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RESUMO - Foram realizados trés experimentos envolvendo 120 leitdes (21 aos 56 dias de idade) paraavaliar os efeitos
de antimicrobianos e extratos vegetais sobre a microbiota intestinal (experimento 1) e a frequéncia de diarréia em leitdes
(experimentos 1, 2 e 3). Os animais foram distribuidos em pares (um macho castrado e uma fémea) em 20 baias (unidade
experimental), em um delineamento experimental de blocos casualizados, composto pel ostratamentos: controle - ragéo basal;
antimicrobiano — ragé@o basal com bacitracina de zinco, olaquindox e colistina (50 ppm de cada); extrato vegetal A, B e C —
racdo basal com 700, 1.400 e 2.100 ppm de extrato vegetal, respectivamente. O extrato vegetal continha 6leo essencial de
cravo, tomilho, orégano, eugenol e carvacrol. Ao final do experimento 1, foi sacrificado um animal por unidade experimental
ecoletadasamostrasdo raspado do i ntestino del gado paraaandlise microbiol 6gica. Nao foram encontradasdiferencasnaandlise
microbiol6gica. A frequénciade diarréia dos animais que receberam antimicrobianos foi inferior a observada nos tratamentos
controle e com extratos vegetais no periodo de 1 a 35 dias de experimentacao. Portanto, apesar de ndo terem sido detectadas
diferencas na microbiota, os antimicrobianos foram efetivos no controle da diarréia.
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Effects of antimicrobials and herbal extracts on intestinal microbiology and
diarrheaincidence in weanling pigs

ABSTRACT - Two experiments with a total of 120 weanling pigs (21 to 56 d of age) were conducted to evaluate the
effects of antimicrobials and herbal extracts on intestinal microbiota (experiment 1) and on fecal score (experiments 1, 2
and 3). Pigs were allotted in pairs (pens with a barrow and a female) to a randomized complete block design 12 replications
of fivetreatments. Treatments consisted of:: control - basal diet; antimicrobial - basal diet plus Zn bacitracin, olaquindox, and
colistin (50 ppm of each); herbal extract A, B and C - basal diet plus 700 ppm, 1,400 ppm and 2,100 ppm of herbal extract,
respectively. The herbal extract consisted of a mixture of essential oils of thyme, clove, oregano, eugenol and carvacrol. At
the end of experiment 1, one animal of each experimental unit was slaughtered to collect samples of small intestine for
microbiological analysis, that showed no significant difference. During 1-35 days of experiment, diarrhea incidence of pigs
fed antimicrobials was lower than those fed control or herbal extract diet. Therefore, even though no statistical difference
was observed in intestinal microbiota, antimicrobials were effective in diarrhea control.
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Introducéo

O periodo p6s-desmama é uma fase extremamente
complexa na vida do leitdo. Leitdes recém-desmamados
possuem otrato digestoriorelativamenteimaturo, o queleva
adigestdoineficientede carboidratoseproteinas, queresulta
napassagem de substrato fermentével aoutras por¢desdo
intestino delgado (Campabadal et al ., 1995), propiciando um
meio rico em substratos para bactérias patogénicas, que
aumentam aincidéncia de diarréia pés-desmama.

Correspondéncias devem ser enviadas para: lioetting@yahoo.com

Para auxiliar nessa fase, podem ser utilizados
antimicrobianospromotoresdo crescimento, responsaveis
por promover alteracdes na composi¢cdo da microbiota
intestinal. Entre essas alterac@es, incluem-se a perda da
eficiéncia de fixagéo de certos microrganismos ao epitélio
intestinal (Krause et al., 1997), a alteragcdo no perfil e na
guantidade de substancias produzidas no limen intestinal
(Jin et al., 1997) e o controle de bactérias causadoras de
doencas nao diagnosticaveis que reduzem o crescimento
do animal (Menten, 2002). Apesar da comprovada capaci-
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dade de melhorar o desempenho de suinos, o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento tem
sido progressivamente restringido em diversos paises, 0
gue estimulaabusca por alternativas como a utilizacdo de
extratosvegetais. Apesar de aindanao existir um consen-
so sobre aacgdo dos 6leos essenciais, algumas hipéteses
tém sido sugeridas, entre elas, o controle de patdgenos
pelaatividade antimicrobiana, a atividade antioxidante, a
melhora na digest&o por meio do estimulo da atividade
enzimatica e da absorcéo de nitrogénio, além de outros
efeitosrelacionados aalterages na histologiado epitélio
intestinal, a morfometria dos érgdos e ao controle da
produgéo de amonia.

Emboraosefeitosantimicrobianosdediversosextratos
vegetais tenham sido comprovados em experimentos in
vitro (Farag et al., 1989; Dorman & Deans, 2000; Essawi &
Srour, 2000; Lambertetal., 2001; Kalemba& Kunicka, 2003),
seu mecanismo de acao ainda é pouco compreendido. De
acordo com Dorman & Deans (2000) e Lambert et al. (2001),
o efeito anti microbiano deum 6leo essencial estarelaciona-
do, principalmente, a alteracéo da permeabilidade e da
integridadedamembranacel ular bacteriana. Esseefeitofoi
comprovado em um estudoinvitrono qual o carvacrol eo
timol (compostosfendlicos) atuaram sobre aintegridade da
parede celular de bactérias gram-negativas causando rup-
turadamembranaexterna(Dorman & Deans, 2000), todavia,
aindaséo necessariosmuitosestudosparacomprovar este
efeitoin vivo.

Estetrabalhofoi realizado comoobjetivodeavaliar oefeito
dautilizagdo de extratos vegetais sobre amicrobiotaintestinal
eafreguénciade diarréiaem |eitdes recém-desmamados.

M aterial e M étodos

O experimento foi realizado na ESALQ/USP, em
Piracicaba/SP, utilizando-se 120 suinoshibridosno periodo
dos 21 aos 56 dias de idade. A unidade experimental foi
compostade umabai acom doisanimais (um macho castrado
eumafémea). Ostratamentos analisadosforam: controle—
racéo basal; antimicrobiano — ragcdo basal com bacitracina
de zinco, olaquindox e colistina (50 ppm de cada); extrato
vegetal A, B eC—ragédo basal com 700, 1.400e2.100 ppmde
extrato vegetal, respectivamente. O extrato vegetal foi com-
posto de 6leo essencial de cravo (com aadigdo de eugenal),
tomilho e orégano (com a adi¢éo de carvacrol). Os extratos
passaram por um processo de microencapsulamento com o
objetivo de minimizar o sabor dos 6leos nadietaelibera-los,
de forma controlada, no estdmago do animal. A composi¢ao
final do produto encapsul ado consistiu de 20% damisturados
Oleos, sendo 3,33% de 6Oleo essencia de cravo, 3,33% de

eugenoal (principioativodocravo), 3,33% dedlecessencial de
orégano, 3,33% de carvacrol (principio ativo do orégano) e
6,66% de 6leo essencial de tomilho.

Durante o periodo experimental, foram utilizadas duas
racOes basais, umapré-inicial (12ao 142diadeexperimento)
eoutrainicial (152ao0352dia). Ascomposic¢despercentuais
das ragOes basais, assim como os valores calculados de
alguns nutrientes, encontram-se na Tabela 1.

No experimento 1, paraandlise damicrobiotaintestinal,
foram utilizados 40 | eitdes hibridoscom idadeinicial efinal
de 21 e 56 dias, respectivamente, distribuidos em 20 baias
(dois animais por baia) de acordo com o peso e 0 sexo. O

Tabela 1 - Composi¢cBes centesimal e nutricional das dietas
basais

Table 1 - Ingredient and calculated compositions of the basal diets
Ingrediente, % Pré-inicial Inicial
Ingredient Pre-initial Initial
Milho(Corn) 59,269 63,329
Farelo de soja 46%(Soybean meal 46%) 15,171 23,500
Produto acteo! 40% (Milky product 40%) 10,532 2,673
Lactose 6,000 2,992
Plasma sangiiineo? (Plasma) 4,300 2,000
Fosfato bicélcico (Dicalcium phosphate) 1,227 1,497
Calcério (Limestone) 1,095 1,024
Oleo de soja(Soybean oil) 0,800 1,500
L-lisina.HCI 78% (L-lysine) 0,577 0,427
L-treonina 98,5% (L-threonine) 0,224 0,162
DL -metionina 99%(DL-methionine) 0,215 0,145
L-triptofano 98% (L-tryptophan) 0,081 0,016
Cloreto de colina 60% (Choline chloride) 0,100 0,100
Premix vitaminico (vitamin premix)3 0,100 0,100
Premix mineral (Mineral premix)* 0,100 0,100
Sal (salt) 0,000 0,225
Inerte e/ou promotor do crescimento 0,210 0,210
Inert and/or growth promoter

Valor calculado, %

Calculated value

EM (ME), kcal/kg 3.400 3.300
Proteina bruta (Crude protein) 20,00 19,50
Lisina total (Total lysine) 1,50 1,33
Lisina digestivel (Digestible lysine) 1,34 1,19
Treonina digestivel (Digestible threonine) 0,86 0,77
Triptofano digestivel (Digestible tryptophan) 0,27 0,21
Metionina digestivel (Digestible methionine) 0,46 0,39
Metionina + cistina digestiveis 0,79 0,69
Digestible Met + Cys

Lactose 11,76 4,00
Célcio(Calcium) 0,85 0,87
P disponivel (Available P) 0,45 0,42
S6dio (Sodium) 0,22 0,20

1 Produto comercial (commercial product): Nuklospray K-10.

2 produto comercial (commercial product): AP920.

3 Quantidades supridas por kg de ragdo (Amounts per kg of diet): vit. A,
6.000 Ul; vit. D4, 1.500 Ul; vit. E, 15 UI; vit. K5, 1,5 mg; tiamina (thiamin),
1,35 mg; riboflavina (riboflavin), 4 mg; vit. piridoxina (pyridoxine), 2 mg;
vit. B;,, 20 mg; acido nicotinico (nicotinic acid), 20 mg; acido félico (folic
acid), 0,6 mg; biotina (biotin), 0,8 mg; acido pantoténico(pantothenic acid),
9,35 mg; Se, 0,3 mg.

4 Quantidades supridas por kg de rag&o (Amounts per kg of diet): I, 1,5 mg; Co,
1 mg; Cu, 10 o mg; Zn 100 mg; Fe, 100 mg; Mn, 40 mg.
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delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados. Os animais foram alimentados & vontade
durante todo o periodo experimental (35 dias). Ao final do
experimento, foi sacrificado um animal por unidade experi-
mental, coletando-se amostras do raspado do intestino
delgado para a realizagdo da analise microbioldgica. As
amostrasforam mantidassob refrigeracdo e, posteriormente,
foram analisadas quanto a presenca de microrganismos
totais, gram-positivostotais, gram-negativostotais, bacilos
totais, Streptococcus spp., E.coli, Staphylococcus sp.,
Campylobacter coli eClostridium perfringenspelo méto-
do de plagueamento, seguindo-se todas recomendacgbes
prescritas pelo laboratorio.

Nos experimentos 1, 2 e 3, para determinacéo da fre-
guéncia de diarréia, foram utilizados 120 leitdes hibridos
dos 21 aos 56 dias de idade, distribuidos em 60 baias (dois
animai spor baia) deacordo com o sexo e 0 peso, totalizando
12 blocos (12 repeticBes por tratamento), em um delinea-
mento em blocos casualizados. No entanto, como acreche
experimental possuiaapenas20 baias, foramrealizadastrés
repeti¢desnotempo (quatro blocospor repeti ¢cdo notempo).
Osanimaisreceberam aguaeracdo avontade durantetodo
periodo experimental. Para o cédlculo da porcentagem de
dias com ocorréncia de diarréia nos periodos de 1 a 14 e
1 a 35 dias de experimentacdo, realizou-se diariamente a
avaliacdo visual dasfezes, conforme classificacdodel a4
(1 —fezes liquidas; 2 — fezes liquidas/pastosas; 3 — fezes
pastosas e 4 — fezes solidas), em que apenas 0s escores
1 e2indicaram aocorrénciade diarréia.

Os dados referentes a microbiologia intestinal foram
transformados pelafuncéo y = logx, em quex € o nimero
de unidades formadoras de col 6nias por gramade amostra
do contetido intestinal (ufc/g). Os dados de freqiiénciade
diarréia, em %, foram transformados pela funcéo
y =arcsen/(p/100) , conforme recomendado por Barbin
(2003). Posteriormente, foram submetidos aos testes de

adequacdo ao modelo linear, aanalise de variancias (SAS,
2001) eacomparacao de médiaspor contrastesdeinteresse.

Resultados e Discussao

Os resultados para Staphylococcus spp. foram meno-
res que 10 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) para
todas amostras. Em relagcdo ao Campylobacter coli,
somente dois animais, pertencentes aos tratamentos Ea e
Ec, apresentaram resultado positivo (100 UFC/g). Por isso,
esses dados ndo constam na tabela com a descricdo dos
resultados das andlises microbioldgicas (Tabela 2).

N&o houvediferenca(P>0,05) entreostratamentospara
nenhum dos microrganismos analisados.Entretanto, é pos-
sivel notar que o tratamento control e ndo apresentou con-
tagem de microrganismos gram-negativos para nenhuma
das quatro repeticdes, o que, provavel mente, foi ocasiona-
do por falhasnametodologiade coletae andlise dosdados
ou possiveis variagdes na microbiotaintestinal.

A coletadas amostras foi realizada por meio daraspa-
gem detodo o segmento do i ntestino delgado, semdiferen-
ciar os segmentos do duodeno, jejuno e ileo. Entretanto,
sabe-se que acomposic¢ao bacterianaao longo do intestino
delgado pode apresentar grandes variagdes (Pedroso
et al., 2005) e isso pode ter influenciado os resultados
encontrados.

Um dos pré-requisitos para o estudo dos efeitos de
certos componentes sobre amicrobiotaanimal consistena
quantificacao corretados diferentes grupos de bactérias.
O método de plagueamento é o mais utilizado em estudos
com animais. Entretanto, alguns autorestém questionado
aeficaciadessatécnicanaavaliagdo dacomposicéao, da
estruturaedaestabilidade de um ecossistemaintestinal,
principal mente em decorréncia de suas limitacdes fisio-
I6gicas, como meios de cultura seletivos, reducdo no
ndamero de bactérias durante o processo e ambiente

Tabela 2 - Médias das contagens de microrganismos (log UFC/g de contetido do intestino delgado) no intestino de leitdes em fungao dos

tratamentos
Table 2 - Average of microorganism counts (log units of colony/g of small intestine content) of weanling pigs according to treatments
Microrganismo Tratamento! Pr>F CVZ (%)
Microorganism Treatment

C A Ea Eb Ec

Totais 6,151 7,581 6,631 6,431 6,800 0,56 18,22
Gram-positivos(gram-positive) 6,151 7,526 6,610 6,238 6,756 0,57 18,74
Gram-negativos (gram-negative) 0 3,248 0,636 4,888 2,898 0,14 118,81
Bacillus spp. 1,448 3,484 2,374 5,908 2,898 0,30 89,66
Streptococcus spp. 2,876 3,969 2,804 3,165 3,560 0,89 57,63
Escherichia coli 3,729 5,210 3,942 4,255 3,853 0,43 28,13
Clostridium perfringens 3,262 3,549 3,928 4,317 3,829 0,39 19,98

1C = controle (control); A = antimicrobiano (antimicrobial); Ea, Eb e Ec = 700, 1.400, 2.100 ppm de extrato vegetal (herbal extract), respectivamente.

2 Coeficiente de variag&o (coefficient of variation).

© 2006 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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inadequado ao crescimento detodasasbactérias(Simpson
et al., 1999).

A populagdo microbiana apresenta constante modifi-
cacgdo de seu equilibrio natural. Asvariedades, as quanti-
dadeseadistribuicdo dasbactériasnotrato gastrintestinal
séo sensiveisavariagGes minimas do estado fisiol 6gico do
animal (mudancas no pH, secrecdes enzimaticas, biliares,
entre outras), a interages microbianas (tanto sinergismo
guanto antagonismo) eacomposi ¢&o dadieta(Holzapfel et
al., 1998). Portanto, qualquer tipo de alteracao fisiol6gica
e/ou estresse sofrido pel os animai stambém pode ter influ-
enciado osresultadosealterar acomposi ¢ao damicrobiota
intestinal no momento da col eta das amostras.

O tratamento com antimicrobiano, emrelacdo aosdemais,
apresentou 0s maiores valores numeéricos para a maioria
dos microrganismos analisados, 0 que pode ser um
i ndi cativo dequeosantimicrobianosatuem namodificagéo
da microbiota e ndo naredugdo do nimero de microrganis-
mos. Alteragdesnamicrobiotaintestinal foram confirmadas
por Pedroso et al. (2005), que relataram que animais que
receberam antimicrobianos apresentaram perfil diferencia-
do de bactérias no trato gastrintestinal em relacdo aos do
tratamento controle. Outra hipdtese é o fato de que a
diarréia pode causar diminui¢do no nimero de gendtipos
bacterianosem diferentes segmentosdo trato intestinal de
suinos, o que, talvez explique amenor contagem demicror-
ganismos no tratamento controle.

As porcentagens médias de ocorréncia de diarréias,
assim como as médias transformadas pela funcéo
y =arcsen, /( p/100) sdo apresentadasnaTabela3 paraos
periodos de 1 a 14 e 1 a 35 dias de experimentacdo. A
transformacéo dos dados foi necessaria para efetuar a
analise estatistica.

A frequéncia de diarréia no periodo de 1 a 35 dias de
experimentacéo diferiu (P<0,05) entre os tratamentos,
sendo menor (P<0,05) nos animais que receberam
antimicrobianos. Pelos val ores numéricos, nota-se que 0s
animais que receberam extratos vegetais na dieta apresen-
taram menor frequéncia de diarréia que aqueles do trata-
mento controleno periodo de 1 a35 diasde experimentacéo.

A diarréia poés-desmame pode ser causada principal-
mente pel acolonizagdo dasuperficieepitelial por patégenos,
como a Escherichia coli enterotoxigénica, a Salmonella
typhimuriume o Clostridium spp. (Stewart & Chesson,
1993), e pela presenca de residuos alimentares ndo digeri-
dosendo absorvidos, que servem como substratos paraos
microrganismos patogénicos. Os residuos de alimentos,
juntamente com ions minerais (sodio, potassio e cloro)
presentesno epitéliointestinal, contribuem parao aumento

Tabela 3 - Médias de frequéncia de diarréia (MFD, %) e média
transformada (MT) para os periodosde 1al4ela
35 dias de experimentacao

Table 3 - Average diarrheafrequency (MFD,%) and transformed average
(MT) from 1-14 and 1-35 days of experimental period
Periodo
Period
Tratamento! 1 a 14 dias (days) 1 a 35 dias (days)?
Treatment
MFD (%) MT MFD (%) MT
C 18,49 0,41 24,62 0,51
A 11,82 0,31 10,56 0,30
Ea 23,72 0,49 22,82 0,48
Eb 14,80 0,36 18,89 0,41
Ec 22,24 0,46 22,23 0,47
Pr>F - 0,0902 - 0,0084
cV 3 (%) - 41,56 - 32,92

1 C = controle (control); A = antimicrobiano (antimicrobial), Ea, Eb e Ec = 700,
1.400, 2.100 ppm de extrato vegetal (herbal extract), respectivamente.

2 Contrastes significativos: controle x antimicrobiano e antimicrobiano x
Extratos.

2 significantly different contrasts: control x antimicrobial and antimicrobial x herbal extract.
3 Coeficiente de variag&o (coefficient of variation).

da osmolaridade do contetdo intestinal, dificultando o
processo dereabsor¢ao de aguae desencadeando adiarréia
(Etheridge et al., 1984; Nabuurs et a., 1993).

Os antimicrobianos podem atuar sobre o organismo
animal por meio daredugéo dapopul agdo microbiana, dimi-
nuindo a fermentacdo de carboidratos e a incidéncia de
diarréia (Anderson et al., 1999). Embora as analises
mi crobiol 6gi casndo tenham acusado redugao dacontagem
de microrganismos para o tratamento antimicrobiano, a
frequéncia de diarréia nos animais que receberam
suplementag&o com antimicrobianosfoi inferior adagquel es
dotratamento controle em todos os periodos considerados.
Portanto, pode-se afirmar que os antimicrobianos foram
eficientes no controle da diarréia, mesmo nao tendo apre-
sentado redugdo no nimero demicrorgani smosanal i sados.

Um dos modos de acdo atribuido aos extratosvegetais
na dieta pode ser o efeito antimicrobiano. Em um estudo
in vitro realizado por Dorman & Deans (2000), os 6leos
essenciais de cravo, tomilho e orégano apresentaram pro-
nunciado efeito antimicrobiano sobre os patégenos ana-
lisados. O efeito antimicrobiano estéa relacionado, prin-
cipalmente, a alteracdo da permeabilidade e integridade
da membrana celular bacteriana (Lambert et al., 2001).
Existeumarel agdo entreaestruturaquimicadoscompostos
ativospresentesnoextratovegetal eseu ef eito antimicrobiano
(Farag et al., 1989) e, geramente, esse efeito pode ser
atribuido a presenca de compostos fendlicos (Dorman &
Deans, 2000). Alguns extratos vegetais apresentam alto
poder anti microbiano sobrediversospatégenosem estudos
invitro. Estatambém pode ser uma das explicacdes para

© 2006 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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gue o tratamento com extratos vegetai s tenha apresentado
menores valores numéricos de freqiiéncia de diarréia no
periodo de 1 a 35 dias de experimentacdo em relacdo ao
tratamento controle.

Conclusbes

Osantimicrobianos e extratos vegetais analisados nao
apresentaram efeito significativo sobre amicrobiotaintes-
tinal de leitdes. A freqiiéncia de diarréia dos animais que
receberam antimicrobianos, no entanto, foi estatisticamente
inferior ado tratamento controle ou com extratos vegetais
no periodo de 1 a 35 dias de experimentacdo. Os extratos
vegetais apresentaram resultados intermediarios de
frequéncia de diarréia entre o tratamento controle e com
antimicrobianos.

Portanto, embora ndo tenham promovido diferencas
significativas namicrobiotaintestinal, os antimicrobianos
foram eficientes no controle da diarréia.
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