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Resumo

O controle da enterite necrética é dificil devido ao nimero de fatores predisponentes envolvidos. O uso de estratégias
de regeneragdo da mucosa intestinal pés infecgdo, como probiéticos, podem fortalecer o sistema imune por meio
da melhora das condigdes da microbiota intestinal e do aumento dos mecanismos de defesa das aves. O objetivo do
experimento foi avaliar o efeito do probidtico em um modelo de infec¢do experimental de enterite necrdtica sobre
o desempenho, rendimento de carcaga, morfometria intestinal e a resposta imunolégica de frangos de corte. Foram
utilizados 200 pintainhos, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos, sendo
Ti1 - ragdo basal (controle); T2 - ragdo basal suplementada com o probiético; Ts - ragdo basal suplementada com o
probidtico e infeccdo experimental; T4 — ragdo basal e infeccdo experimental, e cinco repeticdes de 10 aves cada. O
protocolo de infecgdo consistiu na aplicagdo de dexametasona (colirio 2mg/mL), duas vezes ao dia (162, 172 e 182
dias de idade), com o objetivo de causar imunossupressao; e a inoculagdo de Clostridium spp. no 192 e 202 de idade.
No 252 dia e no 422, duas aves de cada repeticdo foram eutanasiadas e a mucosa do intestino e o soro sanguineo
foram coletados para mensuracdo de IgA. A suplementagdo de probidtico ndo resultou em diferenca significativa
nos parametros avaliados. Nas condicdes em que o experimento foi realizado, conclui-se que a suplementagio de
probidtico ndo melhora os parametros avaliados.

Palavras-chave: Clostridium spp. Desempenho Produtivo. [gA. Mucosa Intestinal. Morfometria.
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Abstract

The control of necrotic enteritis is difficult due to the number of risk factors that are involved. The use of strategies
for the regeneration of intestinal mucosa after infection, such as probiotics, can strengthen the immune system
by improving the conditions of the intestinal microbiota and increasing the defense mechanisms of poultry.
The objective of the experiment was to evaluate the effect of probiotics on a model of experimental infection of
necrotic enteritis on the performance, carcass yield, intestinal morphology, and immune response of broilers.
Two hundred chicks were used, distributed in a completely randomized design with four treatments: T1 - basal
diet (control); T2 - basal diet supplemented with probiotics; T3 - basal diet supplemented with the probiotic
and experimental infection; T4 - basal diet and experimental infection, with five replicates of 10 birds each. The
protocol consisted of infection in the application of dexamethasone (2mg/mL drops), twice daily (at 16, 17, and
18 days of age) with the aim of causing immunosuppression, and inoculation of Clostridium spp. at 19 and 20
days of age. On the 25th and the 42nd days, two birds per replicate were euthanized and the intestinal mucosa
and serum were collected for measurement of IgA. The probiotic supplementation did not result in significant
differences in the evaluated parameters. Considering the conditions in which the experiment was conducted, it

can be concluded that probiotic supplementation does not improve the evaluated parameters.

Keywords: Clostridium spp. Productive Performance. IgA. Intestinal Mucosa. Morphometry.

Introducao

A producdo de carne de frango no Brasil chegou
a 13,146 milhoes de toneladas em 2015. Com este
desempenho, o pais ultrapassou a China, terceiro
produtor mundial hoje e cuja produgdao em 2015
teria somado 13,025 milhdes de toneladas. O Brasil
esta abaixo apenas dos Estados Unidos, com 17,966
milhodes de toneladas (ABPA, 2016).

A intensificacdo da producdo de carne de frango
justifica-se pelos avancos significativos nas areas
de genética, nutricdo e ambiéncia. A nutricdo, em
especial, teve grande relevancia neste processo pelo
custo que representa, chegando a 70% da produgéo.

Além disso, o uso de antimicrobianos
melhoradores de desempenho na racdo foi
fundamental para que se alcangasse tamanho
volume de producio, trazendo grandes beneficios
em termos de desempenho e eficiéncia alimentar
quando utilizados em doses subterapéuticas. Desde
2006, no entanto, a Unido Europeia exige o fim do
uso continuo de antibidticos como melhorador de
desempenho, uma vez que existe a possibilidade
destes serem toxicos ou cancerigenos, o que, por
sua vez, poderia comprometer a saide humana

quando seus residuos estivessem presentes em
produtos alimenticios de origem animal, além dos
problemas de resisténcia bacteriana (Junqueira e
Duarte, 2012).

Desta forma, a busca por alternativas que
substituam os antibidticos, torna-se de grande
importancia, dentre as quais se destacam os
probidticos. Esses sdo definidos como suplementos
de microrganismos que afetam de modo benéfico
o hospedeiro, por meio do balanco microbiano
intestinal (Fuller, 1989).

Segundo Pedroso (2003), os probidticos se
baseiam no principio da simbiose em que ha
a associagdo de organismos superiores com
a microbiota bacteriana, proporcionando aos
envolvidos beneficios reciprocos, pela diminuicdo
das chances de sobrevivéncia das bactérias
patogénicas, melhoria da estabilidade da microbiota
normal e aproveitamento dos nutrientes ingeridos.

Uma das doengas mais comuns na avicultura
moderna e que gera grandes prejuizos econdmicos
devido a sua alta patogenicidade é a Enterite
Necrotica (EN), causada pelo microrganismo
Clostridium perfringes tipo A e C (Van Immerseel et
al,, 2004).
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De acordo com Bannam et al. (2011), a
forma aguda desta doenca leva ao aumento da
mortalidade das aves e, em sua forma subclinica, a
diminuicdo do ganho de peso e consequente perda
de produtividade, o que traz grandes prejuizos ao
produtor. Além disso, sabe-se que o C. perfringens
em aves constitui risco de transmissao aos humanos
por meio dos alimentos (Van Immerseel etal., 2004).

Segundo Abildgaard et al. (2009), esta bactéria,
um esporo gram-positivo e anaerdbico, tem
seu mecanismo exato de acdo sobre a EN pouco
elucidado. No sistema de produgao atual, o controle
da EN ¢ dificultado devido ao grande numero de
fatores predisponentes envolvidos, como racdo,
agua e instala¢des contaminadas, além da presenca
de outros patégenos associados (Gil de los Santos et
al.,, 2008).

Yegani e Korver (2008) relatam que a infecgao
subclinica por coccidiose é um fator importante
que contribui para uma infeccdo por Clostridium
Spp., visto que os protozodrios do género Eimeria
multiplicam-se no trato intestinal, causando danos
aotecido, o que resulta nainterrupcdo dos processos
digestivos ou de absorc¢do, e como consequéncia,
a reducao no ganho de peso e o aumento na
susceptibilidade a outros agentes patogénicos.

Esses danos causados a mucosa intestinal
influem diretamente sobre o sistema imune da
ave, uma vez que as células B, presentes em toda
sua superficie, sdo responsaveis pela producdo
de imunoglobulinas A (IgA). Esta classe de
imunoglobina inibe o ataque e penetracdo de
bactérias no limen, aumenta a producdo de muco
e previne processos inflamatérios que poderiam
causar lesoes ao tecido (Kim, 2011).

Desta forma, o uso de estratégias que possam
reduzir os impactos causados pelas infec¢des por
Clostridium perfringes, tais como os probiéticos sdo
essenciais para a manutenc¢do dos atuais indices de
producao de frangos de corte.

Trabalhosdesenvolvidoscomousodeprobiéticos
em dietas de frangos de corte tém demonstrado
melhoras no desempenho (Mountzouris etal., 2007;
Rigobelo etal.,, 2011), rendimento de carcacga (Rocha
etal, 2010) e morfometria intestinal (Pelicano etal,,
2005). No entanto, ha poucos relatos na literatura
de trabalhos avaliando a eficacia de probi6ticos em
condi¢des de desafio por Clostridium spp.

Particularmente em relacdo ao desafio por
C. perfringes, resultados promissores foram
encontrados por Haghighi et al. (2006), os quais
verificaram estimulo da producdo de IgA anti-toxina
a de C. perfringes com uso de probidtico a base de
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum e
Streptococcus faecalis.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar
os efeitos da adicdo de um probiético comercial na
racdo de frangos de corte, desafiados por meio de
uma infeccdo experimental por Clostridium spp.,
sobre os parametros zootécnicos de rendimento de
carcac¢a, morfo-quantitativos do intestino e imune
no soro e mucosa intestinal.

Materiais e Métodos
Tratamentos e Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Laboratério
de Experimentacdo Avicola (LEA) e no Aviario
Experimental da Universidade Federal do Parana
- Setor Palotina, estado do Parand, no periodo
de setembro a outubro de 2011, ap6s aprovagio
na Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor
Palotina da UFPR (CEUA/Palotina), sob protocolo
13/2010.

Foram utilizados 200 pintinhos de corte,
machos, da linhagem Cobb 500 provenientes de
matrizes de cerca de 40 semanas. No alojamento,
os pintos foram alocados aleatoriamente de acordo
com um delineamento inteiramente casualizado
com quatro tratamentos e cinco repeticdes de 10
aves por unidade experimental, compondo 20
unidades experimentais. Os tratamentos foram
definidos da seguinte forma: Tratamento 1 - Ragdo
basal (controle), Tratamento 2 - Racdo basal
suplementada com o probiético, Tratamento 3
- Ragdo basal suplementada com o probiético e
infeccao experimental, e Tratamento 4 - Racdo
basal e infeccdo experimental.

O programa nutricional foi dividido em duas
fases, ragdo inicial (0 a 21 dias) e ragdo crescimento/
abate (22 a 42 dias), conforme descrito na Tabela 1.
As dietas foram formuladas a base de milho e farelo
de soja, de acordo com os valores de composi¢cdo
quimica dos alimentos e as recomendagoes

Rev. Acad. Ciénc. Anim. 2016;14:157-168



Fernandes JIM, Tellini C, Contini JP, Kosmann RC, Lima ET, Otutumi LK, Dourado MR.

nutricionais propostas por Rostagno et al. (2011).

O premix utilizado em todos os tratamentos
era isento de qualquer aditivo, contendo apenas
minerais e vitaminas. A ra¢do e a agua foram
fornecidas ad libitum.

O probidtico foi adicionado na dosagem
de 150g/ton e 100g/ton nas ragdes inicial e
crescimento, respectivamente, e era composto por
Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus plantarium, Lactobacillus rhamnosus e

Streptococcus thermophilus.

Ao atingirem o 169 dia de vida, as aves dos
tratamentos 3 e 4 foram submetidas a aplicacdo de
dexametasona (colirio, 2mg/mL), duas vezes por
dia, pela via intraocular que se estendeu pelos dois
dias seguintes (172 e 182 dias de idade). Aos 19 e 20
dias de idade, executou-se o protocolo de infec¢cdo
experimental a partir de um inécuo a base de
Clostridium spp., na concentragio de 1,6 x 10°UFC/
mL, por meio da inoculacdo direta no esbéfago/
inglavio com o auxilio de pipeta graduada de 1mL.

Tabela 1 - Composicao percentual e valores calculados das dietas experimentais de frangos de corte no periodo inicial (1 a 21 dias)

e crescimento/final (22 a 42 dias)

Ingredientes (%) Ragao inicial Racdo cresc.ffinal
Milho 5297 61,61
Farelo de soja 39,34 30,06
Oleo de soja 314 397
(alcario 38% 0,98 1,02
Fosfato bicalcico 2,09 1,98
Caulim* 0,10 0,10
Sal comum 0,57 0,36
Bicarbonato de Sddio 0,09 0,11
L-lisina 0,18 0,1
DL-metionina 0,28 0,22
L-treonina 0,04 0,04
Premix vit.e mineral 2 0,30 0,30
Valores calculados

Proteina, % 12,50 19,00
EM, Keal/Kg 1949 3100
Calcio, % 1,00 0,97
Fosforo Disponivel, % 0,50 047
Lisina Dig., % 1,25 1,06
Metionina Dig., % 0,59 049
Met.+Cistina Dig., % 0,89 0,75
Treonina Dig, % 0,80 0,68
Mongin, Meq 100g™ 2821 19272

Nota: *Substituido parcialmente pelo probidtico. Mistura Vitaminica Inicial (Contetido por kg de premix): Vit.A7.000.000,00U1 ; Vit.D3 2.200.000,00Ul
; Vit.E 11.000,00mg ; Vit. K3 1.600,00mg; Vit. B1 2.000,00mg; Vit. B2 5.000,00mg; Vit. B12 12.000,00mg; Niacina 35.000,00mg; Acido Pantoténico
13.000,00mg; Acido Folico 800,00mg; Antioxidante 100.000,00; Veiculo g.s.p. 1.000,00g. 2Mistura Mineral (Contetido por kg de premix): Ferro
10.000,00mg; Cobre 16.000,00mg; lodo 2.400,00mg; Zinco 100.000,00mg; Manganés 140.000,00mg; Selénio 400,00mg; Veiculo g.s.p. 1.000,00g.
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Preparo do Inécuo a base de Clostridium spp

Foram utilizadas amostras de Clostridium spp.
isoladas da porgao do jejuno e cecos de um frango de
corte com 30 dias de idade. As porg¢des dos cecos e
jejuno foram removidas assepticamente e transferidas
individualmente para embalagens plasticas estéreis
(Nasco - Whirl-Pak®). As amostras devidamente
identificadas foram maceradas e vertidas em tubos
contendo 10 mL de caldo Infusdo de Cérebro e
Coragao (BHI). Os tubos foram incubados a 37 °C por
24 horas, em condi¢cdes de anaerobiose (Anaerobac
- PROBAC®). Apés o periodo de incubacio, as
amostras foram semeadas em Agar base (Himedia®),
enriquecido com sangue de carneiro. As placas foram
incubadas em condi¢des de anaerobiose a 37 °C por
24 horas. Posteriormente, verificou-se o crescimento
de coldnias tipicas de Clostridium spp. as quais
apresentavam dupla zona de hemdlise, colonias
planas e elevadas no centro. A identificacdo foi feita
pela deteccdo das bactérias Gram-positivas, com
forma de bastonete esporulado e catalase negativa.
Em seguida, as colonias tipicas foram submetidas
aos testes bioquimicos. Nestes testes foram avaliadas
a presenca de motilidade, fermentacdo de lactose,
maltose, sacarose, salicina e prova do indol.

Para preparacdo do inéculo, as colonias foram
cultivadas em 3 mL de caldo BHI, com incubacdo a
37 °C por 24 horas em condi¢oes de anaerobiose. O
numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
do inéculo (1,6 x 10 UFC/mL) foi determinado por
diluicdes decimais em solucdo tampio de salina
fosfatada (PBS) com pH 7,0. Todas as determinagoes
bacterianas foram realizadas pelo plaqueamento de
0,1mL das respectivas dilui¢cées decimais até 108, em
duplicata de 4gar BHI, com auxilio da al¢a de Drigalski.
Apos o periodo de incubagio, realizou-se a leitura
das placas, onde as colénias foram contadas e os
resultados expressos de acordo com Procedimentos
de Contagem de Colonia da Normativa n@ 62,
publicada em 26 de agosto de 2003 (Brasil, 2003).

Avaliagoes

Nos 252 e 42° dias de idade, duas aves de
cada unidade experimental foram retiradas para
a coleta de sangue (por meio do acesso a veia

ulnar) e posterior eutanasia, utilizando a técnica de
deslocamento cervical, segundo aprovacdo do comité
de ética e pesquisa envolvendo experimentacio
animal (13/2010- CEUA em 14 de marco de 2010).
As amostras de soro foram utilizadas para avaliacdo
do perfil eletroforético da imunoglubulina A (IgA)
pela técnica da eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida a 12% na presenca de agente redutor
(SDS-PAGE) (Silva et al,, 2008). Os soros das aves
foram analisados individualmente em duplicata e
os resultados foram expressos como médias das
densidades oticas determinadas em comprimento de
onda de 495 nm.

Das aves eutanasiadas, foram obtidos raspados
da mucosa do intestino delgado, os quais foram
homogeneizados e utilizados para avaliacdo de IgA,
de acordo com a metodologia descrita para o perfil
sérico de IgA.

Além disso, foram colhidas amostras de fragmentos
do duodeno, jejuno e ileo para realizacdo das analises
morfométricas (altura de vilo, profundidade de cripta
e a relacdo vilo/cripta) e quantitativas (contagem
de células caliciformes). As amostras foram lavadas
em solugdo salina, fixadas em solu¢do de formol
tamponado e, posteriormente, desidratadas em série
de concentragdes crescentes de alcool, diafanizadas
em xilol, e incluidas em parafina conforme
metodologia descrita por Becak e Paulete (1976).
Foram obtidos cortes histolégicos longitudinais e
semi-seriados com 5 pm de espessura, que foram,
posteriormente, corados pelo método hematoxilina-
eosina (analise morfométrica) e acido periddico de
Schiff - PAS (analise quantitativa).

Para os estudos morfométrico e quantitativo,
as imagens foram capturadas por microscopia de
luz, utilizando-se o sistema analisador de imagens
computadorizado (Image Pro-Plus©- versdo 5.2 -
média cibernética). Foi mensurada a altura de 20 vilos
e a profundidade de 20 criptas de cada repeticdo por
segmento e destes valores foi obtida a média.

Quanto aos parametros zootécnicos, foram
avaliados: ganho de peso, consumo de ragdo e
conversao alimentar nos periodos de 16 a 25, 16 a 42,
25a42,e1a42dias de idade.

Como parametros de carcaca, avaliou-se o
rendimento em fung¢do do peso da ave ao abate, bem
como o rendimento de cortes (peito e coxa) no final
do periodo experimental (42 dias de idade).
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Tabela 2 - Ganho de peso (g), consumo de ragao (g) e conversao alimentar (g/g) de frangos de corte nos periodos de 16 a 25, 25
a42e1a42 dias de idade, desafiados ou nao por Clostridium spp. e recebendo dietas suplementadas ou nao com um probidtico

Ganho de peso Consumo de ragao Conversao alimentar
) ) 0/9)
Tratamentos
1625 dias
Controle 748,20°39,73 1073,25¢36,50 1,44£0,05
Probictico 738,60£34,75 1045,00¢29,15 141007
Probiotico + 690,32427,79 1048,0349,14 1,520,10
Desafio
Desafio 701,0025,92 1060,09¢51,29 1,510,10
Valor de P 0,0387 0,7814 0,1918
Vo 533 390 6,55
16 a4 dias
Controle 22274317819 339771164,83 1,53£0,09
Prabictico 2118,88+165,10 3331,2176,71 1,6120,13
Prabiotico + 21415719558 32490111739 1,53%0,16
Desafio
Desafio 2115,73+162,85 3268,27+208,11 1,55¢0,09
Valor de P 0,7714 0,4902 0,7474
(V% 175 45 732
15 a42 dias
Controle 1479,23154,20 1324 46+185,14 1,58:0,12
Prabictico 1380,28 169,00 1279,11 #4826 1,6720,24
Probidtico + 1451,05 £171,21 2200,98 71,87 1,54£0,20
Desafio
Desafio 141472 £178 81 2208,18 179,30 1,5720,15
Valor de P 0,8284 0,4629 0,6941
V% 11,14 582 11,37
1241 dias
Controle 2702,18+199,16 40797119804 1,5120,08
Prabictico 259736190,61 4024,7167,10 1,58£0,11
Prabictico + 2615,82£206,65 391781113 64 1,51£0,13
Desafio
Desafio 1592,01184 42 3959,80£204,46 1,53£0,09
Valor de P 0,8301 0,4650 0,7302
V% 6,99 3,93 6,54

Nota: CV% = Coeficiente de Variagao. Médias sequidas de letras diferentes na coluna sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), utilizando-se o programa SAS
(Statistical Analysis System). Como procedimento
estatistico, foi utilizado o teste Tukey (P < 0,05) para
comparacgao das médias.

Resultados e discussao

As ragdes suplementadas com probidtico e/ou
com o desafio por Clostridium spp. ndo promoveram
melhoras no desempenho de frangos de corte
nos periodos de 16 a 25,16 a42,25a42e1a42
dias de idade (P > 0,05) (Tabela 2), no entanto, o
ganho de peso no periodo de 16 a 25 dias de idade
foi inferior (P < 0,05) para os tratamentos que
receberam desafio por Clostridium spp. em relacdo
ao tratamento controle.

Jayaraman et al. (2013), ao avaliarem o efeito
da suplementacdo de um probidtico contendo
esporos de Bacillus subtilis em dietas de frangos
de corte desafiados ou ndo com Clostridium
perfringes, verificaram que os animais infectados
com o Clostridium perfringes e recebendo a dieta
suplementada com o probiético apresentaram pior
conversdo alimentar em relagdo aos animais do
tratamento controle (P < 0,05), no entanto, o ganho
de peso ndo foi influenciado pela infecgdo.

Cabe salientar que no trabalho desenvolvido
por Jayaraman et al. (2013), realizou-se a inducido
experimental de enterite necrética primeiramente
por meio da inoculagdo de oocistos esporulados

de Eimeria (142 dia), seguida pela inoculacao de
C. perfringes isolada de campo cinco dias ap6s o
desafio com Eimeria, ou seja, durante o periodo de
19 a 21 dias de idade. Esta diferen¢a em termos de
metodologiapoderiajustificaraausénciade efeitodo
probidtico no presente trabalho, visto que, segundo
Jayaraman et al. (2013), o fator predisponente mais
importante para o desenvolvimento de enterite
necroética sdo os danos causados pelos coccideos.

Além disso, Lima et al. (2003) enfatizam que
a ocorréncia de situacdes de desafio sanitério,
de qualquer tipo de estresse, e a relagio entre
0 numero e o tipo de microrganismos viaveis
presentes no probiodtico, podem estar relacionadas
com a eficiéncia do produto. Desta forma, o desafio
experimental pelo qual as aves foram submetidas
foi de baixo impacto sobre a microbiota intestinal,
0 que pode justificar a auséncia de resultado
benéfico do uso do probidtico sobre o desempenho
produtivo.

Por outro lado, pesquisas avaliando o uso de
probidticos em dietas de aves, tém demonstrado
resultados promissores, independente da presenca
de condicdes de desafio sanitario (Jin et al., 1998;
Kalavathy et al,, 2003; Rigobelo et al., 2011).

O rendimento de carcaca e cortes (peito e coxa)
também ndo foi influenciado pelos diferentes
tratamentos (P < 0,05) (Tabela 3).

Os dados do presente trabalho corroboram
com os de Awad et al. (2009) ao trabalharem
com um probidtico a base de Lactobacillus
spp., e Souza et al. (2010), ao trabalharem com
um probiético constituido por Lactobacillus
acidophilus, Bacillus  subtilis, Bifidobacterium

Tabela 3 - Rendimento de carcaca, peito e coxa (%) de frangos de corte aos 42 dias de idade desafiados ou nao por Clostridium spp.
e recebendo dietas suplementadas ou nao com um probidtico comercial

Tratamentos Rendimento Carcaga (%) Rendimento Peito (%) Rendimento Coxa (%)
Controle 76,041,29 35,10¢1,56 28,43+1,26
Probidtico 75,251,177 36,062,17 28,62+1,36
Probictico + desafio 76,07£2,01 36,15¢1,72 27501,01
Desafio 76,091,93 36,64+2,94 28,28+1,35
Valor de P 0,6962 04576 0,2609
V% 228 6,02 45)
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bifidum e Enterococusfaecium em frangos de corte
sem serem submetidos as condi¢cdes de desafio
sanitario. No entanto, os wLactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus
e Enterococcus faecium) encontraram melhor
rendimento de peito das aves em relacdo a dieta sem
aditivos, em condic¢des isentas de desafio sanitario.
Os resultados dos niveis de IgA no soro e na
mucosa intestinal dos frangos aos 25 dias de idade

(Tabela 4), também ndo foram influenciados pelos
diferentes tratamentos (P > 0,05).

Por outrolado, Haghighi etal. (2006) encontraram
resultados promissores com o uso de probidtico a
base de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum e Streptococcus faecalis em animais
desafiados por C. perfringes, tendo em vista estimulo
da producido de IgA anti-toxina a de C. perfringes com
a suplementacio do probiotico.

Tabela 4 - Nivel de IgA no soro (g/dL) e na mucosa intestinal (g/dL) de frangos de corte aos 25 dias de idade, desafiados ou nao por
Clostridium spp. e recebendo dietas suplementadas ou ndao com um probidtico comercial

Tratamentos |gA soro IgA mucosa intestinal

25 dias 4 dias 25 dias 4) dias
Controle 0,120,01 0,170,04 0,35¢0,09 0,480,09
Probictico 0,120,01 0,1620,04 0,360,07 0,45:0,14
Probictico + desafio 0,120,02 0,140,04 0,340,09 0,480,08
Desafio 0,1120,02 0,1620,04 0,39:0,13 0,500,08
Valor de P 0,8361 0,5001 0,6364 0,7949
(V% 14,03 25,50 26,55 20,71

No presente trabalho, as aves foram alojadas em
avidrio experimental, com cama de maravalha nova e
em condicoes de baixo desafio sanitario, o que poderia
justificar auséncia de resultados significativos, visto
que os probidticos podem ndo ter manifestado seu
efeito esperado devido a auséncia de desafio de campo
(Lima et al,, 2003).

Além disso, como enfatizado anteriormente, a
auséncia de um fator predisponente responsavel
por lesionar a mucosa intestinal (como uma infec¢io
subclinica por coccidiose, por exemplo) poderia
explicar o efeito ndo significativo encontrado em
relagdo aos niveis de IgA, uma vez que o Clostridium
spp. ndo causando infeccdo também ndo geraria uma
resposta inflamatoéria local.

Poroutrolado, diversos trabalhos tém demonstrado
efeito da suplementacdo de probidticos sobre o
aumento da IgA na mucosa do duodeno (Gao et al,
2008; Amerah etal,, 2013) ou soro (Huang etal,, 2004),
independente de condi¢des de desafio.

Em relagdo aos resultados da andlise morfométrica
(altura de vilo, profundidade de cripta e relagio vilo/

cripta) do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte
aos 25 dias de idade, verificou-se que as ragoes
suplementadas com probiético e com desafio por
Clostridium spp. apresentaram menor altura de vilo e
menor profundidade de cripta no jejuno em relagao ao
tratamento controle (P < 0,05) (Tabela 5).

Ja os resultados da altura de vilo, profundidade de
cripta, relacdo vilo/cripta do duodeno, profundidade
de cripta e relagao vilo/cripta do ileo ndo mostraram
diferengas significativas entre os tratamentos (P >
0,05).

Jayaraman et al. (2013) verificaram que os animais
do grupo controle infectado, ou seja, que receberam
indugdo para o desenvolvimento de enterite necrética,
apresentaram menor altura de vilo e menor relagao
vilo/cripta em relagdo ao grupo controle e ao grupo
infectado recebendo Bacillus subtilis como probidtico,
demonstrando que a suplementa¢do de probidtico
protegeu as vilosidades intestinais dos danos
causados pelo Clostridium perfringes.

Segundo Jayaraman et al. (2013), a relacdo vilo/
cripta é considerada o parametro mais importante
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Tabela 5 - Avaliacao da administracao do probictico em frangos de corte infectados experimentalmente com Clostridium spp. sobre
a morfometria (vilo/cripta) do duodeno, jejuno e ileo aos 25 dias de idade

Altura vilo (V) Profundidade cripta (C) Relagao V/C
Tratamentos (xs) (xs) (xs)
Duodeno
Controle 1408,46308,34 22797+28,36 6,20£1,19
Probidtico 1391,20¢33,17 242,19#63,99 6,03¢1,92
Probidtico + desafio 1280,55¢184,89 250,67464,54 5,46£1,73
Desafio 1096,90£406,69 19713£3738 551£1,31
Valor de P 0,3365 0,3450 0,7319
V% 13,48 20,64 1476
Jejuno
Controle 1041,33%25494 208,89:#57,16 5,1340,98
Probidtico 854,922£27777 18745%£62,99 4,75¢1,53
Probictico + desafio 78746%136,17 153,46%+20,75 5,19+1,02
Desafio 878,91£30,34 134,8024,20 6,64£0,91
Valor de P 0,0103 0,0023 0,0512
V% 26,0 29,30 1347
lleo

Controle 825,64:¢206,08 176,89£56,59 4,29+0,99
Probidtico 775,812£170,26 195,51#43 84 414081
Probictico + desafio 580,30:145,09 160,20+26 44 3,66%0,82
Desafio 664,23"¢131,48 171,42£54,60 3,6120,61
Valor de P 0,0008 0,5241 0,212
V% 26,43 24,05 21,6

Nota: CV% = Coeficiente de Variagao. Médias sequidas de letras diferentes na coluna sao diferentes (P < 0,05) pelo teste de Tukey.

para se medir a saude e a recuperac¢do intestinal.
Segundo os autores, uma relacdo elevada indica um
longo vilo no qual o epitélio esteja suficientemente
maduro e funcionalmente ativo, em combinac¢do
com uma cripta rasa que apresenta renovagio
celular constante, o que, segundo Silva et al. (2011),
corresponderia a uma maior capacidade de digestdo
e absor¢do de nutrientes.

A auséncia de diferengas significativas entre
os tratamentos na relacdo vilo/cripta no presente
trabalho, também pode justificar que o desafio por
Clostridium spp. nao foi suficiente para promover
danos e justificar beneficios com a suplementag¢io
do probiotico. Outra justificativa para a auséncia

de resultados significativos poderia ser a via de
aplicacao do in6culo de Clostridium spp. Williams et
al. (2003) recomendam inoculagdo via cloaca a uma
profundidade de 10 cm, em func¢do de que o baixo
pH no proventriculo e moela poderia matar alguns
dos microrganismos inoculados por via oral.

Por outro lado, cabe salientar que na literatura
diversos trabalhos avaliando os efeitos da
suplementacdo de probiéticos sobre a morfometria
intestinal, independente de condi¢cdes de desafio,
tém demonstrado maior altura de vilo do duodeno
nos animais que receberam suplementacao de
probidtico (Pelicano et al., 2003; Gao et al., 2008)
ou auséncia de resultados da suplementag¢io sobre
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Tabela 6 - Média * erro padrao da contagem de células caliciformes do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte aos 25 dias de
idade, recebendo dietas contendo ou nao probiético e/ou infectados experimentalmente com Clostridium spp

Tratamentos Duodeno Jejuno fleo
(xs) (¢ts) (¢ts) (¢ts)
Controle 20,64£20,68 19,603,98 17,6422,63
Probidtico 12,51#3,51 26,6816,15 18,896,57
Probidtico + desafio 8,90<2,06 17.90£2,04 1647£249
Desafio 11,30£2,49 17,60:0,62 16,91%3,99
Valor de P 0,5683 0,779 0,8299

a profundidade de criptas (Carrijo et al, 2005;
Fukayama et al., 2005) e altura de vilo do jejuno e/
ou ileo (Pelicano et al,, 2003; Ramos et al., 2011).

Em relacdo a contagem de células caliciformes
do duodeno, jejuno e ileo dos frangos de corte aos
25 dias de idade (Tabela 6) ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os tratamentos.

Por outro lado, Shareefe e Al-Dabbagh (2009) e
Faixovaetal.(2012)observaramaumentodondimero
de células caliciformes das aves provenientes de
tratamentos que continham probiéticos.

[gualmente, Lourenco et al. (2013), ao
trabalharem com um probidtico comercial a base
de Lactobacillus acidophilus, L. plantarium, L.
rhamnosus, L. bulgaricus, Enterococcus faecium,
Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium
bifidum, também verificaram aumento no nimero
de células caliciformes aos sete dias de idade
quando comparados com o controle. Contudo, essas
diferencas ndo foram significativas aos 35 dias de
idade.

As células caliciformes secretoras de muco estao
presentes nos vilos e criptas e sdo importantes
na manutencdo e desenvolvimento do epitélio
intestinal. Segundo Bueno et al. (2012), estas
células protegem o epitélio durante os processos
digestivos, possuem poder lubrificante sobre os
alimentos so6lidos e funcionam como uma barreira
protetora, impedindo o contato de microrganismos
com as células epiteliais.

Segundo Chichlowski et al. (2007), a presenca de
bactérias probidticas pode estimular a proliferacao
de células produtoras de muco, que sdo importantes
para a manutencdo da integridade da mucosa

e formar a barreira contra patdégenos na mucosa
intestinal, o que traz beneficios para os animais.

Por outro lado, Bueno et al. (2012), relatam que o
aumento do namero de células caliciformes pode nao
ser indicativo apenas de efeito trofico da dieta, mas
pode também representar um mecanismo de prote¢io
contra danos causados ao epitélio intestinal.

Conclusao

A suplementagdo do probidtico comercial a
ragdo das aves desafiadas por meio de uma infeccdo
experimental por Clostridium spp. nhdo apresentou
melhora sobre os seguintes parametros: tamanho
de vilos e criptas intestinais; nimero de células
caliciformes; niveis de IgA presentes no soro e mucosa
intestinal; e indices zootécnicos.
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