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RESUMO

FREITAS, W. L. C. Estudo do efeito de microrganismos probiéticos sobre Eimeria
acervulina (Tyzzer, 1929) em frangos de corte. 2011. 90p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, 2011.

No presente trabalho avaliou-se o efeito antiparasitario de uma preparagdo probidtica
constituida por quatro espécies de lactobacilos, L. casei ATCC 7469, L. plantarum ATCC
8014, L. fermentum ATCC 9338 e L. acidophillus ATCC 4536, no tratamento da eimeriose
aviaria causada por Eimeria acervulina. Para tanto, foram utilizados 120 animais, da espécie
Gallus gallus, machos, com 14 dias de idade, distribuidos em seis grupos, sendo o Grupo 1
constituido por animais tratados apenas com agua e racdo (controle negativo); Grupo 2
constituido por animais que receberam diariamente uma dose da preparacdo probiotica
contendo 1x10® UFC/mL; Grupo 3 constituido por animais infectados experimentalmente
com 2x10° oocistos esporulados de Eimeria acervulina (controle positivo) e Grupo 4 onde
0s animais receberam diariamente uma dose da preparacdo probidtica contendo 1x10°
UFC/mL durante o periodo do experimento e apds 7 dias do inicio do tratamento, foram
infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina; no Grupo 5 os animais foram
infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina e paralelamente receberam uma
dose diaria da preparacdo probidtica em estudo contendo 1x10® UFC/mL; no Grupo 6 0s
animais foram infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina e apés o
surgimento dos sinais clinicos da infeccdo passaram a receber diariamente uma dose da
preparacdo probiética contendo 1x10® UFC/mL, até o final do experimento. Durante 28 dias,
semanalmente, amostras de sangue e fezes foram coletadas para determinacdo de OoPG,
testes bioguimicos e parametros zootécnicos. Exames de fezes foram realizados diariamente
para se determinar os periodos pré-patente e patente do parasita, bem como o efeito da
preparacao probiotica no combate a infecgdo. Os resultados demonstraram que a preparacao
probidtica em estudo reduziu a infec¢do intestinal causada por Eimeria acervulina,
contribuindo para o bem estar animal. Referente aos parametros bioquimicos verificou-se
efeito significativo sobre o perfil lipidico no 4° dia po6s infecgdo, ndo sendo observado
diferencas significativas para os demais parametros. No tocante ao desempenho zootécnico,
verificou-se que a preparacdo probidtica ndo resultou em diferengas significativas em

relacdo ao ganho de peso, eficiéncia e conversao alimentar dos animais avaliados.

Palavras-chave: Probidtico; Lactobacillus spp; Eimeria acervulina; Frangos de corte.



ABSTRACT

FREITAS, W. L. C. Study of the effect of probiotic microorganisms on Eimeria
acervulina (Tyzzer, 1929) in broilers. 2011. 90p. Dissertation (Master of Science) — Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de Séo Paulo, 2011.

This study evaluated the antiparasitic effect of a probiotic preparation which consisted of
four species of lactobacilli (Lactobacillus casei ATCC 7469, L. plantarum ATCC 8014, L.
fermentum ATCC 9338 and L. acidophilus ATCC 4536) in the treatment of eimeriosis in
broilers caused by Eimeria acervulina. Therefore, during 28 days, 120 animals of Gallus
gallus species, males, 14 days old, were distributed in six groups, as follow: Group 1 the
animals received only feed and water “ad libidum” (negative control); Group 2 consisted of
animals that received a daily dose of probiotic preparation which contained 1x10® CFU/mL;
Group 3 the animals were experimentally infected with 2x10° oocysts of Eimeria acervulina
(positive control); Group 4 the birds received a daily dose of probiotic preparation
containing 1x10® CFU / mL during the experiment and after 7 days of the treatment
beginning, these animals were infected with 2x10° oocysts of E. acervulina; Group 5 was
composed by animals that were infected with 2x10° oocysts of the parasite and
simultaneously received a daily dose of probiotic preparation containing 1x10® CFU / ml,
Group 6 the animals were infected with 2x10° oocysts of E. acervulina and after clinical
signs of infection were noticed, the birds were treated daily with a dose of the probiotic
preparation containing 1x10® CFU / mL until the end of the experiment. During 28 days six
blood and feces samples were collected and parameters such as oocyst elimination,
histopathological, and biochemical were evaluated. Stool examinations were performed
daily to determine the parasite prepatent and patent periods, and the probiotic effect on the
infection. The results showed that the probiotic preparation under study reduced the
intestinal infection caused by Eimeria acervulina, contributing to animal welfare. Regarding
the biochemical parameters there was a significant effect on the lipid profile on the 4™ day
after infection, and no significant differences were observed for the other parameters. With
regard to zootechnical performance, it was found that the probiotic preparation resulted in

no significant differences in weight gain, and in feed conversion efficiency.

Keywords: Probiotic; Lactobacillus spp.; Eimeria acervulina; Broilers.
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1 INTRODUCAO

A avicultura industrial brasileira apresentou um crescimento continuo ao longo dos
anos, constituindo-se de uma atividade de suma importancia para a economia do pais. Em
2001, a producdo brasileira de frangos de corte foi de 6,736 milhdes de toneladas e elevou-
se para 7,517 milhdes de tonelada em 2002. Em 2006, segundo a Associacdo Brasileira dos
Produtores e Exportadores de Frango — ABEF, a producdo brasileira de carne de frango
conquistou a marca dos 9,33 milhdes de toneladas, sendo destas, 2,71 milhGes de toneladas
exportadas. No ano de 2007 a producéo brasileira de carne de frango chegou a 9,7 milhdes
de toneladas. Em 2010 producdo de frango somou 12,230 milhdes de toneladas (ABEF,
2011; BRAZILIANCHICKEN, 2011).

No setor de exportacdes, em 2004 o Brasil conquistou a lideranga mundial no ramo
de exportacdo de carne de frango, ultrapassando os Estados Unidos, pais que atualmente
ocupa a lideranca mundial na producdo de frangos de corte. Em 2009, o Brasil exportou
3,6 milhdes de toneladas, havendo um aumento de 5% no ano de 2010, totalizando 3,810
milhdes de toneladas embarcadas para mais de 150 paises (ABEF, 2011; UBABEF, 2011;
ABEF, 2009). Essa produtividade se deve, principalmente, as grandes transformacdes
ocorridas na avicultura nas ultimas décadas, caracterizando-se por seu alto grau de

competitividade e avancados padrdes tecnoldgicos.

A tecnologia empregada no setor avicola tem procurado otimizar a producdo para
atingir melhores resultados econdmicos e produzir alimentos mais seguros e saudaveis para
0 consumidor. Neste sentido, a avicultura apresenta um desenvolvimento consideravel
devido aos avancos em areas como genética, nutricdo, manejo e sanidade. Em
contrapartida a intensificacdo da producdo pode acarretar um aumento da incidéncia de
carga microbiana patogena, debilitando as aves, infectando um grande nimero de animais

e, desta forma, reduzindo o desempenho zootécnico dos frangos de corte.

Entre os fatores limitantes da producdo de frangos, a coccidiose € um dos mais
importantes, acarretando grandes prejuizos na produgdo de aves de corte, sendo causada
por protozoarios do género Eimeria spp., tendo sete espécies reconhecidas em frangos de
corte. Dentre estas, 3 espécies apresentam importancia econémica para a avicultura,
causando prejuizos as aves ao se multiplicarem nas células intestinais, ocasionando ma

absorcéo de nutrientes, desidratagé@o, perda de sangue e aumento da susceptibilidade para
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outros agentes. No Brasil, em 1994, a perda anual por coccidiose, na produgédo de frangos
de corte, representou US$ 19 milhes, e atingiu 65% das empresas do setor, apesar da
adicdo preventiva e continua de medicamentos anticoccidianos na racdo dos frangos do
primeiro dia ate 5 a 7 dias antes do abate. Em 2003, essas perdas representaram US$ 60
milhdes, sendo que no ano de 2007 os prejuizos causados por infecgcdes causadas pelo
género Eimeria spp. acarretou prejuizos anuais da ordem de US$1 bilh&o para avicultura
mundial (CASTRO, 1994; BRITO, 2003; BIOVET, 2011).

Visando conferir beneficios a satude animal, produtos com propriedades probidticas
estdo cada vez mais presentes na dieta animal. O termo probidtico foi proposto pela
primeira vez em 1965 e consiste de um “suplemento alimentar composto de cultura pura ou
composta de microrganismos vivos com a capacidade de se instalar e proliferar no trato
intestinal, com acdo de promotores de crescimento, beneficiando a salde do hospedeiro
pelo estimulo as propriedades existentes na microbiota natural”. Sendo assim, animais
tratados com probioticos podem ser mais resistentes a infec¢bes por endoparasitos sendo
que a evolucdo para a cura pode ser mais rapida acarretando em redugdo nos custos e
melhorias na qualidade de vida e desempenho zootécnico dos animais, gerando assim uma

maior lucratividade para o setor avicola.

Visando estudar o efeito antiparasitario de cepas de microrganismos probiéticos, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de uma preparacdo probidtica
constituida de um pool de 1x10® UFC/mL formado por 4 cepas de Lactobacilos sobre o

controle da eimeriose causada por Eimeria acervulina em frangos de corte.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AVICULTURA BRASILEIRA

A avicultura brasileira destaca-se como um dos setores industriais mais
globalizados da economia, sendo considerado exemplo de atividade agricola e de cadeia
produtiva de sucesso (ALBINO, 2008). No Brasil a producédo de carne de frango chegou a
12,230 milhdes de toneladas em 2010, em um crescimento de 11,38% em relacdo a 2009,
quando foram produzidas 10,980 milhdes de toneladas. Com este desempenho o Brasil,
atualmente terceiro maior produtor mundial, se aproxima da China que hoje é o segundo
maior produtor mundial, cuja producéo de 2010 teria somado 12,550 milh&es de toneladas,
abaixo apenas dos Estados Unidos, com 16,648 milhdes de toneladas, conforme projecdes
do Departamento de Agricultura dos EUA (UBABEF, 2011).

Do total de frangos produzido pelo pais, 69% tem sido destinado ao consumo
interno, e 31% para exportagdes. O crescimento em 2010 foi impulsionado principalmente
pelo aumento de consumo de carne de frango e pela expansdo nas exportacfes. Os
embarques de 3,819 milhdes de toneladas em 2010 representaram um aumento de 5,1% em
relacdo a 2009, em novo recorde historico para a carne de frango, principal produto das
exportacdes avicolas brasileiras. No tocante a receita cambial, de US$ 6,808 milhdes,
observou-se um incremento de 17% (UBABEF, 2011).

Segundo a UBABEF (2011), em 2010, entre os principais importadores, o Oriente
Médio importou 1,365 milhdo de tonelada, gerando uma receita cambial de US$ 2,233
bilhdes, sendo observado um crescimento de 13%. Para a Asia as exportacdes foram de
1,008 milhdo de toneladas, gerando uma receita de US$ 1,920 bilhdo, tendo um
crescimento de 26,4%, apresentando 6,5% superior ao verificado no ano anterior, A Africa
representa o terceiro maior mercado de destino correspondendo a 495,3 mil toneladas
(+17,4%) e uma receita cambial de US$ 610,5 milhGes, tendo sido observado um
crescimento de 3,8%. A Unido Europeia respondeu por importacédo de 471,3 mil toneladas,
sendo 7,2% menor que em 2009, correspondendo a uma receita cambial, de US$ 1,2
bilhdo, sendo 1,8% inferior a do ano anterior. No que se refere aos paises das Américas o
Brasil exportou 283,1 mil toneladas de carne de frango, 8% a mais em relacdo ao ano

anterior, obtendo uma receita de US$ 476,8 milhoes.
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Ordenados segundo o conceito da receita cambial, dos cinco maiores importadores
de carne de frango, nos meses decorridos entre Janeiro a Julho de 2011, o Japdo ocupa a
primeira opgédo, assumindo a lideranca e gerando US$ 659 milhdes, seguido pela Arabia
Saudita com US$ 583,7 milhdes, mesmo a Arabia Saudita apresentando um volume
importado superior, com 296,9 mil toneladas contra 224,6 mil toneladas do Jap&o.
Ocupando a terceira posicdo encontra-se Holanda, gerando US$ 397,9 milhdes, com
volume de 119,1 mil toneladas. Hong Kong gerou US$ 256,8 milhGes para a receita
cambial brasileira, importando um volume de 159,9 mil toneladas. Em quinto, encontra-se
os Emirados Arabes gerando uma receita de US$ 221,6 milhdes, importando um volume
de 112,9 mil toneladas (AVISITE, 2011).

2.2 COCCIDIOSE

O desenvolvimento tecnoldgico empregado na avicultura industrial melhorou
sobremaneira os indices de conversdao alimentar e precocidade das aves ao abate
(LUCHESE, 2007). Por outro lado, as doengas entéricas tornaram-se um dos maiores
desafios para a avicultura industrial mundial nos ultimos anos devido a perdas de
produtividade e ao aumento de mortalidade (SANTOS, 2005).

As perdas econémicas envolvendo a coccidiose sdo decorrentes ou da mortalidade
dos animais infectados com alta carga parasitaria ou devido o desempenho insatisfatorio
dos animais, incluindo a coccidiose entre as doencas responsaveis pelos maiores prejuizos

causados a criagdo de ruminantes (LIMA, 2004).

A coccidiose é causada por protozoarios do género Eimeria, sendo considerada a
doenca mais importante na avicultura industrial. Os agentes causadores da coccidiose sao
parasitos intracelulares que multiplicam-se no intestino, causando destrui¢do tecidual e
prejudicando a digestdo e a absorcdo dos alimentos, o que resulta em diarréia aquosa ou
hemorragica (KAWASOE, 2000). O agente causa enterite e diarreia, dessa forma
prejudicando a ingestdo de racdo, sua digestdo e absorcdo intestinal de nutrientes e o
transporte destes na corrente sanguinea, fatos que prejudicam o ganho de peso do animal
(ALLEN, 2002; Anuario da Avicultura Industrial, 2000).

Allem (2002) relata que os sinais clinicos da coccidiose variam conforme as
espécies de coccidios envolvidos na infeccdo. Algumas espécies apresentam maior grau de

patogenicidade, causando diarréia que varia de mucdide a sanguinolenta, desidratacao,
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penas arrepiadas, anemia, despigmentacdo da pele e prostracdo, dentre outros sinais

clinicos.

Segundo Kawazoe (2000), Infecgdes oriundas de agentes coccidianos causam uma
modificacdo nas estruturas das vilosidades intestinais provocando o encurtamento na altura
das mesmas, diminuindo a capacidade de absorcdo. Muitas vezes ocorre a destruicdo das
células epiteliais do intestino, impedindo a renovacgdo das vilosidades levando a perda de
fluidos, hemorragia e susceptibilidade a outras doencas.

2.2.1 Coccidiose e a absorcao de nutrientes

A absorcdo de nutrientes é realizada de acordo com a demanda exigida pelo
organismo, porém na presenca de distdrbios intestinais esses valores encontram-se com
seus niveis alterados. De acordo com Freeman (1970), enfermidades provocadas por
agentes como os da coccidiose, podem causar anorexia e inflamagéo do trato intestinal do

animal, resultando em uma inibi¢do na absor¢do de nutrientes.

Valores plasmaticos normais para glicose podem estar ligados a uma boa salde
intestinal ou a glicogenolise hepética realizada pelo organismo da ave, onde a glicose é
mantida em seus niveis basais por meio da quebra do glicogénio hepatico mediante a
liberacdo de glucagon pelo pancreas. A capacidade que a ave possui de manter a
normoglicemia em situacfes onde as reservas de glicogénio hepatico estdo esgotadas, se
deve a gliconeogénese. Porém os disturbios intestinais, que afetam os niveis de glicose no
organismo, ocasionam as aves a entrarem em estado de hipoglicemia, induzindo o pancreas
a produzir glucagon e utilizam as reservas de glicogénio hepatico, tendo hipoglicemia

N

CHAPMAN,1983; FREITAS, 2008)

Casos de hipoproteinemia podem ser observados em determinadas fases da
coccidiose, provavelmente devido a perda de proteinas através da parede do intestino. Turk
(1968) sugere que durante infec¢fes coccidianas a perda de proteinas plasmaticas diminui
os efeitos da absorcdo dos nutrientes pela ave. Resultados semelhantes foram obtidos por
Chapman (1983) ao infectar aves com 10° oocistos esporulados de E. maxima, observou
que as aves apresentaram uma leve hipoproteinemia na fase aguda da doenca, ndo

retornando aos valores normais até o 10° dia-p6s-infeccédo (dpi).



20

Freitas et al. (2008) ao pesquisarem as alteragdes no metabolismo em frangos de
corte infectados experimentalmente com E. acervulina, um dos principais agentes causador
da coccidiose aviaria, observaram que todas as classes de lipidios no soro e as
lipoproteinas apresentaram-se reduzidas nos animais infectados. Resultados semelhantes
foram encontrados por Allen (2002), que observaram diminuicdo na absorcdo de lipidios

em aves infectadas com E. maxima.

Segundo Turk, (1968); Ruff, (1980); e Allen, (2002), infec¢des por coccidios
acarretam a diminuicdo do pH do Iimen intestinal e, portanto, podem retardar a acdo de
hidrolases na quebra das moléculas, além de afetar a mucosa intestinal do animal,
interferindo na absorcdo. Mudancas qualitativas ocorrem na superficie de absorcéo que é
diminuida devido a descamacao e atrofia das vilosidades. Estes autores reportaram que em
estudos realizados com diferentes espécies de coccideos indicaram que os efeitos
nutricionais resultantes do parasitismo dependem da regido do trato gasto intestinal afetada
pelo parasitismo, da severidade da infeccdo, da fase do ciclo e do nutriente a ser estudado.
Desta forma, a reducéo da absorcéo na fase aguda da doenga esta correlacionada ndo s6 ao
tipo de espécie causadora da doenga, mas também esta correlacionada a carga parasitaria

existente no animal.

2.3 DIAGNOSTICO DE COCCIDIOSE

O diagnostico da coccidiose requer a identificacdo das espécies envolvidas e a
quantificacdo da intensidade da infeccdo. O diagndstico especifico tem sido
tradicionalmente feito pela: a) morfologia e contagem de oocistos nas fezes das aves; b)
localizacdo e morfologia dos parasitas no intestino das aves; c) presenca, caracteristica,
localizacdo e intensidade das lesGes macroscopicas no intestino; d) periodo minimo de pré-
paténcia; e €) pelo tempo de esporulacdo dos oocistos (LONG et al., 1976; LONG, 1984).

O diagndstico da doenca pode ser feito ao nivel de campo e laboratorial sendo
baseado nos achados macroscopicos e confirmado microscopicamente, para a sua
realizacdo, deve-se selecionar ao acaso um grupo de animais do galpdo, os quais serdo
sacrificados e submetidos a necropsia (KAWAZOE, 2000).



21

2.4 GENERO Eimeria spp.

Segundo Kawazoe (2000), as espécies do género Eimeria, pertencem ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, sub-classe Coccidia, ordem Eucoccidiorida, sub-ordem
Eimeriorina, familia Eimeriidae. O filo Apicomplexa apresenta um conjunto de organelas
caracteristicas denominadas de complexo apical e sdo constituidas por anéis polares,
condide (organela de penetracdo), microtubulos subpeliculares, roptrias (formacdo do
vacuolo parasitoforo), micronemas (responsavel pela adesdo e reconhecimento da célula
hospedeira) e granulos densos (remodelacdo metabdlica para o desenvolvimento do

parasita) que reconhecem e se ligam a membrana dos enterécitos (KAWAZOE, 2000).

O filo Apicomplexa compreende um grande niimero de protozoarios, sendo a
maioria intracelular obrigatério. Esses organismos sdo caracterizados por apresentar o
complexo apical que consiste de um conjunto de organelas que esta envolvido com a

adesdo e penetracdo na célula hospedeira (CURRENT, 1990).

Segundo Castafion (2006), fazem parte do filo Apicomplexa alguns dos mais
conhecidos e amplamente difundidos patégenos humanos, como 0s organismos dos
géneros Plasmodium, agente causador da maléaria, Toxoplasma, responsavel pela
toxoplasmose, Cryptosporidium e Cyclospora, que causam enterites severas. Outros
géneros pertencentes a este filo sdo de extrema importancia na medicina veterinaria devido
aos graves prejuizos causados na producdo animal, como é o caso de Eimeria, Isospora,

Theileria e Babesia.

Os parasitas do género Eimeria apresentam um ciclo de vida monoxénico, iniciado
quando um hospedeiro ndo imune é infectado pela ingestdo de um oocisto esporulado
(CURRENT et al., 1990; KAWAZOE, 1993; MCDOUGALD e REID, 1997), sendo que o
género Eimeria caracteriza-se por apresentar um oocisto contendo quatro esporocistos com

dois esporozoitos cada, num total de 8 esporozoitos por oocisto (FORTES, 1997).

2.4.1 Eimeriose nas aves

Eimeriose apresenta carater endémico nas granjas. Os agentes causadores da
doencga podem ser encontrados de forma prevalente em exploragcdes comerciais ou néo,
levando ao desenvolvimento de uma doenca entérica que resulta em menor capacidade

absortiva do intestino, menor ganho de peso e, em alguns casos, aumento da mortalidade
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dos plantéis. So reconhecidas sete espécies do género Eimeria spp. que parasitam aves
doméstica (Figura 1): E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, . mitis, E. necatrix, E.
praecox e E. tenella (SCHNITZLER, 1999; CASTANON, 2006; LUCHESE, 2007).

__ Tampa do micrépilo
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=
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Figura 1: Morfologia das espécies de Eimeria causadoras de coccidiose em aves.
(COCCIDIA, 2011).

Segundo Costa (2001), E. acervulina, E. maxima e E. tenella s&o comuns em
frangos de corte e tém a sua ocorréncia monitorada nessas criagdes por meio das lesdes
macroscopicas observados no intestino das aves. E. mitis e E. praecox também sdo comuns
em frangos de corte mas ndo sdo monitoradas, em parte por ndo produzirem lesbes
macroscopicas que facilitem esse monitoramento e também por ndo serem consideradas
importantes na cadeia produtiva. E. brunetti possivelmente ndo ocorra no Brasil e E.

necatrix é o agente comum de coccidiose em matrizes.

Estudos realizados por Freitas et al. (2008), revelaram que nos animais infectados
com E. acervulina apresentaram os sinais clinicos como: anorexia, diarréia e apatia. As
alteracbes patolégicas macroscOpicas observadas constavam de: enterite, hiperemia
seguido de congestdo intestinal, excesso de exsudato mucoso no limen do intestino
delgado, palidez e desidratacdo muscular, alto acimulo de bile na vesicula biliar e
deposicdo de gordura hepatica. A atrofia de vilosidades e alta presenca de células
inflamatorias foram as alteracfes microscopicas observadas no epitélio intestinal. Desta
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forma, os resultados demonstraram que frangos de corte infectados experimentalmente
com E. acervulina apresentam progressivas leses intestinais de intensidade variavel e que

essas anormalidades sdo as principais causas de reducao no desenvolvimento da ave.

2.4.2 Ciclo Biologico

As aves se infectam com espécies de Eimeria quando ingerem agua ou racgdo
contaminada com oocistos esporulados, contendo a forma infectante, o esporozoito
(KAWAZOE, 2000).

O ciclo parasitario inicia-se quando os oocistos esporulados sdo ingeridos e
recebem uma série de estimulos, iniciando-se pela acdo mecanica exercida pela moela das
aves por trituracdo mecanica, liberando os esporocistos. Em seguida inicia-se uma fase
altamente dependente de ativacdo enzimatica, conhecida como excistacdo. No intestino do
animal, devido a acdo de sais biliares e enzimas proteoliticas como a tripsina, 0s
esporozoitos sdo liberados ativamente do esporocisto. Os esporocistos contém uma
abertura denominada Corpo de Stieda. A tripsina-quinase auxilia na destrui¢cdo dos corpos
de Stieda dos esporocistos e liberacdo dos esporozoitos. A mobilidade do parasito é
estimulada por sais biliares e pela temperatura interna do animal (CASTANON, 2006;
ALLEN, 2002; DUBREMETZ, 1993; SOULSBY, 1987). Sob estes estimulos o0s
esporozoitos completam a excistacdo e penetram ativamente nas células do epitélio
intestinal (DUBREMETZ, 1993).

Seu ciclo de vida (Figura 2) desenvolve-se em um unico hospedeiro (monoxeno),
com multiplicagdo assexuada (merogonia ou esquizogonia) e sexuada (gametogonia)
dentro das células do hospedeiro (estagios enddgenos) e esporogonia no meio exterior
(estagio exogeno) (KAWAZOE,1994).
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Figura2- Ciclo de vida da Eimeria spp. 1- Esporogonia: maturagdo do oocito,
adquirindo carater infectante via meiose; 2- Esquizogonia: Infeccdo e
destruicdo das células intestinais do hospedeiro; 3 Gametogonia: processo de
formacéo de gametas e formagdo um de um novo oocisto (BIOVET, 2005)
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Segundo Levine (1988), a esquizogonia inicia-se a partir de esporozoitos liberados
de oocistos ingeridos, que penetram na parede intestinal e invadem células epiteliais,
formando os merontes ou esquizontes. Durante a invasdo da célula hospedeira antigenos
representados por organelas do complexo apical (roptrias e micronema) executam um
papel importante para o reconhecimento e penetragdo através da membrana da célula
hospedeira e formam um vacuolo parasitoforo (Figura 3).

Vacuolo Parasitoforo

r}
] rnlﬂlm:nt'lr

Sporozoite penelrating host cell

Immature schizont-1xt generution

Figura3- Mecanismo de infec¢do pelo trofozoito e formacdo do vacuolo parasitoforo
(Conway, 2007).

Levine (1998) afirma que trofozoitos, apds divisdo nuclear maltipla, d&do origem a
uma estrutura denominada Esquizonte, a qual matura um ndmero variavel de merozoitos
que, quando maduros, rompem e escapam da célula hospedeira e invadem novas células
onde passam por mais geracdes de merogonia (Figura 4). Apo6s certo nimero de geracgoes,
de acordo com a espécie, 0s merozoitos, apos invadirem novas células, ddo origem a
macrogamontes e microgamontes, que evoluem, respectivamente, em macrogametas
(femininos) e microgametas (masculinos) (Figura 5). Cada macrogamonte da origem a um
macrogameta, enquanto cada microgamonte da origem a varios microgametas, por divisao
nuclear maultipla. Apos a maturacdo, os microgametas flagelados rompem as células
hospedeiras e védo fecundar os macrogametas, dando origem aos zigotos, e posteriormente

aos oocistos imaturos que sao eliminados juntamente com as fezes do hospedeiro.
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Figura 5: Presenca de microgametdcito e macrogametdcito no tecido (AHID,2009).
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O oocisto é uma estrutura ovlide com parede dupla altamente resistente ao
dessecamento e a diversas substancias quimicas, sendo por isso conhecido como a forma
de resisténcia do ciclo de vida (SOUSLBY, 1987). Apos sair da célula epitelial e ser
eliminado nas fezes, sob condi¢cbes ambientais adequadas, passa por um processo de
esporulacdo ou esporogonia (FERNANDO, 1990). Tal processo requer a presenca de
oxigénio e, no caso de E. acervulina no minimo 17 horas, variando com as condi¢fes de
temperatura e umidade do ambiente (MACDOUGALD; REID, 1987). Ao final do
processo cada oocisto esporulado contém quatro esporocistos cada qual com dois

esporozoitos no seu interior.

Long at al (1976) relataram que o processo de esporulacdo é inibido quando
encontram-se em temperaturas abaixo de 12°C ou acima de 39°C. Kawazoe (2000),
afirmou que as condi¢des ideais de temperatura para que ocorra a esporulacdo esté entre
28-30 °C. Ao menos que sejam ingeridos pelas aves, oocistos expostos ao meio ambiente
podem morrer apos trés semanas. A esporulacdo de oocistos pode ocorrer melhor em
ambientes secos que umidos. Oocistos esporulados podem ser imediatamente reingeridos

para iniciar uma nova infecgéo.

2.4.3 Eimeria acervulina

Eimeria acervulina é um microrganismo intracelular obrigatorio, parasita de células
epiteliais do intestino delgado de aves domeésticas (TEIXEIRA, 2007). Caracteristicamente
E. acervulina acomete a parte proximal do intestino delgado na regido do duodeno (Figura
6). E raro se observar este coccidio nas regides mais profundas da mucosa, estando em sua
maioria confinados ao epitélio da parte superficial das vilosidades. Nas infeccdes brandas
as lesBes causadas por E. acervulina estdo associadas a faixas esbranquicadas transversais
ao eixo central do intestino delgado associadas a presenca de oocistos e gametdcitos nas
vilosidades, onde as lesbes causadas pelo parasita podem ser vistas na serosa do duodeno.
Em infecgOes mais graves, as lesdes séo como placas coalescentes e a parede da mucosa se
encontra espessada, podendo se observar um aspecto hemorragico (FERNANDO, 1990).
Em casos de infecgdes cronicas e duradouras acometendo aves de idade avancada o

intestino se torna fino e friavel perdendo o tdnus muscular (LONG et al., 1976).
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Figura 6: Trato gastrointestinal de uma ave infectada com Eimeria acervulina. (A)
regido proximal do intestido, denominado duodendo, local da infeccéo por E.
acervulina; (B) Jejuno e; (C) Ceco (COCCIDIA, 2011)

A mortalidade nos animais infectados é baixa mesmo em infeccBes severas sendo,
portanto considerado uma espécie mais moérbida do que letal, ou seja, o efeito da infeccdo
no hospedeiro estara na dependéncia da magnitude da dose inicial infectante de oocistos
que determinam o numero de células invadidas por esporozoitos, de grau de disseminacéo
da infeccdo no plantel, da imunidade dos animais, da presenca de substancias
anticoccidianas na ragdo e do modo pela qual essas substancias afetam o parasitismo
(FAYER, 1980).

2.5 CONTROLE DA COCCIDIOSE

O controle da coccidiose em frangos de corte tem se baseado no uso preventivo de
drogas anticoccidianas na racdo (VERTOMMEN, 1994). Segundo Jeffers (1989),
acreditava-se que a utilizacdo desses produtos era uma solucdo definitiva, mas o
surgimento de resisténcia das populacbes de Eimeria spp. aos anticoccidianos tem
mostrado a necessidade de se desenvolver novas alternativas. Costa (2002) demonstrou que
tradicionalmente as dificuldades encontradas no controle da doenca tém sido resolvidas
com o desenvolvimento de novas drogas e com 0 uso de estratégias como 0s programas

duais de controle anticoccidiano e as rotacGes de uso de produtos.

Muito embora existam estratégias de controle da coccidiose em aves, a utilizacdo
de compostos quimicos € o método mais comum no controle da coccidiose em granjas

comerciais. Estes medicamentos sdo administrados desde o primeiro dia de vida das aves
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até sete dias antes do abate, respeitando o periodo de caréncia dos compostos no organismo
animal (FILHO, 2001). Outra alternativa para o controle da coccidiose e para a redugéo do
efeito de resisténcia é o uso de vacina com oocistos atenuados de espécies de Eimeria
(DANFORTH, 1998; MUIR, 2000). Segundo Shirley (1989), o uso de vacinas atenuadas
parece minimizar o risco do surgimento de coccidiose clinica no campo, eliminando a

necessidade de quimioterapia subsequente, alem de conferir imunidade nas aves vacinadas.

Em um estudo realizado por Luchese (2007), com o objetivo de determinar a
prevaléncia de espécies de Eimeria spp. em dois grupos de animais, sendo um de criacao
industrial constituido pela linhagem Hubbard tratado com Premix contendo medicamentos
coccidiostaticos até sete dias antes do abate e outro grupo de frangos caipiras constituido
pela linhagem Redro Plumé sem tratamento. O autor observou que 0s animais do sistema
de criacdo caipira apresentaram maior incidéncia de oocistos nas fezes quando comparado
com o grupo de criacdo industrial. Mesmo com o uso de drogas coccidiostaticas na racao
do grupo de criacdo industrial, foi diagnosticada alta prevaléncia de coccideos nas fezes
dos Animais. Esta observacdo evidencia a baixa eficacia exercida pelos medicamentos
coccidiostaticos presentes na ragdo devido a resisténcia aos agentes infecciosos, desta
forma o uso de drogas coccidiostaticas na racdo de frangos na forma de Premix, nédo

elimina a possibilidade de existir infeccdes por agentes coccidianos.

2.6 PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Um dos fatores que contribui para o aumento da produtividade na avicultura €, sem
duvida, a utilizacdo de aditivos na dieta. O termo aditivo inclui todas as substancias, as
quais, quando adicionadas as racdes, sdo capazes de melhorar o desempenho animal ou as
caracteristicas fisicas dos alimentos (SILVA, 2000; ARAUJO et al., 2007).

Os promotores de crescimento sdo o0s principais aditivos com efeito
antimicrobianos de uso na alimentacdo animal, entre os quais incluem-se os antibioticos e
0S quimioterapicos que constituem de substéncias obtidas por sintese quimica, com acgao
semelhante a dos antibioticos (MENTEN; LODDI, 2003).

Dibner (2005), afirma que ha muitos anos é sabido que os antibidticos quando
usados na alimentacdo animal, com a finalidade de promover crescimento, acarretam em
melhor desempenho zootécnico, fato este observado em trabalhos cientificos. Além de
serem empregados no tratamento de infeccbes do trato gastrintestinal (FLEMMING,
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2005), antibidticos quando utilizados em doses sub-terapéuticas melhora sensivelmente o
crescimento e a eficiéncia de producdo (BUTOLO, 1999; DIONIZIO, 2002; MENTEN,;
LODDI, 2003; FLEMMING, 2005; LORENCON et al., 2007). Seu uso na racdo impede
gue oS microrganismos patogénicos invadam e se multipliguem no intestino do animal,
permitindo assim que os nutrientes da dieta sejam melhor aproveitados promovendo o
crescimento muscular (CORNELI, 2004; ARAUJO et al., 2007). Porém, o crescente
questionamento quanto a possivel relagdo existente entre o0 uso de antimicrobianos na dieta
animal e 0 aumento da resisténcia bacteriana nos animais € no homem, provocou a adoc¢ao
de novas medidas de controle do uso destes aditivos (FULLER, 1989; JIN, 1997;
FERKET, 2003).

Apesar de ndo ser clara a associagdo entre o uso de antimicrobiano como
promotores de crescimento na unidade de producdo animal e o desenvolvimento de
resisténcia nos patdgenos e sua transferéncia a populacdo humana, varios estudos
epidemioldgicos sugerem que o consumo de derivados animais seja uma possivel via de
transmissao de bactérias resistentes (SILVA, 2008). A principal preocupacdo é que 0 uso
continuo de antibidticos possa levar ao desenvolvimento e disseminacdo de populacdes
bacterianas resistentes, e que essa resisténcia possa ser transferida aos microrganismos
patogénicos, representando entdo, um risco, tanto para a salde humana quanto animal
(PIRVULESCU, 1999; LODDI, 2003).

Diversas organizaces tém se manifestado contra o uso de antibidtico nas racoes
avicolas. Setores de imprensa, 6rgdos ligados a salde, ONGs, entre outros, estdo
sensibilizando a opinido publica, principalmente em paises desenvolvidos quanto aos
possiveis problemas da adicdo de antibioticos nas racGes, estimulando a criacdo de

restricdes por parte do mercado consumidor de carne e ovos (ALBINO et al., 2006).

Setores da saude publica do Brasil ttm se manifestado contra o uso de antibidticos e
a sua proibicdo € iminente, seguindo a tendéncia mundial e obedecendo as normas
internacionais para o banimento completo dos antibidticos (MILTENBURG, 2000).
Muitos aditivos utilizados no passado tem seu uso proibido como: tetraciclinas, penicilinas,
cloranfenicol, sulfonamidas sistémicas, furazolidona, nitrofurazona e avorpacina. No Brasil
ainda estdo autorizados a utilizacdo como promotores de crescimento de frangos de corte

0s seguintes produtos: acido 3-nitro, acido arsanilico, avilamicina, colistina, flavonicina,
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loncomicina, tilosina, virginiamicina, bacitracina, espiramicina e enramicina
(ALBUQUERQUE, 2005).

Dados levantados em sete paises da Comunidade Européia revelaram o impacto
econémico representado pela proibicdo do uso de antibidticos como promotores de
crescimento, sendo estimada uma perda da ordem de 176 milhdes de ddlares/ano para a
producdo de carne de frango e 30 milhGes de dolares/ano para producdo de ovos
(ALBUQUERQUE, 2005).

Existe uma tendéncia em aumentar o uso de probidticos nas dietas dos animais em
substituicdo aos antibidticos, sendo que a utilizagdo do probiodtico é mais racional, pois
estes ndo deixam residuos no meio ambiente, na carcaca do animal e ndo provoca
resisténcia cruzada no homem quando comparado com o antibidtico, e algumas pesquisas
indicam que estes aditivos possuem propriedades que estimula o crescimento de frangos de
corte (SILVA et al, 2000a).

Segundo Salminen (1999), de forma geral microrganismos podem ser classificados
em trés grupos: (1) ndo-patogénicos; (2) patdgenos oportunistas; e (3) patdgenos.
Independente do conceito utilizado, os probiodticos trazem beneficios a salde do
hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem animal e ndo favorece o
surgimento de resisténcia as drogas, o que os tornam candidatos preferenciais para
substituir 0os compostos antimicrobianos empregados como aditivo alimentar
(NEPOMUCENO, 2000; GIL DE LOS SANTOS, 2005).

Segundo Loddi (2003), na década de 70 destacou-se o uso de aditivos probioticos

para animal, sendo empregado o microrganismo Lactobacillus acidophilus.

Trabalhos realizados no Brasil empregando probidticos na criacdo de frangos de
corte mostraram que, no que se refere ao desempenho zootécnico, as respostas sdo
praticamente equivalentes as apresentadas com o uso dos antibidticos (MENTEN; 2003;
ZULKIFLI et al., 2000). Diversos estudos apresentaram bons resultados na melhora do
ganho de peso e conversédo alimentar (EDENS, 2003; FERREIRA et al., 2002; JIN et al.,
1998).
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2.7 PROBIOTICO

FAO (2001) defini probidticos como microrganismos vivos, 0s quais quando
administrados na concentracdo adequada conferem beneficios a saude do hospedeiro.
Segundo Santos (2005), o conceito de probidticos tem mudado ao longo do tempo, sendo
que para Fuller (1989) e Kaur et al (2002), probitticos sdo suplementos alimentares
constituidos por microrganismos vivos que atuam no equilibrio da microbiota intestinal do
hospedeiro, trazendo beneficio a sua salde. Schrezenmer (2001) afirma que o termo
“probidtico” designa produtos que contenham microrganismos viaveis, definidos e em
quantidade adequada, produzindo efeitos benéficos para sua salde. Desta forma, segundo
Nepomuceno (2000), os probioticos trazem beneficios a salde do hospedeiro, néao
permanecendo como residuo nos produtos de origem animal, tornando-os preferenciais

para substituir compostos antimicrobianos como aditivos alimentares.

De acordo com Salminen et al. (1998), os microrganismos probioticos sdo também
utilizados para prevenir ou tratar diversas disfuncGes gastrointestinais, tais como a
intolerdncia a lactose, constipacdo, hipersensibilidade alimentar e gastrenterite, como
alergias e dermatite atopica. Os microrganismos usados como probiodticos devem
apresentar certas propriedades como: estabilidade quando expostos a acao de acidos e sais
biliares; aderéncia aos enterdcitos e muco intestinal;, exercer exclusdo competitiva e
colonizar o trato intestinal, produzir substancias antimicrobianas e apresentar antagonismo

as bactérias patogénicas, dentre outras.

Gibson (1995), afirma que um bom probidtico deve apresentar caracteristicas
como: sobreviver as condi¢bes adversas do trato gastrointestinal; ndo apresentar
propriedades toxicas ou patogénicas ao hospedeiro; ser estavel e permanecer viavel durante
a estocagem da preparacdo; apresentar capacidade antagdnica as bactérias indesejaveis do

trato gastrointestinal; e possuir propriedades comprovadas de beneficios ao hospedeiro.

Preparacdes probiéticas apresentam diferentes composicdes no tocante as espécies
de microrganismos e, mesmo aqueles pertencentes & mesma espécie podem ser constituido
por diferentes cepas. A eficacia do produto probidtico é estritamente dependente da
quantidade e caracteristicas das cepas de microrganismos utilizadas na sua elaboracdo
(LODDI, 2003).
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Os principais géneros bacterianos utilizadas no preparo de probidticos séo:
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Enterococcus faecium e Bacillus spp. (FERREIRA
et al., 2002; SIMON et al., 2001).

Pesquisas realizadas mostraram resultados promissores na adicdo de preparacao
probidtica na dieta de frangos de corte (SANTOS, 2005). Bactérias do género
Lactobacillus, adicionadas a ragdo, aumentaram o ganho de peso e melhoraram a
conversao alimentar dos animais suplementados (JIN et al., 1998a; JIN et al, 1998b;
KALAVATHY et al., 2003). Demonstrou-se também o aumento do ganho de peso em
animais suplementados com L. agilitis JCM 1048 e L. salivarus subsp. salicinius JCM
1230 (LAN et al., 2003) e L. acidophilus I 26 (JIN et al., 1998a), que também melhorou a
conversao alimentar. Da mesma forma Moreno et al. (2002) apud SANTOS, (2005)
comprovaram os efeitos positivos de probioticos constituidos por espécies de Lactobacilus

sobre a digestibilidade, ganho de peso e niveis de colesterol em frangos de corte.

2.7.1 Microbiota gastrointestinal das aves

A microbiota do trato gastrintestinal das aves apresenta uma populacéo heterogénea
e complexa, bastante dindmica, constituida por inUmeras espécies bacterianas (SAVAGE,
1977). A colonizacdo intestinal, apds a eclosdo e alojamento das aves, tende a persistir ao

longo do ciclo de vida da ave, passando a compor a microbiota normal (SILVA, 2008).

Loddi (2003) relata que animais recém nascidos adquirem sua microbiota intestinal
de forma peculiar, segundo sua espécie. Nas aves, entre as silvestres ou criadas de forma
livre e aves destinadas ao consumo, onde 0s ovos sdo coletados e eclodidos em
incubadoras, existe grande diferenca na forma em que ocorre a colonizagdo intestinal.
Pintinhos recém eclodidos em ambientes naturais, como campos ou matas, forma sua
microbiota intestinal via bico ou a partir de excremento da mée. Aves cujos pintinhos sao
eclodidos em incubadoras, ndo possuem meios para colonizar seu trato gastrointestinal,

apresentando susceptibilidade a todos os tipos de contaminacgao por bactérias patogénicas.

Esses microrganismos, uma vez estabelecidos no intestino, formam um sistema
complexo e dindmico constituido de aproximadamente 400 espécies diferentes de
bactérias. Uma vez estavel estes microrganismos conferem ao animal resisténcia as
infeccdes, particularmente observadas no trato gastrointestinal (LODDI, 2003). Gedek

(1986) afirma que a presenga dessa microbiota em equilibrio é tdo necessaria quanto
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benéfica para o bem estar do hospedeiro, onde o desequilibrio, em favor das bactérias
indesejaveis, tais como Escherichia coli, Clostridium spp., Staphylococcus spp.,
Pseudomonas spp, resulta em infecgdes intestinais severas que, muitas vezes, podem ser

fatais.

No trato gastrointestinal das aves, em situa¢fes normais predominam, no inglavio,
espécies de Lactobacillus gerando um pH ligeiramente acido, sendo que no pré-ventriculo
e moela o pH é extremamente acido, praticamente inviabilizando a presenca de
microrganismos. No intestino das aves ocorrem espécies de bactérias Gram positivas como
Lactobacillus spp. Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium e no ceco predominam

0s microrganismos do género Clostridium e Gram negativos (GARLICH, 1999).

Para a permanéncia dos lactobacilos no intestino, torna-se necessario a ingestdo
diaria de pequenas doses de produtos probioticos, uma vez que as espécies de lactobacilos
sdo liberadas constantemente nas fezes, por meio da peristalse, dificultando assim a
colonizacao no intestino (PEREIRA, 2007).

Segundo Corréa (2003), um pool de microrganismos com capacidade probiotica
constituido por L. acidophilus, L. casei, Streptococcus salivarium, E. feacium, B. subtilis,
B. toyoi e S. cerevisiae avaliado quanto a sua eficacia no desempenho zootécnico e
rendimento de carcacga de frangos de corte, demonstra que aves tratadas com o referido
pool apresentaram melhor conversdo alimentar, demonstrando assim o seu efeito positivo

como promotor de crescimento.

2.7.2 Mecanismo de acao dos probidticos

Os microrganismos probidticos competem com 0s patdgenos na ocupacao dos sitios
de aderéncia nas vilosidades intestinais, impedindo a livre fixagcdo dos mesmos, protegendo
as vilosidades e a superficie absortiva de toxinas irritantes produzidas pelos

microrganismos patogénicos, permitindo a regeneracdo da mucosa lesada (PETRI, 2000).

Segundo Finger (2008), sdo quatro os mecanismos de acdo exercidos por
microrganismos probidticos, sendo que podemos conferir: competicdo por sitios de
ligacdo; producédo de substancias antibacterianas e enzimas; competicdo por nutrientes; e

estimulo do sistema imune. Os probidticos podem ser administrados de varias maneiras,
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podendo ser misturados na racdo, adicionados na agua ou pulverizados diretamente nas

aves ou na cama.

Loddi (2003) relata a capacidade de microrganismos do trato gastrointestinal em
resistir ao estabelecimento de células invasoras se deve a um processo denominado de

Probiose.

Santos (2005), afirma que um aspecto de interesse crescente € o estudo do efeito
dos probioticos na translocacdo de patdgenos, e no sistema imune do hospedeiro. Assim,
segundo este autor tem sido relatado que alguns produtos probioticos afetam a translocagdo
bacteriana a partir do intestino.

2.7.2.1 Exclusdo Competitiva

Segundo Nurmi (1973), a teoria da exclusdo competitiva surgiu para designar a
inabilidade de uma populacdo de microrganismos em se estabelecer no trato
gastrointestinal devido a presenca de outra populagdo. As bactérias com propriedades
probidticas ocupam sitios de ligagdo (receptores ou pontos de ligacdo) na mucosa
intestinal, formando uma barreira fisica as bactérias patogénicas (GHADBAN, 2002). E
preciso 40 bactérias para recobrir a superficie de uma célula intestinal, o que contribui para

a exclusdo das bactérias patogénicas (LODDI, 2003).

De acordo com Kos et al. (2003), o fendmeno de adesdo nas células epiteliais do
intestino € um importante pré-requisito para a colonizacdo de cepas probidticas,
prevenindo sua eliminacdo imediata pela peristalse, favorecendo a competitividade neste

ecossistema.

Loddi (2003) afirma que as fimbrias sdo os elementos de aderéncia bacteriana mais
conhecidos e estudados. Sdo compostas por lectinas, que reconhecem oligossacarideos
especificos dos sitios de ligacdo da parede intestinal. Algumas espécies de bactérias
somente se aderem a superficie superior (glicocalix) dos enterocitos, enquanto que outras
residem somente nas criptas onde sdo produzidas as novas células epiteliais que migram
até as vilosidades. Algumas destas fimbrias podem ser bloqueadas pela manose. Assim, o
uso de mananoligossacarideos (MOS) pode bloquear a aderéncia das bactérias patogénicas
neste tipo de fimbria.
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Desta forma, segundo Petri (2000), a aderéncia a mucosa intestinal apresenta-se
como um mecanismo chave da colonizacdo das bactérias patogénicas, e seus efeitos

nocivos sobre a saude do hospedeiro.

2.7.2.2 Producéo de substancias antibacterianas

Segundo Petri (2000), os microrganismos presentes no trato gastrointestinal podem
produzir e liberar compostos como bacteriocinas, &cidos organicos e peroxido de

hidrogénio, que tem agdo bactericida sobre demais bactérias.

As bactérias do trato gastrointestinal (TGI), utilizando-se de ingredientes
alimentares ndo absorvidos integralmente pelo hospedeiro (prebioticos), produzem alguns
acidos organicos, como propibnico, acético, butirico e lactico, além do peroxido de
hidrogénio, cujos espectros de acdo incluem também a inibicdo do crescimento de
bactérias patogénicas (FURLAN et al, 2004).

Bactérias &cido lacticas produzem nisina, diplococcina, lactocidina, bulgaricina e
reuterina. Estas substancias apresentam atividade inibitéria tanto para bactérias Gram-
negativas quanto para Gram-positivas, como Salmonella spp., E. coli e Staphylococcus spp
(LODDI, 2003). Podem produzir, também, substancias com capacidade de neutralizar

enterotoxinas, as quais sdo produzidas por bactérias patogénicas (GHADBAN, 2002).

2.7.2.3 Competicdo por nutrientes

Competicdo por nutrientes ocorre entre as bactérias presentes no trato
gastrointestinal, para obtencdo das fontes de carbono e outros elementos, disponiveis na luz
intestinal. Desta forma, microrganismos probioticos, capazes de exercer este mecanismo de
acdo, metabolizam nutrientes que sdo essenciais para 0 desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, limitando assim a existéncia deste no TGI. (LODDI, 2003;
FERREIRA, 2006).
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2.7.2.4 Estimulo ao sistema imunolégico

O trato intestinal das aves é o 6rgao de maior responsabilidade no desenvolvimento
da imunidade geral e especifica (JIN et al., 1997).

Altos niveis zootécnicos na producgdo de frangos dependem diretamente do sistema
imune. E por meio da imunidade que o animal se defende dos patdgenos aos quais estdo
expostos diariamente, portanto é de extrema importancia que este sistema esteja atuando de
forma adequada e eficiente para impedir a introducdo de doencgas no organismo da ave e

consequentemente interferir no desempenho zootécnico (MORGULIS, 2002).

Diferentes de todas as outras espécies animais, as aves nao apresentam lifonodos.
Seus 6rgaos linfonodos, espelhados ao longo do trato gastrointestinal, sdo as placas de
Peyer, tolsilas cecais, incluindo a Bursa de Fabricius que é uma invaginacdo da parte final
do trato digestério. Estes tecidos captam antigenos disponibilizados no trato
gastrointestinal que estimulam as células B, colaboradoras das placas de Peyer, para o
desenvolvimento de imunidade geral e inespecifica. Por meio do estimulo imunolégico da
mucosa, ha producdo de anticorpos tipo IgA que bloqueiam os receptores e reduzem o

numero de bactérias patogénicas na luz intestinal (JIN et al., 1997).

Relatos da literatura indicam que os varios tipos de probidticos existentes possuem
algum efeito imunomodulador (COPPOLA; TURNES, 2004). Acredita-se que as
alteracbes imunoldgicas induzidas pelos probidticos ndo estdo limitadas a imunidade local
da mucosa intestinal, hd também relatos de efeitos sobre a resposta imune sistémica, a qual
mobiliza as células de defesa do corpo para o local da infeccdo (PERDIGON et al., 1995;
ERICKSON; HUBBARD, 2000). Desta forma, as bactérias probioticas apresentam a
capacidade de modulacdo de respostas imunes sistémicas aumentando o nimero e a
atividade de células fagociticas do hospedeiro (FERREIRA; ASTOLFI-FERREIRA,
2006).

Géneros de bactérias que estdo diretamente relacionadas com o aumento da
imunidade das aves incluem os Lactobacillus spp. e Bifdobacterium spp. (ERICKSON;
HUBBARD, 2000; MENTEN; LODDI, 2003).

Embora haja diversos estudos voltados para a prevencao de doengas e 0 aumento da
resposta imune quando da ingestdo de probidticos, principalmente na medicina humana, 0s

mecanismos especificos de acdo destes microrganismos ainda ndo estdo bem esclarecidos



38

(ERICKSON; HUBBARD, 2000; FERREIRA et al., 2002; MENTEN; LODDI, 2003).
Muito pouco se sabe sobre os mecanismos de defesa apresentados pelos probidticos nas
aves (DALLOUL, 2003; FERKET, 2003).

2.8 EFEITO ANTIPARASITARIO DOS PROBIOTICOS

Segundo Oliveira Sequeira (2008) o emprego de preparacdes probioticas tem sido
amplamente investigado no tratamento ou na prevencdo de infecgBes intestinais.
Experimentos clinicos tém sido conduzidos com o intuito de se avaliar os efeitos de
microrganismos probioticos na prevencdo e no tratamento de desordens gastrointestinais
causadas por espécies patogénicas ou por desequilibrio da microbiota normal. Com isso,
acumulam evidéncias de que o consumo de probioticos estd relacionado a melhoria de
parametros indicadores de salde e bem-estar animal, os quais sdo mediados por um ou
mais mecanismos de acdo. O autor ressalta ainda que nas gastrenterites os principais
mecanismos pelos quais 0s probidticos exercem sua acdo benéfica incluem a exclusao
competitiva (compepticdo por nutrientes ou sitios de adesdo), excrecdo/secrecdo de
substancias antimicrobianas (bacteriocinas) e estimulo do sistema imunoldgico do

hospedeiro.

Considera-se o Cryptosporidium spp. como um importante agente causador de
diarréia em seres humanos e animais. Em individuos imunocompetentes, a criptosporidiose
é autolimitante, mas constitui uma grave e persistente infeccdo oportunista (OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2008; YARLETT et al., 2007). Em estudo realizado por Coutinho (2008)
demonstrou-se que a utilizacdo de uma preparacdo probidtica constituida por diferentes
cepas de Lactobacillus foi efetiva no tratamento de criptosporidiose, promovendo a
eliminacdo da incidéncia de oocistos de Cryptosporidium parvum nas fezes de
camundongos imunossuprimidos. Da mesma forma, Alak et al. (1999) avaliaram o efeito
da administracdo de L. acidophilus e de L. reuteri sobre a infecgdo por Cryptosporidium
spp. em camundongos imunossuprimidos e verificaram que ambas as espécies de

Lactobacillus promoveram a diminuicéo da excrecdo de oocistos pelos camundongos.

Segundo Tierney et al. (2004), Eimeria spp. € um parasita intracelular que invade as
ceélulas intestinais para se reproduzir. Este coccideo se adere na superficie do endotélio
parasitando as células do tecido, sendo que os microrganismos probidticos competem por

esses sitios de adesdo, ocupando os receptores das células epiteliais. De acordo com
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Pereira (2007), este mecanismo impede ou retarda a infiltracdo dos oocistos nas células do
intestino e consequentemente provocam reducdo de sua proliferacdo assexuada que

resultaria em reducdo na eliminacao de oocistos nas fezes.

Pereira (2007) ao trabalhar com Rattus norvegicus infectados experimentalmente
com Eimeria spp, relatou que o consumo de racdo dos animais pertencentes ao grupo dos
animais infectados foi inferior em relacdo ao grupo dos animais saudaveis. Esta observagao
se deve ao fato que a infeccdo provoca perda de apetite, menor ganho de peso e
consequentemente deficiéncia na conversao alimentar. Os animais infectados com Eimeria
spp., quando tratados com microrganismos com acdo probiotica, interromperam o0
desenvolvimento do parasito, garantindo uma recuperacdo mais rapida em relacdo ao grupo

controle.

A investigacdo da acdo de um probidtico comercial a base de Lactobacillus spp.
sobre coccidiose causada por Eimeria acervulina, em frangos de corte, revelou que os
animais tratados apresentaram aumento significativo do ndmero de linfécitos intra-
epiteliais e diminuicdo na excrecdo de oocistos na ordem de 75% (DALLOUL et al.,
2003). O aumento do numero de células T, associado a posterior diminui¢do da excrecao
de oocistos, foi interpretado como sendo uma clara evidéncia de inducéo de resisténcia a
esse coccidio (OLIVEIRA-SEQUEIRA 2008).
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3 MATERIAL E METODOS.

O presente trabalho foi realizado no Laboratdrio de Probio6ticos da EEL-USP e no
Aviério do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa — UFV, Vicosa-
MG.

3.1 PREPARACAO PROBIOTICA

A preparacdo probidtica avaliada no presente trabalho foi constituida de um “pool”
de 4 cepas de Lactobacillus, a saber: Lactobacillus casei ATCC 7469, L. plantarum
ATCC 8014, L. fermentum ATCC 9338 e L. acidophillus ATCC 4536 oriundas da colecéo
de culturas do Laboratorio de Probidticos da EEL, sendo mantidas a 4°C em meio Man—
Rogosa—Sharpe (MRS) constituido de: peptona proteose (10.0 g/l); extrato de carne (10.0
g/l); extrato de levedura (5.0 g/l); glicose (20.0 g/l); polisorbato (Tween) 80 (1.0 g/l);
citrato de amonio (2.0 g/l); acetato de soédio (5.0 g/l); sulfato de magnésio (0.10 g/l);
sulfato de manganés (0.05 g/l); fosfato dipotassico (2.0 g/l) e pH 6.5 £ 0.2.

Para a obtengdo do “pool” de Lactobacillus., as respectivas culturas foram ativadas
individualmente por meio de repicagens a 37°C, durante 24h, por trés vezes consecutivas
em tubos de ensaio contendo caldo MRS, sendo o terceiro repique realizado em
Erlenmeyer contendo 20 mL de caldo MRS. Em seguida, 2 algadas foram transferidas para
outro Erlenmeyer contendo 20 mL de caldo MRS e incubado nas mesmas condic@es, sendo
o restante utilizado para composi¢do do “pool” de lactobacilos. Este procedimento foi
repetido por 7 dias consecutivos, sendo que a partir do 7° dia uma nova cultura “mae” foi
utilizada. Desta forma, a cada dia, ap6s a transferéncia das duas algcadas, os volumes de
cada frasco foram devidamente juntados para compor o “pool” contendo 10® UFC/mL.
Com o objetivo de reduzir o volume deste pool a ser administrado aos animais, a referida
preparacdo probiotica foi centrifugada a 5000 rpm, por 15 minutos, sendo o sobrenadante
separado com auxilio de uma pipeta e o pelete formado re-suspendido em soro fisiologico
em volume corresponde a % do inicial. Desta forma, foram administrados aos animais em

tratamento o volume de 250 L.

A contagem de células presentes em cada suspensdo foi conferida esporadicamente

por meio da técnica “pour-plate” em Agar MRS, a 37°C por 48h.


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&rlz=1C1PRFA_enBR413BR413&sa=X&ei=jtBVToPALZGTtwfv8uyTDA&ved=0CBoQvwUoAQ&q=erlenmeyer&spell=1
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3.2 Cepas de Eimeria acervulina

A cepa de Eimeria acervulina empregada no presente trabalho foi adquirida do
Departamento de Parasitologia da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP - SP
em tubo de ensaio contendo 7 ml de agua destilada, contendo 20 milhdes de oocistos

esporulados, prontos para serem utilizados no procedimento de infecgdo dos animais.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente trabalho, foram empregados 120 pintinhos de corte, com 1 dia de vida,
machos, da espécie Gallus gallus domesticus cedidos pelo Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa — UFV — Vigosa — MG.

Neste experimento, com duracdo de 42 dias, as aves foram divididas em 6 grupos,
contendo 20 animais cada, 0s quais receberam agua e racdo “ad libidum”, sendo que apds

quatorze dias de vida foram submetidos aos seguintes tratamentos:

- Grupo 1: os animais receberam apenas racao, livre de anticotidiostatico, e agua “ad
libidum ™ (controle negativo);

- Grupo 2: além de racdo e agua “ad libidum”, os animais receberam durante todo o

experimento uma dose diéria de 250 pL (10® UFC) da preparacao probiética

- Grupo 3: além de ragédo e agua “ad libidum”, os animais receberam uma Unica carga

infectante contando 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina (controle positivo);

- Grupo 4: aléem de racdo e agua “ad libidum”, os animais receberam diariamente uma
dose de 250 pL(10® UFC) da preparacéo probiética durante todo o periodo do experimento
e ap6s 5 dias do inicio do tratamento, foram infectados com 2x10° oocistos esporulados de

E. acervulina;

- Grupo 5: além de racdo e agua “ad libidum”, no primeiro dia do experimento 0s
animais foram infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina e paralelamente
receberam uma dose diaria de 250 pL (10® UFC) da preparacdo probidtica, até o final do

experimento.

- Grupo 6: além de racdo e agua “ad libidum”, no primeiro dia do experimento 0s

animais foram infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina e apés o
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surgimento dos sinais clinicos da infec¢do, os animais passaram a receber diariamente uma

dose de 250 pL(10® UFC) da preparacéo probiética.

Os animais foram mantidos em gaiolas (Figura 7) e foram separados por grupo, onde

0s grupos 1 e 2 (controles) ficaram em salas separados dos demais grupos (infectados e

tratamentos), no intuito de se evitar contaminacao por E. acervulina.

Figuras 7 — Gaiolas contendo os diferentes grupos de aves.

3.4 COLETA DE MATERIAL PARA ANALISE.

Para coleta de amostras de sangue, fezes e intestino, foram abatidas duas aves por
grupo a partir do 14° dia de vida, correspondendo a 0, 4, 7, 14, 21 e 28 dias de
experimento.

3.4.1 Contagem de oocistos de Eimeria acervulina nas fezes

Amostras de fezes dos respectivos grupos foram coletadas diariamente para exames
parasitolégicos por meio de contagem de oocisto por gramas de fezes (OoPG), sendo a

amostra coletada com auxilio de espatula, armazenada em recipientes plasticos e,
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posteriormente, analisada para determinar os periodos de pré-paténcia (espaco de tempo
entre 0 momento em que se da a infeccdo do hospedeiro e a deteccdo do agente nos
tecidos, secrecdes ou excretas) e paténcia (intervalo de tempo compreendido entre o inicio

da eliminacéo de oocistos pelas aves e o término da infec¢éo) de E. acervulina.

Para contagem de oocistos nas fezes pesou-se 2,0 g de fezes (previamente
homogeneizada) que foram diluidas em 28 ml de 4gua supersaturada com NaCl, sendo em
seguida homogeneizadas e coadas, com auxilio de tamis. Em seguida adicionou-se 30 mi
de solucdo supersaturada de NaCl, sendo homogeneizada e retirada uma aliquota para
preencher a cdmara Mc master para contagem de parasitas em microscopio em aumento de
100x.

3.4.2 Exames Histopatologicos

Exames histopatoldgicos foram realizados no Laboratério de Histopatologia do
Departamento de Medicina Veterinaria, UFV- Vigosa - MG. Amostras de fragmentos do
duodeno dos animais foram coletados, por meio de necropsia, onde os fragmentos foram
submersos em solucdo formol 10% para preservacdo do tecido, em seguida fixados em
parafina e submetidos a corte histolégico, por meio de microtomia e submetidas a
coloragdo com hematoxilina eosina (HE).

3.4.3 Testes Bioquimicos

A coleta de sangue (5 mL) dos animais dos grupos em estudo foi realizada por
meio de puncdo intra-cardiaca, utilizando seringas e agulhas descartaveis (Figura 8). Estas
foram imediatamente transferidas para tubos de ensaio e submetidas a exames bioquimicos

no Laboratério Biofarmacos | da UFV — Vigosa —-MG.
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Figura 8 — Coleta de sangue, via intra-cardiaca.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio sem anticoagulante e
centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos para a obtencdo do soro e submetidas a testes
bioquimicos por meio de Kits (glicose, proteinas totais e albumina; triglicerideos, colesterol
total, HDL). As amostras de sangue destinadas para exame de glicose foram armazenadas

em tubos de ensaio contendo anticoagulante EDTA fluoretado.

3.4.4 Desempenho Zootécnico

O desempenho zootécnico dos animais foi avaliado por meio da taxa de conversao
alimentar que consiste na relacdo entre 0 consumo de racdo e o ganho de peso (Kg/Kg),
conversdo alimentar (consumo de ragdo/ganho de peso) e eficiéncia alimentar (ganho de

peso/consumo de ragao).

O consumo de racdo foi verificado diariamente por meio da diferenga entre a
quantidade de racdo disponibilizada aos animais e da sobra nos comedouros no dia
seguinte. O ganho de peso foi observado por meio da pesagem diaria dos animais. O
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rendimento de carcaga foi determinado por meio da relacdo entre 0 peso morto com
visceras comestiveis (coracdo, figado, moela) e o peso vivo (PM/PV). Estas medicGes
foram realizadas com auxilio de balanca digital com capacidade de 5 kg com resolucao de
0,59 (Figura 9).

Figura 9 — Pesagem das aves para avaliacdo do desempenho zootécnico.

3.4.5 Andlise estatistica

Os resultados dos testes bioquimicos foram submetidos a analises estatisticas, por

meio do programa Statistica 9.0, utilizando do método Test-T.

Para comparacdo dos respepcptivos resultados, considerou-se como referéncia os

resultados relativos ao Grupo 1 (controle negativo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ELIMINACAO DE OOCISTOS NAS FEZES

Para avaliar o efeito da administracdo de probidtico sobre a eliminacdo de oocistos
foram definidos 4 grupos experimentais de frangos de corte infectadas com Eimeria
acervulina, sendo Grupo 3, os animais foram infectados com o parasito (controle positivo)
e ndo receberam tratamento; Grupo 4, os animais foram tratados com a preparagédo
probidtica em estudo; Grupo 5, as aves foram infectadas com E. acervulina e
imediatamente tratadas com a preparacdo probidtica; Grupo 6, as aves foram infectadas
com E. acervulina e, apds os primeiros sinais clinicos da doenca, foram tratadas com a
preparacao probidtica em avaliacdo. Vale destacar que 0s animais pertencentes aos Grupos
1 e 2 (controle negativo) receberam agua e ragdo “ad libidum”, sendo que os animais do
Grupo 1 ndo foram infectados e nem foram tratados e as aves do Grupo 2 foram tratadas

com a preparacdo probidtica em estudo.

Os resultados referente a contagem de OoPG nas fezes das aves experimentalmente
infectadas com 2x10° oocisto de E. acervulina encontram-se representados na Figura 10.
De acordo com estes resultados observa-se que 0s animas pertencentes ao grupo 3
eliminaram maior quantidade de oocistos nas fezes, sendo justificado pela auséncia de
tratamento para o controle da infec¢do no referido grupo, possibilitando, desta forma, um
desenvolvimento do parasito, livre de qualquer medida de controle, nas células intestinais

das aves.

Resultado similar foi relatado por Teixeira (2007), no experimento realizado em
frangos de corte também infectados com E. acervilina, onde os animais pertencentes ao
grupo controle positivo apresentaram uma maior eliminacdo de oocistos comparado aos
demais grupos tratados. Este autor observou também que os animais tratados com
anticoccidiano, & base de salinomicina (20.000mg/Kg), apresentaram menor eliminagéo de
oocistos, pelo fato deste composto, ao ser administrado nos animais infectados,
comprometer o equilibrio osmético do parasito e limitar sua invasdo e reproducdo nas

células intestinais.

No presente estudo observa-se também, ainda na Figura 10, que as aves

previamente tratadas com probidtico (grupo 4) apresentaram menor eliminacéo de oocistos
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nas fezes ao término do periodo patente (6 dias), evidenciando efeito benéfico do uso da
preparacdo probiotica na alimentagdo animal. Resultados semelhantes foram obtidos por
Matos (2010), que relatou que uma forma de acdo dos microrganismos probidticos em
promover o equilibrio da microbiota intestinal se deve a adesdo das células no epitélio
intestinal, colonizando o TGI e dificultando a adesdo de microrganismos patégenos, acéo
essa denominada de excluséo competitiva. Acredita-se que o efeito desta excluséo exercida
pela preparacdo probidtica na prevencdo da instalacdo da infeccdo nas células intestinais
por E. acervulina, foi verificado nos grupo 4, 5 e 6, tendo em vista que as aves destes
grupos apresentaram sinais clinicos da doenca mais brandos, sendo evidente a reducéo do
potencial bidtico do parasito, devido a reducdo na eliminacdo de oocistos nas fezes.
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Figura 10 - Contagem de oocistos por grama de fezes em frangos de corte infectados com
Eimeria acervulina e submetidos ao tratamento com preparagdo probidtica.
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Em infeccBes causadas por Eimeria spp. € comum o aparecimento de disturbios
gastrointestinais devido acdo do parasito na parede intestinal do animal. Verificou-se no
presente trabalho que as fezes dos animais pertencentes ao grupo 3 apresentaram
consisténcia aquosa e fétida, resultando em sinais clinicos mais intensos de debilidade
fisica e auséncia de apetite. Dados similares foram relatados por Freitas et al. (2008), os
quais utilizaram uma carga parasitaria de 10° oocistos esporulados de E. acervulina para
infectar frangos de corte, sendo que 0s animais apresentaram sinais de anorexia, seguida de
um quadro de apatia e diarreia fétida com pequenas estrias esbranquicadas, oriundas de

lesGes da parede intestinal resultante da alta carga parasitaria.

Em estudo realizado por Coelho (2010), no combate a helmintose canina,
provocada por agentes da familia Ancylostomidae, a aplicacdo de uma preparacao
probidtica composta por 4 cepas do Lactobacillus resultou em uma redugéo de até 88,83%
no namero de ovos do parasito nas fezes dos animais ap6s 28 dias de tratamento. Contudo,
apos o termino do tratamento houve um aumento no ndmero de parasitos nas excretas,
enfatizando, desta forma, a importadncia da administracdo continua da preparacao
probidtica na dieta dos animais. Em estudo similar, Teixeira (2011) avaliou a mesma
preparacdo em ovinos infectados por Haemonchus contortus e observou uma reducdo de
até 66,3% da carga parasitaria, apds 30 dias de tratamento. No presente trabalho, esta
mesma preparacdo probidtica, promoveu uma reducdo de 84,14% na eliminacdo de Oopg
apo6s o0 9° d.p.i. nos animais do grupo 4. Contudo, no tocante a eliminacdo de oocistos, a
preparacdo probiotica em estudo reduziu a quantidade destes em 39,12%, ao se comparar 0
grupo 4 com o grupo 3 (controle positivo). Neste caso, acredita-se que a baixa eficacia
observada se deve ao fato que as cepas utilizadas no presente estudo, tenham origem na

microbiota de animais mamiferos e ndo de aves.

Apesar dos animais dos grupos 5 e 6, que foram infectados com objetivo de se
avaliar o efeito terapéutico da preparacdo probidtica, apresentarem uma menor eliminagao
de oocistos quando comparado ao grupo 3, nota-se que a quantidade de OoPG foi superior
ao grupo 4, que foi criado para se avaliar o efeito preventivo exercido pela preparagédo
probidtica em estudo sobre a eimeriose. Esta observacao sugere que a referida preparacao
probidtica apresenta um carater preventivo em relacdo a infeccdo por E. acervulina.
Resultados semelhantes foram reportados por Pereira (2007), que avaliou a agdo
antiparasitaria de 4 cepas de Lactobacillus sp sobre Eimeria spp. em Rattus norvengicus, e

por Rossi (2007) que estudou o efeito na prevencédo de salmoneloses em frangos de corte.
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A anélise de fezes dos animais pertencentes aos grupos 1 e 2 foram negativas para
infeccdo, ou seja, ndo apresentaram estruturas parasitarias sugestivas do parasito que
indique a infeccdo pelo patdgeno, sendo confirmado pelo exame histopatologico. Este
resultado se deve as medidas profilaticas que foram adotadas para se evitar a infeccao
destes grupos e proporcionar bem estar aos animais. Para tanto, os animais dos Grupos 1 e
2 foram devidamente separados dos demais grupos, tratados sempre com prioridade, para
evitar infeccdo, porém que os procedimentos de higiene e manejo foram 0os mesmos para

todos 0s grupos.

Animais de vida livre ou criados em confinamentos, seja para engorda ou outros
fins, mesmo quando submetidos a alguma acéo preventiva a enfermidades, estao sujeitos a
infeccBes causadas por um ou mais espécies de patdgenos. Quando ocorre uma infeccao
por um ou mais agentes parasitarios, da-se inicio ao ciclo de vida do parasito, o qual
divide-se em dois periodos, chamados de periodo pré-patente e periodo patente.
Caracteriza-se como periodo pré-patente o espaco de tempo onde ocorre entre o inicio da
infeccdo até a eliminacdo dos primeiros ovos ou oocistos nas fezes do animal. O periodo
patente é determinado pelo espaco de tempo compreendido entre o inicio da liberacdo dos

oocistos nas fezes até a eliminacéo total dos oocisto, resultando no fim da infeccéo.

No presente trabalho o periodo pré-patente da E. acervulina foi de 96 horas, ou
seja, finalizou no 4° dia-pds-infeccdo (d.p.i.), sendo o mesmo observado por Teixeira
(2007), Freitas (2008) e Carvalho (2009), em estudos envolvendo infec¢do de frangos de
corte por E. acervulina. O periodo de paténcia observado foi de 6 dias cessando no 10°
d.p.i., sem reincidéncia. Teixeira (2007) observou que 0s animais, ainda que em baixa
quantidade, continuaram a excretar oocistos nas fezes até o 20° dpi. Fato semelhante foi
relatado por Freitas (2008), cujo fim do periodo patente se deu no 18° dpi. Nota-se no
presente trabalho que o periodo patente foi menor em relacdo aos demais estudos, 0 que se
deve, provavelmente, a baixa carga parasitaria administrada aos animais, resultando em
menor eliminagdo de oocitos e, dessa forma, ndo exercendo maiores danos a saude dos

animais.

E. acervulina parasita as células epiteliais (enterdcitos) do intestino delgado de aves
domesticas, como galinhas destinadas a producgéo de aves ou frangos destinados ao corte,
sendo um microrganismo intracelular obrigatorio. Em seu ciclo biolégico, monoxeno, E.

acervulina, uma vez ingerida em sua forma esporulada da inicio a infec¢do, sendo que apds
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0 rompimento da membrana do parasita e dos corpos Stieda (estrutura que envolve os
esporozoitos), ocorre a liberacdo dos esporozoitos, os quais ddo inicio no processo de
invasdo celular, nas células epiteliais do duodeno, gerando a primeira geracdo de
merozoitos. No presente estudo, apesar das aves apresentarem um periodo patente curto
quando comparado aos demais trabalhos descritos na literatura, foi evidente o parasitismo
nas células intestinais por meio da observacdo histopatolégica (Figura 11) das estruturas
parasitarias, por meio das quais verificou-se presenca de vactolos parasitéforos e oocistos

nas células intestinais

Freitas et al.(2008), ao estudarem aves infectadas com E. acervulina, afirmam que
as analises histopatolégicas dos segmentos intestinais, principalmente do duodeno,
caracterizaram-se por intensos infiltrados inflamatdrios no epitélio intestinal, associado
com descamacao e atrofia de vilosidade. Quanto as estruturas parasitarias, como observado
no presente estudo, no 4° dpi uma vez que € possivel observar grande quantidade de
merontes na mucosa duodenal, menor quantidade no jejuno, localizando-se principalmente
nas criptas do epitélio. Observa-se também grande quantidade de macrogamontes e

microgamontes, assim como zigotos e oocistos recem formados.
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Figura 11 — Microscopia do epitélio intestinal em frangos de corte infectados com oocistos de

Eimeria acervulina e submetidos a diferentes tratamentos: a) Mucosa intestinal
no 0 dpi evidenciando integridade de epitélio e auséncia de parasitismo (aumento
de 40x); b-c) Mucosa intestinal no 4° dpi evidenciando migracdo de linfécitos
intraepiteliais (setas) para a regido apical do enterécito; d-e-f) Epitélio intestinal
no periodo de paténcia evidenciando alta quantidade de oocistos enfileirados na
regido apical do enterdcito (seta espessa) e presenca de linfocitos intraepiteliais
na area infectada (aumento de 100x); g-h) Migracdo de linfdcitos (seta fina) e
presenca de zigotos (seta espessa) na lateral da vilosidade ocasionando lesdo de
mucosa (aumento de 400x); i) Presenca de zigotos no epitélio intestinal (aumento

de 400x). Coloracdo Hematoxilina-eosina.
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Dickison (1941) relata que E. acervulina apresenta um alto grau de morbidade
devido ao seu elevado potencial reprodutivo, sendo a espécie que produz maior quantidade
de oocistos. De acordo com Morehouse e Mcguire (1958), o parasita invade as células
epiteliais do duodeno, onde a infeccdo € mais severa, e avanca até a parte média do
intestino delgado causando destruigéo epitelial e consequente enterite. Terra et al. (2001),
afirmam que as lesbes provocadas no epitélio intestinal interferem negativamente nos
indices zootécnicos dos frangos. De acordo com Freitas et al. (2008), alteracdes clinicas
podem passar despercebidas nas granjas avicolas, tendo em vista o carater subclinico da

infecgdo e o grande nimero de animais acometidos, agravando ainda mais o problema.

No presente estudo, a analise histopatolégica comprovou a auséncia de parasitismo
nos grupos 1 e 2. Entretanto, os animais dos grupos 3, 4, 5 e 6 apresentaram estruturas
parasitarias distribuidas em toda a vilosidade intestinal (Figura 11 d-f.), principalmente nas
criptas e glandulas, e evidente descamacdo de epitélio (Figura 11 g-h) e,
conseqiientemente, atrofia de vilosidade, sendo ainda notdria a presenca de zigotos (Figura
11i) e oocistos recém formados na regido apical dos enterdcitos. Resultados semelhantes
foram apresentados por Teixeira (2007), no tocante as lesdes evidenciadas em frangos

infectados com E. acervulina e suplementadas com betaina.

Verifica-se ainda (Figura 11) a presenca e o aumento de linfécitos intraepiteliais
estando distribuidos por toda a superficie do epitélio (Figura 11bc), caracterizando uma
resposta do sistema imunoldgico do organismo no combate a infeccdo. O aumento do
namero e migracdo de linfocitos também foi observado na camada de tecido conjuntivo
que da suporte ao epitélio intestinal, sendo mais evidente no grupo 4. As lesdes
encontradas no grupo 4 foram semelhantes ao restante dos grupos infectados, porem menos
intensas devido, provavelmente, ao efeito benéfico da preparacdo probiotica. Segundo
Pereira (2007) existe, possivelmente, uma relacdo intima entre a fungdo imunolégica do
intestino e a microbiota intestinal, contribuindo para uma melhor resposta contra o

desenvolvimento da infeccdo parasitaria.

Uma alternativa na prevencéo e tratamento de parasitoses que acometem frangos de
corte e para substituicdo aos antibioticos consiste na utilizacdo de microrganismos com
propriedades probidticas. Preparacdes probioticas exercem acdes benéficas ao hospedeiro,
no intuito de excluir ou reduzir o crescimento de microrganismos potencialmente

maléficos, agindo por meio da competi¢do por nutrientes essenciais, producao e secrecao
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de metabdlitos antimicrobianos e eliminagédo de sitios receptores disponiveis (DALLOUL,
2003; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008), tendo como vantagem, frente a utilizagdo de
antibidticos, o fato de ndo deixar residuos na carne animal nem promover surgimento de
patogenos resistentes, os quais demandam doses cada vez mais elevada de antibidticos para

o controle da enfermidade.

Os beneficios oferecidos pelos probidticos, como o equilibrio da microbiota
intestinal do animal, estimulo do sistema imune do hospedeiro, competicdo por sitios
ativos, evitando assim a fixacdo de microrganismos patégenos no trato digestorio,
producdo de enzimas, entre outras funcdes, contribuem para que este seja um recurso
empregado para o bem estar animal (PETRI, 2000; FINGER, 2008). A inclusdo de
microrganismos com propriedades probidticas na alimentacdo animal tem como objetivo o
aumento da taxa de conversdo alimentar, promovendo o ganho de peso animal. Porém a
aplicacdo de uma suplementacdo probidtica na racdo animal ndo esta limitada apenas ao
uso zootécnico, estendendo-se para uso veterinario no auxilio ao combate de enfermidades
intestinais (DIBNER, 2005; JOUYBARI, 2009), conforme observado no presente trabalho.

4.2 AVALIACAO DE PARAMETROS METABOLICOS

Além de comprometer a absorcdo de nutrientes pelo hospedeiro, infeccBes
parasitarias localizadas na regido do trato gastrointestinal animal podem também causar
gastroenterites, perda de peso e retardo no desenvolvimento animal. Com a parede
intestinal comprometida por acdo parasitaria, dependendo do nivel da leséo, os parametros
bioquimicos sdo alterados devido a distarbios ocorridos nas células que revestem a parece
intestinal. Entretanto, a literatura cita que animais alimentados com racdo contendo
determinados microrganismos com funcgdo probidtica, possuem seus valores bioquimicos
melhorados, sendo que os niveis de colesterol total, possivelmente, podem se apresentar

baixos, dependendo da forma em que o tratamento € realizado.

Desta maneira, exames bioquimicos como proteinas totais, albumina, colesterol
total, HDL, glicose e triglicerideos foram realizados para determinar possiveis variagdes
metabolicas em frangos de corte submetidos a diferentes tratamentos destacando-se o uso
de uma preparacgéo probiotica no combate a infecgdo causada por E. acervulina. Para tanto,
foram utilizados grupos para controle negativo (grupos 1 e 2) e controle positivo (grupo 3),

o qual foi infectado com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina, para fins
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comparativos; e grupos infectados com 2x10° oocistos esporulados de E. acervulina e
submetidos a diferentes tipos de tratamentos com uma preparagdo probiética composta por
4 cepas de Lactobacillus spp. (grupo 4, 5 e 6), cujos resultados encontram-se apresentados

nas Tabelas.

Em testes bioquimicos rotineiramente realizados com animais infectados por E.
acervulina, espera-se que 0s parametros bioquimicos, como o0s niveis proteinas, lipideos e
glicose, apresentem-se alterados devido acdo parasitaria exercida nos enterdcitos.
Entretanto, animais tratados com determinadas preparac@es probidtica também apresentam
alteracdes nos valores bioquimicos. Mas diferente das mudancas ocasionadas pela E.
acervulina, algumas cepas com propriedades probidtica exercem um efeito benéfico nos

valores bioquimicos do hospedeiro.

No presente trabalho, considerando os valores referentes aos paramentos em estudo
(Tabela 1), observa-se que as alteracdes bioquimicas ocorreram no 4 dpi no que se refere
apenas ao perfil lipidico. As concentracdes de colesterol total dos grupos 3 e 4 foram
superiores ao grupo 1, porém ndo deferiram estatisticamente entre si pelo teste T de
student. Nota-se que a concentragdo de HDL relativo ao grupo 1 foi superior aos demais
grupos experimentais; ao passo que as aves do grupo 2 apresentaram niveis elevados de
HDL em relacdo aos grupos 3, 5 e 6. No tocante aos niveis de triglicerideos observa-se que
0s animais do grupo 2 apresentaram valores inferiores quando comparados com as aves
dos grupos 4 e 5, porém superiores aos animais do grupo 6. O aumento dos niveis dos
parametros lipidicos ocorreu, possivelmente, devido acdo do organismo das aves na
mobilizacdo oriunda do tecido adiposo no intuito de suprir a demanda das aves,
considerando que essa diferenca ocorreu no 4°dpi, caraterizado pelo inicio do periodo
patente, momento cujas aves infectadas apresentam maior irregularidade dos parametros
metabdlicos, devido agdo do parasito nas células intestinais.

De acordo com resultados reportados por Allen (1984), acredita-se que a auséncia
de significAncia na variacdo dos pardmetros bioquimicos dos grupos em estudo ocorreu,
possivelmente, devido a uma absorcdo compensatéria realizada pelos enterocitos, em
determinadas regides integras do trato intestinal, na tentativa de suprir os locais afetados
pelo parasito, mantendo os valores inalterados. Allen (1984) ainda observou um aumento
no metabolismo celular demonstrando que o intestino delgado infectado é estimulado, em
regides especificas, a passar por alteracbes adaptativas compensatorias, para

contrabalancar os efeitos na absorc¢ao de nutrientes ocasionada pela infecgéo.
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Tabela 1 - Parametros bioquimicos em frangos de corte infectados experimentalmente
com oocistos de Eimeria acervulina e submetidos a diferentes tratamentos

Tratamento Dias de coleta de material
0 4 7 14 21 28
Proteinas Totais (ug/dL)
Gl 26,95 28,50 25,50 31,95 30,50 30,80
G2 26,25 26,15 24,15 32,65 34,50 30,60
G3 24,2 26,35 22,10 32,75 28,90 29,40
G4 26,00 28,70 23,15 35,20 31,55 32,35
G5 28,65 25,20 23,70 29,25 28,80 29,50
G6 27,90 23,25 21,95 31,25 28,45 29,65
Albumina (g/dL)
Gl 1,60 1,74 1,78 1,82 1,71 1,78
G2 1,61 1,68 1,59 1,82 1,77 1,82
G3 1,61 1,72 1,47 1,90 1,74 1,67
G4 1,77 1,87 1,45 1,94 1,83 1,86
G5 181 1,74 1,57 1,78 1,79 1,62
G6 1,83 1,66 1,46 1,83 1,76 1,62
Colesterol total ( mg/dL)
Gl 103,15 95,9 87,95 105,70 115,10 91,20
G2 136,80 * 101,00 121,65 100,25 97,40
G3 131,40 107,65 93,75 119,80 122,35 99,55
G4 120,15 123,45 96,60 112,20 138,65 102,00
G5 130,65 105,35 90,28 118,00 103,85 104,25
G6 145,90 95,55 90,10 114,70 106,40 93,35
HDL (mg/dL)
Gl 73,20 133,10 80,15 57,25 54,30 60,90
G2 102,65 123,80 57,95 60,90 65,90 66,20
G3 88,75 91,40 56,25 59,95 61,25 58,60
G4 69,85 94,35 49,65 59,90 74,20 59,25
G5 75,45 74,50 56,60 55,95 50,65 49,65
G6 88,10 83,80 46,35 57,60 52,65 45,00
Glicose (mg/dL)
Gl 345,45 265,60 272,25 270,10 263,15 260,00
G2 247,90 266,05 273,25 271,55 246,95 242,50
G3 307,35 269,85 292,35 256,00 278,45 234,70
G4 263,45 276,55 294,70 241,90 286,10 274,80
G5 287,80 286,85 266,75 228,55 251,45 266,80
G6 273,20 286,15 303,80 242,40 268,65 248,35
Triglicerideos (mg/dL)
Gl 98,90 * 68,20 105,05 42,50 58,10
G2 86,60 55,30 56,45 106,20 48,05 64,85
G3 105,60 60,35 63,70 92,70 76,55 76,00
G4 68,75 83,30 51,95 90,55 77,65 98,90
G5 127,40 72,10 100,05 91,65 46,95 88,30
G6 102,25 33,55 64,25 110,6 49,15 82,15

* Amostras perdidas.
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Referente aos demais testes bioquimicos, os valores obtidos foram analisados
estatisticamente e ndo apresentaram significancia (p>0,05) nos valores em comparagao aos
demais grupos durante todo o periodo experimental. De acordo com Allen (1984), acredita-
se gque a auséncia de significancia na variacdo dos parametros bioguimicos dos grupos em
estudo ocorreu, possivelmente, devido a uma absor¢do compensatéria realizada pelos
enterdcitos, em determinadas regides integras do trato intestinal, na tentativa de suprir os
locais afetados pelo parasito, mantendo os valores inalterados. Resultados semelhantes
foram reportados por Allen (1984) e Danforth (1998) que, ao avaliar a atividade
mitocondrial de enterdcitos, observou um aumento no metabolismo celular demonstrando
que o intestino delgado infectado é estimulado, em regides especificas, a passar por

alteracdes adaptativas compensatoérias.

Lesdes procedentes da a¢do de parasitas no trato gastrointestinal animal, interferem
na absorcdo de nutrientes, provocando distirbios no metabolismo, decorrentes da
destruicdo do epitélio, porém a carga parasitaria presente no animal e a resisténcia do
mesmo frente a infeccdo, determinam o prejuizo causado no organismo. Em aves
infectadas por E. acervulina, os danos causados pela infeccdo estdo situados na regido
proximal do intestino, no qual se observa reacdo inflamatdria, devido a acdo do parasita na
destruicdo dos enterdcitos. Teixeira (2007), afirma que mudancas ocorridas devido a acao
da E. acervulina nos enterdcitos culminam em consequéncias importantes no transporte de
nutrientes ao longo do trato digestivo, causando depressdo da capacidade absortiva, ou méa

absorcdo da mucosa, prejudicando a entrada dos nutrientes.

Teixeira (2007), ao utilizar betaina no tratamento de aves infectadas com E.
acervulina, relatou auséncia de variacdo significativa nos niveis de proteinas totais nos
animais. Jouybari (2009), utilizando Pseudomonas putida e Pantoea agglomeran como
agentes probidticos em aves, observou efeito significativo na reducdo da taxa do colesterol
e triglicerideos. Entretanto, Kanashiro (2001) afirmou que o uso de uma preparagdo
probidtica em frango de corte ndo alterou os niveis de colesterol de forma significativa. Por
outro lado, segundo Abdulrahim et al. (1996), ao tratar aves com Lactobacillus
acidophilus, houve uma reducdo de 55% na concentracdo plasmatica do colesterol, porém
essa reducdo s6 ocorreu apds 12 semanas de administracdo continua da cultura bacteriana

nos animais.
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Freitas (2008) relatou que aves infectadas com uma carga parasitaria de 10°
oocistos de E. acervulina apresentaram quadro de hipoglicemia, o qual se manteve durante
maior parte do periodo experimental devido a alta carga parasitaria, gerando forte
inflamacdo no epitélio intestinal e comprometendo a absorcao de glicose, o que também foi
relatado por Freeman (1970). Em quadros de hipoglicemia, observam-se niveis elevados de
glucagon, horménio secretado pelo péancreas, mobilizando o glicogénio hepéatico na
tentativa de restabelecer a homeostase da glicose (ALLEN, 1984; FREITAS, 2008). Esta
caracteristica fisioldgica provavelmente explica a estabilidade da concentracdo de glicose

nos grupos em estudo do presente trabalho.

4.3 AVALIACAO DO DESEMPENHO ZOOTECNICO

Os valores referentes ao peso vivo e peso de carcaga com visceras comestiveis dos
animais distribuidos nos diferentes grupos experimentais, o que permitiu avaliar o
desempenho zootécnico, estdo representados nas Figuras 12 e 13 e Tabela 2. A analise
estatistica (test T) destes resultados revelou que estes ndo foram diferentes
significativamente, tanto para média de peso vivo quanto para peso carcaga com visceras
comestiveis (p>0,05). Frente a esta observacao, verifica-se que preparacao probidtica em

estudo ndo contribuiu de forma significativa para o desempenho zootécnico dos animais.

Segundo Jouybari et al. (2009), aves tratadas com uma dieta contendo
microrganismos probidticos apresentaram uma taxa de conversdo alimentar melhor
comparados as aves alimentadas sem o aditivo probiético. O mesmo foi observado por
Cardoso (2006), por meio da adicdo de Bacillus subtilis na dieta frangos, melhorando a
conversao alimentar. Edens (2003) afirmou que ao adicionar B. subtilis na dieta de frangos
de corte néo ocorre alteracdo no ganho de peso animal, contudo a conversdo alimentar foi
melhor, quando comparada aos animias ndo suplementados com microrganismos
probiédticos, porém, o mesmo ndo foi evidenciado no presente trabalho. Freitas (2006)
relatou que animais infectados com E. acervulina, mesmo ap6s o término do periodo
patente, apresentaram um desempenho zootécnico prejudicado, onde as aves infectadas

apresentaram baixo ganho de peso quando comparadas aos animais saudaveis.

No presente estudo, os animais infectados apresentaram perda de peso durante a
infeccdo, sendo que apds o término do ciclo de vida do parasita, as aves ganharam peso.

Possivelmente, isso ocorreu devido a uma absorgdo compensatoria dos nutrientes exercida
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por regifes saudaveis ou pouco danificadas pelo parasita, conferindo um determinado

ganho de peso mesmo os animais estando infectados.

De acordo com Faria (2009), ao avaliar o efeito de diferentes antibidticos,
probidticos e suas combinagdes sobre o desempenho zootécnico e rendimento de carcaca
de frangos de corte, possivelmente, a auséncia de resposta positiva aos tratamentos
administrados nas aves, em termos de ganho de peso, foi devido as boas condigdes de
higiene do ambiente, do estado sanitario dos animais, da eficiéncia de manejo, entre outros.
Este autor ressalta ainda que o grau de resposta aos tratamentos € inversamente relacionado
ao bem-estar dos animais, ou seja, quanto maior o bem estar animal, menor seria sua
resposta ao tratamento, devido a auséncia de desafio para o animal, portanto, é possivel
que resultados obtidos no campo sejam maiores. Pedroso et al. (2003) verificaram que
frangos de corte criados em gaiolas ndo responderam a utilizacdo de antibidtico. J& os
criados em piso apresentaram melhores ganho de peso corporal e conversao alimentar
quando alimentados com antibiéticos, em comparacao com racdo sem aditivo promotor de

crescimento.
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Figura 12 - Média do peso vivo em frangos de corte, linhagem Cobb, infectados
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e
submetidos a diferentes tratamentos.
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Figura 13- Média do peso morto em frangos de corte, linhagem Cobb, infectados
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e
submetidos a diferentes tratamentos.

Em experimento realizado por Loddi (2000), verificou-se diferenca significativa no
rendimento de carcaca, por meio da adi¢cdo de probidtico na racdo de frangos de corte.
Entretanto, os valores referentes ao rendimento de carcaga do presente estudo (Tabela 2),
tanto para os animais com 21 dias de vida (7dpi), quanto para os com 42 dias de vida
(28Dpi) nao resultaram em diferenca significativa, quando analisados pelo test-T. O
mesmo foi evidenciado por Corréa (2004), que também ao utilizar uma preparacdo
probidtica na alimentacdo de frangos destinados a corte, relatou auséncia de diferenca
significativa no rendimento da carcaca. Resultados semelhantes foram também observados
por Pelicano (2004) e por Otutumi (2009), que ao adicionar probidtico na racdo de

codornas de corte observou auséncia de significancia no rendimento de carcaga.

Nos trabalhos realizados por Maiorka et al. (2001) e Corréa et al. (2003), avaliando
Bacillus subtilis, Santos et al. (2004), avaliando Bacillus lincheniformis e Bacillus subtilis
e Pelicano et al. (2005), avaliando Bacillus subtilis; Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Streptococcus lactis, Streptococcus faecium, Bifidobacterium bifidum
e Aspergillus oryzae como probioticos, verificou-se auséncia de significancia no
rendimento de carcaca total e de partes individuais em frangos de corte em comparacao
com a ragédo-controle, sem aditivos. Faria (2009), ao testar diferentes preparacdes

probidticas, como alternativa ao uso de antibidtico, ndo observou significancia nos



61

resultados referentes ao rendimento de carcaga total e de partes (peito, coxas, sobrecoxas e
asas) nos diferentes grupos avaliados. Dessa forma, Faria (2009) afirma que, com 0s
resultados achados em estudos realizados e com resultados obtidos na literatura cientifica,
a dados suficientes para inferir que a utilizacdo desses probidticos na alimentacdo animal
ndo aumenta necessariamente os pardmetros do desempenho zootécnico referentes ao

rendimento de carcacga, como a composicao da racdo, idade ou sexo do animal.

Tabela 2 — Rendimento de carcaca de frangos de corte, linhagem Cobb, aos 21 e 42 dias
de vida, infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria
acervulina e submetidos a diferentes tratamentos.

Tratamentos Dias de vida Pesq vIvO Peso carcaca Rendimento de
meédio Carcaca

21* 7939 6089 76%
Gl

42** 29839 2515¢ 84%

21* 7939 6109 77%
G2

42%* 32779 2715¢ 83%

21* 6459 503g 78%
G3

42%* 2838g 2333g 83%

21* 7039 520g 74%
G4

42%* 30109 2483g 83%

21* 635 473g 74%
G5

42** 27709 2273g 82%

21* 688g 500g 73%
G6

42** 28539 2378g 83%

* - Referente a 7dpi
** - Referente a 28 dpi
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Dentre as espécies do género Eimeria spp. destaca-se a E. acervulina que, segundo
Morehouse e Mcguire (1958), se manifesta, frequentemente, na forma subclinica
ocasionando prejuizos na conversdo alimentar e diminuicdo no crescimento e ganho de
peso das aves. Com a adicdo de uma preparacdo probidtica na dieta animal, estima-se uma
melhoria nos valores zootécnicos, por meio de uma melhora da conversdo e eficiéncia
alimentar. O mesmo n&o foi observado no presente trabalho (Tabela 3), sendo possivel
verificar que os animais submetidos a diferentes tratamentos, apresentaram valores de
consumo de racdo, ganho de peso, conversdao e eficiéncia alimentar ndo apresentaram
valores significativos estatisticamente (P>0,05), demonstrando que a preparagdo probidtica
em estudo ndo contribuiu positivamente para o desempenho zootécnico dos animais,

considerando inviavel a utilizacdo dessa preparacdo probiotica para fins zootécnicos.

Corréa (2003) relatou que os resultados de desempenho das aves mostram que as
variaveis consumo de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar ndo foram afetados
(P>0,05) pelo uso de probidticos na racdo. Resultados semelhantes foram obtidos nos
trabalhos realizados por Souza et al. (1993), Cavalcanti et al. (1996), Henrique et al.
(1998), Zuanon et al. (1998), Aradjo et al. (2000), Loddi et al. (2000) e Moreira et al.
(2002) ao pesquisarem adicdo de probidtico na alimentacdo de aves, evidenciando a

auséncia da melhora da eficiéncia no desempenho das aves, referente as cepas utilizadas.

No trabalho desenvolvido para avaliar desempenho zootécnico em frangos de corte,
Aradjo (2007) ao utilizar diferentes tipos de cama e densidade populacional obteve uma
conversdo alimentar média de 2.06. Lana (2001) ao estudar o efeito da densidade e de
programas de alimentacdo sobre o fator conversdo alimentar, em aves com 1 a 42 dias de
idade, obteve médias de 1,86 e 1,90, ndo obtendo resultados estatisticamente significancos
entre os programas de alimentacdo avaliados. Santos (2004) ao avaliar o desempenho
zootécnico de frangos de corte de 1-42 dias de vida, submetidos a dietas com diferentes
aditivos, apresentou em grupo controle uma conversédo alimentar de 1,98, sendo que para
0s grupos tratados com probioticos a conversdo alimentar ficou entre 1,99 a 2,03 em
frangos de corte. No presente trabalho, os valores de converséo alimentar obtidos em
frangos de corte no periodo entre 14 e 42 dias de vida, corresponderam a 1,66 para 0 grupo
controle e 1,62 para o grupo tratado com probioticos, cujos resultados ndo diferem

estatisticamente entre si.
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Tabela 3 — Desempenho zootécnico de frangos de corte, linhagem Cobb, com 42 dias de

vida, infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria
acervulina e submetidos a diferentes tratamentos com preparacao probidtica
de Lactobacillus spp..

Tratamentos CR GP CA EA GD
Gl 4152,81g 2511,88¢g 1,66 60% 89,71g
G2 4140,88¢ 2565,759 1,62 62% 91,639
G3 3952,31g 2319,83¢g 1,71 59% 82,859
G4 4025,30g 2261,72g 1,79 56% 80,78g
G5 3748,259 2116,25¢9 1,77 5% 75,589
G6 3802,93g 2238,38g 1,71 59% 79,949

— CR =: Consumo de ra¢do ; GP = Ganho de peso ; CA = Conversdo alimentar EA =
Eficiéncia alimentar (EA); GD = Média do ganho de peso diario.



64



65

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

- O “pool” de microrganismos probiodticos avaliado mostrou acdo moderada no combate a
infecgdo provocada par Eimeria acervulina em frangos de corte, reduzindo em até 39,12% a

quantidade de oocistos excretados para 0 meio.

- A infeccdo causada pela Eimeria acervulina surtiu significancia apenas no tocante aos
exames bioquimicos referentes a colesterol total, HDL e triglicerideos nas aves no 4° dpi,

contudo se normalizou nos demais dias de experimento.

- O uso da preparacdo probidtica ndo resultou em efeito significativo no tocante aos exames
bioquimicos realizados, bem como sobre desempenho zootécnico dos animais, possivelmente

devido a origem das cepas avaliadas ser da microbiota de animal mamifero e ndo de aves..
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aumentar o nimero de animais no experimento possibilitando assim uma analise
estatistica mais consistente, permitindo um melhor dimensionamento dos efeitos causados

pelo patdgeno.

Avaliar o efeito preventivo provocado pelos microrganismos probioticos, tendo em
vista que os resultados demonstraram que o uso terapéutico ndo reduziu a carga parasitéaria do

patégeno no hospedeiro.

Avaliar novas preparacdes probidticas constituidas por cepas de Lactobacillus que

tenham sua origem na microbiota de aves.
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APENDICE A

Oocistos por grama de fezes em frangos de corte infectados com Eimeria acervulina
e submetidos ao tratamento com preparacao probidtica.

Tratamentos Dias de coleta de material
40 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11°
G3 0 1846000 1202000 704000 448000 29600 800 0
G4 400 1326000 802000 374000 68300 4400 300 0
G5 200 1556000 1244000 600000 216000 11200 800 0

G6 0 706000 1077000 446000 354000 23800 2600 0




APENDICE B

Parametros bioquimicos de proteinas totais, albumina e glicose em frangos de corte
infectados experimentalmente com oocistos de Eimeria acervulina e submetidos a
diferentes tratamentos.

Grupos Tratamentos
0 4 7 14 21 28
Proteinas totais
G1 31,4 31,4 24,6 34,2 27,4 32,3
G?1 22,5 25,6 26,4 29,7 33,6 29,3
G2 23,8 25,5 28,3 35,3 27,6 32,9
G2’ 28,7 26,8 20 30 41,4 28,3
G3 24,6 23,4 26,6 35,3 29,1 29,5
G3’ 23,8 29,3 17,6 30,2 28,7 29,3
G4 25,9 28,7 25,1 38,3 30 30
G4’ 26,1 28,7 21,2 32,1 33,1 34,7
G5 29,7 26,4 25,1 28,3 28,7 31
G5’ 27,6 24 21,2 30,2 28,9 28
G6 26,3 20,4 23,2 31,9 28,9 29,5
G6’ 29,5 25,9 20,7 30,6 28 29,8
Albumina
G1 1,77 1,83 1,73 1,84 1,54 1,78
G?1 1,43 1,65 1,82 1,8 1,88 1,77
G2 1,47 1,6 1,69 1,92 1,67 1,92
G2’ 1,74 1,75 1,48 1,71 1,87 1,71
G3 1,66 1,64 1,72 2,05 1,81 1,72
G3’ 1,56 1,8 1,21 1,75 1,67 1,62
G4 1,75 1,76 1,54 2,04 1,81 1,81
G4’ 1,79 1,98 1,35 1,84 1,84 1,9
G5 1,83 1,79 1,52 1,81 1,77 1,66
G5’ 1,78 1,69 1,61 1,75 1,81 1,58
G6 1,77 1,53 1,53 1,84 1,77 1,68
Go6’ 1,88 1,78 1,38 1,81 1,74 1,55
Glicose
G1 313,6 253,4 262,9 291,1 262,9 275,4
G1 373,3 277,8 281,6 249,1 263,4 244.6
G2 225,2 266,8 273,5 248,6 269,6 248
G2’ 270,6 265,3 273 294,5 2243 237
G3 327,9 295,9 262,5 258,6 272 2222
G3’ 286,8 243,8 322,2 253,4 284,9 247,2
G4 260,1 280,6 285,4 252,4 293 292,6
G4’ 266,8 272,5 304 231,4 279,2 257
G5 296,4 260,1 273,9 258,6 258,6 277,6
G5’ 279,2 313,6 259,6 198,5 2443 256
G6 276,3 290,7 285,4 223,8 265,8 242

G6’ 270,1 281,6 322,2 261 2715 2547




APENDICE C

Parametros bioquimicos de colesterol total, HDL e triglicerideos em frangos de corte
infectados experimentalmente com oocistos de Eimeria acervulina e submetidos a
diferentes tratamentos.

Grupos Tratamentos
0 4 7 14 21 28
Colesterol total

G1 128,5 95,9 111,8 109,7 108,9 93,7
G?1 77,8 95,9 64,1 101,7 121,3 88,7
G2 141,5 0 116,9 121,3 111,1 115,5
G2’ 132,1 0 85,1 122 89,4 79,3
G3 121,3 107,5 112,6 124,1 125,6 101

G3» 141,5 108,2 74,9 115,5 119,1 98,1
G4 125,6 119,1 99,5 107,5 154,6 103

G4’ 114,7 127,8 93,7 116,9 122,7 101

G5 124,1 109,7 86,5 121,3 105,3 106,8
G5’ 137,2 101 94,05 114,7 102,4 101,7
G6 140,1 90,1 93 124,1 111,1 81,4
G6’ 151,7 101 87,2 105,3 101,7 105,3

HDL
G1 84,8 132,4 95,4 55,6 58,3 67,5
G1 61,6 133,8 64,9 58,9 50,3 54,3
G2 104 123,8 55 57,6 62,9 75,5
G2’ 101,3 123,8 60,9 64,2 68,9 56,9
G3 84,1 86,1 62,2 60,3 63,6 65,6
G3’ 93,4 96,7 50,3 59,6 58,9 51,6
G4 77,5 101,3 49 60,9 79,5 64,2
G4’ 62,2 87,4 50,3 58,9 68,9 54,3
G5 69,5 77,5 45,7 60,3 47 53,6
G5’ 81,4 71,5 67,5 51,6 54,3 45,7
G6 88,1 79,5 49 61,6 56,3 41,7
Go6’ 88,1 88,1 43,7 53,6 49 48,3
Triglicerideos

G1 123,5 0 83,3 136,9 26,3 82,1
G1 74,3 0 53,1 73,2 58,7 34,1
G2 94,4 55,3 69,9 114,6 67,6 68,7
G2’ 78,8 55,3 43 97,8 28,5 61

G3 91,1 71 82,1 107,7 81 84,4
G3 120,1 49,7 45,3 77,7 72,1 67,6
G4 69,9 77,7 67,6 85,5 67,6 96,7
G4’ 67,6 88,9 36,3 95,6 87,7 101,1
G5 122.4 69,9 116,8 98,9 43 85,5
G5’ 132,4 74,3 83,3 84,4 50,9 91,1
G6 92,2 34,1 59,8 101,1 441 90

G6’ 112,3 33 68,7 120,1 54,2 74,3




APENDICE D
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Parametros significativos da analise estatistica (test T) dos testes bioquimicos em frangos
de corte infectados com oocistos de Eimeria acervulina e submetidos a diferentes

tratamentos.
Média Média Média T-calculado  Grau de liberdade P
Colesterol Total
C4G1 vs. C4G2 95,90 0,00 - 2 -
C4G1 vs. C4G3 95,90 107,85 -34,14 2 0,001
C4G1lvs. C4G4 95,90 123,45 -6,33 2 0,024
C4G1 vs. C4G5 95,90 105,35 -2,17 2 0,162
C4G1 vs. C4G6 95,90 95,55 0,06 2 0,955
HDL
H4G2 vs. H4G1 123,80 133,10 -13,29 2 0,006
HA4G2 vs. H4G3 123,80 91,40 6,11 2 0,026
HA4G2 vs. H4G4 123,80 94,35 4,24 2 0,051
HA4G2 vs. H4G5 123,80 74,50 16,43 2 0,004
HA4G2 vs. H4G6 123,80 83,80 9,30 2 0,011
Triglicerideos

T4G2 vs. T4G1 55,30 0,00 - 2 -
T4G2 vs. T4G3 55,30 60,35 -0,47 2 0,682
T4G2 vs. T4G4 55,30 83,30 -5,00 2 0,038
T4G2 vs. T4G5 55,30 72,10 -7,64 2 0,017
T4G2 vs. T4G6 55,30 33,55 39,55 2 0,001

- Resultados com significancia estatistica em vermelho.



APENDICE E

Peso vivo e peso morto, com visceras comestiveis, em frangos de corte , linhagem
Cobb, infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e
submetidos a diferentes tratamentos.

Gaiolas Tratamentos
0 4 7 14 21 28
Média do peso vivo (KQ)
G1 0,430 0,535 0,760 1,455 2,050 3,040
G1’ 0,420 0,605 0,825 1,580 2,065 2,925
G2 0,460 0,630 0,805 1,385 2,255 3,130
G2 0,415 0,620 0,780 1,435 2,240 3,425
G3 0,420 0,650 0,770 1,280 2,050 2,975
G3’ 0,420 0,545 0,520 1,110 2,125 2,700
G4 0,415 0,600 0,610 1,365 2,050 3,125
G4’ 0,430 0,665 0,795 1,400 2,200 2,895
G5 0,415 0,650 0,670 1,275 1,840 2,845
G5’ 0,415 0,655 0,600 1,220 1,840 2,695
G6 0,420 0,620 0,645 1,165 2,105 2,910
G6’ 0,420 0,580 0,730 1,275 2,040 2,795
Média do peso carcaga com visceras comestiveis (g)
G1 0,330 0,395 0,575 1,135 1,680 2,575
G1 0,315 0,440 0,640 1,250 1,640 2,455
G2 0,355 0,475 0,615 1,095 1,870 2,590
G2’ 0,320 0,455 0,605 1,140 1,860 2,840
G3 0,315 0,480 0,550 0,975 1,645 2,445
G3 0,315 0,390 0,455 0,865 1,700 2,220
G4 0,335 0,520 0,460 1,050 1,665 2,580
G4’ 0,310 0,440 0,580 1,065 1,790 2,385
G5 0,300 0,500 0,500 0,975 1,485 2,275
G5’ 0,320 0,495 0,445 0,935 1,480 2,270
G6 0,315 0,465 0,475 0,875 1,720 2,445

G6’ 0,320 0,435 0,525 0,985 1,600 2,310




APENDICE F
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Analise estatistica, méetodo test T, do peso vivo de frangos de corte, linhagem Cobb,
infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e
submetidos a diferentes tratamentos com preparacéo probiotica de Lactobacillus spp.

Tratamento Média Média T-calculado Grau de liberdade P
0 dpi
PvOG1 vs. Pv0G2 0,425 0,438 -0,54 2 0,642
Pv0OG1 vs. PvOG3 0,425 0,420 1,00 2 0,423
PvOG1 vs. Pv0G4 0,425 0,422 0,28 2 0,808
PvOG1 vs. Pv0G5 0,425 0,415 2,00 2 0,184
Pv0OG1 vs. PvOG6 0,425 0,420 1,00 2 0,423
4 dpi
Pv4G1 vs. Pv4G2 0,570 0,625 -1,56 2 0,260
Pv4G1 vs. Pv4G3 0,570 0,598 -0,44 2 0,705
Pv4G1 vs. Pv4G4 0,570 0,633 -1,31 2 0,321
Pv4G1 vs. Pv4G5 0,570 0,653 -2,35 2 0,143
Pv4G1 vs. Pv4G6 0,570 0,600 -0,74 2 0,534
7 dpi
Pv7G1vs. Pv7G2 0,792 0,792 0,00 2 1,000
Pv7G1vs. Pv7G3 0,792 0,645 1,14 2 0,372
Pv7G1 vs. Pv7G4 0,792 0,703 0,92 2 0,456
Pv7G1vs. Pv7G5 0,792 0,635 3,30 2 0,081
Pv7G1 vs. Pv7G6 0,792 0,688 1,96 2 0,189
14 dpi
Pv14G1 vs. Pv14G2 1,518 1,410 1,60 2 0,251
Pv14G1 vs. Pv14G3 1,518 1,195 3,06 2 0,092
Pv14G1 vs. Pv14G4 1,518 1,382 2,08 2 0,173
Pv14G1 vs. Pv14G5 1,518 1,248 3,95 2 0,058
Pv14G1 vs. Pv14G6 1,518 1,220 3,57 2 0,070
21 dpi
Pv21G1 vs. Pv21G2 2,058 2,218 -4,18 2 0,053
Pv21G1 vs. Pv21G3 2,058 2,087 -0,78 2 0,515
Pv21G1 vs. Pv21G4 2,058 2,125 -0,90 2 0,465
Pv21G1 vs. Pv21G5 2,058 1,975 2,30 2 0,148
Pv21G1 vs. Pv21G6 2,058 2,072 -0,45 2 0,697
28 dpi
Pv28G1 vs. Pv28G2 2,982 3,277 -1,86 2 0,203
Pv28G1 vs. Pv28G3 2,982 2,838 0,97 2 0,433
Pv28G1 vs. Pv28G4 2,982 3,010 -0,21 2 0,850
Pv28G1 vs. Pv28G5 2,982 2,770 2,25 2 0,154
Pv28G1 vs. Pv28G6 2,982 2,853 1,60 2 0,251

- Dpi: Dias po6s infeccéo.
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APENDICE G

Analise estatistica (test T) referente ao peso de carcaca com visceras comestiveis de frangos
de corte, linhagem Cobb, infectados experimentalmente com oocistos esporulados de
Eimeria acervulina e submetidos a diferentes tratamentos com preparacdo probidtica de
Lactobacillus spp.

Tratamento Média Média T-calculado Grau de liberdade P
0 dpi
PMOG1 vs. PM0G2 0,323 0,337 -0,79 2 0,513
PMOG1 vs. PM0OG3 0,323 0,315 1,00 2 0,423
PMOGL1 vs. PM0G4 0,323 0,323 0,00 2 1,000
PMOGL1 vs. PMOG5 0,323 0,310 1,00 2 0,423
PMOG1 vs. PM0OG6 0,323 0,318 0,63 2 0,592
4 dpi
PM4G1 vs. PM4G2 0,417 0,465 -1,93 2 0,193
PM4G1 vs. PM4G3 0,417 0,435 -0,35 2 0,761
PM4G1 vs. PM4G4 0,417 0,480 -1,36 2 0,306
PM4G1 vs. PM4G5 0,417 0,498 -3,53 2 0,072
PM4G1 vs. PM4G6 0,417 0,450 -1,20 2 0,352
7 dpi
PM7G1 vs. PM7G2 0,607 0,610 -0,08 2 0,946
PM7G1 vs. PM7G3 0,607 0,461 1,82 2 0,210
PM7G1 vs. PM7G4 0,607 0,520 1,28 2 0,328
PM7G1 vs. PM7G5 0,607 0,473 3,17 2 0,087
PM7G1 vs. PM7G6 0,607 0,500 2,62 2 0,120
14 dpi
PM14G1 vs. PM14G2 1,192 1,117 1,21 2 0,348
PM14G1 vs. PM14G3 1,192 0,920 3,42 2 0,076
PM14G1 vs. PM14G4 1,192 1,058 2,33 2 0,145
PM14G1 vs. PM14G5 1,192 0,955 3,90 2 0,060
PM14G1 vs. PM14G6 1,192 0,930 3,30 2 0,081
21 dpi
PM21G1 vs. PM21G2 1,660 1,815 -2,65 2 0,118
PM21G1 vs. PM21G3 1,660 1,673 -0,37 2 0,748
PM21G1 vs. PM21G4 1,660 1,728 -1,03 2 0,412
PM21G1 vs. PM21G5 1,660 1,583 0,78 2 0,518
PM21G1 vs. PM21G6 1,660 1,660 0,00 2 1,000
28 dpi
PM28G1 vs. PM28G2 2,515 2,715 -1,44 2 0,286
PM28G1 vs. PM28G3 2,515 2,332 1,43 2 0,289
PM28G1 vs. PM28G4 2,515 2,482 0,28 2 0,803
PM28G1 vs. PM28G5 2,515 2,273 4,04 2 0,056
PM28G1 vs. PM28G6 2,515 2,377 1,52 2 0,267

- Dpi: Dias po6s infeccéo.



APENDICE H

Rendimento de carcaga de frangos de corte, linhagem Cobb, infectados
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e submetidos
a diferentes tratamentos.

Gaiolas Tratamentos
0 4 7 14 21 28
Rendimento de carcaca
Gl 77% 74% 76% 78% 82% 85%
GT’ 75% 73% 78% 79% 79% 84%
G2 7% 75% 76% 79% 83% 83%
G2’ 77% 73% 78% 79% 83% 83%
G3 75% 74% 71% 76% 80% 83%
G3’ 75% 72% 88% 78% 80% 83%
G4 81% 87% 75% 77% 81% 83%
G4’ 72% 66% 73% 76% 81% 83%
G5 72% 77% 75% 76% 81% 80%
G5’ 77% 76% 74% 77% 80% 84%
G6 75% 75% 74% 75% 82% 84%

G6’ 76% 75% 72% 7% 78% 83%
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APENDICE |

Anélise estatistica (test-T) dos valores de rendimento de carcaga de frangos de corte,
linhagem Cobb, aos 21 e 42 dias de vida, infectados experimentalmente com oocistos
esporulados de Eimeria acervulina e submetidos a diferentes tratamentos.

Tratamentos Média Média T-calculado Grau de liberdade P
7 dpi*
Rc7G1 vs. Rc 7G2 0,77 0,77 -0,32 2 0,776
Rc 7G1vs. Rc 7G3 0,77 0,8 -0,35 2 0,759
Rc 7G1vs. Rc 7G4 0,77 0,74 1,56 2 0,258
Rc 7G1 vs. Rc 7G5 0,77 0,74 2,25 2 0,153
Rc 7G1 vs. Rc 7G6 0,77 0,73 2,97 2 0,097
28 dpi**
Rc 28G1 vs. Rc 28G2 0,84 0,83 3,75 2 0,064
Rc 28G1vs. Rc 28G3 0,84 0,83 3,52 2 0,072
Rc 28G1vs. Rc28G4 0,84 0,83 3,48 2 0,073
Rc 28G1 vs. Rc 28G5 0,84 0,82 1,02 2 0,413
Rc 28G1 vs. Rc 28G6 0,84 0,83 1,25 2 0,338

- dpi: Dias p6s infeccéo.
* - Animais com 21 dias de vida
** . Animais com 42 dias de vida
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Desempenho zootécnico de frangos de corte, linhagem Cobb, com 42 dias de vida,
infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria acervulina e
submetidos a diferentes tratamentos com preparacao probidtica de Lactobacillus spp..

Gaiolas Tratamentos
G1 G2 G3 G4 G5 G6
Consumo de racéo (g)
1 4110,3 4111,3 3917,0 3858,5 3733,7 3752,1
2 4081,7 4453,8 4101,8 3757,7 3889,0 3658,0
3 4451,2 3842,0 3828,7 4419,5 3884,3 4191,7
4 3968,1 4156,3 3961,7 4065,5 3986,0 3610,0
Ganho de peso (g)
1 2392,5 2411,0 2185,0 2208,0 2273,0 2208,0
2 2626,0 2763,0 2450,0 2022,5 2127,0 2054,0
3 2758,0 2571,0 2350,3 2619,0 2230,0 2147,5
4 2271,0 2518,0 2294,0 2197,4 2385,0 25440
Conversdao alimentar
1 1,72 1,71 1,79 1,75 1,64 1,70
2 1,55 1,61 1,67 1,86 1,83 1,78
3 1,61 1,49 1,63 1,69 1,74 1,95
4 1,75 1,65 1,73 1,85 1,67 1,42
Eficiéncia alimentar
1 58% 59% 56% 57% 61% 59%
2 64% 62% 60% 54% 55% 56%
3 62% 67% 61% 59% 57% 51%
4 57% 61% 58% 54% 60% 70%
Ganho de peso diario (g)
1 85,45 86,11 78,04 78,86 81,18 78,86
2 93,79 98,68 87,50 72,23 75,96 73,36
3 98,50 91,82 83,94 93,54 79,64 76,70
4 81,11 89,93 81,93 78,48 85,18 90,86




90

APENDICE L

Analise estatistica (test T) dos resultados referentes ao desempenho zootécnico de frangos
de corte, linhagem Cobb, com 42 dias de vida, infectados experimentalmente com
oocistos esporulados de Eimeria acervulina e submetidos a diferentes tratamentos com
preparacdo probidtica de Lactobacillus spp..

Tratamento Média Média T-calculado Grau de liberdade P

Consumo de racéo(g)

G1CRvs. G2CR 4152,81 4140,88 0,07 6 0,944
G1CRvs. G3CR 4152,81 3952,31 1,69 6 0,142
G1CRvs. G4ACR 4152,81 4025,30 0,71 6 0,504
G1CR vs. G5CR 4152,81 3873,25 2,40 6 0,053
G1CR vs. G6CR 4152,81 3802,93 2,07 6 0,084
Ganho de peso(g)
G1GP vs. G2GP 2511,88 2565,75 -0,41 6 0,699
G1GP vs. G3GP 2511,88 2319,83 1,56 6 0,171
G1GP vs. GAGP 2511,88 2261,72 1,49 6 0,187
G1GP vs. G5GP 2511,88 2253,75 2,11 6 0,080
G1GP vs. G6GP 2511,88 2238,38 1,78 6 0,125
Converséo alimentar
G1CA vs. G2CA 1,66 1,62 0,68 6 0,524
G1CA vs. G3CA 1,66 1,71 -0,83 6 0,439
G1CA vs. G4ACA 1,66 1,79 -2,09 6 0,082
G1CA vs. G5CA 1,66 1,72 -1,02 6 0,345
G1CA vs. G6CA 1,66 1,71 -0,45 6 0,666
Eficiéncia alimentar
G1lEA vs. G2EA 0,60 0,62 -0,67 6 0,530
G1lEA vs. G3EA 0,60 0,59 0,85 6 0,429
G1lEA vs. G4EA 0,60 0,56 2,06 6 0,085
G1EA vs. G5EA 0,60 0,58 1,04 6 0,340
G1EA vs. G6EA 0,60 0,59 0,29 6 0,785
Ganho de peso diario (g)
G1GD vs. G2GD 89,71 91,63 -0,41 6 0,699
G1GD vs. G3GD 89,71 82,85 1,56 6 0,171
G1GD vs. G4GD 89,71 80,78 1,49 6 0,187
G1GD vs. G5GD 89,71 80,49 2,11 6 0,080
G1GD vs. G6GD 89,71 79,94 1,78 6 0,125




