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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de dois niveis de treonina sobre a morfometria intestinal,
microbiologia e desempenho de pintainhos de corte desafiados com Salmonella
Enteritidis. Foram utilizados 240 ovos férteis da linhagem Cobb 500. Os ovos foram
pesados e distribuidos aleatoriamente em 3 incubadoras artificiais com viragem
automatica, sob a temperatura de 37,7°C, totalizando 80 ovos por incubadora. Apds as
eclosbes, os pintainhos foram pesados individualmente e submetidos a swab cloacal
para confirmar que ndo estavam contaminados por Salmonella Enteritidis. Os animais
foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado com 3
tratamentos (Basal Sem Salmonela, Basal Com Salmonela e Elevado Com Salmonela) e
10 repeticdes, considerando cada ave uma repeticdo. Aos dois dias de idade, foi
inoculado 0,5 mL de cultura de Salmonella Enteritidis™**(9,5 x 107 UFC/mL) nos
pintainhos de cada caixa, exceto 0os animais do tratamento testemunha. Aos dez dias de
idade (ou oito dias pés-inoculacéo), todos os animais foram pesados e abatidos por
deslocamento cervical. Para avaliagdo do desempenho, os animais foram pesados do
inicio ao fim do periodo experimental, obtendo-se assim, os valores de peso inicial e
peso final, através destes dados procedeu-se o céalculo do ganho de peso e conversdo
alimentar. Para a analise microbioldgica, realizou-se colheita do contetdo cecal de
todos os animais infectados. Para a andlise histologica, os trés segmentos do intestino
delgado foram processados para avaliar altura de vilo, profundidade de cripta e relacédo
vilo:cripta. Portanto, o nivel elevado de treonina influenciou positivamente sobre a
analise histoldgica, desempenho e microbiologia de pintainhos de corte infectados com

salmonela.

Palavras-chave: aminoécido, desempenho, frangos de corte, histologia, microbiologia



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of two levels of threonine on the intestinal
morphology, microbiology and cutting performance of chicks challenged with
Salmonella Enteritidis. A total of 240 fertile eggs from Cobb 500. The eggs were
weighed and randomly distributed into three artificial incubators with automatic turning,
under a temperature of 37.7 ° C incubator for a total of 80 eggs. After the hatchings,
chicks were individually weighed and submitted to cloacal swab to confirm that they
were not contaminated with Salmonella Enteritidis. The animals were distributed in a
completely randomized design with 3 treatments (Basal No Salmonella, Basal With
Salmonella and High With Salmonella) and 10 replications of each bird a repeat. At two
days old, was inoculated 0.5 mL culture of Salmonella Enteritidis™ *(9.5 x 107 CFU /
mL) in chicks of each box except the animals of the control treatment. After ten days of
age (or eight days post-inoculation), all animals were weighed and killed by cervical
dislocation. For the performance evaluation, the animals were weighed at the beginning
end of the experimental period, thereby obtaining the values of initial weight and final
weight by this data we proceeded to calculate the weight gain and feed conversion. For
microbiological analysis, held harvest cecal contents of all infected animals. For
histological analysis, the three segments of the small intestine were processed to assess
villus height, crypt depth and villus: crypt. Therefore, the high level of threonine
positive influence on the histological analysis, performance and microbiology of cutting

chicks infected with salmonella.

Keywords: amino acid, broiler, histology, microbiology, performance



1. INTRODUCAO

A alimentacéo para frangos de corte é caracterizada pela forte dependéncia de
milho e farelo de soja, principais fontes de energia e de proteina nas racdes avicolas
(Junior et. al., 2007). A proteina é formada por vinte e trés tipos de aminoacidos, sendo
onze considerados dieteticamente essenciais (Bertechini, 2012). A treonina € um dos
aminoacidos essenciais para aves de corte que, além de participar da sintese de proteina
corporal, é essencial na manutencdo da saude e da integridade intestinal (Duarte et al.,
2012).

Atualmente, a sanidade avicola € um dos maiores desafios encontrados, pois
com a intensificagdo da producdo as aves tornam-se mais susceptiveis a maior
contaminacdo por agentes patogénicos, especialmente microrganismos que causam
modificagdes no trato gastrointestinal com consequente queda no desempenho animal.
Nos Estados Unidos da América e também no Brasil a salmonelose é o principal
microrganismo patégeno responsavel pela maioria das intoxicacfes de origem alimentar
em humanos, sendo que a Salmonella Enteritidis esta entre as espécies de maior
ocorréncia devido ao consumo de carne e ovos contaminados, assim como de seus
derivados (Back et al., 2006, Silva et al., 2003). Uma das formas de protecdo contra
Salmonella spp. e outros agentes entéricos €, em parte, dada pela camada de muco
presente no intestino (Oviedo-Rondén, 2006).

O intestino delgado é o Orgao responsavel pela finalizacdo da digestdo e
absorcdo de nutrientes (Maiorka et al., 2002), e € composto pelos segmentos duodeno,
jejuno e ileo, cada qual com presenca de vilosidades e microvilosidades que auxiliam no
processo de digestdo e absorcdo dos nutrientes.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de dois niveis de
treonina sobre a morfometria intestinal, microbiologia e desempenho de pintainhos de

corte desafiados com Salmonella Enteritidis.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Avicultura de corte

A atividade avicola tem se destacado cada vez mais no agronegécio brasileiro.
Segundo UBABEF (2013), o Brasil atingiu uma producdo de 12,64 milhdes de
toneladas de carne de frango em 2012, tornando-se o terceiro maior produtor mundial
neste setor, com consumo per capita de 45 kg no mesmo ano. Em decorréncia desta
evolucdo, estratégias nutricionais associadas a parametros ambientais vém sendo
desenvolvidas no intuito de aprimorar cada vez mais a producao de frangos de corte sem
comprometer seu bem-estar.

Os sistemas de producao animal vém sendo, cada vez mais, influenciados pelos
paradigmas do respeito ao bem estar animal, e controle da emissdo de gases e de
residuos poluentes no ar, solo e gua. Por outro lado, a avicultura ainda precisa oferecer
produtos de baixo custo e de alto valor nutritivo. Segundo Nunes et al (2005), os gastos
com alimentacdo representam em torno de 70% do custo total de producdo das aves,
gerando a necessidade de se buscarem novas alternativas que atendam as exigéncias
nutricionais dos animais nas diferentes fases de producéo.

Um dos desafios que as aves de corte vém sofrendo sdo as constantes mudancas
em suas estruturas fisioldgica e morfoldgica, em decorréncia do desenvolvimento
genético das linhagens comerciais de frangos de corte, em que se vé cada vez mais aves

atingindo o peso ideal em prazos mais curtos.

2.2 Mucosa intestinal

Assim que nascem, as aves apresentam o trato gastrointestinal anatomicamente
completo, mas sua capacidade funcional de digestdo ainda é imatura quando comparada
a de aves adultas. Portanto, o trato gastrointestinal sofre um processo de maturagdo em
que o intestino delgado aumenta o peso mais rapidamente que a musculatura corporal
(Maiorka, 2004). De acordo com Scott et al. (1991), o trato gastrintestinal tem a fungéo
de dar suporte ao crescimento. Assim, limitacfes na disponibilidade de energia para o
crescimento do trato gastrintestinal podem prejudicar o crescimento do animal.

Portanto, a manutencdo do crescimento do trato digestivo pode ter grande contribuigéo
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para gque as aves tenham ganho compensatorio por intermédio de aumento na eficiéncia
dos processos digestivos. A por¢do mais longa do sistema digestorio é o intestino
delgado, responsavel pela maior parte da digestdo quimica do alimento e absor¢do dos
nutrientes (Maiorka et al., 2002).

O intestino delgado é subdividido em trés segmentos: duodeno, jejuno e ileo. O
duodeno é uma alca intestinal que envolve o péncreas, se localiza logo ap6s o
ventriculo, e € responsavel pela digestdo e absorcao de nutrientes. Segundo Rutz (2002),
a absorcdo € minima no duodeno por causa da hidrolise incompleta dos aminoéacidos. O
jejuno é o segmento mais longo do intestino delgado e é responsavel pela maior parte da
absorcdo dos nutrientes. Por ser o segmento mais longo do intestino delgado, o ileo é
responsavel pela maior parte da absorcdo de nutrientes, e estd localizado na zona de
transicdo entre o intestino delgado e o grosso.

As vilosidades revestem a parede intestinal e proporcionam maior area de
contato entre nutrientes e mucosa, e assim permitindo uma digestdo e absor¢do mais
eficiente. Os vilos sdo constituidos por trés tipos de células (Maiorka, 2004):
enterocitos, células caliciformes e as células enteroendocrinas. Os enterocitos séo
células que respondem pela digestéo final do alimento e pelo transporte dos nutrientes a
partir do limen. As células caliciformes tém a funcéo de proteger o epitélio intestinal da
acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta. As células enteroenddcrinas
sdo produtoras de hormdnios e substancias que participam na regulacdo da digestdo,
absorcédo e utilizacdo dos nutrientes. Essas células regulam a entrada de nutrientes da
ingesta e defendem o organismo contra 0s agentes nocivos presentes no lumen (Maiorka
et al., 2000).

A morfometria do intestino delgado é realizado através de mensuracgdes de altura
de vilos, profundidade de cripta e relacdo vilo:cripta, em que os nutrientes serdo melhor
absorvidos pelo organismo do animal quando a altura do vilo for maior e a
profundidade de cripta for menor, ou seja, o animal terd mais salde, um
desenvolvimento fisiolégico mais acelerado, resultando na melhoria da producao.
Maiorka (2004) diz que quanto maior o nimero de células, maior o tamanho do vilo, o
que implica em maior area de absorcdo de nutrientes. Nabuurs (1995) complementa,
indicando que a relacdo vilosidade:cripta intestinal desejavel € aquela em que as
vilosidades apresentem-se altas e as criptas rasas.

Portanto, realizar a morfometria do intestino permite estudar ndo somente quais

dietas melhor atendem as necessidades nutricionais das aves, mas também quais



promovem mais saude ao animal, resultando em produtos de origem animal dentro de

um padrédo desejavel de bem-estar.

2.3 Treonina

A racdo de frangos de corte tem como mistura basica de milho e farelo de soja
numa proporcdo de trés para um, além de alguns outros componentes. Os precos
elevados do milho encarecem a producao, afetando o valor agregado do produto final
(Bordin & Bergweiter, 2013).

A treonina é um aminodcido essencial, e o terceiro aminoacido limitante em
frangos de corte alimentados com dietas a base de milho e soja, ap6s os aminoacidos
sulfurados e a lisina. Além disso, € um componente importante da gamaglobulina
plasmética em aves, coelhos e humanos (Wang et al., 2006), e auxilia na formacéo de
coladgeno e elastina (Sa et al., 2007). Atencio (2004) afirma que é preciso formular
dietas para frangos de corte de custo minimo e que atendam as exigéncias de treonina,
para que as aves possam expressar 0 maximo potencial genético e diminuir o
desbalango entre os aminoé&cidos.

Segundo Oviedo-Rond6n (2006), a treonina € o aminoacido essencial mais
amplamente usado pelo metabolismo intestinal. A treonina pode ser uma alternativa
viavel na melhoria da resposta de aves a patdégenos por estar intimamente relacionada
com a producdo de mucinas, formando uma barreira de protecdo contra a acao de
enzimas digestivas e dano fisico da digesta (Faure et al.,, 2007). As mucinas
gastrointestinais sdo constituintes da protecdo luminal, agindo como a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patégenos (Oviedo-Rondon, 2006). A treonina é o
aminoéacido encontrado em maior concentracdo na mucina e nos anticorpos, e com isso,
sua deficiéncia pode comprometer os sistemas imunoldgico e digestivo.

Os niveis de treonina digestivel para maximizar o ganho de peso e a conversao
alimentar de leitGes sdo inferiores aqueles necessarios para otimizar a resposta imune
(Wang et al., 2006). Dozier et al. (2001) relatam que dietas com baixo nivel de treonina
podem afetar negativamente a absor¢@o de nutrientes por conta da alta concentragdo do
aminoacidos nas proteinas associadas a mucosa intestinal. Tillman (2008) ressalva que a

treonina € um importante ingrediente nas dietas de frangos, pois permite formulacoes



mais proximas das recomendagdes aminoacidicas para aves, j& que 0 excesso de

aminoacidos pode ser prejudicial ao desempenho.

O envolvimento da treonina com a mucosa intestinal e as enzimas digestivas é
muito extenso, pois aproximadamente 62% da treonina dietética ndo € recuperada pelo
sistema porta. Além disso, a maior parte (90%) dessa parcela ndo recuperada foi
utilizada na producdo de mucina ou catabolizada por enterdcitos (Stoll et al., 1998). E
Corzo et al. (2007) sugere que mais da metade da treonina consumida é utilizada a nivel
intestinal para as funcdes de mantenca, sendo primariamente utilizada na sintese de
mucina. O muco é constiuido principalmente de agua (95%) e mucinas (5%), que sao
glicoproteinas de alto peso molecular, principalmente rica em treonina, pois a camada
gelatinosa de muco é secretada pelas células caliciformes disseminadas ao longo das
vilosidades intestinais (Ton, 2010). O muco recobre a parede do trato digestorio e a
protege contra as enzimas digestivas e o dano fisico provocado pela digesta (Le Bellego
et al., 2002).

Portanto, as exigéncias de treonina podem variar de acordo com as condigdes
experimentais, estado fisiologico, o sexo, potencial genético, diferencas no nivel de

proteina e energia das dietas (Rodrigues, 2001).

2.4 Salmonelose na avicultura

Estudos epidemioldgicos realizados demonstram que a Salmonella spp. é
responsavel pela maioria das intoxicacdes de origem alimentar em humanos, sendo que
Salmonella Enteritidis esta entre as espécies de maior ocorréncia devido ao consumo de
carne e ovos contaminados, assim como de seus derivados (Silva & Duarte, 2002).

A Salmonella é um bacilo gram negativo, que parasita o trato gastrointestinal de
animais e humanos. S8o pertencentes a familia Enterobacteriacea e podem infectar um
grande numero de animais de sangue quente e sangue frio, ocorrendo muito
frequentemente em aves, particularmente, perus e galinhas (Moreira, 2002). Essa
bactéria pode causar trés enfermidades distintas: a pulorose, o tifo aviario e o paratifo
aviario (Penha et al, 2008; Moreira, 2002, Borsoi, 2009).

O paratifo avidrio ndo tem um agente especifico, e infeccGes causadas por
Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium s&o denominadas de infecgdes

paratifoides. Pesquisas tém sugerido uma maior ocorréncia de Salmonella Enteritidis



nos ultimos anos, provavelmente devido as medidas de combate a Salmonella
Typhimurium. Gast et al (2003) ressalta que Salmonella é um agente patogénico com
distribuicdo mundial, apresentando prejuizos elevados causado pela alta mortalidade, e
queda na producdo, além de apresentar problemas referentes a satde publica.

A epidemiologia da Salmonella é complexa devido a diferentes formas de
transmisséo, pois envolve a transmisséo vertical e a transmissdo horizontal. A forma
vertical de transmisséo se da através de ovos contaminados com a bactéria no seu interior o
que desencadeia 0 nascimento de pintinhos infectados. J& a transmissdo horizontal esta
relacionada com a contaminacdo do ambiente bem como das ragdes (Sterzo et al, 2008;
Tessari et al, 2003). A Salmonella invade o organismo da ave através da ruptura e o
afastamento das microvilosidades, migrando através das células para a corrente
sanguinea, tecido linfatico, figado, baco, medula dssea, e epitélio intestinal, causando
sérias lesdes no organismo do animal, e assim prejudicando seu desempenho na
producdo. Esse mecanismo mostra a capacidade de invasdo do patdgeno a diferentes
tipos de células (Chadfield et al., 2003).

Por ser um grave problema para a avicultura industrial e para a saude publica, é
necessaria a adocdo de medidas de controle que visem a prevencdo da salmonelose, e
junto a isso realizar estudos com nutrientes que possam diminuir o impacto causado por
ela. O uso de antimicrobianos naturais, como temperos, condimentos e extratos
vegetais, tende a ser uma alternativa interessante, principalmente quando empregado em
combinagdo com outras tecnologias ja existentes (Burt, 2004; Isaacs et al., 2005; Nazer
et al., 2005; Dupont et al., 2006).

Segundo Gast (2007) existem sete caracteristicas comuns entre 0s programas de
controle de salmonella que devem ser adotados:

e Aquisigéo de pintos de matrizes comprovadamente livres de Salmonella;

e Desinfeccdo dos ovos e incubacdo em condicGes rigorosas de higiene;

e Rigorosa limpeza dos galpdes de aves entre cada lote;

¢ Implantacdo e documentacdo do controle de pragas com monitoria periddica;

e Aplicagdo de rigidas normas de biosseguranca com restricdo de pessoas dentro

do galpéo e entre galpdes;

e Peletizacdo da ragdo e exclusdo de proteina de origem animal da formulag&o;

e Tratamento adequado de agua e pureza microbioldgica.



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Avaliagdo de Produtos de Origem
Animal (LAPOA), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB) na cidade de Areia - PB.

3.1 Incubacéo

Foram utilizados 240 ovos férteis da linhagem Cobb 500. Os ovos foram
pesados e distribuidos aleatoriamente em 3 incubadoras artificiais com viragem
automatica, sob a temperatura de 37,7°C, totalizando 80 ovos por incubadora. No 11°
dia foi realizada ovoscopia com intuito de eliminar ovos claros e embrides mortos. As

eclosdes iniciaram entre 0 20° e 21° dia de incubagdo.

3.2 Instalacao

Apos as eclosdes, os pintainhos foram pesados individualmente e submetidos a
swab cloacal para confirmar que ndo estavam contaminados com algum tipo de
microrganismo patdgeno. Foram entdo distribuidos em caixas de madeira contendo
tampa de nylon para evitar contaminacdo do ambiente, e equipadas com bebedouro,
comedouro e termohigométro digital para controlar a temperatura e umidade relativa.
Os animais foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado
com 3 tratamentos (Basal Sem Salmonela, Basal Com Salmonela e Elevado Com

Salmonela) e 10 repeticdes, considerando cada ave uma repeticao.

3.3 Dietas Experimentais

As dietas experimentais foram elaboradas a base farelo de milho e soja para as
fases pré-inicial e inicial seguindo as recomendacdes de Rostagno et al. (2011) exceto
pelo nivel elevado de treonina utilizado em umas das dietas (Tabela 1). A racéo basal
foi composta de 22,16% de PB, 2.950 kcal/kg de energia metabolizavel, 1,31% de lisina
digestivel, 0,94% de metionina + cistina digestivel e 0,857% de treonina digestivel para
fase pré-inicial. Na fase inicial a racdo basal foi composta por 20,80% de PB, 3.002
kcal/kg de energia metabolizavel, 1,18% de lisina digestivel, 0,85% de metionina +
cistina digestivel e 0,764% de treonina digestivel. A ragdo com treonina elevada foi
composta de 22,17% de PB, 2.943kcal/kg de energia metabolizavel, 1,31% de lisina
digestivel, 0,94 de metionina + cistina digestivel e 0,956% de treonina digestivel para

fase pré-inicial. Na fase inicial a dieta com treonina elevada foi composta de 20,80% de
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PB, 3.001kcal/kg de energia metabolizavel, 1,18% de lisina digestivel, 0,84 de
metionina + cistineina digestivel e 0,852% de treonina digestivel. Nas dietas das duas

fases foi utilizada areia lavada como material inerte.

Tabela 1. Composic¢édo nutricional das dietas experimentais.

Nivel de treonina

Ingredientes

Fase pré-inicial Fase inicial

Basal Elevado Basal Elevado
Milho Gréo 57,56 57,56 58,00 58,00
Farelo de Soja 45 % 27,30 27,30 25,00 25,00
Gluten de milho 60% 6,50 6,50 6,35 6,20
Oleo de Soja 3,50 3,50 4,10 4,10
Fosfato de bicélcico 1,95 1,95 1,55 1,55
Calcério 0,85 0,85 0,88 0,87
L-Lisina HCI 0,57 0,57 0,48 0,47
DL-Metionina 0,30 0,30 0,24 0,23
L-Treonina 0,15 0,27 0,10 0,20
Inerte 0,78 0,66 1,31 1,41
Sal Comum 0,40 0,40 0,33 0,38
Cloreto de Colina 0,07 0,07 0,07 0,07
Minerais! 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitaminas? 0,03 0,03 0,03 0,03
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao calculada
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2.950 2.943 3.002 3.001
Proteina Bruta (%) 22,16 22,17 20,80 20,79
Célcio (%) 0,9210 0,9176 0,8219 0,8182
Fésforo Disponivel (%) 0,4708 0,4691 0,3905 0,3903
Metionina + Cisteinadig(%) 0,9398 0,9363 0,8490 0,8409
Lisina dig(%) 1,3120  1,3072 1,1779 1,1691
Treonina (%) 0,857 0,956 0,764 0,852
Saédio (%) 0,1964 0,1957 0,1663 0,1861
Cloro (%) 0,2745 0,2735 0,2315 0,2612
Potassio (%) 0,6886 0,6881 0,6442 0,6442

'Premix mineral (concentracdo/kg do produto): Mn — 60g; Fe — 80g; Zn - 50g; Cu — 10g; Co —
2g; | — 1g; veiculo g.s.p. — 1000g. “Premix vitaminico (concentracdo/kg do produto): vit. A —
15.000.000 UlI; vit. D3 — 1.500.000 UlI; vit. E- 15.000 Ul; vit. B1 — 2,0g; vit. B2 - 4,0g; vit. B6
— 3,0g; vit. B12 — 0,015g; Acido nicotinico — 25g; Acido pantoténico — 10g; vit. K3 — 3,0g;
Acido félico — 1,0g; Antioxidante BHT — 10g; veiculo g.s.p. — 1.000g.

3.4 Inoculagdo com Salmonella
Para o preparo do indculo, foi realizado o cultivo a partir de uma cepa bacteriana

contendo o gene de resisténcia ao acido nalidixico (Salmonella Enteritidis™**

) em caldo
nutriente em estufa bacterioldgica durante 24 horas, até que 0 meio se tornasse turvo, o

que indica desenvolvimento satisfatorio da bactéria. Em seguida foi retirada aliquota de
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0,1 mL da cultura e cultivado novamente em um novo caldo nutriente a 37°C por quatro
horas, em incubadora com agitacdo orbital. Para determinacdo da concentracdo do
indculo foi realizado o plaqueamento das diluigdes decimais seriadas em &gar verde
brilhante contendo acido nalidixico (100 pg/mL), com posterior incubacdo a 37°C e

contagem das UFC de Salmonella Enteritidis™**

. Todos os pintainhos de cada caixa
foram inoculados no papo utilizando-se 0,5mL de cultura de Salmonella
(9,5 x 10" UFC/mL), exceto os animais do tratamento testemunha. O desafio por
Salmonella Enteritidis"** foi realizado quando os pintainhos completaram 2 dias de
idade.

3.5 Anélise de desempenho

Para avaliagdo do desempenho os animais foram pesados no inicio e no final do
periodo experimental, obtendo-se assim, os valores de peso inicial (PI) e peso final
(PF), atraveés destes dados procedeu-se o calculo do ganho de peso (GP). O consumo de
racdo foi calculado a partir da diferenca entre o fornecido e as sobras nos comedouros.
Ao final, foi calculada a conversdo alimentar, atraves da relagdo CR:GP (g:0).

O peso inicial, peso final e ganho de peso foram avaliados seguindo
delineamento inteiramente ao acaso, com trés tratamentos e dez repeti¢bes, em que cada
animal (4) representou uma repeticdo. Os dados foram submetidos & analise de variancia
no programa estatistico Assistat versao 7.6 beta (UFCG, 2012).

Os dados de conversdao alimentar e consumo de racdo foram submetidos a

analise descritiva utilizando-se o programa Microsoft Excel®.

3.6 Analises laboratoriais
3.6.1 Analise microbioldgica

Aos dez dias de idade (ou oito dias pés-inoculacdo), todos os animais foram
pesados. Para realizacdo das andlises microbiol6gicas procedeu-se a colheita do
contetido cecal de todos os animais infectados com Salmonella Enteritidis pouco antes
de serem abatidos. O contetdo cecal foi pesado e em seguida realizou-se a diluicdo em
série com solucdo de &gua peptonada em microtubos de 1,5mL. Aliquotas de 20pl
foram cultivadas em agar verde brilhante contendo acido nalidixico (100 pg/mL), em
seguida as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas,
procedeu-se entdo a contagem das coldnias e os valores foram expressos em unidades

formadoras de coldnia por grama de contetdo cecal (UFC/qg).



A analise dos dados de microbiologia foram realizados de acordo com
delineamento experimental inteiramente casualizado com 2 tratamentos (nivel basal e

nivel elevado de treonina na dieta) com dez repeti¢des.

3.6.2 Analise histoldgica

Apo6s a colheita do conteudo cecal, quatro pintainhos foram abatidos por
deslocamento cervical para a realizacdo da anélise histoldgica. Realizou-se a pesagem
do intestino delgado, em seguida foi colhido aproximadamente 3 cm da porcdo média
do duodeno, jejuno, e ileo. Os segmentos foram abertos, grampeados em papel cartdo
com a parte interna voltada para cima, lavados com agua destilada, e colocados em
potes identificados contendo formol a 10%, permanecendo no mesmo durante 24 horas.
Os tecidos foram cortados, colocados em cassetes identificados, submersos em solucdes
com concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, 100). Apos a desidratacao, 0s
tecidos foram mergulhados em Xilol 1 e 1l. Permanecendo em cassetes, 0s tecidos foram
mergulhados em parafina liquida I e 11, em seguida retirados dos cassetes e transferidos
para moldes contendo parafina aquecida, formando blocos ao esfriar. Apds o processo
de inclusdo, os tecidos foram cortados transversalmente através do micrétomo a uma
espessura de 5um, permitindo a visualizacdo adequada das estruturas em microscopia
Optica. Os cortes foram transferidos e distendidos na superficie de agua destilada a
54°C. Cada lamina continha de 5 a 7 cortes semi-seriados. Em seguida, estas foram
imersas em série decrescente de alcodis (100%, 90% e 80%). As laminas foram, entdo,
coradas com hematoxilina e o excesso de corante foi lavado em agua corrente.
Posteriormente, as Iaminas foram imersas em eosina e lavadas em &gua corrente. Em
seguida, foi feita novamente a desidratacdo das laminas em série crescente de alcool
(80%, 90% e 100%) seguidas de dois banhos em xilol. A montagem das laminas foi
feita com laminula colada com Béalsamo do Canada.

A mensuracdo foi feita através da microscopia Optica. Foram tiradas fotografias
das vilosidades do duodeno, jejuno, e ileo, e com auxilio do Programa Computacional
Image J, foram determinadas a altura de vilosidade e a profundidade de cripta. A
primeira é medida da regido basal do vilo, coincidente com a porgdo superior das
criptas, até ao seu apice e a segunda, da sua base até a regido de transicdo cripta:
vilosidade.

Foram utilizados 4 animais por tratamento, para cada animal foram realizadas

30 mensuragdes totalizando 120 mensuragdes por tratamento, para cada variavel
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estudada. A partir dos resultados obtidos para altura de vilosidades e profundidade de
cripta procedeu-se o célculo da relacéo vilosidade:cripta.

Os dados foram submetidos & andlise de varidncia no programa estatistico
Assistat versdo 7.6 beta (UFCG, 2012). Médias significativas foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o estudo morfomeétrico, os dados foram avaliados seguindo um
delineamento experimental inteiramente casualizado com 3 tratamentos (Basal Sem
Salmonela, Basal Com Salmonela e Elevado Com Salmonela), em que cada animal (4)
representou 30 repeticOes, totalizando 120 repeticOes por tratamento e para cada

variavel estudada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos dos niveis basal e elevado de treonina sobre a contagem bacteriana de
pintainhos de corte de 10 dias desafiados com Salmonella Enteritidis estdo apresentados
na Tabela 2. No tratamento Basal Com Salmonela, de 10 pintainhos inoculados com
salmonela, todos foram infectados. No tratamento Elevado Com Salmonela, de 10
pintainhos inoculados, 8 foram infectados, ou seja, o nivel elevado de treonina reduziu a
contagem bacteriana. Segundo Sé et al. (2007), a treonina € um aminoacido essencial
para aves, que ajuda na formacdo do colageno e da elastina, e atua na formacdo de
anticorpos. No entanto, pode-se observar que os valores médios de unidade formadora
de col6nia (UFC) néo se diferenciaram (P>0,05) entre os dois tratamentos. Da mesma
forma, Moreira Filho (2013) ndo encontrou efeito isolado da treonina em niveis
elevados sobre a contagem bacteriana em pintinhos desafiados com Salmonella ou
associada ao estresse térmico de incubacdo. Por outro lado, houve redugdo no nimero
de animais infectados por Salmonella quando a treonina foi adicionada a dieta em niveis
elevados. Trabalhos anteriores mostraram que a treonina pode auxiliar as aves,
diminuindo a infeccdo por Salmonella, quando associada a inclusdo de

mananoligossacarideos (1%) na dieta (Santos et al., 2012).

Tabela 2. Efeito dos niveis basal e elevado de treonina sobre a contagem bacteriana de

pintainhos de corte de 10 dias desafiados com Salmonella Enteritidis.

Tratamentos Infectados/Total de aves UFC (Logio)*
Basal C/Salmonella 10/10 57x17a
Elevado C/Salmonella 8/10 46+16a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
* Valores médios de Unidade Formadora de Col6nia (UFC) por grama de contetdo cecal transformado
em log™

Na Tabela 3 esta apresentado o efeito dos niveis basal e elevado de treonina
sobre a morfometria dos trés segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do intestino delgado de
pintainhos de corte de 10 dias desafiados ou ndo com Salmonella Enteritidis. No
segmento duodenal, os melhores resultados de altura de vilo (AV), profundidade de
cripta (PC) e relagéo vilo:cripta (V:C) foram observados no tratamento de treonina basal
(ndo desafiado por Salmonella), com diferenca estatistica nos dois ultimos parametros.

Em relacdo aos animais desafiados, observa-se que ndo houve variacdo (P>0,05) na
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altura de vilosidade e na relagéo vilo:cripta, porem a profundidade de cripta foi menor
(P<0,05) em animais alimentados com nivel alto de treonina.

No jejuno (Tabela 3) a altura de vilosidade foi maior (P<0,05) em aves do
tratamento Basal Sem Salmonela, a profundidade de cripta foi maior (P<0,05) em aves
do tratamento Basal Com Salmonela, e a relagdo vilo:cripta apresentou melhor resultado
em animais do tratamento Basal Sem Salmonela. No entanto, quando comparamos 0s
resultados de animais infectados com salmonela, podemos observar que o melhor
resultado (P<0,05) apresentou-se em pintainhos recebendo treonina elevada na dieta,
mostrando que este tratamento diminuiu o impacto da salmonela neste segmento.

Finalmente, no ileo (Tabela 3), a altura de vilosidade foi maior (P<0,05) em
pintainhos do tratamento Basal Sem Salmonela, a profundidade de cripta foi maior
(P<0,05) em aves com salmonela e alimentados com nivel basal de treonina, e a relacao
vilo:cripta foi melhor (P<0,05) em aves do tratamento Basal Sem Salmonela.
Entretanto, quando comparamos os resultados de animais infectados com Salmonella
Enteritidis, podemos observar que o melhor resultado (P<0,05) foi em aves alimentadas
com nivel elevado de treonina, portanto este tratamento diminuiu o impacto da
salmonela neste segmento.

A densidade e o tamanho dos vilos estéo relacionados com a renovagéo celular
(proliferacdo e diferenciacdo) e a perda de células por descamacdo (extrusdo) pelo
epitélio da mucosa intestinal (Uni et al., 1998). A inflamacdo no intestino promove
tanto aumento da extrusdo de enterdcitos no apice da vilosidade como hiperplasia da
cripta, com consequentes diminuicdo da altura de vilosidade e aumento da profundidade
de cripta (Strober et al., 2002; Domeneghini et al., 2006), resultando em diminuicdo da
relacdo V:C, que ndo é desejavel (Nabuurs, 1995). Os resultados do presente estudo
mostram que o desafio por Salmonella provocou, nos trés segmentos do intestino
delgado, diminuicdo da altura de vilo (ndo significativo no duodeno), maior
profundidade de cripta, indicando aumento na multiplicacéo das células da cripta, e pior
relacdo vilo:cripta. Ndo houve significancia (P>0,05) na altura de vilos do duodeno
devido a esta area ser mais acida que o jejuno e ileo, e por isso, a area preferencial para
habitacdo da Salmonella se encontra, principalmente, no ileo. Esses efeitos foram mais
evidentes nas aves desafiadas por Salmonella e alimentadas com nivel basal de treonina,
sendo revertidos em parte quando a treonina elevada foi adicionada a dieta (Tabela 3).
Isso decorre, provavelmente, do efeito da alta treonina diminuindo a infecgdo por

Salmonella (Tabela 2), o que estd possivelmente vinculado & presenca de muco no
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epitélio intestinal (Faure et al.,, 2007). Segundo Porto (2012), a treonina esta
extensivamente envolvida na sintese glicoproteinas do muco, enzimas digestivas,
imunoglobulinas e musculo, e também é bastante utilizada no intestino e sua exigéncia
nesse tecido é muito elevada devido a sintese de proteina de mucosa e glicoproteinas de

mucinas.

Tabela 3. Efeito dos niveis basal e elevado de treonina sobre a morfometria do intestino

delgado de pintainhos de corte de 10 dias desafiados ou ndo com Salmonella Enteritidis.

Duodeno (um)

Tratamentos Altura de vilosidade  Profundidade cripta Relacdo vilo:cripta
Basal S/Salmonella 1401,8 £ 65,0 a 73,1+129c 19,7+21a
Basal C/Salmonella 13275+ 1428 a 124,6 + 10,9a 10,7+10b

Elevado C/Salmonella 1377,3+207,1a 118,9+9,3Db 11,7+20b
Jejuno (um)

Tratamentos Altura de vilosidade Profundidade cripta Relacdo vilo:cripta
Basal S/Salmonella 825,0+116,2a 61,8+8,6¢C 13,4+0,5a
Basal C/Salmonella 746,7+40,2Db 106,6 £ 136 a 71+06¢C

Elevado C/Salmonella 742,4+436D 89,7+84b 8,3+0,3b
lleo (um)

Tratamentos Altura de vilosidade Profundidade cripta Relacdo vilo:cripta
Basal S/Salmonella 5753+345a 57,1+74b 10,2+ 0,7 a
Basal C/Salmonella 491,1+34,4D 60,4+77a 85+05¢c

Elevado C/Salmonella 4928+ 473D 545+536b 9,1+05b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de desempenho foram melhores nos animais ndo desafiados
(Tabela 4). O peso final dos animais foi afetado negativamente (P<0,05) quando estes
foram infectados por Salmonella e receberam racdo basal (Tabela 4), mas, quando a
treonina foi adicionada a dieta, 0 ganho de peso e o peso final ficaram semelhantes
aqueles do tratamento sem infeccdo por Salmonella, evidenciando mais uma vez o
efeito benéfico da adicdo de treonina na dieta.

O efeito negativo sobre o desempenho pode ser atribuido a reducéo da altura de
vilosidades, com consequente menor area de absor¢do. Segundo Borsoi (2009), a
integridade das células epiteliais da mucosa gastrintestinal é de vital relevancia para o
bom desempenho das aves, porque delas depende a digestdo e absorcdo adequada dos
nutrientes provenientes da dieta exodgena. Vale ressaltar, ainda, que a manutengdo
fisiolégica da integridade do epitélio intestinal e estruturas anexas de suporte tém custo
elevado, estimado em 20% da energia bruta consumida pelo animal (McBride & Kelly,
1990 citados por Borsoi, 2009). Condi¢des que afetem a dinamica de renovagdo do

epitélio intestinal, aumentando a necessidade de multiplicacdo celular na cripta, como
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desafios por patdgenos, aumentam ainda mais 0 gasto energético. Por consequéncia, a
energia que seria usada para producdo de carne serd desviada para manutencdo do
epitélio intestinal (Borsoi, 2009, Porto, 2012).

Tabela 4. Efeito dos niveis basal e elevado de treonina sobre o desempenho de
pintainhos de corte de 10 dias desafiados ou n&o com Salmonella Enteritidis.

Valores médios (g)

Tratamentos Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso
Basal S/Salmonella 510a 236,1 a 185,1a
Basal C/Salmonella 50,8 a 2156 b 1655b

Elevado C/Salmonella 50,9 a 231,3 ab 180,4 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentados os efeitos dos niveis basal e elevado de
treonina sobre o Consumo de Racdo e Conversdo Alimentar, respectivamente, de
pintainhos de corte de 10 dias desafiados com Salmonella Enteritidis. Pode-se observar
que o Consumo de Racgdo (Figura 1) foi menor no tratamento Basal Sem Salmonela
(285,4g), e a melhor Conversdo Alimentar (Figura 2) foi observada, também, no
tratamento Basal Sem Salmonela (1,549:g), ou seja, 0s animais ndo infectados
consumiram menos e tiveram melhor conversdo alimentar. 1sso mostra 0 quanto a
salmonelose afeta 0 desempenho dos pintainhos. Mas quando se compara 0s resultados
entre animais infectados, pode-se verificar que o Consumo de Racdo e a Conversdo
Alimentar (Figuras 1 e 2) foram melhores no tratamento com treonina elevada. Portanto,
a dieta com nivel elevado de treonina atenuou a acdo da salmonela, permitindo que
pintainhos do tratamento Elevado Com Salmonela tivessem desempenho melhor (menor
consumo de racdo e conversdo alimentar) quando comparados aos animais do

tratamento Basal Com Salmonela.
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Figura 1. Efeito dos niveis basal e elevado de treonina sobre o consumo de racéo de

pintainhos de corte de 10 dias desafiados ou ndo com Salmonella Enteritidis.
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Figura 2. Efeito dos niveis basal e elevado de treonina sobre a conversao alimentar

de pintainhos de corte de 10 dias desafiados ou ndo com Salmonella Enteritidis.
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5. CONCLUSAO

O nivel elevado de treonina influenciou positivamente sobre a analise histoldgica

e desempenho de pintainhos de corte infectados com salmonela.
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