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Oleo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de
pimenta no controle de Salmonella, Eimeria e Clostridium
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dade Federal do Parand, Rua dos Funcionarios 1540, Curitiba, PR 80035-050, Brasil.
E-mail: larissapickler@yahoo.com.br

The efficiency of a product in broiler feed containing essential oil of oregano, rosemary,
cinnamon and extract of red pepper (plant compost) in the control of Salmonella, Eimeria
and Clostridium was evaluated. Two experiments were carried out to evaluate the product.
In the first experiment the efficiency of this product to control Clostridium perfringens after
challenge with Eimeria acervulina, E. maxima and E. tenella was assessed. Day old chicks
were allotted into three groups: T1 - control diet without growth promoter, T2 - diet with
avilamycin (10ppm), and T3 - diet with addition of the plant compost (100ppm). The use of
the plant compost in broiler diets reduced specific lesions of E. maxima and E. tenella at 14
days after inoculation and reduced the count of colony forming units (CFU) of Clostridium
perfringens in the ceca comparing to the control group. In the second trial the efficiency
of the same product in birds challenged with Salmonella Enteritidis was evaluated. Day
old birds were submitted to three experimental diets: T1 - control diet without antibiotics
growth promoter, T2 - diet with 10ppm Avilamycin, T3 - diet with 100ppm of the plant
compost mentioned above. At 21 days of age all birds were inoculated with 10° CFU of
Salmonella Enteritidis. The use of the plant compost and avilamycin decreased the excre-
tion of Salmonella in poultry 72 hours after the inoculation. The use of the plant compost
increased villous/CD3* cells in the duodenum, compared to group avilamycin and control,
but had no effect on the expression of these cells in the cecum.

INDEX TERMS: CD3+ cells, coccidiosis, plant extracts, essential oils.

RESUMO.- Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
avaliar a eficiéncia de um composto vegetal contendo 6leo
essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta
vermelha no controle de Salmonella, Eimeria e Clostridium
em frangos de corte. Para tal, foram realizados dois experi-
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mentos. No primeiro avaliou-se a eficiéncia deste produto
no controle de Clostridium perfringens apos desafio com
Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella. Aves de um dia
de idade foram divididas em trés grupos: T1 - dieta con-
trole sem aditivo promotor de crescimento; T2 - dieta com
adicdo de avilamicina (10ppm); e T3 - dieta com adi¢do do
composto vegetal (100ppm). O uso do composto vegetal
na alimentagdo de frangos reduziu lesdes especificas de E.
maxima e E. tenella aos 14 dias pds-inoculagdo (PI) como
também reduziram a contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFC) de Clostridium perfringens no conteido do
ceco das aves em relacdo ao grupo controle. No segundo
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experimento avaliou-se a eficiéncia deste mesmo produto
em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis. Aves de um
dia de idade foram distribuidas em trés tratamentos, sen-
do T1 - dieta controle sem adi¢do de antibi6tico promotor
de crescimento, T2 - dieta com 10ppm de Avilamicina, T3
- dieta com 100ppm de um produto a base do composto
vegetal acima citado. Aos 21 dias de idade todas as aves
foram inoculadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis.
A utilizacdo do composto vegetal e avilamicina diminuiu a
excrecdo de Salmonella nas aves 72 horas PI de Salmonella.
A utilizacdo do composto vegetal aumentou a relagdo vilo/
células CD3* no duodeno, em relagdo ao grupo avilamicina
e controle, porém nio teve efeito sobre a expressio destas
células no ceco.

TERMOS PARA INDEXAGAO: Células CD3+, coccidiose, extrato de
plantas, 6leos essenciais.

INTRODUCAO

Oleos essenciais constituem-se em complexas misturas
de substancias volateis, geralmente lipofilicas (Simdes &
Spitzer 1999), cujos componentes incluem hidrocarbone-
tos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fenois,
ésteres, acidos organicos fixos, etc, em diferentes concen-
tragdes, nos quais, um composto farmacologicamente ati-
vo é majoritario. No orégano, este composto é o carvacrol
(3-17%); e, na canela, o cinamaldeido (75%) (Farmacopea
[taliana 1998).

Como mecanismo de agdo dos 6leos essenciais acredi-
ta-se que a maioria deles exerce efeito antimicrobiano na
estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e
coagulando proteinas. Alteram a permeabilidade da mem-
brana citoplasmatica para ions de hidrogénio e potassio,
causando a interrup¢do dos processos vitais da célula,
como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas,
fosforilacdo e outras reacdes que dependem de enzimas, o
que resulta em perda do controle quimiosmético da célu-
la afetada, levando a morte bacteriana (Dorman & Deans
2000).

A coccidiose é uma das doengas avidrias causada por
protozoarios do género Eimeria, presente em praticamen-
te todos os plantéis avicolas. Causa prejuizos, tanto pelo
aumento da conversdo alimentar, diminuicdo na taxa de
crescimento e, as vezes, por aumentar a mortalidade nos
lotes (Mc Dougald 1998), quanto por ser também um fator
predisponente ao surgimento de clostridiose, por danificar
os tecidos intestinais e modificar as fungoes do trato gas-
trointestinal quebrando as barreiras naturais de defesa do
animal (Gil de los Santos et al. 2008). As principais eimérias
que causam problemas em avicultura sao a Eimeria acervu-
lina que provoca principalmente lesdes em duodeno, a E.
maxima que causa lesdes em jejuno e ileo e a E. tenella que
causa processos hemorragicos no ceco das aves. Embora o
uso de anticoccidianos seja eficiente no controle da doenca
o0 aparecimento de resisténcia limita seu uso na eliminagio
da doenca em granjas comerciais, em vista disso estudam-
-se alternativas para o controle desta enfermidade, como
o6leos essenciais e extratos vegetais. Christaki et al. (2004)
obtiveram resultados positivos com relacdo ao desempe-
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nho zootécnico (ganho de peso, consumo de ragdo e con-
versdo alimentar) além de observarem uma redugao nas
lesdes em ceco dos animais tratados com mistura comer-
cial de 6leos essenciais em frangos desafiados com Eimeria
tenella.

Clostridium perfringens participa da microbiota intesti-
nal normal de frangos, porém, alguns fatores como mudan-
¢as bruscas na alimentacao, stress, salmoneloses, micotoxi-
nas e coccidiose fazem em com que este micro-organismo
reproduza-se rapidamente produzindo toxinas que causam
lesdes ulcerativas e necrose da mucosa intestinal levan-
do a uma doenga conhecida como enterite necrética (Saif
2008). Estima-se que esta doenga possa causar perdas da
ordem de até 33% nos plantéis avicolas devido aos gastos
com medicamentos, redu¢do no ganho de peso e aumen-
to da conversdo alimentar (Lovland & Kaldhusdal 2001).
A capsaicina, o cinamaldeido e o carvacrol podem reduzir
o numero de C. perfringens em ceco de frangos (Jamroz &
Kamel 2002), bem como uma mistura de 6leos essenciais a
base de carvacrol, timol, cinamaldeido, eugenol e capsaici-
na reduziu a contagem desta bactéria em duodeno, jejuno,
ileo e ceco de frangos (Mitsch et al. 2004).

A salmonelose é uma zoonose de importancia mundial
que preocupa as autoridades sanitarias e se constitui em
importante barreira ao comércio internacional de alimen-
tos. A ampla distribuicdo de Salmonella entre os animais e
sua capacidade de sobreviver por longos periodos no meio
ambiente contribuem para seu destacado papel em saude
publica (Butaye et al. 2003). O género Salmonella pertence
a familia Enterobacteriaceae e compreende as espécies S.
enterica e S. bongori; a espécie S. enterica alberga as linha-
gens patogénicas distribuidas em seis subespécies e 2.564
sorovares, todas patogénicas ao homem (Bopp et al. 2003)
onde inclue-se a Salmonella Enteritidis (SE).

Neste contexto, aumenta a importancia da exploragio
do potencial antimicrobiano, bem como de outras pro-
priedades, das plantas e de seus respectivos constituintes.
Este trabalho foi dividido em dois experimentos sendo que
o primeiro teve como objetivo avaliar a eficiéncia de 6leo
essencial de orégano, alecrim, canela e extrato pimenta
vermelha, no controle da coccidiose e de Clostridium per-
fringens em frangos desafiados com Eimeria acervulina, E.
maxima e E. tenella e o segundo experimento teve o objeti-
vo de avaliar a eficiéncia antimicrobiana deste mesmo pro-
duto em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis, além
de avaliar a morfometria intestinal e a presenca de células
CD3* (linfécitos T) na mucosa intestinal.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1

Foram alojadas 51 frangos de corte linhagem Cobb 500® de
um dia de idade em cama de maravalha, divididas em trés grupos
sendo 17 animais por tratamento. Cada tratamento recebeu ra-
¢do formulada de acordo com os niveis recomendados pelo NRC
(1994) sem adicdo de coccidiostatico, sendo que o T1 recebeu
dieta controle sem adi¢do de antibidtico promotor de crescimen-
to (APC), T2 dieta com adi¢do de 10ppm de avilamicina, e T3 dieta
com adi¢do de 100ppm de composto vegetal sendo uma mistura
comercial a base de 6leos essenciais de orégano (carvacrol), ale-
crim (cineol), canela (cinamaldeido) e extrato de pimenta verme-
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lha (capsaicina). Os niveis dos produtos adicionados nas ragdes
seguiram as recomendacdes dos fabricantes. Cada dieta foi forne-
cida do primeiro ao dltimo dia do experimento.

O composto vegetal possui 6leo essencial de orégano (Origa-
num vulgare), canela (Cinnamomum zeylanicum) e alecrim (Ros-
marinus officinallis) e extrato de pimenta vermelha (Capsicum an-
nuum) e apresenta garantias minimas de 4,5mg/kg de carvacrol,
1,0g/kg de cinamaldeido, 2,0g/kg de cineol e 20g/kg de capsai-
cina. De acordo com o FDA (Code of Federal Regulations 21 CFR
172.515, 2008; 21 CFR 582.10, 2001) estas matérias primas sao
consideradas seguras e indcuas para animais e seres humanos.

Foi realizada necropsia de cinco aves por tratamento aos nove
dias de idade para coleta de fragmentos de figado sendo fixado
em solugdo formalina tamponada a 10%. As amostras foram pro-
cessadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para analise
histolodgica utilizando microscépio 6ptico.

Aos 15 dias de idade os animais receberam 1,8mL de indculo
por via oral, com seringa acoplada em sonda, com pool de oocistos
esporulados de Eimeria acervulina (200x103), E. maxima (50x103%)
e E. tenella (10x10%). Os oocistos foram obtidos de cepas de campo
replicados de acordo com Costa & Paiva (2007).

Aos 22 e 29 dias de idade (7 e 14 dias p6s -inoculagdo), foi
realizada a eutanasia e necropsia de 36 aves, sendo 18 aos 22 dias
e 18 aos 29 dias de idade (seis aves por tratamento) para avalia-
¢do intestinal de lesdes de coccidiose e enterites inespecificas. As
lesdes de coccidiose foram avaliadas segundo os escores de lesdo
definidos por Johnson & Reid (1970) (Grau O - sem lesdo; Grau 1
- lesdo leve; Grau 2 - lesio moderada; Grau 3 - lesdo severa; Grau
4 - lesdo muito severa), e as lesoes de enterites inespecificas fo-
ram classificadas em escores de acordo com Saad (2009) (Grau
0 - sem lesdo; Grau 1 - lesdo leve; Grau 2 - lesio moderada; Grau
3 - lesdo severa).

Na segunda coleta, 14 dias pés-inoculagio, também foram co-
letados conteudo cecal para contagem de Clostriduim perfringens.

Para o procedimento de contagem de Clostridium perfringens
foi adicionado 1,0g de contetido cecal em 9mL de solucéo fisiol6-
gica estéril, desta dilui¢do retirou-se 1 mL sendo pipetado em um
tubo com 9,0mL de solugdo fisiolégica estéril e assim sucessiva-
mente até a diluicdo 10 Retirou-se 100puL de cada diluigdo e foi
espalhado em placas de Reinforced Clostridium Agar (Himedia®)
enriquecido com sangue de carneiro em duplicata. As placas fo-
ram incubadas em jarra de anaerobiose (0Oxo0id®) e levadas a es-
tufa regulada a 35°C por 24 horas. Foi verificado o crescimento
de colonias tipicas de Clostridium perfringens que apresentavam
um halo de beta-hemolise sendo confirmadas pela coloragdo de
Gram. Posteriormente, as colonias foram contadas e os resultados
foram expressos de acordo com Procedimentos de Contagem de
Colonia de acordo com a Normativa n26 publicada em 26 de agos-
to de 2003 (MAPA).

A contagem das coldnias de Clostridium foi transformada em
Log10 para converter os dados em distribuicdo normal para rea-
lizacdo da andlise estatistica. A contagem de colonias de Clostri-
dium e escores de lesdo foram analisados no programa StatView
for Windows Copyright® 1998 (SAS Institute Inc., NC, USA) com
ANOVA e teste de Post Hoc de Fischer com significancia menor que
0,05.

Experimento 2

Foram alojadas 24 frangos de corte linhagem Cobb 500® de
um dia de idade, distribuidas em um desenho experimental intei-
ramente casualizado com trés tratamentos e oito repeti¢des, sen-
do cada ave uma repeticdo. Cada tratamento recebeu ragio for-
mulada de acordo com os niveis recomendados pelo NRC (1994)
sem adi¢do de coccidiostatico, sendo que o T1 recebeu dieta con-
trole sem adi¢do de antibidtico promotor de crescimento, T2 dieta

contendo 10ppm de Avilamicina, T3 dieta contendo 100ppm de
composto vegetal sendo uma mistura comercial a base de dleos
essenciais de orégano (carvacrol), alecrim (cineol), canela (cina-
maldeido) e extrato de pimenta vermelha (capsaicina). Os niveis
dos produtos adicionados nas ra¢des seguiram as recomendagdes
dos fabricantes. Cada dieta foi fornecida durante todos os dias do
experimento. O composto vegetal adicionado na ragio era o mes-
mo fornecido no primeiro experimento.

Aos 21 dias de idade todas as aves receberam 1,0mL de in6-
culo via oral contendo 10° UFC/mL de SE, com o uso de seringa
acoplada em sonda diretamente no esofago das aves.

Swabs de cloaca de todos os animais foram coletados as 24, 48
e 72 horas pés-inoculagdo e as amostras foram processadas para
contagem de Salmonella.

Para o procedimento de contagem de Salmonella os swabs clo-
acais foram colocados em tubos contendo 2,0mL de agua pepto-
nada 2%. Foram retirados 1,0mL desta solugdo e pipetados em
tubo contendo 9,0mL de 4gua peptonada 0,1% (diluigdo 107)
e assim sucessivamente até as diluicdes 102 e 107, Foi retirado
100uL de cada diluicdo e plaqueado em duplicata em meio Lisina
Xilose Desoxicolato (XLD). As placas foram incubadas em estufa
regulada a 35°C por 24h para posterior contagem das colonias
(adaptado de Desmidt et al. 1998). Os resultados foram expressos
de acordo com Procedimentos de Contagem de Colonia de acordo
com a Normativa n? 62 publicada em 26 de agosto de 2003 (Brasil
- MAPA).

Os tubos contendo os swabs e a 4gua peptonada 2% foram in-
cubados a 35°C por 24h. Quando ndo havia a presenca de colonias
tipicas de Salmonella nas placas ap6s 24h de incubagdo, era retira-
do 100 pL da solugdo de suabe em agua peptonada 2% e acresci-
do em tubo contendo 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, sendo
entdo incubado em estufa regulada a 42°C por 24h para confirma-
¢do da presenca ou auséncia de Salmonella.

Aos 24 dias de vida das aves (terceiro dia ap6s a inoculagao)
oito aves de cada tratamento foram eutanasiadas por desloca-
mento cervical e necropsiadas. Foram coletados fragmentos de
duodeno, ileo e ceco, em solugdo formalina tamponada a 10%,
para avaliagdo histolégica, morfométrica e imuno-histoquimica
(duodeno e ceco).

As amostras de duodeno, ileo e ceco foram processadas e co-
radas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Alcian Blue para andlise
histolégica (Luna 1968). As varidveis estudadas nos intestinos
foram altura dos vilos, profundidade das criptas, contagem de cé-
lulas caliciformes (coradas em azul), com leitura em aumento de
40x de 20 vilos e criptas em cada grupo experimental (adaptado
de Maiorka et al. 2000). As analises morfométricas do epitélio in-
testinal foram feitas em microscopia de luz, em sistema analisa-
dor de imagens acoplado ao microscépio 6ptico. Apoés a obtengdo
dos dados, foi realizada a relagao vilo/células caliciformes e vilo/
cripta.

Fragmentos de duodeno e ceco também foram coletados
para realizacdo de imuno-histoquimica. Para o procedimento
de imuno-histoquimica foi realizada a recuperagdo antigénica
colocando-se as amostras em solu¢do Tampao Citrato pH 6,0 em
microondas por 10 minutos. Na sequéncia, as amostras recebe-
ram anticorpo policlonal desenvolvido em coelhos como anti-
corpo primario anti-CD3 (DAKO Corporation, CA, USA), diluido
1:750, por 40 minutos em temperatura ambiente. Para detecgdo
da reacdo foi utilizado anticorpos secundarios anti-camundongo
e anti-coelho combinados num mesmo sistema de amplificacdo
(Kit ADVANCE® - DAKO Corporation, CA, USA) por 40 minutos
em temperatura ambiente. Para revelacdo utilizou-se cromo-
geno (Kit DAB® - DAKO Corporation, CA, USA) por 5 minutos. A
contra-coloragdo foi realizada com hematoxilina Meyer por um
minuto. As andlises imuno-histoquimicas dos intestinos foram
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feitas em microscopia de luz, em sistema analisador de imagens
(Motic Images Plus 2.0-Motic China Group C0.2006), acoplado
ao microscépio (Olympus BH2 Olympus America Inc., NY, USA).
Nas amostras de duodeno e ceco foi realizada a quantificagdo de
células CD3 positivas intra-epiteliais, em toda a extensao do vilo,
sendo contado 10 vilos por tratamento. Foi realizada também a
relacdo vilo/células CD3".

Todos os resultados obtidos foram analisados pelo programa
estatistico StatView for Windows Copyright® 1998 (SAS Institu-
te Inc.,, NC, USA). A contagem de coldnias foi transformada em
Log 10 para diminuir a amplitude dos resultados. Os resultados
da altura dos vilos, profundidade das criptas, relagio vilo-cripta
e contagem das células caliciformes foram submetidos a ANOVA
(P<005) e caso as médias obtidas apresentassem diferenca signi-
ficativa, essas eram submetidas ao teste de Tukey.

RESULTADOS

Experimento 1

No Quadro 1 estdo apresentados os dados referentes a
média e desvio padrdo dos escores de lesdo especifica de
coccidiose aos 22 dias de idade (sete dias ap6s a inoculagio),
ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos.

Niao foram observadas diferencas significativas nas ava-
liacoes de enterites inespecificas, tanto aos 22 quanto aos
29 dias de idade (7 e 14 dias pds-inoculagcdo de eimérias).
No Quadro 2 estdo apresentados os dados referentes a mé-
dia e desvio padrao dos escores de lesdo especifica de coc-
cidiose aos 29 dias de idade (14 dias ap6s a inoculagao).
Nao foi observada diferenca significativa para lesdes de Ei-
meria acervulina entre os tratamentos. Entretanto, para le-
soes de E. maxima e E. tenella, as aves dos tratamentos com
avilamicina e composto vegetal apresentaram significativa
reducdo em severidade.

No Quadro 3 estdo apresentados os dados referentes
a contagem de colonias de Clostridium perfringens aos
29 dias de idade (14 dias apds a inoculagdo de eimerias),
mostrando que o grupo de aves alimentadas com dieta com
avilamicina controlou significativamente a contagem de

Quadro 1. Média e Desvio padrao de escores de lesdes
especificas de coccidioses no trato gastrintestinal
observadas na necropsia aos 22 dias de idade
(sete dias apés a inoculacao de eimerias)

Quadro 3. Média dos resultados de contagem
de coldnias de Clostridium perfringens
(Log10 UFC/g) de contetido cecal aos 29
dias de idade (14 dias apés a inoculagao
de eimérias) (P<0,0001)

Tratamento Log10 UFC/g
Controle 10x 108"
Avilamicina 0°
Composto vegetal* 2,7x108¢

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta vermelha.

** Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisti-
camente (P<0,05).

Clostridium perfringens, enquanto que o grupo tratado com
o composto vegetal apresentou reducdo significativa deste
microrganismo em relacdo ao grupo controle.

Experimento 2

Na contagem de colonias de Salmonella apds coleta
de suabe de cloaca de aves de 21 dias de idade inocula-
das com 10° UFC/mL de Salmonella Enteritidis (SE), foi
observada significativa diferenca 24 e 72 horas apéds a
inoculacdo (Quadro 4). Nas primeiras 24 horas, o grupo
que recebeu avilamicina na dieta apresentou contagem
significativamente menor em rela¢do ao grupo controle e
ao grupo que recebeu o composto vegetal. Entretanto, 72
horas apos a inoculagao, tanto o grupo que recebeu avila-
micina na dieta quanto o que recebeu o composto vegetal
obtiveram contagem significativamente inferior ao grupo
controle.

Quadro 4. Contagem de colonias de Salmonella observadas
em swabs de cloaca de aves de 21 dias de idade inoculadas
com 10° UFC de Salmonella Enteritidis 24, 48 e 72 horas
apos a inoculacio (PI) (Média + Desvio Padrio dos valores
expressos em Log 10)

Horas PI Controle Avilamicina Composto vegetal* Valor de P
24 horas 3,68+0,90%" 0,77 +1,55° 2,48+1,70° 0,051
48horas 0,91+1,34 0,00+0,00 1,50 1,73 0,298
72 horas 4,15+0,89° 1,70+1,96°" 1,19+1,49° 0,047

Eimeria sp. Controle Avilamicina Composto vegetal* Valor de P
E. acervulina 0,60+0,90 0,40+0,55 1,40+1,34 0,2918
E. maxima 0,40+0,90 0,40+0,90 1,40+1,34 0,3814
E. tenella 2,00+1,00 2,20+0,84 1,20+0,84 0,2917

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta vermelha.

Quadro 2. Média e Desvio padrio de escores de lesdes
especificas de coccidiose no trato gastrintestinal
observadas na necropsia aos 29 dias de idade
(14 dias apés a inoculacio de eimerias)

Eimeriasp.  Controle Avilamicina Composto vegetal* Valor de P
E.acervulina 1,00£0,90 0,50+0,84 0,17+0,40 0,2607
E.mdxima  0,83%+0,98"" 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,033
E. tenella 0,83+0,41* 0,33+0,52° 0,00+0,00° 0,006

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta vermelha.
** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).
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* Composto vegetal - dleo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta vermelha.
** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

Na avaliac¢do histolégica de duodeno (Quadro 5), foi ob-
servado altura de vilo significativamente maior no grupo
alimentado com composto vegetal em relacao ao controle,
sendo similar ao grupo avilamicina. O niumero de células
caliciformes também foi significativamente maior, inclu-
sive em relacdo ao grupo avilamicina, sendo confirmado
pela menor relagao vilo/células caliciformes. Nao houve
diferenca significativa de profundidade de criptas entre os
tratamentos. Entretanto, ao realizar a relagdo vilo/cripta,
observou-se maior relacdo no grupo composto vegetal. Em
relacdo a imuno-histoquimica, foi observado contagem sig-
nificativamente maior de células CD3* no grupo que rece-
beu dieta com avilamicina em relacao ao grupo composto
vegetal. Porém ao ser realizada a relacdo vilo/células CD3*,
observou-se incremento significativo para a propor¢io no
grupo composto vegetal em relagdo ao grupo controle e
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Quadro 5. Avaliagdes em microscopia ética de fragmentos de duodeno de
aves de 24 dias de idade inoculadas com 10° UFC Salmonella Enteritidis
(Média * Desvio Padrao)

Variaveis Controle Avilamicina ~ Composto vegetal* Valor de P
Vilosidade (um) 580,25+145,18 " 648,91+141,95® 710,50+11590"  0,0134
Caliciformes (n%) 142,75%34,55°  146,90+29,84°  200,05%49,54®  <0,0001
Vilo/Caliciforme 4,16+091* 4,54+1,18° 3,79+£1,19° 0,0376
Cripta (um) 70,34+21,02 70,58 + 16,39 60,63 + 19,71 NS
Vilo/Cripta 9,10 +3,48° 9,59 +2,74° 12,79 + 4,11° 0,0038
Células CD3*(n?) 279,90 +116,57* 329,20 £ 110,65° 196,10+ 69,13>  0,0216
Vilo/CD3* 2,32+0,84° 2,38+1,15° 3,78 +1,24" 0,0086

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta

vermelha.

** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

NS: Nao diferem estatisticamente (P>0,05).

avilamicina, ou seja, foi observado uma célula CD3* a cada
3,78um de altura de vilo.

Na avalia¢do histolégica de fleo (Quadro 6), também foi
observado altura de vilo significativamente maior no gru-
po composto vegetal em relagdo ao controle e avilamicina.
Niao houve diferenca significativa em relacdo ao numero de
células caliciformes. Entretanto, observou-se significativa
maior relagio vilo/células caliciformes no grupo composto
vegetal, em que a cada 2,35 pm de altura de vilo foi obser-
vado uma célula caliciforme. Em relagio a profundidade de
cripta, foi observado significativa menor profundidade no
grupo controle em relacdo ao grupo composto vegetal. En-
tretanto, ao realizar a relagdo vilo/cripta, nao foi observada
diferenca significativa.

Na avalia¢ao histoldgica dos cecos, foi observado altura
de vilo significativamente maior no grupo controle em re-
lacdo aos grupos avilamicina e composto vegetal (Quadro
7). Assim como no ileo, o nimero de células caliciformes
também ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Entretanto, observou-se aumento significati-
vo na relacdo vilo/células caliciformes no grupo controle
em relacdo aos grupos avilamicina e composto vegetal. Na
profundidade de cripta, o grupo controle obteve maior pro-
fundidade, seguido pelo grupo composto vegetal, sendo a
menor no grupo avilamicina. Na relagao vilo/cripta, o grupo
avilamicina apresentou propor¢ao significativamente maior
quando comparado ao grupo controle. Em relacdo a imuno-
-histoquimica (Figura 1), foi observada significativa maior
contagem de células CD3" no grupo controle em relagao ao
avilamicina, sendo que o grupo composto vegetal obteve
contagem intermediaria. Porém, ao ser realizada a relagdo
vilo/células CD3*, ndo foi observada diferenca significativa.

Quadro 6. Avaliacdes em microscopia ética de fragmentos
de ileo de aves de 24 dias de idade inoculadas com 10> UFC
Salmonella Enteritidis (Média + Desvio Padrio)

Variaveis Controle Avilamicina  Composto vegetal* Valor de P
Vilosidade (pm) 278,19+45,22 " 249,10 £ 53,52° 335,04 £39,95" <0,0001
Caliciformes (n®) 168,00 +38,11 173,00 +47,43 168,15+ 62,06 NS
Vilo/Caliciforme 1,74 +0,517® 1,55+ 0,544 ° 2,35+1,093° 0,0047
Cripta (um) 50,89 +11,84* 57,13 +1529® 66,71+21,01>*  0,0132
Vilo/Cripta 563 +1,19 4,71 £ 1,80 553 +1,82 NS

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta vermelha.

** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

NS: Néao diferem estatisticamente (P>0,05).

Quadro 7. Avaliacbes em microscopia ética de fragmentos
de ceco de aves de 24 dias de idade inoculadas com 10° UFC
Salmonella Enteritidis (Média + Desvio Padrio)

Variaveis Controle Avilamicina Composto vegetal* Valor de P
Vilosidade (um)  176,66+35,10*" 85,15+16,0° 98,17 +17,35" <0,0001
Caliciformes (n?)  13,65+857 18,0+11,29 18,0 £7,36 NS
Vilo/Caliciforme 17,94 +10,39° 6,09 +3,55" 6,74 +4,09° <0,0001
Cripta (um) 84,98 £22,39* 32,27 +9,38° 45+11,98° <0,0001
Vilo/Cripta 2,21+0,7% 2,86 +1,05° 2,34 £0,79 0,0489
Células CD3*(n?) 63,6 £38,23* 27,7+19,91° 43,5+10,82 0,0151
Vilo/CD3* 3,50+1,75 3,20+ 1,53 2,53+ 0,80 NS

* Composto vegetal - dleo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta vermelha.

** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

NS: Ndo diferem estatisticamente (P>0,05).

DISCUSSAO

No primeiro experimento o uso de avilamicina e o compos-
to vegetal a base de 6leos essenciais de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta na dieta reduziram significa-
tivamente os escores de lesdes intestinais causados por
Eimeria maxima e E. tenella aos 29 dias de idade (14 dias
apos a inoculagdo). Varios estudos tém demonstrado que
compostos a base de 6leos essenciais possuem atividade
coccidiostatica (Allen et al. 1997, Youn & Noh 2001, Gian-
nenas et al. 2003, Christaki et al. 2004) ou reduzem o im-
pacto econdmico causado pelos coccidios (Ibrir et al. 2002,
Duffy et al. 2004, Duffy et al. 2005).

O numero e a composi¢cdo dos microorganismos va-
riam consideravelmente ao longo do trato gastrointesti-
nal. O ceco das aves é reconhecido como o segmento de
maior colonizagdo de microorganismos, apresentando
quantidades que variam entre 10'° a 10! UFC/g (Wan
der Wielien et al. 2000). Observa-se que a utilizacao de
avilamicina e do composto vegetal reduziram o nimero
de colénias de Clostridium perfringens no ceco das aves,
quando comparado ao grupo controle. Estes resultados
corroboram com os relatados por Mitsch et al. (2004),
onde o uso de dleos essenciais na dieta reduziu a proli-
feracdo de Clostridium perfringes no intestino e fezes de
frangos de corte, reduzindo o risco de enterite necrotica,
assim como Jamroz & Kamel (2002) também observa-
ram reducdo significativa no nimero de Escherichia coli
e Clostridium perfringens em ceco de frangos de corte ali-
mentados com mistura de 6leos essenciais de capsaicina,
cinamaldeido e carvacrol.
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wd - 8
Fig.1. Ceco de frangos de corte aos 24 dias de vida. Marcacgdo po-
sitiva de células CD3+ em marron pelo método de imuno-his-
toquimica. (A) Grupo controle; (B) Avilamicina; (C) Composto
vegetal. HE, obj.10x.

A alteracdo da permeabilidade da membrana das pa-
redes celulares das bactérias se deve ao carater lipofilico
dos 6leos essenciais que se acumulam nas membranas. As
bactérias gram-negativas possuem uma membrana exter-
na que contém lipopolissacarideos, formando uma super-
ficie hidrofilica. Este carater hidrofilico cria uma barreira
a permeabilidade das substancias hidrofébicas como 6le-
os essenciais, explicando a resisténcia de bactérias Gram-
-negativas a esses aditivos (Dorman & Deans 2000). Sendo
Clostridum perfringens uma bactéria Gram-positiva, é pos-
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sivel utilizar compostos a base de 6leos essenciais como al-
ternativas para o controle da enterite necrética em frangos
de corte.

Pode-se especular que o controle das lesdes causadas
por E. tenella tenha interferido na reducdo da colonizacao
por C. perfringens por melhorar a absorc¢do de nutrientes. O
aumento na digestibilidade e absor¢ao de nutrientes redu-
zem a disponibilidade de substrato para o desenvolvimento
de bactérias patogenas, como por exemplo, Clostridium per-
fringens (Oetting et al. 2006, Gil de los Santos et al. 2008).
Alguns estudos relatam que a inclusdo de composto vegetal
(orégano, canela e pimenta) na alimentacdo de frangos de
corte melhora o coeficiente de digestibilidade da matéria
seca, melhorando o ganho de peso e a conversao alimentar
(Jamroz & Kamel 2002, Hernandez et al. 2004). De acordo
com Jamroz & Kamel (2002), o aumento da digestibilidade
dos nutrientes devido a suplementacdo com 6leos essen-
ciais favoreceu o equilibrio da microbiota, diminuindo o
potencial de adesdo de patogenos ao epitélio intestinal.

Entretanto, alguns autores relatam que uma possivel
auséncia de efeito no desempenho dos animais poderia es-
tar relacionada a composi¢io da dieta basal utilizada e/ou
as condi¢des ambientais a que os animais sdo submetidos
(Lee et al. 2003), como por exemplo superlotacdo (Zhang
et al. 2005). Dietas altamente digestiveis limitam o desen-
volvimento de bactérias no trato intestinal, pela reducdo de
substrato disponivel ao crescimento bacteriano, diminuin-
do o potencial antimicrobiano dos compostos vegetais. O
mesmo pode acontecer se os animais forem alojados em
instalagdes com baixo desafio sanitario e com boas condi-
¢coes de higiene e manejo (Lee et al. 2003). Ainda, Barre-
to et al. (2008) ndo observaram diferenca significativa no
desempenho de frangos de corte frente ao uso de dleos
essenciais de orégano, cravo, canela e pimenta vermelha
utilizados separadamente. Christaki et al. (2004) estuda-
ram o efeito de uma mistura comercial de 6leos essenciais
em frangos desafiados com Eimeria tenella, e obtiveram re-
sultados positivos com relacdo ao desempenho (ganho de
peso, consumo de ragdo e conversao alimentar) e observa-
ram reducdo nas lesdes em ceco nos animais tratados com
a mistura.

0 composto vegetal utilizado neste trabalho pode ser
eficiente em controlar lesdes causadas por protozoarios
do género Eimeria em aves e também controlar a popula-
¢do de Clostridium perfringens no ceco dos animais. Porém
a avilamicina utilizada como APC mostra-se mais eficien-
te provavelmente devido ao diferente mecanismo de agao,
apresentando a¢do mais imediata, enquanto que os com-
postos vegetais necessitam de maior tempo para exibir o
seu potencial.

No segundo estudo, a contagem de coldnias de Salmo-
nella em suabe de cloaca de aves inoculadas com 10° UFC/
mL de SE, nas primeiras 24 horas, demonstrou que o gru-
po que recebeu avilamicina na dieta apresentou contagem
significativamente menor em relacdo ao grupo controle e
ao grupo que recebeu 6leo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta. Estudos de Burt et al. (2007)
demonstraram efetividade do vapor de carvacrol, equiva-
lente a 2-4pL de carvacrol puro, na inibi¢do do crescimen-
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to de SE em carcacas de frango. O fato deste composto ser
puro pode justificar a diferenca daquele estudo em relagao
ao verificado neste trabalho.

Extratos vegetais e seus metabdlitos secundarios pos-
suem efeito bactericida e bacteriostatico dose-dependente
sobre o organismo (bactérias, fungos, virus e protozodrios)
(Smith-Palmer et al, 1998). O mecanismo pelo qual a maio-
ria dos Oleos essenciais exerce seu efeito antimicrobiano é
por sua atividade na estrutura da parede celular bacteria-
na, desnaturando e coagulando proteinas (Dorman & De-
ans 2000). Segundo estes autores, o rompimento da parede
celular ocorre devido ao carater lipofilico dos dleos essen-
ciais que se acumulam nas membranas.

Apesar de, no presente estudo, os animais que recebe-
ram dietas contendo composto vegetal inicialmente (24h
apéds ainoculagdo) ndo apresentar diminui¢ao na contagem
de Salmonella, porém 72h apés inoculacdo observou-se re-
ducdo na excregao de Salmonella semelhante ao observado
no grupo tratado com avilamicina. Bactérias Gram-nega-
tivas tendem a ser menos sensiveis aos 0leos essenciais e
extratos de plantas que as Gram-positivas. Isto porque elas
possuem uma superficie hidrofilica, que cria uma barrei-
ra a permeabilidade das substancias hidrofébicas como
os 6leos essenciais (Chao et al. 2000). Entretanto, como a
maioria das bactérias presentes no intestino das aves sdo
Gram-positivas, os 0leos essenciais agem sobre estas e
podem permitir que o animal consiga combater bactérias
Gram-negativas patogénicas. Desta forma pode-se sugerir
0 mecanismo do controle sobre excrecdo de Salmonella
evidenciado neste trabalho, que somente ocorreu 72 horas
mas nao as 24 horas apés inoculacio.

Na avaliacdo histolégica de duodeno e ileo, foi obser-
vado altura de vilo significativamente maior no grupo tra-
tado com composto vegetal em relacao ao controle, sendo
similar ao grupo avilamicina no caso do duodeno, o que
sugere melhor capacidade absortiva. O numero de células
caliciformes no grupo do composto vegetal foi significati-
vamente maior no duodeno, inclusive em relagiao ao grupo
avilamicina, sendo confirmado pela menor relagao vilo/cé-
lulas caliciformes. Essa maior populacdo no nimero de cé-
lulas caliciformes no grupo tratado com composto vegetal
provavelmente induz em maior quantidade de muco e isso
pode ser importante para controlar bactérias patogénicas.
De acordo com Amit-Romach et al. (2009), a reducdo na
producdo de muco possibilita melhores condi¢cdes de ade-
sdo e proliferacdo de bactérias patogénicas em contraparti-
da da reducdo de bactérias benéficas ao organismo.

Ao se observar a relagdo vilo/cripta, verifica-se maior
relacdo no grupo composto vegetal, no duodeno, sugerindo
maior capacidade de renovacgao celular. Em relacdo a imu-
no-histoquimica, foi observado significativo aumento no
numero de células CD3* no grupo que recebeu dieta com
avilamicina comparado ao grupo submetido ao composto
vegetal. Este resultado sugere menor resposta imune es-
pecifica nos animais do grupo alimentado com composto
vegetal. No ceco o menor nimero de células CD3* é visto no
grupo com avilamicina, porém nao existe diferenca quando
comparamos os resultados de relacdo vilo/células CD3*. Na
expressao de células CD3* no ceco, sugere-se que a redugio

no numero de contagem de coldnias ndo afeta diretamente
a populagdo de células CD3*.

Em adicdo, na histologia de ceco, foi observada altura
de vilosidade significativamente maior no grupo controle
em relacdo aos grupos avilamicina e composto vegetal. Em
relagdo a profundidade de cripta, o grupo controle obteve a
maior profundidade, seguido pelo grupo composto vegetal,
sendo a menor no grupo avilamicina, indicando possivel
maior extrusdo no vilo, necessitando de maior produgdo de
células pela cripta, o que pode, ainda, estar relacionado a
maior quantidade de bactérias isoladas.

CONCLUSOES

0 composto vegetal a base de 6leo essencial de orégano,
alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha apresentou
efeito tanto no controle da colonizagao por Closztridium
perfringens no ceco de aves inoculadas com Eimeria sp., na
reducdo de enterites especificas causadas por Eimeria ma-
xima e E. tenella nas aves 14 dias ap6s a inoculagdo, quan-
to diminuindo a excrecao de Salmonella em aves 72 horas
ap6s a inoculagdo de 10° UFC/mL de Salmonella Enteritidis.

A utilizacdo de composto vegetal aumentou a relagdo
vilo/células CD3* no duodeno, em relacdo ao grupo avila-
micina e controle, porém néo teve efeito sobre a expressao
destas células no ceco.
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