Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais

Clodoaldo Freitas Tavares Tardocchi

USO DE MISTURA DE ACIDOS ORGANICOS MICROENCAPSULADOS EM
RACAO PARA LEITOES NA FASE DE CRECHE

RIO POMBA
2020



Clodoaldo Freitas Tavares Tardocchi

USO DE MISTURA DE ACIDOS ORGANICOS MICROENCAPSULADOS EM
RACAO PARA LEITOES NA FASE DE CRECHE

Dissertacdo apresentada ao Instituto Federal de
Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de
Minas Gerais, Campus Rio Pomba, como parte dos
requisitos para a obtencao do titulo de Mestre em

Nutricdo e Producdo Animal.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata de Souza Reis

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Rita da Trindade Ribeiro Nobre Soares

Rio Pomba
2020



Ficha Catalografica elaborada pela Diretoria de Pesquisa e Pos
Graduagdo - Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia do
Sudeste de Minas Gerais / Campus Rio Pomba

Bibliotecéaria: Ana Carolina Souza Dutra CRB 6 / 2977

T183
Tardocchi, Clodoaldo Freitas Tavares.

Uso de mistura de &cidos organicos microencapsulados em racao para
leitdes na fase de creche. / Clodoaldo Freitas Tavares Tardocchi— Rio
Pomba, 2020.

53 f.
Orientador: Prof2. Renata de Souza Reis

Dissertacdo (Mestrado Profissional) — Pés-Graduagdo Stricto Sensu
em Nutri¢do e Producdo Animal - Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia
e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais - Campus Rio Pomba.

1.Acidificantes. 2. Suinos. 3. Desempenho. |. Reis, Renata de
Souza. Il. Titulo.

CDD: 363.5




Clodoaldo Freitas Tavares Tardocchi

USO DE MISTURA DE ACIDOS ORGANICOS MICROENCAPSULADOS EM
RACAO PARA LEITOES NA FASE DE CRECHE

Dissertacdo apresentada ao Instituto Federal de
Educacado, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de
Minas Gerais, Campus Rio Pomba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Nutricdo e Producdo Animal.

Aprovado em: 22/04/2020

BANCA EXAMINADORA

Prof. Alexandre de Oliveira Teixeira Gabriel da Silva Viana
Doutor em Zootecnia Doutor em Zootecnia
Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei Natural Resources Institute Finland
Prof.2 Rita da Trindade Ribeiro Prof.2 Renata de Souza Reis
Nobre Soares Doutora em Zootecnia
Doutora em Zootecnia Universidade Federal de S&o Joédo del-Rei
Universidade Estadual do Norte Orientadora

Fluminense Darcy Ribeiro

Coorientadora



Aqueles que sempre me apoiaram e
estiveram presentes em todos os momentos:

Odilia, Rui, Washington, Diego e Lucas.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Odilia e Rui, a quem devo e sempre deverei absolutamente tudo.
Aos professores do IF Sudeste MG, Michele de Oliveira Mendonga, Sergio de
Miranda Pena, Francisco Carlos de Oliveira Silva, Arnaldo Prata Neiva Junior e
Edilson Rezende Cappelle, por toda contribuicdo com conhecimentos.

A professora Renata de Souza Reis, pela orientacdo e contribuicdo na escrita da
dissertacgéao.

A professora Rita da Trindade Ribeiro Nobre Soares pela coorientacdo e por
possibilitar a execucao do experimento e uso dos animais do setor de suinocultura.
Ao Gabriel da Silva Viana e ao professor Alexandre de Oliveira Teixeira pela
presenca e contribuicdo na banca de defesa.

A professora Fernanda Antunes, pela disponibilidade e auxilio durante o abate dos
animais.

Ao professor Eulogio, por disponibilizar equipamentos e pessoal para as analises
histométricas.

Ao professor Marcio Folly e a Gina, pela ajuda nas analises microbiolégicas.

Ao professor Leonardo Gloria, pela ajuda com os resultados estatisticos.

Ao Lucas, a quem muito admiro e amo, por ser presente, pelos bons momentos e
por me inspirar a ser melhor. E também por ajudar a fiscalizar o tempo de transito e
a traduzir os manuscritos.

A Therezinha e José Nicolau, pelo acolhimento e todo apoio que, sem ddvida, foram
essenciais nesta etapa da minha vida.

A minha amiga Natélia de Oliveira Cabral, pela amizade de longas datas e pela
ajuda no experimento, a Liliana Medina, pelos momentos filosofais, e Vagner
Teixeira, cuja amizade muito estimo.

As alunas do curso de Zootecnia da UENF, Manuela, Mariana, Laura e Marcela, por
contribuirem durante o experimento.

Ao senhor Jorge, pela simpatia e ajuda no manejo dos animais bi experimento.
Aos meus colegas de turma, Aldo, Marciana, Thomaz, Leonardo, Larissa, Marisa,
Ana Carolina e Johnathan, pelos bons momentos em nossos encontros.

To Steve Lord for helping to review and correct the English version of the

manuscripts.



RESUMO

A suinocultura no Brasil tem demonstrado crescimento significativo ao longo dos
anos, com resultados positivos na producdo para abastecimento interno e
exportacdes, revelando que as técnicas de manejo e producao tém sido eficientes
para o sucesso no setor. As exigéncias internacionais e a condicdo de surgimento
de resisténcia bacteriana impdem alteracdes profundas na producéo, fomentando a
busca por substancias prebioticas e probioticas e de aditivos acidificantes capazes
de substituir eficaz e eficientemente os antibidticos convencionalmente utilizados na
produgdo animal. Foi realizado um experimento com o objetivo de avaliar o
desempenho zootécnico e a salde intestinal de leitdes na fase de creche
alimentados com dieta contendo acidos organicos microencapsulados (AOM) e com
diferentes concentracdes nutricionais e energéticas. Os tratamentos consistiram de:
CONT: racao controle (sem AOM e antibiotico); AOM1: racdo basal contendo AOM;
ANT: racéo basal contendo antibidtico e AOM2: racdo contendo AOM e reducao de
dois pontos percentuais de proteina bruta e de 100 Kcal/lKg de energia
metabolizavel em relacdo a racdo basal. Os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, sendo quatro tratamentos, sete repeti¢cdes
e trés animais por unidade experimental, totalizando 84 animais, entre machos
castrados e fémeas de 21 dias de idade e peso vivo médio de 6,0 Kg. Aos 49 dias,
de cada unidade experimental em cinco repeticdes, o animal mais proximo da média
foi abatido para proceder a coleta de fragmentos do intestino delgado e de fezes.
N&o houve efeito significativo (p>0,05) dos AOM sobre o desempenho, tempo de
transito da digesta, altura das vilosidades (AV) do jejuno, profundidade das criptas
(PC) e relacao vilosidade:cripta (V:C) nos demais segmentos intestinais e contagem
de UFC de E. coli em diluicdo de 0,1mL. Houve diferencgas significativas (p<0,05)
para as medidas da AV no duodeno e ileo e para contagem de UFC de bactérias
totais em diluicdo de 0,1mL. O desempenho dos animais alimentados com a racao
contendo AOM, independente da reducdo nutricional e energética, foi semelhante
aguele dos animais que receberam racdo com antibiético. Os AOM ndao
influenciaram o tempo de transito da digesta, aumentaram a AV no duodeno e ileo
e reduziram a carga microbiana total nas fezes de leitbes de 49 dias de idade.

Palavras-chave: Acidificantes. Desempenho. Escherichia coli. Histometria. Saude
intestinal.



ABSTRACT
Use of a mixture of microencapsulated organic acids in diet of piglets in the

nursery phase.

Pig farming in Brazil has shown significant growth over the years, with positive
results in production for domestic supply and exports, revealing that management
and production techniques have been efficient for success in the sector. International
requirements and the condition of arising of bacterial resistance impose profound
changes in production, encouraging the search for prebiotic and probiotic
substances and acidifying additives capable of effectively and efficiently replacing
the antibiotics conventionally used in animal production. An experiment was carried
out in order to evaluate the performance and intestinal health of piglets in the nursery
phase fed with diet containing microencapsulated organic acids (MOA) and with
different nutritional and energy concentrations. Treatments consisted of CONT:
control diet (without MOA and antibiotic); MOAL: basal diet containing MOA; ANT:
basal diet containing antibiotic and MOAZ2: diet containing MOA and a reduction of
crude protein and metabolizable energy in relation to basal diet. Animals were
distributed in a completely randomized design with four treatments, seven
replications and three animals per experimental unit, totaling 84 animals, including
21 days old females and castrated males with an average live weight of 6.0 Kg. At
49 days, from each experimental unit of five replications, the animal closest to the
average was slaughtered to collect fragments of the small intestine and feces. There
was no significant effect (p>0.05) of the MOA on the performance, transit time of the
digesta, villus height (VH) in the jejunum, crypt depth (CD) and villus:crypt ratio (V:C)
in the others intestinal segments and CFU count of E. coli at a dilution of 0.1mL.
There were significant differences (p<0.05) for the measurements of VH in the
duodenum and ileum and for the CFU count of total bacteria in dilution 0.1mL. The
performance of the animals fed with the diet containing MOA, regardless of
nutritional and energy reduction, was similar to that of the animals that received
antibiotic feed. AOM did not influence the transit time of the digesta, increased the
VH in the duodenum and ileum and reduced the total microbial load in the feces of

49-day-old piglets.

Keywords: Acidifiers. Escherichia coli. Histometry. Intestinal health. Performance.
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1 INTRODUCAO GERAL

A suinocultura no Brasil tem demonstrado crescimento significativo ao longo
dos anos, com resultados positivos na producdo para abastecimento interno e
exportacdes, revelando que as técnicas de manejo e producao tém sido eficientes
para 0 sucesso no setor, que podem ser comprovados a partir de relatério da
Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA) que divulgou que em 2019 foram
produzidas cerca de 3.983 mil toneladas de carne suina, das quais 81% foi
destinado ao consumo interno e 19% para exportacdo. Em comparacdo com o
relatério do ano anterior, quando o consumo foi de 84% e exportacdo de 16% do
total produzido, a indicacdo é de aumento nas exportacdes da carne suina
brasileira. Quanto ao consumo per capita, em 2007 o brasileiro consumia em média
13 kg de carne suina, passando por sucessivos aumentos ao longo dos anos e
chegando 15,3 kg/habitante em 2019. Tais dados mantém o Brasil como o quarto
maior produtor e quinto maior exportador e consumidor da carne suina.

Em projecdo realizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), ha previsdo favordvel para a suinocultura brasileira.
Segundo o 6rgdo, em 2018 foram produzidas cerca de 3.675 mil toneladas de carne
suina, com uma previsao de que até 2028 a producédo se aproxime de 5.587 mil
toneladas, representando um aumento de 29,3%. A expectativa € de que o consumo
interno de carne suina aumentara 2,2% anualmente, alcancando cerca de 4.697 mil
toneladas até 2028 e totalizando um crescimento de 25,4% até o final do periodo.
Ja para as exportacdes, a previsdo € de que o crescimento seja de 3,4% ao ano,
com um total acumulado de 38,9% até 2028.

Considerando os apontamentos da ABPA e as proje¢des do MAPA pode-se
inferir que a produgdo suinicola brasileira possui potencial para aumento
significativo na producéo e no consumo interno e externo, favorecendo o setor e sua
contribuicdo para a economia do Brasil.

No entanto, a satisfacéo desta demanda esta condicionada, ndo somente ao
potencial produtivo do pais em si, mas também ao manejo e tecnologias adotadas
que favorecam o desenvolvimento da producédo. Além disso, deve-se ainda
considerar as exigéncias dos paises importadores da carne suina brasileira, como

a China, que definem critérios que devem ser respeitados durante a producao
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animal e que garantam a seguranca no consumo do produto, tal como o fim do uso
de antibidticos como promotores de crescimento.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017) destaca a importancia do uso
racional de antibidticos devido ao surgimento de resisténcia cruzada em bactérias,
relacionado ao uso destes medicamentos e o consumo dos alimentos de origem
animal. A OMS estabelece a proibicdo de muitos antibiéticos como promotores de
crescimento na producéo animal, sendo aceito somente seu uso terapéutico.

Buscando satisfazer tais critérios e para se manter competitivo no mercado
internacional, o Brasil, como signatario da OMS, estabeleceu uma série de
InstrucBes Normativas que regulam o uso de antibioticos na alimentagdo animal.
Como exemplo disto esta a proibicdo, estabelecida pelo MAPA, do uso de
antibiéticos a base de colistina a partir de 2018 ap6s o descobrimento em E. coli de
gene resistente a esta droga no Brasil e em outros paises.

As atividades de importacéo e exportacdo de produtos de origem animal e 0
intenso fluxo de pessoas entre o0s paises sdo fatores que contribuem
significativamente para a propagacéao de microrganismos resistentes (FERNANDES
et al., 2016b). Ao estudarem amostras bacterianas oriundas de seres humanos,
alimentos e animais do Brasil, Fernandes et al. (2016a) evidenciaram a existéncia
de genes bacterianos resistentes a colistina, sugerindo relagdo com o consumo de
carne de animais que receberam antibiéticos com esta composi¢cdo. Em estudos
semelhantes, foram identificados genes de E. coli também resistentes a colistina na
China (CHEN et al., 2018), Japdo (KUSUMOTO et al., 2016; KAWANISHI et al,
2017), Bélgica (XAVIER et al., 2016), dentre outros paises.

As exigéncias internacionais e a condicdo de surgimento de resisténcia
bacteriana impdem alteracdes profundas na producdo, fomentando a busca por
substancias prebidticas e probidticas e de aditivos acidificantes capazes de
substituir eficaz e eficientemente os antibioticos convencionalmente utilizados na
producao animal.

Ha vasta documentacéao na literatura cientifica acerca da aplicacéo dos acidos
organicos como aditivos acidificantes e demonstrando a acdo protetora destes
aditivos contra a atividade de bactérias patogénicas e na redugéo da incidéncia de

diarreias em leitdes causadas por E. coli, Salmonella spp. e Clostridium spp.
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(ARAUJO, 2014; CHO et al., 2014; GRECCO, 2014; RUFINO, 2013; PICKLER,
2012).

Estudos indicam que a acdo antimicrobiana dos acidos organicos esta
relacionada a reducao de pH na digestdo, aumento da secrecao pancreatica, controle
sobre a flora intestinal desejavel, fornecimento de energia as células intestinais e na
regulacdo da histomorfometria intestinal (PICKLER, 2012; JIA et al., 2010;
MACHINSKY et al., 2010).

O uso individual ou de mistura de &cidos organicos microencapsulados
(AOM) ou a combinacdo com acidos organicos ndo protegidos ou com Oleos
essenciais tem sido investigado na busca pela compreensdo dos efeitos desta
substancia na melhoria da saude intestinal e no desempenho dos animais. O uso
de &cidos organicos promove melhores resultados no desempenho (CHO & KIM,
2015; LEE et al., 2015; CHO et al., 2014; UPADHAYA et al., 2014) e na saude
intestinal dos animais (MOHANA DEVI et al., 2016; AHMED et al.,, 2014;
UPADHAYA et al., 2014; JIA et al., 2010).

Pela observacdo de muitas informacgdes sobre os efeitos positivos que o0s
AOM produzem sobre a produtividade dos animais, justifica-se o aprofundamento
dos estudos a respeito do potencial dos AOM substituirem eficientemente os

antibioticos promotores de crescimento.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o desempenho zootécnico e a salde intestinal de leitdes

desmamados alimentados com dieta contendo acidos  organicos

microencapsulados e com diferentes concentracdes nutricionais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar os efeitos da racdo, com ou sem adicdo de acidos organicos
microencapsulados, sobre o ganho de peso, consumo de ragéo e conversao
alimentar de leitdes;

Estudar os efeitos da racdo, com ou sem a adi¢cdo de acidos organicos
microencapsulados sobre o tempo de transito das dietas.

Estudar os efeitos da racdo, com ou sem a adicdo de acidos organicos
microencapsulados, sobre os parametros fisioldégicos através de analise
microbioldgica;

Realizar prova de sensibilidade bacteriana das amostras de Escherichia coli.
Avaliar as caracteristicas morfométricas de altura de vilosidades e
profundidade das criptas intestinais em animais que tenham recebido dieta
sem adicdo de antimicrobianos, com adicdo de &cidos organicos

microencapsulados ou antibiético.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DESMAME E DIARREIA EM LEITOES

O desmame € um periodo crucial no desenvolvimento dos leitdes, pois nesta
fase ocorre a mudanca na dieta dos animais, que abandonam o leite materno,
altamente palatavel e digestivel, e iniciam o consumo de racdo, substituindo suas
fontes de energia da gordura do leite e lactose para o 6leo e carboidratos de origem
vegetal, e sua fonte de proteina da caseina para proteinas vegetais menos
digestiveis (QUADROS et al., 2002). Além disso, tornam mais estressante esta fase
a separacdo repentina da porca, mudanca de ambiente fisico e a ruptura e
reorganizacado dos grupos sociais (WEARY et al.,, 2008; FERREIRA & SOUZA,
2012).

A ingestdo da nova dieta ocorre em momento em que o estbmago nao é
capaz de manter o pH baixo, o que favorece a sobrevivéncia de bactérias
patogénicas ingeridas através da dieta, como Escherichia coli e a Salmonella spp.,
e sua passagem para o intestino, ocasionando diarreias nos animais (FREITAS et
al., 2006; MIGUEL et al., 2011).

Ainda, a baixa producéo de enzimas digestivas em leitdes na fase de creche
ndo é suficiente para que haja efetiva digestdo nos animais, 0 que aumenta a
osmolaridade do conteudo digestivo, comprometendo a absorcéo de nutrientes e
resultando em diarreias nos animais (CORASSA et al., 2006).

Devido a esses fatores, a imaturidade do sistema digestorio ou a presenca
de residuos da dieta ndo digeridos que tenham servido de substrato para
microrganismos patogénicos podem ocorrer diarreia nos leitbes (BRAZ et al.; 2011).

Por outro lado, a comprovada interagdo entre substratos alimentares e
tecidos intestinais, demonstra que a substituicdo da dieta resulta em alteracdes
morfolégicas do lumen do intestino delgado que influenciam na absorcédo de
nutrientes, saude gastrointestinal e resisténcia a organismos patogénicos
(PESTOVA et al., 2000).

No periodo pos-desmame ocorrem no intestino reacdes de hipersensibilidade
as proteinas vegetais que induzem a reducdo da altura das vilosidades (AV)
intestinais e aumento da profundidade das criptas (PC), levando a reducdo da
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absorcdo de nutrientes no intestino (BERTOL et al.,, 2001). A soja € um dos
principais ingredientes utilizados na formulagcéo de racdes para suinos e possui em
sua composicao as fatores alergénicos como a glicinina, 3-conglicinina, inibidores
de tripsina, lectina e saponinas (GRANT, 1989; FERREIRA & SOUSA, 2012), que
sao fatores antigénicos e, além da alteracdo na histomorfometria intestinal, causam
hiperplasia glandular e ocorréncia de diarreias em animais com aparelho digestorio
imaturo.

O uso de substancias promotoras de crescimento — antibiéticos, prebidticos,
probioticos, simbidticos e aditivos acidificantes — tem sido justificado por favorecer
o desenvolvimento de leitdes recém-desmamados, auxiliando na transicao para a
nova dieta e na manutencdo da salde intestinal dos animais. No entanto, ha de se
buscar alternativas viaveis do ponto de vista sanitario e produtivo que nao

considerem antibiéticos.

3.2 SAUDE INTESTINAL DE SUINOS

O nivel amadurecimento do intestino delgado afeta diretamente a capacidade
do 6rgdo em exercer suas funcdes de digestdo, absorcdo de nutrientes e defesa
(GUILLOTEAU et al., 2010). A nutricdo adequada da matriz suina durante a
gestagdo influencia o desenvolvimento dos fetos (MCPHERSON et al., 2004),
refletindo na taxa de crescimento e comprometendo o desempenho da leitegada
nas fases subsequentes (SANTIAN, 2015; FRAGA et al, 2007).

Ainda, a idade ao desmame, em geral 21 dias, € um fator que impacta
diretamente sobre o desempenho dos animais, devido a imaturidade do sistema
digestivo (BOUDRY et al., 2004; SOUZA et al., 2004) e, associado a isto, ha
influéncia da composicao da dieta ingerida apos o desmame que promove reacdes
no trato gastrointestinal, reduzindo o consumo e causando diarreias nos animais
(OLIVEIRA et al., 2012; BERTOL et al., 2001).

A presenca de fatores antigénicos na alimentacao pode ocasionar processos
no intestino em que ocorram reducdo na AV devido a menor renovacao celular e
aumento da PC devido a hiperplasia celular (ARAUJO et al., 2006; OETTING et al.,
2006; PLUSKE et al., 1997). Com efeito, estas alteracOes reduzem a presenca de

células caliciformes, enterdcitos e células enteroenddcrinas no epitélio intestinal, o
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gue resulta na reducéo da capacidade de digestao, absorcéo e protecédo executadas
no intestino, prefigurando situacdo para diminuicdo de desempenho e piora da
saude dos animais (MAIORKA, 2004).

Ha influéncia negativa nesta diminuicdo, dado que, quanto maior a relacéo
vilosidade:cripta, ou seja, quanto maior a AV em relacdo a PC, maior sera a regiao
de absorcao de nutrientes (MAIORKA, 2004).

Outro fator que influencia na saude intestinal dos animais é, de acordo com
Franco & Landgraf (2008), a presenca de microrganismos anaerébios estritos ou
facultativos que atuam na protecao dos animais e no metabolismo.

Microrganismos enteropatogénicos presentes nos alimentos podem chegar
ao intestino e, de acordo com seu mecanismo de patogenicidade, sdo capazes de
alterar a estrutura das vilosidades do intestino, produzir enterotoxinas que alteram
a fisiologia das células epiteliais e causam lesdes, além de aderirem-se a mucosa,
competindo por sitios de ligacao no epitélio intestinal e comprometendo o equilibrio
da microbiota benéfica (VANNUCCI & GUEDES, 2009; FRANCO & LANDGRAF,
2008) e, consequentemente, alteram as fungdes de digestdo, absorcao e protecao
exercidas no intestino.

Dentre os microrganismos patogénicos capazes de acometer o intestino
estdo aqueles do género Salmonella, Clostridium sp., Escherichia coli
enterotoxigénica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus dentre outros
(FRANCO & LANDGRAF, 2008).

3.3 ESCHERICHIA COLI E DIARREIA EM LEITOES

Na suinocultura, um dos principais problemas produtivos esta relacionado
aos efeitos causados pela diarreia enterotoxigénica pos-desmame, causada,
principalmente, pela bactéria gram-negativa E. coli. Existem diversos patotipos que
classificam a E. coli de acordo com o0 mecanismo de viruléncia.

Para a suinocultura, a E. coli enterotoxigénica (ETEC) representa o principal
patotipo por estar relacionada a diarreia pos-desmame em leitbes. Esta bactéria
leva a diarreia secretdria através de dois mecanismos, ambos ocorrem a partir de
sua aderéncia aos enterocitos e liberacdo de duas enterotoxinas (FAIRBROTHER
& GYLES, 2012; FRANCO & LANDGRAF, 2008).
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Em um primeiro mecanismo, a ETEC libera enterotoxinas termolabeis na
mucosa intestinal que se ligam a receptores na superficiais dos enterécitos. Esta
toxina ativa a adenilciclase e induz a perda de agua por osmose e secrecao
excessiva de eletrdlitos. Outro mecanismo ocorre pela acdo das enterotoxinas
termoestaveis que ativam a guanilciclase, que inibem o cotransporte de Na* e CI,
inibindo a absorcao de agua nas vilosidades e aumentando a secrecao de cloreto e
dgua nas criptas. Cumulativamente, estes dois mecanismos aumentam a
quantidade de agua nas fezes, causando a diarreia (FAIRBROTHER & GYLES,
2012; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

3.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EM ESCHERICHIA COLI

O gene mcr-1 mediado por plasmideo € capaz de transferir resisténcia a
colistina em bactérias gram-negativas (LIU et al., 2016) e sua identificacdo em
diversos paises tem reforcado entre os sanitaristas a preocupacdo de que a
disseminagédo da resisténcia comprometa o efeito da colistina nos tratamentos
terapéuticos em seres humanos.

O gene mcr-1 resistente a colistina em E. coli foi identificado em humanos no
Brasil, Africa do Sul, Inglaterra e Pais de Gales (DOUMITH et al., 2016;
FERNANDES et al., 2016a; POIREL et al., 2016), na China e Alemanha, onde
também foi identificado em animais e alimentos (FALGENHAUER et al., 2016; LI et
al., 2016; LIU et al., 2016) e em carnes e animais no Japao, Tunisia, Dinamarca e
Holanda (HASMAN et al., 2015; GRAMI et al., 2016; KUSUMOTO et al., 2016;
SKOV & MONET, 2016; KAWANISHI et al., 2017).

Foi identificada resisténcia a colistina no gene mcr-2 em E. coli em suinos e
bovinos na Bélgica (XAVIER et al., 2016) e nos genes mcr-4 e mcr-5 em aves e
suinos na China (CHEN et al., 2018). Na Estonia, Aasmae et. al. (2019) encontraram
cepas de E. coli fenotipicamente resistentes ao antibiotico em suinos e bovinos.

A dispersao destes genes resulta de fatores como o uso indiscriminado de
antibiéticos na producdo animal (LEKSHMI et al., 2017; BUROW et al., 2019;
CHENG et al., 2019), elevado transito de pessoas pelo mundo e as atividades de
exportacao de produtos pecuarios (FERNANDES et al., 2016b; GRAMI et al., 2016).
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Diversos paises tém restringido a comercializacdo de carne proveniente de
animais produzidos com o uso de colistina e outros antibioticos, 0 que torna
fundamental a realizagdo de pesquisas sobre alternativas aos promotores de
crescimento.

O uso de acidos organicos em dietas mostra-se como opcao eficiente em
acelerar o amadurecimento da mucosa intestinal em leitdes (GRILLI et al., 2015),
promover a reducdo da carga bacteriana patogénica no intestino (BRAZ et al., 2011;
GRECCO, 2014), favorecer a histomorfometria intestinal (CORASSA et al., 2006;
FRANCO, 2009; BRAZ et al., 2011) e melhorar o desempenho dos animais (BRAZ
et al., 2011; GRILLI et al., 2015; DENCK et al., 2017; FERREIRA et al., 2017).

3.5 ACIDOS ORGANICOS COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO

De acordo com Franco (2009), a estrutura quimica dos acidos organicos € a
base de carbono e classificam-se em &cidos graxos de cadeia curta, com até seis
carbonos no radical, de cadeia média, acima de seis até 12 carbonos, e de cadeia
longa, acima de 12 carbonos. Estes acidos sdo compostos quimicos formados por
um grupo carboxilico (R-COOH) e um radical, que representa a estrutura que
diferencia um &cido de outro, também s&o chamados de &cidos carboxilicos
(SOLOMONS & FHYHLE, 2005). Geralmente, séao utilizados pela producao animal
aqueles que possuem &acidos fracos de cadeia curta de um a sete atomos de
carbono (BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).

Pickler et. al. (2012) sugerem que atividade antimicrobiana dos acidos
organicos (livres) esta relacionada aqueles de cadeia curta, pois na sua ionizacao
sdo capazes de produzir uma quantidade menor de ions H*, tais como os acidos
acético, butirico, propiénico e formico (monocarboxilicos) e malico, tartaricos, latico
e citrico (carboxilados com grupo hidroxila).

Estudos indicam a acdo reguladora dos acidos organicos sobre a
histomorfometria intestinal e protetora contra a atividade de bactérias patogénicas
(PICKLER et al., 2012; FRANCO, 2009), na reducao da incidéncia de diarreias em
leitdes causadas por E. coli (GRECCO, 2014; UPADHAYA et al., 2014; RUFINO,
2013), Salmonella spp. (ARAUJO, 2014) e no desempenho dos animais (GHEISAR
et al., 2015; BRAZ et al.; 2011, GHELER et al., 2009).
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De acordo com Partanen & Mroz (1999) o ambiente estomacal acido faz com
gue o acido organico mude uma forma néo ionizada para uma ionizada. Em sua
forma néo ionizada, os acidos organicos sao capazes de atravessar por difusdo a
membrana celular dos microrganismos e chegar ao citoplasma. No entanto, as
ionizagbes que ocorrem no estdmago reduzem a taxa de chegada de acidos
organicos no intestino.

Inicialmente, os &cidos organicos ndo protegidos foram amplamente
estudados, demonstrando resultados interessantes no desempenho e na saude
intestinal dos animais (WANG et al., 2016; GRECCO, 2014; BRAZ, 2011; MIGUEL
etal., 2011; FRANCO, 2009; FREITAS et al., 2006; GAMA et al., 2000). No entanto,
h& estudos que concluem que estes acidos ndo tenham quaisquer efeitos sobre o
desempenho e a salde intestinal dos animais (LIMA, 2016; AHMED et al., 2014;
FRESCHI, 2014; VILAS BOAS, 2014). Esta discordancia entre os resultados denota
a necessidade de mais pesquisas que busquem verificar os reais efeitos dos acidos
organicos sobre aqueles parametros. A exemplo disto, destacam-se os resultados
encontrados por Ahmed et al. (2014) de efeitos positivos de mistura de acidos
organicos sobre a manutencéo de microflora intestinal de leitbes, embora, ndo tenha
havido efeitos positivos sobre o desempenho dos animais.

De acordo com Suave et al. (2006) o processo de microencapsulacédo fornece
protecdo a uma substancia bioativa para que ndo seja exposta a degradacao prévia,
sendo liberada apenas no local especifico de atuacdo no trato gastrointestinal. A
microencapsulacédo de acidos orgéanicos tem rendido muitos resultados favoraveis
gue corroboram sua aplicacdo na producdo animal. Assim, a microencapsulacao
dos &cidos orgéanicos é uma estratégia que possibilita que estes aditivos cheguem
ao intestino sem que ocorram tais ionizacdes durante a passagem no estdmago dos
animais (MROZ, 2005).

As atividades enzimaticas que ocorrem no intestino emulsionam e hidrolisam
a matriz de protecéo do acidificante e da inicio a liberacdo dos acidos. Em sua forma
nao ionizada, o acido organico pode difundir-se pela parede celular das bactérias e,
sendo o citoplasma um meio de pH alcalino, inicia a liberagdo de ions H+,
diminuindo o pH intracelular (SURYANARAYANA et al., 2012; CHIQUIERI et al.,
2009). Para algumas classes de bactérias intolerantes a gradiente significativo entre

o citoplasma e o ambiente externo, esta condi¢cdo de gradiente € incompativel. Com
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a acidificacdo do citoplasma, induzindo o microrganismo a consumir mais energia
para eliminar o ion, o que limita seu crescimento (CHIQUIERI et al., 2009; MROZ,
2005). Estes acidos também interferem na capacidade das bactérias com fimbrias
de aderirem-se a parede intestinal de modo que sejam eliminadas junto as fezes
(BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).
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CAPITULO | - ARTIGO

RESUMO

Objetivou-se avaliar os parametros de desempenho zootécnico, o tempo de transito
da digesta, a histometria e saude intestinal em leitdes na fase de creche alimentados
com dieta contendo acidos organicos microencapsulados (AOM) e com diferentes
concentracfes nutricionais e energéticas. Os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, sendo quatro tratamentos, sete repeticoes
e trés animais por unidade experimental, totalizando 84 animais, entre machos
castrados e fémeas de 21 dias de idade e peso vivo médio de 6,0 Kg. Aos 49 dias,
de cada unidade experimental em cinco repeti¢cdes, o animal mais proximo da média
foi abatido para proceder a coleta de fragmentos do intestino delgado e de fezes.
Os tratamentos consistiram de CONT: racdo basal sem AOM e antibiético (controle);
AOM1.: racdo basal contendo AOM; ANT: racédo basal contendo antibiotico e AOM2:
racao contendo AOM e reducédo de dois pontos percentuais de proteina bruta e de
100 Kcal/Kg de energia metabolizdvel em relagdo a racdo basal. Na andlise de
desempenho foram observados os parametros de consumo de racao médio diario,
ganho de peso médio diario, peso médio final, converséo alimentar e o tempo de
transito da digesta e, nas andlises histométricas e microbiolégicas do intestino,
foram observadas as medidas de altura das vilosidades (AV), profundidade das
criptas (PC), relacdo vilosidade:cripta (V:C) do intestino, contagem de unidades
formadoras de col6nias de bactérias (UFC) totais e de Escherichia coli e prova de
sensibilidade ao antibacteriano. Nao houve efeito significativo (p>0,05) dos AOM
sobre o desempenho, tempo de transito da digesta, AV do jejuno, PC e V:C nos
demais segmentos intestinais e contagem de UFC de E. coli em diluicdo de 0,1mL.
Houve diferencas significativas (p<0,05) para as medidas da AV no duodeno e ileo
e para contagem de UFC de bactérias totais em diluicdo de 0,1mL. O desempenho
dos animais alimentados com a ragcédo contendo AOM, independente da reducdo
nutricional e energética, foi semelhante aquele dos animais que receberam racao
com antibidtico. Os AOM néao influenciaram o tempo de transito da digesta,
aumentaram a AV no duodeno e ileo e reduziram a carga microbiana total nas fezes

de leitbes de 49 dias de idade.

Palavras-chaves: Acidificantes. Escherichia coli. Produg¢ao animal.
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ABSTRACT
Zootechnical performance, intestinal histometry and health of piglets in the

nursery phase fed with diet containing microencapsulated organic acids

ABSTRACT — An experiment was carried out in order to evaluate the performance,
transit time of the digesta, histometry and intestinal health of piglets in the nursery
phase fed with diet containing microencapsulated organic acids (MOA) and with
different nutritional and energy concentrations. Animals were distributed in a
completely randomized design with four treatments, seven replications and three
animals per experimental unit, totaling 84 animals, including 21 days old females
and castrated males with an average live weight of 6.0 Kg. At 49 days, from each
experimental unit of five replications, the animal closest to the average was
slaughtered to collect fragments of the small intestine and feces. Treatments
consisted of CONT: control diet without MOA and antibiotic (control); MOAL: basal
diet containing MOA,; ANT: basal diet containing antibiotic and MOA2: diet containing
MOA and a reduction of two percentage points of crude protein and 100 Kcal/Kg of
metabolizable energy in relation to the basal diet. In the performance analysis, the
parameters of the average daily feed intake, average daily gain, average final weight,
feed conversion ratio and transit time of digesta were observed and, in the intestinal
histometry and health analysis the villus height (VH) and crypt depth (CD)
measurements, villus:crypt ratio (V:C), count of colony forming units (CFU) of total
bacteria and Escherichia coli and sensitivity to antibacterial were observed. There
was no significant effect (p>0.05) of the MOA on the performance, transit time of the
digesta, VH in the jejunum, CD and V:C in the others intestinal segments and CFU
count of E. coli at a dilution of 0.1mL. There were significant differences (p<0.05) for
the measurements of VH in the duodenum and ileum and for the CFU count of total
bacteria in dilution 0.1mL. The performance of the animals fed with the diet
containing MOA, regardless of nutritional and energy reduction, was similar to that
of the animals that received antibiotic feed. MOA did not influence the transit time of
the digesta, increased the VH in the duodenum and ileum and reduced the total

microbial load in the feces of 49-day-old piglets.

Keywords: Acidifiers. Animal production. Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

Os avancos genéticos da suinocultura moderna proporcionaram a obtencao
de linhagens de animais mais prolificos e produtivos, sendo cada vez mais
necessaria a adequacdo do sistema produtivo a animais com demandas
diferenciadas e desempenho superior. Porém, os ganhos obtidos através de
selecdo genética e nutricdo estdo condicionados a sanidade animal, sendo este um
fator capaz de impor limites ao desempenho dos animais, pois compreende efeitos
que alteram a fisiologia, afetando a absorcdo e o aproveitamento dos nutrientes
ingeridos nos alimentos.

Desde sua descoberta, os antibidticos séo utilizados na producéo animal com
fins terapéuticos e profilaticos e também como promotores de crescimento em
doses subterapéuticas, com resultados positivos na prevencdo de diarreias e
melhoria da absorcéo de nutrientes e o desempenho (SAKOMURA et al., 2014).

Estudos voltados a utilizacao de substancias alternativas aos antibioticos tém
servido como propulsores da saude animal, reduzindo a mortalidade na fase de
creche e aumentando a produtividade nas fases subsequentes. Um ponto
importante que estimula estas pesquisas € a proibicdo da comercializacdo de
produtos oriundos de animais produzidos com o uso de antibioticos.

Destacam-se alguns microrganismos patogénicos capazes de alterar a
estrutura da mucosa intestinal, tais como bactérias do género Escherichia coli
(ALMEIDA et al., 2012; GRECCO et al.,, 2014; UPADHAYA et al.,, 2014a),
Salmonella sp. (PICKLER et al., 2012; ARAUJO, 2014; BURIN, 2014), dentre outros.

No intestino, a reducédo na altura das vilosidades e aumento da profundidade
de criptas, reduzem a capacidade de absorcdo de nutrientes, uma vez que essa
esta diretamente relacionada as condic¢des estruturais da mucosa (OETTING et al.,
2006). Com vistas a otimizacdo da produgéo, € necessario a busca por alternativas
gue protejam 0s animais contra agentes patogénicos que possam comprometer a
saude intestinal dos animais.

Os &cidos organicos microencapsulados (AOM) atuam na acidificacdo da
dieta protegendo os animais pela redugdo da carga bacteriana patogénica (JIA et al.,
2010; UPDAHAYA et al., 2014a; MOHANA DEVI et al., 2016; WANG et al., 2016),

influenciam positivamente no ganho diario de peso e no consumo de rac¢ao de suinos

31



em crescimento (UPDAHAYA et al.,, 2014b) e aumentam o desempenho e a
digestibilidade de matéria seca e energia de suinos em terminacdo (CHO et. al.;
2014).

A reducdo do teor de proteina bruta (PB) na racao tem sido apontada como
uma importante solucdo para o excesso de excrecado de nitrogénio causada pela
producédo animal (ZANGERONIMO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2011, FREITAG et
al., 2014) sem comprometer o desempenho e as caracteristicas de carcaca
(BARBOSA et al., 2018). Destarte, a melhoria da saude intestinal e da digestibilidade
e aproveitamento dos nutrientes resultantes da inclusdo de AOM na racdo podem
possibilitar a reducdo nutricional na racdo, sem que ocorram prejuizos sobre o
desempenho e produtividade animal.

Objetivou-se avaliar os parametros de desempenho zootécnico, o tempo de
transito da digesta, a histometria e saude intestinal em leitdes na fase de creche
alimentados com dieta contendo AOM e com diferentes concentracdes de PB e

energia metabolizavel (EM).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura da Unidade de Apoio a
Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CCTA/UENF), com duragao de 29
dias, compreendendo o periodo de 21 a 49 dias de idade dos leitbes.

Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado,
sendo quatro tratamentos, sete repeticdes e trés animais por unidade experimental,
totalizando 84 animais, entre machos castrados e fémeas de 21 dias de idade e
peso vivo meédio de 6,0 Kg. Em cinco repeti¢des foi abatido um animal por baia para
coleta de fragmentos e conteudo do intestino, totalizando 20 animais abatidos.

Os tratamentos consistiram de CONT: racdo basal sem AOM e antibidtico
(controle); AOM1: racdo basal contendo AOM; ANT: racdo basal contendo
antibiético e AOM2: racdo contendo AOM e reducédo de dois pontos percentuais de

PB e de 100 Kcal/Kg de EM em relacdo a racao basal.
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A formulacao das racdes experimentais (tabelas 1 e 2) considerou os valores
de composicao quimica dos alimentos e das exigéncias nutricionais dos leitdes na
fase pré-inicial, de acordo com as Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos segundo
Rostagno et al. (2017).

Tabela 1 — Composi¢cdo centesimal das dietas experimentais utilizadas na fase de creche
— Leitbes de 21 a 32 dias de idade.

Ingredientes Tratamentos

CONT AOM1 ANT AOM2
Milho 43,34 43,14 43,14 45,10
Farelo de Soja 45% 34,20 34,20 34,20 28,00
Farelo de Trigo 7,00 7,00 7,00 11,00
Leite em po6 8,00 8,00 8,00 10,00
Oleo de soja 2,70 2,70 2,70 0,90
L-Lisina HCI (79%) 0,336 0,336 0,336 0,284
DL-Metionina 0,200 0,200 0,200 0,148
L-treonina 0,233 0,233 0,233 0,187
Nucleo Inicialt 4,00 4,00 4,00 4,00
AOM? 0,00 0,20 0,00 0,20
Antibidtico? 0,00 0,00 0,10 0,00
Total (kg) 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicéao calculada
Energia Met. (kcal/kg) 3.364,00 3.364,00 3.364,00 3.259,50
Proteina bruta (%) 19,91 19,91 19,91 18,27
Calcio (%) 0,952 0,952 0,952 0,957
Fosforo Disponivel (%) 0,365 0,365 0,365 0,385
Lisina Dig. (g/kg) 1,444 1,444 1,444 1,325
Metionina + cistina Dig. (g/kg) 0,809 0,809 0,809 0,743
Treonina Dig. (g) 0,968 0,968 0,968 0,888

1 Niveis de garantia por kg do produto: Acido Félico (Min.) 24,00 mg/kg; Acido Pantoténico
(Min.) 400,00 mg/kg; Biotina (Min.) 3,20 mg/kg; Calcio (Min.) 150,00 g/kg; Calcio (Max.)
220,00 g/kg; Cobre (Min.) 2.200,00 mg/kg, Colina (Min.) 3.740,00 mg/kg; Ferro (Min.)
1.400,00 mg/kg; Fésforo (Min.) 50,00 g/kg; lodo (Min.) 25,00 mg/kg; Lisina (Min.) 17,00 g/kg;
Manganés (Min.) 1.600,00 mg/kg; Matéria Mineral (Mé&x.) 800,00 g/kg; Niacina (Min.) 560,00
mg/kg; Selénio (Min.) 7,00 mg/kg; Sodio (Min.) 40,00 g/kg; Vitamina A (Min.) 220.000,00
Ul/kg; Vitamina B1 (Min.) 45,00 mg/kg; Vitamina B12 (Min.) 640,00 mcg/kg; Vitamina B2
(Min.) 160,00 mg/kg; Vitamina B6 (Min.) 95,00 mg/kg; vitamina D3 (Min.) 28.800,00 Ul/kg;
Vitamina E (Min.) 1.600,00 Ul/kg; Vitamina K3 (Min.) 80,00 mg/kg; Zinco (Min.) 2.200,00
mg/kg; Acidos Graxos de Cadeia Média (AGCM) 6,00 g/kg.

2 Conteldo/Kg de racdo: &cido fumarico (220 g/Kg), acido citrico (220 g/Kg), acido malico
(100 g/Kg) e acido sorbico (100 g/Kg), fracdo energética de &cido graxo palmitico (23%),
acido estearico (22%), acido oleico (3%). Aporte energético de 4.400 Kcal. EM/Kg.

3 Composicdo de 10,00 g sulfametoxazol; 2,00 g de trimetoprim; 0,25 g de cloridrato de
bromexina e 100,00 g de excipiente g.s.p.



34

Tabela 2 — Composicdo centesimal das dietas experimentais utilizadas na fase de creche
— Leitbes de 33 a 49 dias de idade.

Ingredientes Tratamentos

CONT AOM1 ANT AOM2
Milho 50,50 50,30 50,40 51,60
Farelo de Soja 45% 34,00 34,00 34,00 29,00
Farelo de Trigo 6,00 6,00 6,00 10,00
Oleo de soja 4.8 4.8 4.8 4,50
L-Lisina HCI (79%) 0,372 0,372 0,372 0,344
DL-Metionina 0,186 0,186 0,186 0,150
L-treonina 0,236 0,236 0,236 0,206
Ndcleo Inicial 4,00 4,00 4,00 4,00
AOM? 0 0,20 0 0,20
Antibidtico® 0 0 0,10 0
Total (kg) 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao calculada
Energia Met. (kcal/kg) 3.367,98 3.367,98 3.367,98 3.265,67
Proteina Bruta (%) 19,93 19,93 19,93 18,31
Calcio (%) 0,874 0,874 0,874 0,863
Foésforo Disponivel (%) 0,314 0,314 0,314 0,325
Lisina Dig. (g/kg) 1,448 1,448 1,448 1,330
Metionina + cistina Dig. (g/kg) 0,811 0,811 0,811 0,745
Treonina Dig. (g) 0,970 0,970 0,970 0,981

! Niveis de garantia por kg do produto: Acido Folico (Min.) 24,00 mg/kg; Acido Pantoténico
(Min.) 400,00 mg/kg; Biotina (Min.) 3,20 mg/kg; Calcio (Min.) 150,00 g/kg; Calcio (Max.)
220,00 g/kg; Cobre (Min.) 2.200,00 mg/kg, Colina (Min.) 3.740,00 mg/kg; Ferro (Min.)
1.400,00 mg/kg; Fésforo (Min.) 50,00 g/kg; lodo (Min.) 25,00 mg/kg; Lisina (Min.) 17,00 g/kg;
Manganés (Min.) 1.600,00 mg/kg; Matéria Mineral (Max.) 800,00 g/kg; Niacina (Min.) 560,00
mg/kg; Selénio (Min.) 7,00 mg/kg; Sodio (Min.) 40,00 g/kg; Vitamina A (Min.) 220.000,00
Ul/kg; Vitamina B1 (Min.) 45,00 mg/kg; Vitamina B12 (Min.) 640,00 mcg/kg; Vitamina B2
(Min.) 160,00 mg/kg; Vitamina B6 (Min.) 95,00 mg/kg; vitamina D3 (Min.) 28.800,00 Ul/kg;
Vitamina E (Min.) 1.600,00 Ul/kg; Vitamina K3 (Min.) 80,00 mg/kg; Zinco (Min.) 2.200,00
mg/kg; Acidos Graxos de Cadeia Média (AGCM) 6,00 g/kg.

2 Conteudo/Kg de ragédo: acido fumarico (220 g/Kg), acido citrico (220 g/Kg), acido malico
(100 g/Kg) e acido sorbico (100 g/Kg), fracdo energética de &cido graxo palmitico (23%),
acido estearico (22%), acido oleico (3%). Aporte energético de 4.400 Kcal. EM/Kg.

3 Composicdo de 10,00 g sulfametoxazol; 2,00 g de trimetoprim; 0,25 g de cloridrato de
bromexina e 100,00 g de excipiente g.s.p.

Os animais foram alojados em galpdo semiaberto com paredes de 2,10 m,
construido em alvenaria e cobertura de telhas de amianto e piso compacto de
cimento. Os animais foram mantidos em baias suspensas com medidas de 1,20 m
x 0,80 m x 0,50 m, apoiadas em colunas de 0,80 cm, equipadas com bebedouro tipo

chupeta, comedouro metélico e piso plastico vazado.



Dados de temperatura e de umidade relativa do ar foram monitorados no
inicio da manha e final da tarde durante todo o periodo experimental por meio de
termdmetro de maxima e minima, termdémetro de globo negro e a umidade relativa
do ar, através de termo-higrdbmetro mantido em box vazio, no centro do galpéo a
meia altura do corpo dos animais.

Durante todo o periodo experimental os animais receberam porc¢des de racao
duas vezes ao dia, uma pela manha e outra a tarde, e fornecimento constante de
agua através de bebedouro tipo chupeta.

Durante o experimento foram observados e avaliados 0s seguintes parametros:
ganho de peso, consumo de ragao, conversao alimentar e tempo de transito da dieta.
Para computacdo do ganho de peso médio diario (GPMD) e do consumo de ragéo
médio diario (CRMD) foram realizadas pesagens dos animais e da racdo aos 21 dias
de idade e, posteriormente, aos 33, 42 e 49 dias de idade. A pesagem de racao
fornecida e das sobras para calculo de consumo diario de racdo foram realizadas nos
mesmos intervalos de pesagem dos animais. O GPMD foi obtido pela pesagem dos
leitdes ao inicio e fim do periodo experimental, nos mesmos horarios. O GPMD foi
calculado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial do leitdo em cada fase,
dividido pelo niumero de dias do experimento. O CRMD foi calculado pela diferenca do
peso total da racdo que foi fornecida e o peso de sobras e desperdicios de ragéo
durante o periodo experimental, dividido pelo nUmero de dias do experimento. A
conversédo alimentar (CA) foi obtida pela relagéo entre consumo total e o ganho de
peso total de cada unidade experimental durante o periodo do experimento.

O tempo de transito das dietas no trato gastrointestinal foi determinado pela
medicdo do tempo a partir da ingestdo de racdo contendo 6xido férrico e o
surgimento das primeiras fezes com a coloragcdo do marcador. Foram fornecidas
dietas com a mesma quantidade do marcador e, quando houve sobra no
comedouro, foi fornecida racdo sem o marcador e ad libitum.

Para realizacdo das analises histométricas e microbioldgicas foi selecionado,
em cada uma das baias de cinco repeticbes, 0 animal com peso mais proximo da
média da unidade experimental para que fosse feita colheita de fragmentos dos
segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) para medicdo da altura das
vilosidades (AV) e profundidade das criptas (PC) e para coleta de fezes, sendo

necessaria que se procedesse com a eutanasia. Os animais selecionados foram
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conduzidos até a sala de necropsia do Hospital Veterinario da UENF e tiveram
acesso a agua e periodo de descanso antes do inicio do protocolo de eutanasia. A
inducao foi feita com administragdo 15 mg/kg de cloridrato de cetamina por via
intramuscular, sedagcdo com 0,5 mg/kg de midazolan por via intramuscular e
eutanasia por overdose de 1g de tiopental sodico por via endovenosa. Foi feita
sangria por seccao da veia jugular. Detectado o 6bito, foi feita abertura abdominal
e seccao do intestino delgado.

Para coleta dos segmentos do duodeno, jejuno e ileo, foi feito um corte
longitudinal para abertura do intestino e um fragmento transversal de 0,5 cm foi
colhido em cada segmento. Os fragmentos foram lavados com &gua corrente,
fixados em papel filtro identificados e acondicionados em formalina diluida (formol
neutro tamponado a 10% em solucdo aquosa) em frascos identificados, segundo
Jungueira & Jungueira (1983).

As andlises morfométricas dos fragmentos foram realizadas no Setor de
Morfologia e Anatomia Patoldgica Veterindria. O procedimento histotécnico foi
realizado por inclusdo em parafina para coloracdo de rotina. A microtomia do
material foi feita a uma espessura de 5um, os cortes histolégicos foram colocados
em laminas e corados com hematoxilina e eosina. As medicfes das AV e PC foram
realizadas com microscépio 6ptico Leica DM4 B, equipado com micrometro ocular
e aumento em 40 vezes (500um) e computador com o software LAS CORE V4.12.
Em cada lamina foram feitas trés medicoes de AV e PC.

Para o procedimento de coleta de fezes para realizacdo das analises
microbiolégicas, foi colhido do interior do intestino dos animais uma por¢do das
fezes para contagem unidades formadoras de col6nias (UFC) pelo método das
diluigbes, segundo Neder (1992). O material coletado do intestino foi armazenado
em frasco estéril e acondicionado em caixa de isopor até que fosse levado ao
laborat6rio para inicio das analises.

As amostras de fezes coletadas foram utilizadas para proceder a contagem
de UFCs totais e de Escherichia coli em meios de -cultura especificos,
respectivamente, nutriente agar e nutriente eosina azul de metileno (EMB). A
contagem foi feita de forma visual a partir da identificagdo das UFCs no meio de
cultura contido nas placas de Petri, sendo uma contagem realizada 24h apos cultivo

e outra apos 48h. Devido a ocorréncia de alguns valores incontaveis durante a
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contagem de UFC, adotou-se 0 seguinte escore: 1 - valores entre 0 e 100 UFC, 2 -
valores entre 101 e 199 UFC, 3 - valores entre 200 e 299 UFC e 4 - valores
superiores a 300 UFC.

Dos meios de cultura em EMB foi feita coleta de UFC de Escherichia coli para
realizacdo de antibiograma a fim de verificar a sensibilidade dos microrganismos ao
antibacteriano sulfametoxazol 23,75ug + trimetoprima 1,25ug. Em placa de Petri
com cultivo de E. coli foi colocado disco de antibiograma para medi¢des de zona de
inibicdo de crescimento bacteriano. A zona de inibigdo formada em torno do disco
de antibiograma determina o padréo interpretativo do nivel de sensibilidade ao
antibacteriano, em que medidas inferiores a 10mm indicam resisténcia, entre 10 e
16 mm intermediarias e acima de 16mm sensibilidade, conforme Centerkit (s.d).

A exposicdo a agentes patogénicos se deu através de desafio sanitario em
gue as baias suspensas que alojaram 0s animais do experimento permaneceram
com as excretas de outros animais que ali foram mantidos anteriormente.

As variaveis de desempenho foram submetidas a andlise de variancia pelo
procedimento de andlise para modelos lineares (SAEG 9.1). As andlises dos
tratamentos foram realizadas pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de significancia.
As variaveis de histometria foram analisadas com uso da teoria de modelos mistos,
para tanto foi utilizado o procedimento PROC MIXED do software SAS (University
Edition). Os dados das andlises microbiologicas foram submetidos ao teste néo-
paramétrico Kruskal-Wallis, tendo sido utilizado o PROC NPAR1WAY do software
estatistico SAS (University Edition).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas maxima e minima durante o periodo experimental foram,
respectivamente, de 21,7 e 31,9°C, a temperatura média de globo negro foi de
30,0°C e umidade relativa média do ar dentro do galpéo foi de 66%. Os dados de
temperatura e umidade encontram-se dentro da zona de conforto térmico para
leitdes na fase de creche, conforme Ferreira (2005).

Nao houve efeito significativo (p>0,05) entre os tratamentos para 0s

parametros avaliados em nenhum dos periodos estudados (tabela 3).
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Tabela 3 — Peso médio inicial (PMI), ganho de peso médio diario (GPMD), consumo médio
de racao diario (CRMD), peso médio final (PMF) e converséao alimentar (CA)
de leitbes de 21 a 49 dias de idade.

Tratamentos?!
Parametros? CONT AOM1 ANT AOM?2 CV, %
21 - 32 dias de idade
PMI, kg 5,710 5,562 5,733 5,690 12,27
GPMD, kg 0,256 0,288 0,299 0,254 17,51
CRMD, kg 0,329 0,349 0,362 0,323 15,39
PMF, kg 8,751 9,136 9,264 8,719 6,42
CA 1,30 1,21 1,22 1,29 6,47
21 - 42 dias de idade
GPMD, kg 0,355 0,373 0,350 0,332 19,91
CRMD, kg 0,490 0,555 0,506 0,487 22,74
PMF, kg 13,492 13,881 13,384 12,974 9,77
CA 1,42 1,46 1,46 1,50 18,91
21 - 49 dias de idade
GPMD, kg 0,437 0,444 0,412 0,389 17,75
CRMD, kg 0,607 0,621 0,591 0,557 13,74
PMF, kg 18,340 18,560 17,630 16,959 12,12
CA 1,42 1,40 1,44 1,44 10,62

1 CONT: racéo basal sem AOM e antibiético; AOM1: racdo basal com AOM; ANT: racdo
basal com antibi6tico; AOM2: racdo com AOM e reducao de PB e EM.

CV: coeficiente de variacao.

2 Sem diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Braz et al. (2011) ndo observaram diferencas significativas no desempenho
para os tratamentos com sulfato de colistina e com diferentes niveis e composi¢cées
de acidos organicos livres para leitdes de 24 a 37 dias de idade. Li et al. (2018) ndo
encontraram diferencas significativas ao utilizarem tratamento contendo &cido
butirico encapsulado para leitdes de 21 a 35 dias de idade.

Callegari et al (2016) obtiveram resultados de desempenho semelhantes
entre tratamentos contendo AOM e tratamento controle para leitbes de 23 a 37 dias
de idade. Cho & Kim (2015) utilizaram AOM associados a diferentes niveis de Oleos
essenciais na dieta de leitdes de 21 a 27 dias de idade e n&o observaram diferenca
significativa no GPMD e para CRMD e resultados significativamente diferentes para
CA, sendo que os tratamentos contendo AOM apresentaram os melhores
resultados. No presente trabalho, os resultados dos tratamentos contendo AOM e
antibiético demonstraram tendéncia de melhor CA em relagdo ao tratamento com

antibiotico utilizado por agueles autores.
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No periodo inicial da primeira fase os animais ainda se adaptavam a nova
dieta e, portanto, os baixos valores para GPMD e CRMD em todos os tratamentos
podem estar relacionados a este fato, aos efeitos da nova dieta sobre a mucosa
intestinal e a imaturidade do TGI.

Apesar de nao haver diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos no
periodo de 21 a 32 dias, nota-se melhora para o desempenho nos resultados dos
AOM e do antibiotico, demonstrando efeito similar entre o uso destas substancias.
Ha também semelhanca de efeitos sobre o desempenho entre os animais que
receberam dieta com AOM e reducdo nutricional e aqueles que receberam dieta
controle. Os resultados nos tratamentos com AOM e com antibiético podem ser
atribuidos a modulagéo do status inflamatério da mucosa intestinal e pela melhora
do metabolismo intestinal relacionados a agéo dos antimicrobianos (GRILLI et al.,
2015).

Lima (2016) ndo encontrou diferencas significativas no desempenho para
tratamentos contendo diferentes niveis de inclusdo de mistura de acidos organicos
(acético, citrico, férmico, latico e fosforico) ndo encapsulados para leitbes dos 21
aos 49 dias de idade.

A auséncia de diferenca significativa no desempenho dos animais que
receberam a racdo com reducao nutricional e energética pode ser explicada pela
melhor digestibilidade dos nutrientes causados pela acdo dos AOM, conforme
sugerido por Puppa (2008). De acordo com Upadhaya et al. (2014b), a reducao
nutricional pode favorecer a acdo antimicrobiana dos acidos organicos devido a
reducdo da carga bacteriana patogénica, reduzindo o metabolismo dos patdégenos
e aumentando a disponibilidade dos nutrientes e energia para 0s animais.
Entretanto, Rostagno & Pupa (2018) relatam que o menor teor de proteina na dieta
reduz a secrecao pancreatica de proteases e a-amilase, ocasionando a menor
absorcéo de proteinas no segmento intestinal.

A acao dos AOM na mucosa e no aumento da disponibilidade de energia e
nutrientes aos animais promoveu relativa melhora na digestibilidade dos nutrientes
e na absorcao dos nutrientes da dieta em que houve reducédo de PB e EM.

No periodo de 21 a 32 dias, o tratamento controle apresentou tempo de
transito inferior (tabela 4), podendo ser efeito de reacdes de irritabilidade da

mucosa, enquanto nos demais tratamentos a presenca de antimicrobianos
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contribuiu para a reducdo de reacles inflamatdrias permitindo maior tempo de
permanéncia da dieta no TGI. O uso de antibiotico resultou em maior tempo, tendo
atuado mais efetivamente em favor da preservacao das estruturas intestinais, na

reducéo irritabilidade e sensibilidade da mucosa aos nutrientes da nova dieta.

Tabela 4 — Tempo de transito da digesta de acordo com os tratamentos.

Tratamentos?!
Idade (dias) CONT AOM1 ANT AOM?2
Tempo de transito (h)
21-32 21:21 22:00 23:27 22:32
33-42 23:32 23:20 24:40 23:36
43 - 49 25:30 25:19 23:49 24:34

1 CONT: racéo basal sem AOM e antibiético; AOM1: racédo basal com AOM; ANT: racdo
basal com antibidtico; AOM2: racdo com AOM e reducao de PB e EM.

No periodo pds-desmame existem fatores que podem influenciar o tempo de
transito da digesta, tais como baixa producédo de &cido cloridrico, imaturidade do
trato gastrointestinal (TGI) dos animais, ao estresse fisiolégico devido a mudanca
de dieta e a passagem de particulas ndo digeridas que prolongam a permanéncia
da digesta, acentuando a lentiddo do transito intestinal e proporcionando maior
oportunidade de fixacdo das bactérias no epitélio intestinal (PUPPA, 2008).

No periodo de 33 a 42 dias de idade, o maior tempo de transito também
ocorreu no tratamento com antibidticos, enquanto os demais tratamentos
mantiveram tempos menores muito préximos entre si. Neste periodo, os animais ja
apresentavam maior adaptacdo a dieta e amadurecimento do TGI, portanto, ndo se
deve atribuir a imaturidade do TGl e a mudanca de dieta o menor tempo de
passagem da digesta.

A acidificacdo da dieta reduz o pH estomacal e aumenta a atividade das
enzimas gastricas, reduzindo também o tempo de transito (COSTA et al., 2013). Os
tratamentos com AOM apresentam tempos semelhantes com a dieta controle,
sendo possivel inferir que néo existe efeitos dos acidos sobre o tempo de transito.

No periodo de 43 a 49 dias de idade, o tratamento com antibiético apresenta
0 menor tempo de transito e reducéo em relacdo ao periodo anterior, sugerindo que
com o avanco da idade o uso de antibi6tico néo é suficiente para promover retencéo

da digesta no TGI por tempo superior ao obtido na fase anterior. Com pouca



diferenca em relacdo aos AOM, o maior tempo € observado no tratamento controle,

podendo ser um resultado discrepante entre este ultimo e os demais tratamento.

Tabela 5 — Médias das alturas das vilosidades (AV), profundidade de criptas (PC) e relacéo
vilosidade:cripta (V:C) do duodeno, jejuno e ileo de leitdes de 49 dias de idade.

Tratamentos?
Segmento CONT AOM1 ANT AOM?2 CV, %
Altura das vilosidades (um)
Duodeno 671,354° 806,4402 700,601 737,259 18,10
Jejuno 564,071 558,433 568,039 555,828 18,20
ileo 539,827° 634,4382 553,369 594,668 17,43
Profundidade das criptas (um)
Duodeno 313,862 384,819 329,245 351,912 33,70
Jejuno 272,628 264,539 300,783 283,780 27,97
ileo 288,709 356,606 326,308 282,153 28,10
Relacdo V:C
Duodeno 2,25 2,26 2,22 2,31 25,99
Jejuno 2,22 2,19 1,98 2,07 25,39
ileo 1,98 1,90 1,77 2,19 24,77

1 CONT: racdo basal sem AOM e antibiético; AOM1: racdo basal com AOM; ANT: ragdo
basal com antibiético; AOM2: racdo com AOM e reducéo de PB e EM.

CV: Coeficiente de variagao.

Médias com letras sobrescritas diferentes na linha diferem (p<0,05) significativamente
pelo teste de Tukey.

Quanto a AV houve diferenca significativa (p<0,05) para as medidas do
duodeno e ileo (tabela 5). No duodeno, a AV foi maior para os animais alimentados
com racéo contendo AOM sem reducgéao nutricional em relacdo ao controle, sendo
gue os tratamentos com antibiético e com AOM e reducao nutricional ndo diferiram
entre si e entre os demais tratamentos. No ileo, a AV foi maior para os AOM em
relacdo ao controle, sendo que os tratamentos com antibiético e com AOM e
reducao nutricional ndo diferiram entre si e entre os demais tratamentos. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) para os resultados de AV no jejuno.

No duodeno os maiores valores de AV foram observados para o tratamento
contendo antibiético e aqueles com AOM, embora o maior valor numérico seja
observado no tratamento AOML1. Ferreira et al. (2017) encontraram resultados
inferiores ao avaliarem o efeito de acidos organicos (latico e férmico) em dieta para
leitdes de 35 dias de idade e ndo observaram efeitos significativos para AV entre os
tratamentos. Jia et al. (2010) registraram resultados de AV do jejuno

significativamente maiores, ao nivel de 5% de probabilidade, para tratamentos com
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AOM em relacéo aos tratamentos contendo acidos organicos e a dieta controle em
leitdes de 42 dias de idade, embora ndo tenham observado diferencas significativas
para probabilidade ao nivel de 1%. Estes mesmos autores encontraram valores
significativamente maiores para AV no duodeno de animais de 63 dias de idade que
receberam mistura com AOM em relacédo aos que receberam dieta controle e com
acidos organicos livres.

As evidéncias demonstram efeito semelhante entre os AOM e o antibiotico
no primeiro segmento do intestino, que resultaram nas maiores AV, mesmo para o
tratamento em que houve reducéo de PB e EM.

Quanto a PC nao houve diferencas significativas (p>0,05) entre os
tratamentos em nenhum dos segmentos intestinais. Resultados semelhantes foram
obtidos por Ferreira et al. (2017) que n&o encontraram efeitos significativos para PC
em nenhum dos segmentos intestinais entre tratamentos com colistina e com acidos
organicos livres. No entanto, Jia et al. (2010) observaram medidas de PC
significativamente menores no jejuno de animais de 42 dias de idade que receberam
AOM em relacdo aos animais que receberam &cidos organicos livres.

N&o houve diferencas significativas (p>0,05) para relacédo vilosidade:cripta
entre os tratamentos em nenhum dos segmentos intestinais. Os acidos organicos
influenciam positivamente no trofismo intestinal, aumentando a AV e reduzindo a
PC (PIVAet. al., 2002, 2008; TUGNOLI et. al. 2020). A AV nos segmentos intestinais
tem correlagdo com a capacidade de absorcdo de nutrientes, sendo que, quanto
maior for a altura maior serd a absorcéo.

A acdo antimicrobiana dos acidos orgéanicos diminui os riscos de infeccdes
subclinicas e reduz a producdo bacteriana de substancias nocivas a mucosa
intestinal (SURYANARAYANA & RAMANA, 2015), o que pode refletir na melhora
das estruturas do epitélio intestinal. Porém, sdo muitas as pesquisas que encontram
resultados inconsistentes a respeito da relagao entre melhoria do desempenho e a
saude intestinal dos animais.

Em diluicdo de 0,1mL, houve diferenca significativa (p<0,05) entre o
tratamento controle e com OAM, sendo que o tratamento com antibiético e com
OAM e reducao nutricional ndo diferiram entre si e 0s outros tratamentos (tabela 6).
Em diluicho de 0,01mL, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os

tratamentos, porém, nota-se menores valores numéricos nos tratamentos com
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AOM. Nas contagens de E. coli foram feitas diluicbes em 0,01mL e ndo foram

observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 6 — Escores médios da contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) totais
e de E. coli no intestino de leitbes de 49 dias de idade.

. Tratamentos?!
5 CV, %
Diluicdo (mL) CONT AOM1 ANT  AOM2 ’

Bactérias totais (UFC/0,1mL) 3,652  2,36° 3,292 2,902 1,34
Bactérias totais (UFC/0,01mL) 3,33 2,54 3,44 2,89 1,78
E. coli (UFC/0,01mL) 2,82 2,80 2,57 3,48 1,40

1 CONT: racéo basal sem AOM e antibiético; AOM1: racdo basal com AOM; ANT: racédo
basal com antibiético; AOM2: racdo com AOM e reducéo de PB e EM.

Médias com letras sobrescritas diferentes na linha diferem (p<0,05) significativamente
pelo teste de Tukey.

Estes resultados diferem daqueles obtidos por Ahmed et al. (2014) que
observaram reducao na contagem de E. coli em fezes de leitdes na fase de creche
alimentados com dieta contendo acidos orgéanicos livres. Upadhaya et al. (2014a)
também encontraram menores valores na contagem de E. coli nas fezes de suinos

em terminacao que receberam dieta contendo AOM.

Tabela 7 — Prova de sensibilidade de Escherichia coli ao antibacteriano?.

Tratamento?
Amostras CONT AOM1 ANT AOM?2

Classificacao de sensibilidade

1 Sensivel Resistente Resistente Sensivel
2 Resistente Sensivel Intermediario Resistente
3 Resistente Intermediario Intermediario Sensivel

1 CONT: racdo basal sem AOM e antibiético; AOM1: racédo basal com AOM; ANT: racédo
basal com antibi6tico; AOM2: racdo com AOM e reducao de PB e EM.
2 Antibacteriano: sulfametoxazol 23,75ug + trimetoprima 1,25ug.

Houve resultados que indicam resiténcia ao antimicrobiano em E. coli nas
fezes dos animais em todos os tratamentos (tabela 7).

De acordo com Menin et al. (2008), a E. coli é o principal agente bacteriano
relacionado a quadros clinicos de enterites em suinos em todas as fases de

producdo. De acordo com estes autores, os fatores de viruléncia de E. coli mais



prevalentes em leitdbes na fase de creche sdo aqueles de cepas com fimbrias F4
(K88), correspondendo a indice de 11,2%.

No presente trabalho n&o foi realizado analise para verificar os fatores de
viruléncia ou patotipos de E. coli, no entanto, foram observados resultados de
resisténcia nas fezes dos animais em todos os tratamentos, corroborando com
resultados de Menin et al. (2008), que encontraram altas frequéncias de resisténcia
de E. coli a diversos antibiéticos, incluindo a colistina. Franco et al. (2010)
apontaram a presenca de cepas resistentes ao Trimetropin+sulfa em carne e fezes
de suinos. Baccaro et al. (2002) relataram resisténcia a sulfadiazina/trimetoprim em
cepas E. coli encontradas em fezes de leitbes lactentes acometidos com diarreia.

Na suinocultura, a existéncia de cepas de E. coli resistentes a antibiéticos,
tais como sulfonamidas, tetraciclina, estreptomicina, dentre outros, ja era
comumente relatada (VAZ et al., 2009).

4 CONCLUSAO

O desempenho dos animais alimentados com a racdo contendo &acidos
organicos microencapsulados, independente da reduc¢éo nutricional, foi semelhante
aguele dos animais que receberam racdo com antibiotico. Os acidos organicos
microencapsulados néo influenciaram o tempo de transito da digesta, aumentaram
a AV no duodeno e ileo e reduziram a carga microbiana total nas fezes de leitbes
de 49 dias de idade.
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ANEXO

Comiss&o de Etica no Uso de Animais-CEUA

ﬁ/{% UEN F Reitoria

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 403, intitulado “USO DE BLEND DE ACIDOS ORGANICOS
MICROENCAPSULADOS NA DIETA DE LEITOES DESMAMADOS” sob a responsabilidade da Dra. Rita da
Trindade Ribeiro Nobre Soares, Centro de Ciéncias Tecnoldgicas e Agropecuarias da Universidade Estadual
do Norte Fluminense, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal
(SBCAL/COBEA) bem como a lei federal 11. 794 e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA DE USO DE
ANIMAIS (CEUA - UENF) em reunido ocorrida em 26/03/2019. Este programa esta licenciado na presente
formatacao e tem validade até 26/03/2023.

Campos dos Goytacazes, 26 de margo de 2019.
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