso et al. (2005) determinaram através de
metodologias moleculares que pintos de corte neonatos no momento que
chegam a granja de criacdo apresentam uma consideravel microbiota presente
no trato intestinal. Essa microbiota pode ser introduzida na fase pré-ecloséo e
também no incubatoério durante 0 manuseio e transporte das aves até o local de
criacdo. Na primeira semana de vida dos pintos ha predominancia de
enterococcos e lactobacilos no estbmago e intestino delgado. Portanto, para a
manipulagdo da microbiota por meio de promotores de crescimento
alternativos, como probioéticos, deve-se considerar esse fato.

Lorencon et al. 2007 afirmaram que para uma boa eficiéncia, deve-
se utilizar os probidticos ja nos primeiros dias de vida, para que ocorra a
exclusdo competitiva, principalmente beneficiando um bom equilibrio entre os
microrganismos benéficos e para se obterem, assim, melhores resultados. Para
colaborar com esta afirmagcédo precisamos avaliar criteriosamente em qual
momento temos 0s maiores desafios sanitarios e nutricionais, desse modo
saberemos qual a melhor idade para que o0 uso do probiético promova uma
acao eficiente.

Nurmi & Rantala (1973) administraram oralmente o contetdo
intestinal (com uma diluicdo de 1:10) de aves adultas normais a pintinhos de 1
a 2 dias de idade e preveniram a colonizacao intestinal por Salmonella infantis,
ou seja, a administracdo deste produto permitia uma rapida colonizacdo da
mucosa intestinal e aumentava a resisténcia dos pintinhos contra Salmonella
spp. O estudo resultou em protecdo a 77% das aves, enquanto que a infec¢éo
foi 100% nas aves controle. Nos dois casos as aves foram desafiadas no dia
seguinte a inoculacao. Este procedimento foi denominado “conceito de Nurmi”
ou Exclusdo Competitiva (EC). A principio, a ideia era s6 a protecao intestinal
contra enteropatdgenos sem verificar aspecto de saude geral e produtividade
animal.

O trato gastrointestinal possui regides definidas, os diferentes
compartimentos do trato podem ser identificados como diferentes
macrohabitats (Mackie et al., 1999). Diferentes microbiotas sdo encontradas
nestas regides devido a sutis diferencas no pH, na secrecdo enzimatica da
regido, na velocidade de transito bolo alimentar e até na concentragdo de
acidos graxos volateis. Entre cada macrohabitat pelo menos quatro
microahabitats sdo descritos: o lumen intestinal, 0 muco, a cripta intestinal e a
superficie da mucosa (Pedroso et al., 2005). Em virtude das diferencas nos
macrohabitats e microhabitats, possivelmente os microrganismos fornecidos
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com finalidade promotora do crescimento ndo tém a capacidade de colonizar o
trato intestinal de maneira uniforme. Portanto, 0 nimero e composicdo dos
microrganismos da microflora intestinal das aves variam consideravelmente ao
longo do TGI. O pH no préventriculo e moela é extremamente baixo, e poucas
bactérias sdo capazes de tolerar este ambiente. No duodeno, o pH é neutro e
0S microrganismos colonizam facilmente este segmento do intestino delgado,
bem como o jejuno e o ileo. O ceco é reconhecido como segmento de maior
colonizagdo de microrganismos, sendo que um grande numero de bactérias
gram-negativas e gram-positivas estdo presentes neste local (Macari e Furlan,
2005).

Bactérias chamadas nativas sado aquelas que co-evoluem com a
populacdo e colonizam o habitat do trato gastrintestinal, enquanto as nao
nativas podem colonizar microhabitats especificos, sendo derivadas do
alimento, da agua ou de outros habitats intestinais e nao colonizando todo o
trato. Portanto, alguns microrganismos se estabelecem, enquanto outros séo
transitorios, entram com o alimento, passam através do tubo digestivo e saem.
A colonizacdo ocorre quando a populacdo de bactérias no TGI atinge um
tamanho estavel com o passar do tempo sem a necessidade de reintrodugéo
(Gaskins, 2001). Essas bactérias colonizam em taxas que igualam ou excedem
suas taxas de passagem e, ou de eliminacéo intestinal.

As bactérias que habitam o trato intestinal podem se estabelecer de
duas formas: em intima associagcdo com o epitélio intestinal ou livre no limen
intestinal, mas multiplicando-se mais rapidamente do que sua eliminacéo pelo
peristaltismo intestinal (Andreatti & Silva, 2005). Outras bactérias néo
apresentam capacidade de aderir ao epitélio intestinal, tampouco se
multiplicam em tempo que compense a eliminagdo pelo peristaltismo, mas
permanecem no intestino agregando-se a outras bactérias, que por sua vez
estdo aderidas & mucosa entérica (Andreatti & Silva, 2005). Portanto, aderéncia
a mucosa intestinal parece o mecanismo chave da colonizacdo das bactérias
patogénicas e de seus efeitos nocivos sobre a saude intestinal. Assim,
processos que possam prevenir a aderéncia das bactérias sdo eficazes em
reduzir a colonizacao por patdgenos nos segmentos do trato gastrintestinal.

Mecanismo de acao e caracteristicas dos probioticos

Segundo Andreatti Filho e Silva (2005) existem quatro grandes
propostas quanto ao mecanismo de acao dos probiéticos:

- Exclusdo competitiva;

- Producdo de substancias antibacterianas (bacteriocinas, acidos
orgéanicos e peroxido de hidrogénio);

- Competicdo por nutrientes no limen intestinal;

- Estimulo ao sistema imune.

Estes mecanismos contribuem com a manutenc¢ao da integridade da
mucosa e melhoram a saude intestinal dos animais. Os microrganismos Vivos
sdo a matéria-prima dos probidticos. Dessa forma, o isolamento e a
caracterizacdo da bactéria do trato gastrintestinal € uma das etapas cruciais
para que se possa avangar no processo de producdo de qualquer probidtico.
Estas bactérias tém que sobreviver a varias fases, desde os tratamentos na
producdo, passando pelas condicdes de armazenamento, até a tolerancia as
condic¢des do corpo animal.

Segundo Andreatti Filho e Silva (2005), sdo propriedades mais
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desejaveis para um probiotico:

- Possibilidade de permanecer no ecossistema intestinal;

- Capacidade de beneficiar o hospedeiro animal pelo seu uso;

- Possibilidade de ser produzido em larga escala e de maneira
viavel;

- Probabilidade de ser estocado e manter sua viabilidade até o
momento de uso.

A sensibilidade aos antibiéticos também pode ser uma caracteristica
desejavel, descartando assim, a possibilidade de transmissao de resisténcia no
ecossistema digestivo e maior facilidade de eliminacdo do bioterapéutico, se
necessario.

Também existem alguns fatores como peletizacdo das racgoes,
namero e viabilidade de microrganismos, armazenamento, formas de
administracdo e condicdes de criacdo que podem afetar a eficiéncia dos
probidticos.

A maioria dos microrganismos sdo termosensiveis e podem ser
destruidos pela peletizacdo das racdes. A utilizacdo de cepas termoestaveis
pode ser uma alternativa para a utilizacdo de racdes peletizadas. Eyng et al.
(2006) realizaram experimento para avaliar o efeito da utilizacdo de probiéticos,
em racOes fareladas e peletizadas sobre o desempenho de pintos de corte de 1
a 21 dias de idade, criados sobre cama reutilizada e verificaram que a
utilizacéo de probiodticos, independente da forma fisica e processo térmico da
racdo, apresentou resultados semelhantes de desempenho nos indices de
ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar, conforme tabela
adaptada de Eyng et al. (2006):

Tabela 1. Ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar de 1 a 21
dias de idade.

Ganho de peso Consumo de racdo Converséao alimentar

RF RP RF RP RF RP
PA 882,02 849,39 1171,5 1130,4 1,26 1,26
PB 872,10 849,66 1158,7 1149,4 1,26 1,28
C 848,34 849,57 1143,3 1148,0 1,28 1,28
CV% 4,49 4,66 2,42 4,16 1,42 1,69

RF- Racéo farelada

RP- Racéo peletizada

PA- Probidtico A (Lactobacillus acidophillus, Enterococus fecium, Bifidobacterium bifium
2Kg/ton)

PB- Probidtico B (Bacillus cereus, Bacillus subtilis 2 kg/ton)

C- Controle (flavomicina 0,004Kg/ton)

Nishio et al. (2006) realizaram um experimento para avaliar a
estabilidade de um probidtico durante o tempo de criacdo de frango de corte.
Para isso os autores selecionaram amostras de Lactobacillus isolados de cama
de frango (L. casei, L plantarum, L. reuteri, L. delbrueckii) para a producéo do
probiético. Ap6s a adicdo do probidtico a racdo, esta foi armazenada a
temperatura ambiente, protegida da exposicdo solar e umidade. A cada
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semana foi realizada contagem total dos lactobacilos em cada racdo durante 42
dias. Os autores observaram queda significativa na UFC/g de racdo até os 42
dias, porém ainda se encontravam dentro dos valores utilizados em racfes
comerciais, ndo comprometendo o tratamento e possivelmente o desempenho
das aves.

Probidticos x antibidticos

O ambiente no qual os animais sdo criados afeta a microbiota
intestinal. Frangos criados em piso sob cama podem apresentar
microorganismos diferentes dos criados em baterias, devido as condi¢des de
acesso ao material da cama e ingestédo de particulas da excreta. Fome, sede e
fatores ambientais estressantes como temperaturas altas também afetam a
flora intestinal das aves. Por isso, os probidticos podem surtir efeitos diferentes
em diferentes tipos de criacao.

Nesse sentido, Nunes et al. realizaram um estudo para avaliar o
efeito do uso de promotores de crescimento (antibiéticos e probioticos) nas
dietas sobre o desempenho e caracteristicas de carcaca de frangos de corte de
1 a 42 dias criados em cama nova ou reutilizada. Os autores concluiram que o
uso de probidticos e antibiéticos nas ra¢ces para frangos de carne néo afeta o
desempenho das aves criadas em cama nova ou reutilizada. O uso de
probiéticos promove reducdo no consumo de racdo sem comprometer o
desempenho, independentemente do tipo de cama utilizada. Resultado
contraditorio ao de Traldi et al. (2007) que concluiram que o uso de probiotico
nao promove efeito benéfico para frangos de corte criados sobre a cama
reutilizada.

Jin et al. (1998), em estudo com frangos de corte, para investigar o
efeito de uma mistura de Lactobacillus sobre o desempenho das aves criadas
em temperatura quente (média de 30,1°C) e umidade relativa em torno de 95%
(condicdes consideradas estressantes para as aves), demonstraram maior
eficiéncia em relacdo as aves de controle tanto no ganho de peso quanto na
conversdo alimentar, quando foram adicionados Lactobacillus. A auséncia de
efeito do probidtico pode estar relacionada com as condi¢Bes sanitarias, pois,
nao tendo bactérias patogénicas para um desafio, o probiético também néo tem
como realizar exclusdo competitiva.

Loddi et al. (2000) realizaram um experimento cujo objetivo principal
foi avaliar os efeitos do uso de probiodtico, constituido do ingrediente ativo
Enterococcus faecium (1 x 10'° UFC de produto), e a associacdo deste com o
antibiotico avoparcina, na alimentacdo de frangos de corte, avaliando-se o
desempenho (peso, ganho de peso, consumo de ragéo, conversao alimentar) e
a mortalidade, o rendimento de carcaga, carne de peito e de pernas e a analise
sensorial da carne do peito e da perna. No periodo de 1 a 21 dias e 1 a 42 dias
de idade, a suplementacdo com probidtico influenciou negativamente o peso
corporal, ganho de peso e consumo de racao das aves. Os autores acreditam
gue o efeito sobre o desempenho dos tratamentos que receberam
suplementacdo do probiodtico pode ser consequéncia da criagdo das aves em
instalacbes novas, com Otimas condi¢bes profiladticas, n&o constituindo,
portanto, uma situacdo de desafio. Assim, a microbiota intestinal teria se
desequilibrado com a suplementacéo do Enterococcus faecium em quantidade
acima da que normalmente & encontrada no trato digestério. Desse modo, o
microrganismo que deveria promover 0 crescimento tornou-se um agente
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‘infectante” e, provavelmente, deprimiu a metabolizacdo e absorcdo dos
nutrientes e, como consequéncia, o desempenho da ave. Segundo 0s autores,
estima-se que 90% da microflora seja composta por bactérias facultativas
(aerdbicas e anaerdbicas) e produtoras de acido latico (Lactobacillus spp,
Bifidobacterium spp), incluidas as bactérias exclusivamente aerébicas como os
Bacterioides spp, Fusobacterium spp e Eubacterium spp. Os 10% restantes
desta flora sdo constituidos de bactérias consideradas nocivas ao hospedeiro,
entre elas, Escherichia coli, Clostridium spp, Sthaphylococcus spp,
Pseudomonas spp, Blatomyces spp.

Lima et al. (2003) realizaram um estudo com o objetivo de verificar o
desempenho e também quantificar as atividades das enzimas digestivas:
amilase, lipase e tripsina pancreatica e intestinal, de frangos de corte
submetidos a diferentes niveis de energia e a diferentes doses de probidtico na
racdo. A racdo fornecida foi a base de milho e farelo de soja, com dois niveis
energéticos: 3.200 e 2.900 kcal de EM/kg e trés niveis de probidtico o
(Calsporima BS — FATEC®, contendo 10 células viaveis esporuladas de
Bacillus subtilis por grama de produto), sendo adicionados: 0, 200 e 400 ppm
nas fases inicial (0 a 28 dias) e final (29 a 42 dias). Os resultados obtidos no
estudo mostraram que a adicdo de probidtico (Bacillus subtilis), na dieta de
frangos de corte, ndo compromete o desempenho e nem a atividade das
enzimas digestivas analisadas.

Para se avaliar a eficiéncia dos promotores de crescimentos
geralmente estudam-se os indices zootécnicos, caracteristicas de desempenho
e caracteristicas morfométricas dos orgdos. Lora et al. (2006) realizaram
experimento com o objetivo de avaliar o desempenho de frangos de corte que
receberam racGes contendo Bacillus subtilis ou avilamicina. Nao houve
diferenca nos resultados de ganho de peso, consumo de racdo, conversao
alimentar e viabilidade entre os tratamentos que continham probiético em alta
concentracdo e avilamicina. O autor concluiu que o probidtico pode ser
adicionado em racBes de frangos de corte em substituicdo ao antibidtico
proporcionando o0 mesmo desempenho das aves.

Meurer et al. (2010) realizaram um trabalho para avaliar o uso do
probidtico Bacillus subtilis (101° ufc/g) em dietas contendo ou ndo promotores
de crescimento sobre o desempenho de frangos de corte no periodo de 1 a 42
dias de idade. O experimento continha 5 dietas: controle negativo (sem
promotores); Bacillus subtilis (30 g/t de racao); Bacillus subtilis (50 g/t de
racdo); Bacillus subtilis (30 g/t de ragcédo) + de colistina (10 ppm); avilamicina
(10 ppm) + colistina (10 ppm) Para conversdo alimentar, os melhores
resultados foram obtidos com as dietas contendo probidtico (50 g/t ragdo),
probiotico (30 g/t racdo) + colistina e combinacao de avilamicina + colistina. Na
analise do indice de eficiéncia produtiva aos 42 dias, os melhores resultados
foram obtidos com as dietas contendo aditivos (probioticos e/ou antibiéticos)
em comparacdo a dieta controle. Os autores concluiram que o probiotico
Bacillus subtilis, na concentracdo 10'°UFC/g, é um substituto eficiente de
antibiéticos.

Na tentativa de esclarecer questbes como: qual a verdadeira
contribuicdo dos antibidticos, como promotores de crescimento, no
desempenho de frangos de corte, e qual a possibilidade de substituicdo destes
aditivos na ragéo, Zuanon et al. (1998) realizaram uma pesquisa com o objetivo
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de comparar o desempenho de frangos de corte alimentados com ragcfes que
continham antibiético ou probi6tico, bem como o0 uso desses dois promotores
de crescimento juntos na mesma racdo e 0 uso sequencial destes, com 0
antibidtico sendo usado na fase inicial e o probidtico na fase final. Os
promotores de crescimento adicionados nas racdes foram o antibidtico
Avoparcin Feed Intermediate e o probiotico Toyocerin 50. O Avoparcin Feed
Intermediate ou Avotan apresenta como ingrediente ativo o Avoparcin, que é
um antibidtico glucopeptidico e praticamente ndo é absorvido pelo trato
intestinal. Este antibiotico ataca apenas bactérias gram-positivas. O Toyocerin
€ um probidtico que tem como ingrediente ativo esporos de Bacillus toyoi,
isolados do solo. Este probidtico ajuda a manter normal a flora bacteriana
intestinal, suprimindo o crescimento de E. coli e, paralelamente, aumentando a
populacdo de Lactobacillus. Cada 1 kg de Toyocerin 50 contem 50g de
Toyocerin 1 x 10 esporos de Bacillus toyoi. No periodo de 1 a 21 dias de
idade dos frangos, as andlises estatisticas indicaram que o tratamento
Avoparcin 10 ppm foi significativamente melhor (P<0,05) que o tratamento-
testemunha, para as variaveis peso, ganho de peso e conversao alimentar, ndo
sendo observado efeito dos tratamentos para o consumo de ragcdo. Nao foram
observados efeitos de tratamentos sobre as variaveis estudadas, nos periodos
de 22 a 42 e de 1 a 42 dias de idade dos frangos. Os resultados deste
experimento mostram que os antibidticos usados como promotores de
crescimento apresentam maior estimulo no crescimento das aves, na fase
inicial, e que as diferencas de peso atribuidas a ganhos adicionais
desaparecem posteriormente. Segundo os autores, isto sugere que a utilizacao
de promotores de crescimento € dispensavel, na criacdo de frangos de corte,
porém deve-se ressaltar que muitas vezes as condi¢des sanitarias e de manejo
observadas em criacbes comerciais ndo sdo as mesmas das condicdes
experimentais.

Corréa et al. (2003) realizaram um experimento com o objetivo de
avaliar os efeitos da inclusdo de dois probidticos e um antibiético na
alimentacdo de frangos de corte sobre caracteristicas de desempenho e de
carcaca. Os tratamentos constaram de: grupo testemunha - alimentado com
dieta inicial (DI) até 20 dias de idade e dieta final (DF) até 40 dias de idade;
grupo probidético - Bacillus subtilis (1 x 10 UFC/kg) alimentado com DI +
0,02% do probidtico Bacillus subtilis (1 x 10*? UFC/kg) na fase inicial e DF +
0,02% do probiético Bacillus subtilis (1 x 102 UFC/kg) na fase final; grupo
poliprobiodtico aves - alimentado com DI + 2,0% do poliprobiético aves na fase
inicial e DF + 0,63% do poliprobiético na fase final; grupo bacitracina de zinco -
alimentado com DI + 0,013% do antibi6tico bacitracina de zinco na fase inicial e
DF + 0,013% do antibidtico na fase final. Os frangos alimentados com dietas
com poliprobiético no periodo inicial de 1 a 20 dias tiveram melhor converséo
alimentar do que os alimentados com as dietas testemunha ou que continha
bacitracina de zinco. Os resultados de desempenho para a fase final e para o
periodo total de criagdo mostram que as variaveis consumo de racéo, ganho de
peso e conversdao alimentar ndo foram afetados (P>0,05) pelo uso de
antibiotico ou probidticos na ragcdo. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por Zuanon et al. (1998), Loddi et al. (2000). Os resultados indicam a
possibilidade de substituicdo do antibiético bacitracina de zinco como promotor
de crescimento por probiético, mantendo os mesmos padrdes de desempenho
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das aves, evitando os riscos de presenca de residuos de antibioticos na
carcaca. Quanto as caracteristicas de carcaca ndo foram observadas
diferencas entre tratamentos (P>0,05) quanto ao peso vivo e pesos e
rendimentos da carcaca, do peito e da gordura abdominal.

Utilizicao precoce de probidticos

Também existem alguns trabalhos avaliando a inoculagdo de
probidtico em ovos embrionados. Em pesquisa com ovos incubados em
incubadoras contaminadas por Salmonella Typhimurium e com a administracao
de um probio6tico (base de Lactobacillus reuteri) via ovo, Edens et al. (1997)
observaram que no momento da eclosdo os pintos oriundos de ovos inoculados
com probidtico apresentaram reducdo de 99% da populacdo cecal
de Salmonella Typhimurium em relacdo ao grupo néo tratado com probidtico.

Leandro et al. (2010) realizaram um trabalho onde objetivou-se
avaliar o efeito de um probidtico comercial (Enterococcus faecium,
Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum, 106 UFC/g) inoculado em ovos
embrionados de frangos de corte sobre desempenho inicial, digestibilidade dos
nutrientes da racdo e presenca da Salmonella Enteritidis no sistema
gastrintestinal Com base nos resultados obtidos nos experimentos, pode-se
inferir que o probidtico ndo proporcionou melhores resultados no desempenho
ou na digestibilidade dos nutrientes da ragdo quando os frangos nao foram
submetidos a desafio microbiologico. Ja quando a aves foram submetidas ao
desafio precocemente (pds-eclosdo) e o probidtico fornecido somente apds o
alojamento das aves, na racao, os resultados de reducao da salmonela no trato
gastrointestinal de pintos (apds 21 dias de idade) mostraram que a populacéo
de bactérias benéficas do probidtico necessitou de um tempo para se
estabelecer. No entanto, quando administrado no ovo antes de as aves serem
submetidas ao desafio por salmonela (logo apds a eclosdo), o probiotico foi
capaz de proporcionar aos pintos desafiados melhor desempenho e reducgao na
capacidade da salmonela em colonizar o trato gastrintestinal. Na avicultura
moderna, a maioria das grandes agroindustrias realiza a vacinacdo in ovo no
18° dia de incubacdo, no momento de transferéncia dos ovos para o
nascedouro. O trabalho de Martins et al. (2010) avaliou o desempenho
zootécnico de frangos de corte submetidos a diferentes vias de aplicacdo de
probiético. Os tratamentos foram: T1: pintos provenientes de ovos vacinados in
ovo no 18° dia de incubacdo contra a doenca de Marek; T2: pintos
provenientes de ovos inoculados com probiético no 18° dia de incubacédo
utilizando como diluente a vacina de Marek; T3: pintos provenientes de ovos
vacinados in ovo no 18° dia de incubacdo contra a doenca de Marek e
pulverizados apos a selecdo com solugdo contendo probidtico. O probidtico
utilizado possui em sua composicao flora definida com 21 cepas. O trabalho
concluiu que o uso de probiotico nas diferentes vias de aplicagdo néo alterou o
desempenho zootécnico de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Interferéncia de fatores nutricionais e sanitarios

A manipulacdo dos componentes da dieta pode afetar de maneira
significativa a diversidade e atividade da microbiota do TGl de monogastricos.
Ainda existe dificuldade em se estudar o efeito da nutricio sobre a microbiota
devido a grande variedade de fatores que podem afeta-la. E preciso lembrar
que existem diversos fatores antinutricionais de alguns ingredientes que podem
afetar fisiologicamente as aves e prejudicar a digestao e absorcao da dieta.
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O farelo de soja é, sabidamente, um dos principais ingredientes da
dieta de monogastricos. Quando em seu estado integral ndo tostado, mal
processado ou de baixa qualidade, possui fatores antinutricionais importantes
que fazem com que a dieta seja ma absorvida. Vejamos alguns citados por
Tejedor et al. (2001):

- inibicdo de protease: redugéo da atividade da tripsina, retardo no
crescimento animal, hipertrofia/hiperplasia pancreatica, danos a parede celular
da mucosa, estimulo a resposta imune, aumento das perdas de nitrogénio
endogeno.

- inibidor de amilase: problemas na digestdo do amido.

- proteinas antigénicas: alteracbes na resposta imune e nha
integridade da mucosa intestinal.

- saponinas: alteracdes na permeabilidade intestinal.

- fitatos: formacao de complexos com minerais e proteinas, reducao
da absorcao de minerais.

Somando-se a isto, os métodos tradicionais para identificacdo de
bactérias do trato intestinal, que incluem varias técnicas de cultura como
isolamento  bacteriologico, testes bioquimicos e exames morfoldgicos,
demandam tempo e trabalho. Além disso, algumas técnicas s6 permitem o
crescimento do microrganismo em meios seletivos, onde sé cresceriam as
bactérias que teriam capacidade de ser cultivadas em meio artificial.
Possivelmente a comunidade intestinal inclui centenas de bactérias, e acima de
75% das espécies intestinais ndo sado representadas quando se utilizam
técnicas baseadas em cultivo (Pedroso et al., 2005).

Para contornar este inconveniente tém sido sugeridas algumas
técnicas moleculares simples, que ndo necessitam de cultivo “In Vitro” para
identificacdo dos microrganismos do trato intestinal. Destaque para o método
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e determinacdo de sequéncias de
DNA e RNA de bactérias (Pedroso et al., 2005).

Outro fator importante que afeta diretamente os resultados de
desempenho das aves sdo os desafios sanitarios impostos pelas condicdes
das nossas criagcdes. Os lotes rotineiramente sdo criados em camas
reutilizadas, com grande carga microbiolégica, deixando as aves expostas a
severos desafios contra doencas como coccidiose e clostridiose.

O Clostridium pergfringens é responsavel por diversas enteropatias
que comprometem a integridade intestinal, destacando-se a enterite necrotica.
Esta enfermidade é considerada de suma importancia no cenario da avicultura
nacional e mundial sendo responsavel por perdas econémicas consideraveis
na producgao. Sluis (2000) estimou que nos Estados Unidos o custo decorrente
da enterite necrotica, por ave, chegou a US$ 0,05, o que pode representar
prejuizo de até 33% na producgdo. Este prejuizo foi estimado por gastos com
medicamentos, aumento da conversédo alimentar, reducédo do peso vivo e por
aumento no numero de carcacas condenadas durante o abate devido a
colangio-hepatite, além do aumento na mortalidade.

Fatores e/ou enfermidades imunossupressoras também aumentam a
susceptibilidade das aves. Nestas situacbes o Clostridium perfringens libera
grande quantidade de toxinas que lesam a mucosa intestinal e o figado,
causando grandes prejuizos ao sistema de producao. A doenca € de evolugéo
rapida e muitas vezes apresenta-se de modo agudo, ocasionando aumento de
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mortalidade do lote, sem apresentar sinais especificos, podendo ser clinica ou
subclinica (Silva et al., 2008). A clostridiose pode ser controlada ou prevenida
pela reducdo da exposicdo ao risco de fatores como a coccidiose e a dietas
desbalanceadas e/ou com maior inclusdo de alguns tipos de ingredientes.
Alteracbes na composicao do alimento, tais como, a remocédo a partir da dieta
de alimentos de dificil digestdo que prolongam a fermentacao intestinal e o uso
de probidticos e ou antibidticos promotores de crescimento na racdo para
frangos tem sido medidas comuns.

As vacinas vivas contra coccidiose utilizadas atualmente na
avicultura provocam um determinado dano tecidual no intestino que ndo pode
ser recuperado no intervalo de tempo curto de vida do frango de corte, por isso
nao sao habitualmente utilizadas para estas aves.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

O estudo trabalha com a hipétese de que uso de probidtico a base
de Bacillus subtilis suplementado em racbes de frangos de corte na
concentragdo de 1 x 1019 UFC / g de racdo promovera melhor desempenho
zootécnico e rendimento de carcaca de frangos de corte sob desafio sanitério e
nutricional.

Os objetivos deste trabalho foram:

- avaliar o efeito da suplementacdo do probidtico a base de Bacillus
subtilis no desempenho zootécnico de frangos de corte alimentados com dietas
de ma-absorgéo e inoculados com Clostridium prefringens,

- avaliar o efeito da suplementacéo do probiotico no escore de leséao
intestinal de frangos de corte alimentados com dietas de ma-absorcédo e
inoculados com Clostridium prefringens e

- avaliar o efeito da suplementacédo do probidtico no rendimento de
carcaca de frangos de corte alimentados com dietas de ma-absorcdo e
inoculados com Clostridium prefringens.



CAPITULO II
Growth performance of broilers supplemented with Bacillus subtilis
probiotic?

Artigo elaborado conforme as normas da Brazilian Journal of Poultry Science
(Apéndice 1).
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ABSTRACT

In order to change the antibiotics as growth promoter, there are products been
used at non-ruminants feeding, as probiotics. This study aimed to evaluate the effect of
a probiotic composes with Bacillus subtilis, on minimum concentration of 1 x 10*° UFC
/ g of diet, on the performance, intestinal lesion scores, and carcass yield evaluation of
broilers. A total of 2,016 Cobb 500 male broilers were housed in a completely
randomized design with 8 treatments, 9 repetitions of 28 birds each. The following diets
were provided: diet based on corn and soybean meal (Regular); diet malabsorption (6 %
raw soybean); six diets malabsorption: diet malabsorption + coccidiosis vaccine with
and without inoculation of birds with Clostridium perfringens, diet malabsorption +
probiotic with and without inoculation with Clostridium perfringens, diet malabsorption
+ coccidiosis vaccine + probiotic and diet malabsorption + coccidiosis vaccine 10X +
probiotic + Clostridium perfringens . The worst feed conversion ratio was observed on
birds that received the diet containing diet malabsorption + Clostridium perfringens +
coccidiosis vaccine without probiotic (P<0.05). The treatments did not have relevant
effect on intestinal lesion scores. The carcass yield did not differ between treatments
(P>0.05). It was observed that the treatments they received probiotic added in the feed
obtained result similar to that received the regular diet, regardless of inoculation of
Clostridium perfringens, with the exception of the treatment that has been challenged
with a dose 10 x coccidiosis vaccine. Therefore, the use of probiotics reduced the

negative effects of nutritional and health challenge.

INTRODUCTION

The advanced technology employed in the poultry industry has increased the
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productivity of broilers. However, stress factors as high density of animals housed,
vaccination, variations in temperature, and nutritional challenges can induce problems
on intestinal microflora of the birds, which may reduce its productive performance. In
addition, in the face of constant pressure from consumer and legislators groups to the
abandonment/replacement of the use of traditional antibiotics as growth promoters in
animal feed, it becomes necessary to the consistent study of the introduction of
alternatives which allow the maintenance of current levels of performance and
profitability poultry sector. We know that in the default of gastrointestinal bacteria, due
to the presence of antibiotics in the diet, the need for the recruitment of immune cells
into the intestines is reduced and consequently, animal performance is improved. In this
context that fit the products of microbial origin, such as probiotics, since the withdrawal
of antibiotics will surely cause serious damage to the performance of the birds.
However, it is important to remember that there's a positive list of active ingredients
(antimicrobials, agonists and anticoccidianos) released by the Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) for use in the diet of animals. This document
contains, in addition to the active ingredients, the species, and production phases in
which can be used, allowed dosages and grace period (deadline for withdrawal before
slaughter). Currently the MAPA allows the presence of only one antimicrobial and/or
one anticoccidiano in the composition of the diets. To formulate a diet with nutritional
and physiological characteristics that the animal needs we should know the
microorganisms that will be involved with the health condition of the flocks. The set of
micro-organisms (microbes) that colonize the gastrointestinal tract (GIT) of non-
ruminants animals has key role in nutrition, performance, product quality, and the
welfare of the same. Bacteria adhere to the intestinal epithelium by connecting

polysaccharides present in its membrane with the glycocalyx (or loose) of the intestinal
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mucosa. The adhesion to the intestinal mucosa seems, therefore, the key mechanism of
bacterial colonization, and its effects on intestinal health.

Soon after hatching, the avian gastrointestinal tract is colonized by
microorganisms, some beneficial and other pathogens. The beneficial microbiota assists
in the digestion and absorption of nutrients, produces vitamins that will be used by the
host (vitamin K, for example) and decreases, by competitive exclusion, the proliferation
of pathogenic agents (Nurmi & Rantala, 1973). Harmful microbes can cause
inflammation in the intestinal mucosa, produce toxins, and propitiate the appearance of
disease.

Gonzales & Cesario (2003) related that around the fifteenth day of development,
the embryo begins to swallow amniotic fluid present inside the egg to complete the final
third of incubation. The ingestion of microorganisms can be iniciated at this point.

According to Fuller (1989), probiotic is a food supplement made up of live
microorganisms able to benefit the host through the balance of the intestinal microbiota.
Among the main microorganisms used as probiotics, are from the genera Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, and levedures.

The Bacillus subtilis is a species of gram-positive bacterium, common saprophyte
soil and water. Is an organism, pathogen not sporulated and termofilic. Thus this
microorganism is able to resist the high temperatures that may occur in feed processing.
The Bacillus subtilis is considered passing bacteria of intestinal mucosa and that
promotes an adequate means for growth and colonization of the epithelium by other
beneficial microorganisms.

The mode of action of probiotics is not yet completely understood, although they
have been suggested multiple processes that can act independently or associates. One of

them is the competitive exclusion (concept of Nurmi), in that the agent that compose the
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probiotic would compete with the pathogens for nutrients and fixing sites, preventing
the action transiently (Nurmi & Rantala, 1973). The competitive exclusion explain the
need for the continued administration and high doses of probiotics, to manifest their
effects (Coppola & Gil-Turnes, 2004). Probiotics may also affect pathogens through the
synthesis of bacteriocins, of organic acids, and hydrogen peroxide, or act on cellular
metabolism, reducing the concentration of ammonia in the body and releasing enzymes
such as lactase.

The objective of this study was to evaluate the impact of the addition of probiotic
Bacillus subtilis base (1 x 10%° cfu/g of feed) in broiler diets formulated with corn,
soybean meal, and not disabled soybeans provided to birds inoculated or no with
Clostridium Perfringens. The evaluated parameters were growth performance (weight
gain, feed intake, feed conversion and mortality), intestinal injury score, and carcass
yield. The introduction of coccidiosis vaccine, inoculation of Clostridium Perfringes,
and the use of integral soybeans not toast promoted challenges health and nutritionals

similar to those that can be found in the poultry industries.

MATERIALS AND METHODS

All procedures used in this study avoided unnecessary animal discomfort and
were approved by the Ethics and Research Committee of the Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

Ingredients

Corn - soybean meal all vegetable diets following Brazilian industry usual levels

of nutrients and energy. Levels are presented on Table 1.

Treatments
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The experiment was consisted of 8 treatments with 9 replicates of 28 birds each.
A four-phase feeding program (Pre-Starter - 1 to 7 days, Starter - 8 to 21 days, Grower -
22 to 35 days, Finisher - 36 to 42 days) was use. A commercial type probiotic (Bacillus
subtilis at 1 x 10'° CFU/g of feed) added to the diets throughout all the experimental
period at 100 g/ton of diet in treatments 5, 6, 7 and 8. Diets were being formulated with
corn, soybean meal, and integral soybean toast (Regular) or having 6% of integral
soybeans not toast (Malabsorption) in the feeds of all phases. The integral soybeans not
toast promoted the nutritional challenge. Diets are presented on Table 1.

On day 8, all birds of the treatments 3, 4, 7, and 8 were being oculars vaccinated
with coccidiosis vaccine. Clostridium perfringens at colony forming units (CFU) of 1,5
x 102, 3,5 x 10*, and 5,0 x 10'? CFUs were being orally inoculated on days 13, 14, and
15 days, into individual birds, in the treatments T4, T6, and T8 respectively. The
coccidiosis vaccine and the inoculation of Clostridium perfringens promoted the health
challenge.

Treatments:

T1 - Regular diet

T2 — Malabsorption (MA) diet

T3 — Malabsorption diet (MA) + coccidiosis vaccinated

T4 — Malabsorption diet (MA) + coccidiosis vaccinated + Clostridium
perfringens

T5 — Malabsorption diet (MA) + probiotic

T6 — Malabsorption diet (MA) + probiotic + Clostridium perfringens

T7 — Malabsorption diet (MA) + coccidiosis vaccinated + probiotic

T8 — Malabsorption diet (MA) + coccidiosis vaccinated 10 X (ocular inoculated

at day 8) + probiotic + Clostridium perfringens
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Birds and facilities

A total of 2,016 Cobb X Cobb 500 male broilers were being placed in 72
experimental boxes (1.65 x 1.65 m — 9.18 bird per m?) containing one bell drinker and
one tubular feeder with 18 kg feed capacity. Birds were being vaccinated for Marek's
disease at the hatchery. No other vaccine was being used. Environmental temperature
was controlled to maintain bird comfort with the use of a furnace heater, fans, and
foggers. Ambient temperature was adjusted to 32°C on the first day, being reduced by
1°C every two days until comfort temperature is reached. Birds were being placed on
rice hulls bedding.
Experimental Diets

All diets were produced in a mixer with a capacity of 400 kg. The mixer

has been cleaned and vacuumed between each type of feed. Diets were mash,
exclusively vegetables, based on corn, soybean meal, and whole soybean (disabled by
heat or not). The levels of energy and nutrients followed the suggestions of the Brazilian
Tables for poultry and swine, Food Composition and nutritional requirements, 3° ed.
UFV, Vicosa, MG, Brazil (Rostagno, 2011).
Measurements

Body weight gain, feed intake, feed conversion, and mortality were being
evaluated at 1, 7, 21, 35, and 42 days of age. Feed conversion was calculated as
corrected and not corrected for the weight of dead birds. At 21 days of age 5 birds per
pen were being randomly taken for intestinal lesion scores and were classified as
standard table Elanco®. In this table, the scores are classified in three crescents levels of
intestinal lesions (1, 2, and 3). Five birds were being randomly taken from each pen and
processed at 43 days for carcass yield evaluation. Responses were being recorded on a

form individually available for all boxes. Data were being immediately fed into an
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Excel spreadsheet. Mortality was evaluated daily and the feed conversion calculated
with the correction of the weight of dead animals.
Statistical analysis

Treatments were being distributed in a completely randomized design with eight
treatments and nine replicates of 28 birds per experimental unit. Statistical analyzes

were being performed using SAS (2001).

RESULTS AND DISCUSSION

Table 2 indicates, analyzing ages for periods, which only until 21 days of age
occurred statistical differences among the effect of the treatments for weight gain. With
advantage, at the end of the 21 days, for T1 (regular diet) when compared to T4 and T8.
Therefore, in this comparison (T1 against T4 and T8), the diet of the T4 without
probiotic and T8 with 10 x the dosage of coccidiosis vaccine had the worst results in
this period for weight gain. In the remaining periods of age the weight gain was similar
among treatments. This suggests that in the critical phase of infection by Clostridium
perfringens the probiotic promoted some type of benefit to the health of birds.

Table 3 shows the effects of the treatments on weight gain accumulated between 1
and 42 days of age. The regular diet, as expected, presented the best weight gains during
every week. At the end of the 42 days, T5 (MA diet + probiotic), T6 (MA diet +
probiotic Clostridium perfringens), and T7 (MA diet + probiotic coccidiosis vaccine),
showed statistically weight gains similar to the regular diet (T1). Therefore, among the
treatments with diets containing the probiotic, only T8 did not follow the regular diet
weight gain. Probably because the challenge in the T8 (MA diet + 10 x coccidiosis

vaccine + Clostridium perfringens) has been overly aggressive.
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Table 4 shows the effects of the treatments on the feed intake. Statistical
difference occurred among the treatments only in the period from 1 to 21 days
accumulated, being a greater feed intake for the T1, T2, T3, T4, T5, T6, and T7, and
significantly lower to T8 (MA diet + 10 x coccidiosis vaccine probiotic + Clostridium
perfringens). In the weekly feed intake there was no statistical difference among the
treatments.

Tables 5 and 6 describe that just the T4 diet supply (MA diet + coccidiosis
vaccine + Clostridium perfringens) without probiotic obtained worst feed conversion
than T1 regular diet. But all the birds that have received the MA diet, coccidiosis
vaccine, and probiotic gained feed conversion statistically similar to regular diet at 42
days. Corréa et al. (2003), concluded that the broilers fed with diets with probiotics
during the initial phase (1 to 21 days) had better feed conversion than those fed with
control diet or diet that contained zinc bacitracin.

Table 7 shows that there was no effect of the treatments on mortality during the
experiment. Contrary to results found by Pelicano et al. (2004b) that in a study of the
use of probiotics and prebiotics in broilers, noted better viability with the use of these
additives in the diet.

The treatments had no significant effect on intestinal lesions scores. The scores
were classified as standard table Elanco®. Remembering that the inoculation of
Clostridium perfringens orally at 13, 14, and 15 days of age and the birds were
necropsied to 21 days of age for evaluation. This result shows that the action of
probiotics has been satisfactory in intestinal defense.

Lorengon et al. (2007), Faria et al. (2009), and Silva et al. (2011) evaluating the
use of different growth promoters for broilers, did not observe any effect on any

variable carcass yield, or percentage of abdominal fat with 42 days of age. However,
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Rocha et al. (2010) observed greater yield of breast in broilers feed a diet supplemented
with a mixture of probiotics, while the broilers feed with diet without growth promoter,
to 43 days old, had less yield from this cut. The authors did not observe any effect of the
use of growth promoters on the yield of thigh.

Loddi et al. (2000) observed interaction between probiotics and antibiotics for the
carcass yield, obtaining the greatest value of this variable when there was no association
among the use of the two growth promoters. For cutting yield, the authors found no
effect of growth promoters. Abdominal fat was not influenced by the use of growth
promoters.

Table 8 indicates that in the present study did not occur difference between
treatments in the carcass yield. With respect to commercial cuts, only difference was
observed in the cut of the tender (P < 0.05). The T6 (MA diet + probiotic + Clostridium
perfringens) obtained the best yield of tender when compared to T8 (MA diet + 10 X

coccidiosis vaccine + probiotic + Clostridium perfringens).

CONCLUSIONS

Results of researches with probiotics, so far, are contradictory as to their
efficiency. It is important to conduct research on conditions that represent the real
pressure of infection of poultry facilities, thus enabling to demonstrate more clearly the
effectiveness of probiotics for productivity of birds.

This work showed that the use of probiotic reduced the negative effects of the
nutritional and sanitary challenge, since their inclusion in the diet of the treatments that
had these challenges made similar performance results to treatment with regular diet to

42 days of age of birds.
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Table 1- Feed formulas used in the experiment.

PRE-STARTER (1-7 dias)

STARTER (8-21dias)

GROWER (22-35dias)

FINISHER (36-42 dias)

T5 T5 T5 T5
T2 T6 T2 T6 T2 T6 T2 T6
T3 T7 T3 T7 T3 T7 T3 T7
Ingredients % T1 T4 T8 T1 T4 T8 T1 T4 T8 T1 T4 T8
Corn 8,6% 52.07 52.07 52.07 53.13 53.13 53.13 57.11 57.11 57.11 63.92 63.92 63.92
Soybean Meal 45,2% 35.58 35.58 35.58 33.44 3344 3344 28.86 28.86 28.86 21.84 21.84 21.84
Soybean oil 1.88 1.88 1.88 3.16 3.16 3.16 3.96 3.96 3.96 429 4.29 4.29
Dicalcium Phosphate 2.05 2.05 2.05 1.93 1.93 1.93 1.84 1.84 1.84 1.77 1.77 1.77
Limestone 0.93 0.93 0.93 0.89 0.89 0.89 0.86 0.86 0.86 0.83 0.83 0.83
Salt 0.58 0.58 0.58 0.53 0.53 0.53 0.46 0.46 0.46 0.35 0.35 0.35
L-Treonine 98,5% 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Choline Chloride 60% 0.07 0.07 0.07 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.11 0.11 0.11
Vitamine premix*! 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Mineral premix*2 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Sodium bicarbonate 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.04 0.04 0.04 0.13 0.13 0.13
Inert (Kaolin) 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01
Probiotic 0 0 0.01 0 0 0.01 0 0 0.01 0 0 0.01
MHA 84% 0.39 0.39 0.39 0.38 0.38 0.38 0.33 0.33 0.33 0.27 0.27 0.27
BIOLYS 50,7% 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 0.26 0.26 0.26 0.3 0.3 0.3
Int. soybean not toast 0 6 6 0 6 6 0 6 6 0 6 6
Integral soybean toast 5.09 0 0 5.09 0 0 5.09 0 0 5.09 0 0
Soybean oil 0.91 0 0 0.91 0 0 0.91 0 0 0.91 0 0
Nutrients %
AME (kcal/kg)™ 2950 3050 3150 3250
Crude protein 22.8 21.92 20.15 17.52
Calcium 1 0.95 0.9 0.85
Av. P 0.5 0.47 0.45 0.43
Sodium 0.25 0.23 0.21 0.19
DEB, mEq/kg™ 225 215 200 180
Choline, mg/kg 1600 1600 1500 1500
Lysine 1.25 1.2 11 0.95
Met + Cis 0.94 0.9 0.83 0.71
Threonine 0.81 0.78 0.72 0.62

*1 Composition per kg of feed: vit. A, 8,000 Ul; vit. D3, 2,000 Ul; vit. E, 30 Ul; vit. K3, 2 mg; thiamine, 2 mg; riboflavin, 6 mg;
pyridoxine, 2.5 mg; cyanocobalamine, 0.012 mg, panthothenic acid, 15 mg; niacin, 35 mg; folic acid, 1 mg; biotin. 2 0.08 mg;
iron, 40 mg; zinc, 80 mg; manganese, 80 mg; copper, 10 mg; iodine, 0.7 mg; selenium, 0.3 mg. 3Apparent Metabolizable Energy.
“Dietary Electrolytic Balance (Na + K — CI) mEg/kg of the diet.
*T2, T3, T4, T5, T6 e T7: Malabsorption diets with 6% of crude soybean.
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Table 2 - Effects of treatments on body weight gain from 1 to 42 days of age, g.

Treatments 1to7d 8to21d 22to35d 36to
T1 - Regular diet 132a 724a 1313 744
T2 — Malabsorption diet 122b 655ab 1.240 704
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 123ab 646ab 1.260 743
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringens 126ab 618b  1.277 688
T5 — Malabsorption diet + probiotic 122b 672ab 1.318 738
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 121b 690ab 1.306 714
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 123ab 673ab 1.270 754
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringes 123 ab 606 b  1.253 712
Mean 126 660 1.280 725
CV,% 532 8.77 7.01 14.51
Probability 0.0126 0.0013 0.4683

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).



40

Table 3 - Effects of treatments on accumulated body weight gain from 1 to 42 days of age, g.

Treatments 1to7d 1to21d 1to35d 1to
T1 — Regular diet 132a 857a 2171a 2915
T2 — Malabsorption diet 122b 777b  2.017ab 2.709
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 123ab 769b  2.029ab 2.772
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringens 126ab 744b  2.022ab 2.711
T5 — Malabsorption diet + probiotic 122b 799ab 2.118 ab 2.856
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 121 b 812ab 2.118ab 2.832
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 123ab 796ab 2.067 ab 2.821
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringens 123ab 729b  1.983b 2.696
Mean 126 785 2.066  2.789
CV, % 532 748 5.08 4.64
Probability 0.0126 0.0007 0.0041 0.0035

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).
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Table 4 - Effects of treatments on accumulated feed intake from 1 to 42 days old, g.

Treatments 1to7d 1to21d 1to35d 1to42d
T1 — Regular diet 157 1.190ab  3.435 4.980
T2 — Malabsorption diet 156 1.164ab  3.393 4.918
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 155 1.162ab  3.395 4,915
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringens 160 1.187ab  3.446 5.003
T5 — Malabsorption diet + probiotic 156 1.220a 3.473 5.048
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 153 1.176 ab  3.380 4.826
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 154 1.193ab  3.454 5.023
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringens 151 1.104 b 3.265 4.791
Mean 155 1.174 3.405 4.938
CV, % 5,48 6.52 4.28 4.06
Probability 0,5162 0.1172 0.0987 0.0785

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).
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Table 5 - Effect of treatments on feed conversion ratios corrected for the weight of dead birds.

Treatments l1to7d 8to2ld 22to35d 36 to42d
T1 — Regular diet 1.185b 1.433b  1.732 2.132
T2 — Malabsorption diet 1.285a 1.56lab 1.822 2.274
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 1.259ab 1.561ab 1.787 2.093
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringes 1.267a 1.671a 1778 2.310
T5 — Malabsorption diet + probiotic 1.285a 1.580ab 1.723 2.215
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 1.260ab 1.488ab 1.700 2.055
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 1.257ab 1.545ab 1.808 2.139
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringens 1.231ab 1.581ab 1.739 2.226
Mean 1.254 1.552 1.761 2.180
CV, % 4.35 8.83 6.41 15.36
Probability 0.0058  0.0346 0.2436 0.7189

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).
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Table 6 - Effect of treatments on accumulated feed conversion ratios corrected for the weight of dead birds.

Treatments 1to 7d 1to21d  1to 35d 1to 42d
T1 — Regular diet 1.185b 1.392 b 1.583 ¢ 1.709 bc
T2 — Malabsorption diet 1.285 a 1511ab 1.685ab 1.816ab
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 1.259ab 1511ab 1.673abc 1.774 abc
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringens 1.267 a 1.599 a 1.704 a 1.846 a
T5 — Malabsorption diet + probiotic 1.285a 1.527ab 1.641abc 1.770abc
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 1.260ab 1.452ab 1596bc 1.704c
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 1.257ab 1.498ab 1.673abc 1.780abc
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringens 1.231ab 1.518ab  1.648abc 1.782 abc
Mean 1.254 1.501 1.651 1.773
CV, % 4.35 7.48 4.05 4.15
Probability 0.0058 0.0222 0.0023 0.0016

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).
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Table 7 - Effect of treatments on mortality from 1 to 42 days old, %.

Treatments 1to 7d 1to 21d 1 to 35d 1to42d
T1 — Regular diet 0.39 1.58 1.58 1.98
T2 — Malabsorption diet 0.79 1.58 1.58 2.23
T3 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 0.39 0.79 1.19 1.58
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium perfringens 1.58 1.98 2.38 2.77
T5 — Malabsorption diet + probiotic 0.79 1.58 1.58 2.77
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium perfringens 1.19 1.58 1.58 1.58
T7 — Malabsorption diet + cocci vac. + probiotic 0.39 0.39 0.79 0.79
T8 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium perfringens (.39 0.39 0.39 0.79
Mean 0.74 1.24 1.38 1.81
CV, % 14.78 16.33 16.48 16.41
Probability 0.8523 0.6737 0.7173 0.4273

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).
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Table 8 - Carcass, abdominal fat and yields of the commercial cuts at 43 days of age, %.

Treatments Carcass®  Abdominal fat  Breast fillets2  Tender Thighs Drumsticks ~ Wings Cage
T1 — Regular diet 77.2 1.69 4.0 29.58 ab 13.1 18.6 10.10 22,0
T2 — Malabsorption diet 74.9 1.62 4.0 29.25 ab 13.2 18.4 10.00 22.2
T3 — Malabsortion diet + coccidiosis vaccinated 76.9 1.70 4.1 29.42 ab 13.3 18.2 10.11 22.1
T4 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + Clostridium 76.1 1.89 4.1 29.13 ab 134 185 9.86 22.3
T5 — Malabsorption diet + probiotic 76.9 2.01 41 29.16 ab 13.0 184 9.99 22,0
T6 — Malabsorption diet + probiotic + Clostridium 77.1 1.67 4.1 29.84 a 13.0 17.9 10.05 221
T7 — Malabsorption diet + coccidiosis vaccine + probiotic 77.4 1.79 4.1 29.74 ab 13.1 18.3 9.89 220
T8 — Mal. diet + coccidiosis vaccine 10 X + probiotic + Clostridium 76.4 1.90 4.0 28.39b 133 18.2 1011 224
Mean 76.6 1.78 41 29.31 13.2 18.3 10.01 221
CV, % 1.68 2.67 1.34 1.39 0.92 193 134 114
Probability 0.1423 0.4183 0.8565 0.0398 0.2354 0.5006 0.7892 0.7258

Means followed by different letters are different using Tukey (P<0.05).

L Eviscerated carcass as a percentage of body weight, whereas cuts are proportions of the carcass. 2Breast fillets without skin.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de pesquisas com probidticos, até o momento, sao
contraditorios quanto a sua eficiéncia. De acordo com Faria et al. (2009), as
diferentes respostas para o uso de probioticos para frangos de corte podem ser
devido a fatores como diferentes concentragbes e microrganismos utilizados,
estado de saude animal, dietas e instalacdes, temperatura, lotacédo, densidade,
intensidade do desafio, sexo, niveis nutricionais empregados, entre outros.

Outro ponto a ser enfatizado € que as vantagens esperadas do uso
de probidticos no campo sdo maiores do que aqueles encontrados em
condicbes experimentais, uma vez que, para todos os efeitos praticos, 0
sistema atual de criacdo de aves utilizado por nossas agroindustrias tem
reutilizado a cama por varios lotes. Assim, é importante realizar pesquisas
sobre condi¢cbes que representem a real pressao de infeccdo das instalagoes
avicolas, possibilitando assim a demonstrar com maior clareza a eficacia dos
probiéticos para produtividade das aves.

Este trabalho mostrou que o uso do probidtico reduziu os efeitos
negativos do desafio nutricional e sanitario, uma vez que a sua inclusdo na
dieta dos tratamentos que possuiam estes desafios possibilitou resultados de
desempenho similares ao tratamento com dieta regular aos 42 dias de idade
das aves.
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APENDICE

Apéndice 1: Normas para preparacao de trabalhos cientificos para publicacédo
na Brazilian Journal of Poultry Science.

Brazilian Journal of Poultry Science / Revista Brasileira de Ciéncia Avicola
Instructions to the Authors

Brazilian Journal of Poultry Science is published with the coordination of the Publishing
Committee of the APINCO Foundation of Poultry Science and Technology; and the concepts
are of the authors’ full responsibility. Brazilian Journal of Poultry Science published three times
each year will consider original material for publication relevant to entire field of poultry
science and all other birds. Subject areas include Immunology, Biochemistry and Cellular
Biology, Housing and Environment, Wasting Control, Avian Diseases, Nutrition, Improvement,
Physiology and Breeding, Management, Egg Production, Meat Technology, Wild and Exotic
Birds, Quail Production.

TYPE OF PAPERS

The Journal publishes original research papers in full and short communication formats, case
reports, technical reviews, reviews, guest editorial and technical reviews. Short
communications are for reports that are complete, but can be adequately presented within
the length restrictions below. Case report should describe in detail a new or unusual naturally
occurring disease. Authors wishing to offer a review, guest editorial or technical review should
contact the Editor. The Journal has the objective of publishing complete scientific and technical
articles and reviews in the area of Poultry Science, elaborated by specialists, as long as they
follow the journal policy. The publication of articles will depend on the observance of the
Editorial Norms and the evaluation of the Publishing Committee and the Editorial Board and/or
ad hoc referees. All evaluations are of confidential and impartial character; both authors and
members of the Editorial Board and/ or ad hoc referees shall not obtain cross information
among themselves. Manuscripts should be submitted in English language only. Submission of a
manuscript to BRAZILIAN JOURNAL OF POULTRY SCIENCE implies that (1) it has not previously
been published, (2) that it is not being submitted for publication elsewhere, (3) that all authors
have approved the manuscript, (4) that all authors have obtained permission from their
employer or institution to publish, if they have a contractual or moral obligation to do so and
(5) that relevant permissions, including ethical approval, has been obtained for working
involving the use of animals and genetic manipulation. Papers describing experiments which
demonstrate a lack of concern for current ethical and welfare standards will not be accepted
for publication. The final decision in this respect belong to the Editor. The manuscripts and
other correspondence should be send to: Brazilian Journal of Poultry Science FACTA -
Fundacdo APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas Avenida Andrade Neves, 2501 13.070-001 —
Campinas, SP, Brasil Tel. 55 (19) 3243-6555 Fax. 55 (19) 3243-8542 E-mail:
rvfacta@terra.com.br.

PREPARATION OF MANUSCRIPTS
Full length papers

Should present the results of a research which contributes in a relevant way to the
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development of poultry science. If part of the results were published previously as a summary
in congress, seminar or symposium it must be stated. Priority will be given to articles, which
present new concepts, methodologies or innovative experimental approaches. There is no
limit to the number of pages of the manuscript, however, the authors should maintain a
minimum number, including figures and tables. They should contain the following sections,
each written concisely: Title, Abstract, Introduction, Material and Methods, Results, Discussion
and References. Acknowledgements should be included after Discussion. The sections Results
and Discussion can be placed together if appropriated. The abstract should contain up to 250
(two hundred and fifty) words, followed by the key words in alphabetic order, limited to 5
(five), which correspond to words or expressions that identify the contents of the article. Short
communication and Case report. Should have the same layout as full length papers, including
the headings Introduction, Abstract, Material and Methods, Result, Discussion,
Acknowledgments and References. They should comprise up to 1000 words (plus abstract,
references and legends) and should contain no more than three/illustrations.

Technical Article

Technical articles should present the development of new methodologies and/or techniques
that can be applied to improve the poultry production. These should follow the editorial norms
including all sections of the scientific article.

Guest editorial, Technical review and Reviews

Will be published by specialists invited by the Publishing Committee. These articles can also be
submitted by independent author(s),and in this case the draft of a review article will be
submitted to the Publishing Committee, and if considered adequate, the author(s) will be
invited to prepare the review for publication. The review should follow the norms of the
scientific article, however, without subdivisions in Introduction, Material and Methods, Results
and Discussion, preserving the abstracts with key words, similar to those on the scientific
article, besides References.

PRESENTATION OF THE ARTICLES

1. Typing: original in 3%” high density diskette, properly identified by the title of the article and
the name(s) of the author(s) and three printed copies, with tables/ figures and references. It
should be obligatorily typed in the A4 format (21,0 x 29,7cm), double space, on one side of the
paper, left side margin of 3,0 cm, Times New Roman font size 16 for the title, 14 for the items
in the body of the text and size 12 for the text, consecutive numbering of pages and
numbering of the lines of the text. Illustrations and legends should be listed on separate
sheets. The manuscript should be presented using one of the following text editors: Microsoft
Word for Windows or Microsoft Word version 6.0 or superior. Use only official nomenclature
and well known abbreviations, not using abbreviations in the title.

2. Cover Page: all articles should have a cover page with the title of the article, complete
name(s) of the author(s) and Institute of origin. The footnote of the page should mention the
complete address (e-mail is essential) of the author to whom correspondence should be
forwarded.

3. Tables: these should be numbered in Arabic numerals and headed by the title. The
elaboration of tables should follow the Tabular Presentation Norms established by the
National Council of Statistics (Rev. Bras. Est., v.24, p.42-60, 1963), when possible. Tables sent
in other program than Word, must be send in the original computer program together with a
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printed copy.

4. Illustrations (photographs, graphs, drawings): Should be numbered consecutively with
Arabic numerals and stated as figures. All figures should be identified on separate sheets with
the title of the article, name(s) of the author(s) and indication of the part of the text where
they should appear. The legends should also be presented on separate sheets. In the case of
photomicrography’s in black and white these should carry the enlargement bar with the
amplitude determined in the legend of the Figure(s). Photographs, figures and scanned
material must be send separately in high resolution computer software (minimum 600 dpi, tif
format or jpg for PC). If it is necessary to compact the file, use the WINZIP software. The
figures will be published in black and white; if the author wishes to have colored photos and or
figures, the author will pay for such expense (consult the executive editor previously).

5. Units: The International Metric System should be used for units and abbreviations.
Examples: s for seconds, min for minutes, L for liter, cal for calories, J for joules, kDa for
kiloDaltons, 5 mM, instead of 5 x 10- 3 or 0,005 M.

6. References: these should be arranged in alphabetic order by the author’s surname. The
complete title, never abbreviated, of the periodical should be mentioned. All authors of the
article must be cited. In this section it is not allowed to use italic words, irrespective of their
Latin origin. Examples:

Bakst MR, Gupta K, Akuffo V. Comparative development of the turkey and chicken embryo
from cleavage through hypoblast formation. Poultry Science 1997; 76(1):83-90.

Bouzoubaa K, Nagaraja KV. Epidemiological studies on the incidence of salmonellosis in
chicken breeder/hatchery operations in Marocco. In: Snoeyenbos GH, editor. Proceedings of
the International Symposium on Salmonella; 1984; Kenneth Square,PA: American Association
Avian Pathologists; 1985. p.337.

Briceno WNO, Guimardes FCR, Cruz FGG. Efeitos da densidade populacional de frangos de
corte em época quente no municipio de Manaus. In: 100 Congresso Brasileiro de Avicultura;
1987; Natal, Rio Grande do Norte. Brasil. p. 131-2.

Gabriel JE. Efeitos do nivel energético da ragdo e do estresse térmico na expressdo da proteina
de choque térmico Hsp70 e nos niveis do seu mRNA no figado de frangos de corte em
diferentes estagios de desenvolvimento. [Dissertagdo]. Jaboticabal (SP): Universidade Estadual
Paulista; 1996.

Ginsburg M. Primordial germ cell development in avians. Poultry Science 1997; 76(1):91-5.
Simon VA, Oliveira C. Vacinacdo em avicultura através da dgua de bebida. In: Macari M, editor.
Agua na avicultura industrial. Jaboticabal: Funep-Unesp; 1996. p. 73-85.

Summers JD, Leeson S. Commercial poultry nutrition. 2 ed. New York (NY): State Manual Book
& Periodical Services; 1997.

7. Quotations in the text: state the surname of the author followed by the year in parenthesis,
corresponding to what appears in the References. When it is the case of two authors, both
should be stated. In the case of more than two authors, the quotation should be followed by
the surname of the first author followed by the expression et al. (in italic), according to the
following examples: Examples:

Simon (1996)
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Silva & Silva (1988)
Briceno et al. (1987)
8. Scientific names of microorganisms: must follow Berg recommendatoin.

9. Fees: The author(s) will be charged USS 15,00 (fifteen dollars)/ R$25,00 (twenty five reals)
per edited page with the payment being done on the devolution of article proof; however, if
the first author subscribe the Journal the price will be US$ 10,00 (ten dollars)/ R$15,00 (fiften
reals) per page. Alterations in the text can be done, however, the author(s) will be charged. A
reduction of fee/page can be required if among authors there are collaborators who do not
work specifically in the area. Reprints of the published papers should be provided to the
author(s) if required, and the price will be presented according the number of reprints (contact
the Editor must be done on request).

10. Proofs: Usual practice will be to send proofs to the corresponding author, who should be
identified on the title page of the manuscript. Proofs should be return within three days,
preferable by fax (or email) in the first instance and then by post (air mail where appropriate).
It is a condition of acceptance that the Editor reserves the right to proceed to press without
submitting the proofs to the author. While reasonable steps will be taken to ensure that proof
reading is accurate, neither the Editor nor the Publisher shall be responsible for any errors.

11. Offsprints: There is no free offsprints. They can be provided after Editor consultation.

12. Copyright: It is a condition of publication that the authors vest copyright in their articles,
including abstracts, in the FACTA - Fundacao APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas. This
enable us to ensure full copyright protection and to disseminate the articles and the journal to
the widest possible readership in print and electronic formats as appropriate. Authors, of
course, may use the articles elsewhere after the publication without prior permission from
FACTA, provided that acknowledgement is given to the journal as the original source of
publication. Authors are themselves responsible for obtaining permission to reproduce
copyright material from other sources.
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