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RESUMO

Pimentel, P. P de J. EXTRATOS VEGETAIS COMO TRATAMENTO
ALTERNATIVO PARA REUTILIZACAO DE CAMA DE FRANGO

O trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
aguoso de Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris e Rosmarinus officinalis frente a
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. isoladas a
partir de amostras de cama de frango e avaliar a eficacia do uso do extrato
aquoso de T. vulgaris em diferentes concentragcbes para reducéo de E. coli e S.
aureus em cama de frango. Os extratos vegetais foram produzidos pelo método
de infusdo e a avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, visando determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). Para isolamento das cepas de E. coli e Salmonella sp. foi utilizado o agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) e para cepa de S. aureus foi utilizado o agar Baird
Parker. Os isolados foram preservados em glicerol 15% e em caldo Brian Heart
Infusion (BHI) a -20°C. Realizou-se triagem fitoquimica para detectar a presenca
de metabdlitos secundarios nos extratos. Para avaliacdo dos efeitos do extrato de
T. vulgaris sobre a microbiota da cama de frango foi realizado um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com dois fatores. Os resultados foram submetidos
a andlise variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia, utilizando o software estatistico R. O extrato de T. vulgaris
apresentou maior atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos
testados, com valores de CIM entre 20 e 2,5mg.mL™, além de possuir todos os
metabdlitos secundarios prospectados na triagem fitoquimica. O extrato de F.
vulgare n&o foi capaz de inibir o crescimento de E. coli e ndo foi detectada a
presenca de alcaloides e saponinas nesse extrato. O extrato de R. officinalis ndo
foi capaz de inibir o crescimento dos microrganismos testados, ao passo que foi o
extrato com menor quantidade de metabdlitos secundarios prospectados na
triagem fitoquimica. Foi possivel observar que os fatores tempo e tratamento
causam um efeito simultdneo na contagem das bactérias na cama de frango.
Houve reducéo significativa de E. coli e S. aureus dois dias apos aplicacdo do

extrato de T. vulgaris. A aplicacdo do extrato na concentracdo de 60mg.mL™



apresentou melhores resultados quando comparados com a aplicagao do extrato
na concentracdo de 30mg.mL™ por exibir efeitos mais duradouros, inibindo o
crescimento bacteriano por até cinco dias apos a aplicacdo do extrato. A cama de
frango nova, embora néo tenha apresentando presenca de Salmonella spp. e com
baixa contagem de S. aureus, apresentou elevada contagem de E. coli, ndo
diferindo significativamente (p>0,05) da contagem na cama de frango apés
criacdo de um lote de aves. Os resultados encontrados nesta pesquisa apontam
para o potencial antimicrobiano dos extratos vegetais contra microrganismos de
origem avicola, além da potencialidade da utilizacdo do extrato de T. vulgaris

enguanto alternativa para o tratamento da cama de frango.

Palavras-chave: Avicultura. Compostos bioativos. Insumos avicolas. Tomilho.

Alimentos seguros.



ABSTRACT

Pimentel, P. P de J. VEGETABLE EXTRACTS AS ALTERNATIVE
TREATMENT FOR REUSE OF BROILER CHICKEN

The objective of this research was to evaluate an antimicrobial activity of the
aqueous extract of Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris and Rosmarinus
officinalis against strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Salmonella spp. isolated from broiler litter samples and evaluate the use of
agueous extract of T. vulgaris in different concentration for reduction of E. coli and
S. aureus in broiler litter. The extracts were produced by the infusion method and
by the evaluation of the antimicrobial activity, being determined by the broth
microdilution method, directed to a Minimum Inhibitory Concentration (MIC). For
the isolation of strains of E. coli and Salmonella spp. Methylene Blue Eosin (EMB)
was used and Baird Parker was used for the S. aureus strain. Those were
preserved in 15% glycerol and in Brian Heart Infusion broth (BHI) at -20°C.
Phytochemical screening was performed to detect the presence of secondary
metabolites in the extracts. To evaluate the effects of the T. vulgaris extract on the
broiler litter microbiota, a completely randomized design (DIC) with two factors
was performed. The results were submitted to the analysis of variance and the
means were compared by the Tukey test at the level of 5% of significance, using
statistical software R. The extract of T. vulgaris presented greater antimicrobial
activity against all the microorganisms tested, with values of MIC between 20 and
2.5mg.mL™?, besides possessing all the secondary metabolites prospected in the
phytochemical screening. The extract of R. officinalis was not able to inhibit the
growth of the microorganisms tested, whereas the extract with less amount of
metabolites was prospected in the phytochemical triage. From the DIC experiment
it was possible to observe the time variables and the process caused a
simultaneous effect on the counting of the bacteria in the broiler litter. By the
Tukey test at the 5% level of significance, there was a significant reduction of E.
coli and S. aureus two days after the application of the T. vulgaris extract. The
application of the 60mg.mL™ extract yields positive results when compared to the
extraction of 30mg.mL™ by presenting adverse effects, inhibiting bacterial growth



for up to five days after the application of the extract. A new broiler litter, though
with the free Salmonella spp. and with the S. aureus count, abundant in the E. coli
count, did not differ significantly (p <0.05) from the count in the broiler litter after
the creation of a batch of birds. The results obtained were aimed at the
antimicrobial potential of the plant extracts against microorganisms of aerial origin,
besides the potential use of the extraction of T. vulgaris alternative alternative for

the treatment of broiler litter.

Keywords: Poultry farming. Rosmarinus officinalis. Poultry inputs. Cellulitis. Safe
food.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a industria avicola brasileira tem adquirido posicao de
destaque no cenario nacional e tem se tornado cada vez mais presente também no
mercado internacional. Entre todos os produtos exportados, a carne de frango ocupa
lugar de destaque, estando entre os 10 primeiros na pauta de exportacdo (ABPA,
2017).

Com os constantes investimentos no setor, sobretudo no que diz respeito as
tecnologias de abate e producao, a avicultura brasileira mostra-se a cada dia uma
atividade lucrativa e que representa impacto direto na economia do pais, que
alavanca o mercado agropecuario desde a producdo de gréos até as exportacdes
mundiais de carne.

O Brasil ocupa posicdo de destague no mercado internacional, sendo
considerado o segundo maior produtor de carne de frango do mundo. No mercado
das exportacdes, em 2015 o pais passou ocupar a primeira colocacdo entre o0s
paises exportadores, ao lado dos Estados Unidos e Tailandia. Paralelamente, a
demanda do mercado interno cresce a cada dia, sendo a carne de frango a mais
consumida em todo territério nacional, alcangcando consumo per capita
expressivamente maior que outras carnes (BRASIL, 2015).

Entre os principais fatores que contribuem para o sucesso da atividade
avicola nacional estdo os baixos custos de producdo, quando comparados com
outras atividades e a busca continua no atendimento as exigéncias de diferentes
mercados, incluindo a sanidade dos lotes. Com isso, é crescente a demanda do
mercado interno e externo, resultando na intensificacdo e aperfeicoamento das
atividades avicolas.

Impulsionada pela forte demanda do mercado, tanto interno quanto externo, a
indUstria avicola cresce a cada ano. O aumento do volume de producdo esta
associado diretamente com maior demanda por infraestrutura e insumos (transporte,
racdo, pintos de um dia de vida, escoamento da producdo etc.), como também
resulta numa maior producdo de residuos oriundos da atividade, podendo gerar
algum tipos de impacto, seja de natureza econdmica, sanitaria e/ou ambiental.

A cama de frango ou cama de aviario, ao passo que € um dos principais

insumos, é também o residuo de maior importancia na industria avicola. Por
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definicdo, cama de frango, também conhecida como cama de aviario, é um
subproduto derivado da criag&o industrial de frangos de corte. E resultado da mistura
do material utilizado na forracdo do piso do galpdo com todo material fecal,
secrecdes, penas e descamacoes da pele que sdo produzidas pelas aves durante o
ciclo de criacdo (SILVA, 2011b; RITZ; FAIRCHILD; LACY, 2014).

Em geral, apés a criacdo de um lote de aves, a cama & submetida a algum
tipo de tratamento como forma de diminuir a carga microbiana, visando a sua
reutilizacdo. Com isso, além de diminuir o impacto ambiental causado pela atividade,
a reutilizacdo da cama representa uma economia ao produtor, contribuindo para o
barateamento dos custos de producédo (GIROTTO; AVILA, 2003; ISLAM et al.,
2013).

Entre os métodos frequentemente utilizados, estdo a adi¢cdo de cal virgem na
cama e os metodos fermentativos. No entanto, esses métodos requerem um tempo
elevado de vazio sanitario, periodo entre a saida de um lote de aves e a chegada de
um novo, além de que seus resultados na efichcia da diminuicdo da carga
microbiana tém sido questionados pela literatura cientifica (SILVA, 2011b). Neste
cenario, torna-se necessario a busca por tratamentos alternativos que sejam, ao
mesmo tempo, eficazes na diminuicdo da carga bacteriana indesejavel na cama e
que demandem pouco tempo, diminuindo, assim, o tempo de vazio sanitario.

Nos ultimos anos, as substancias antimicrobianas naturais tém sido
empregadas na avicultura devido ao seu potencial como forma alternativa para o
controle da coccidiose e como substancias promotoras de crescimento, sobretudo
apos as restricbes impostas pelo mercado internacional e pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ao uso de antimicrobianos na forma
terapéutica e como promotora de crescimento em animais destinados a producao de
alimentos.

Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre o uso destes antimicrobianos
naturais aplicados a cama de frango como tratamento alternativo para diminuicdo da
carga microbiana indesejada. Neste sentido, é importante o desenvolvimento de
estudos no intuito de avaliar o potencial de produtos naturais que quando
incorporados a cama de frango atuem no controle da carga microbiana, ampliando,
assim, a variedade de tratamentos em que a cama pode ser submetida, contribuindo

para promocao da sanidade animal e producéao de alimentos seguros.
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Diante deste panorama, o trabalho foi dividido em trés capitulos; no primeiro
capitulo é apresentada a revisdo de literatura que fundamenta teoricamente este
trabalho; na sequéncia, o segundo capitulo é constituido pelos resultados dos testes
para avaliacdo da sensibilidade de microrganismos isolados a partir de amostra de
cama de frango frente a extratos vegetais aquosos de ervas condimentares; por fim,
o terceiro capitulo apresenta os resultados da avaliagdo no uso do extrato aquoso de
Thymus vulgaris como tratamento para alternativo para cama de frango.



18

CAPITULO 1

Revisdo de Literatura: QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE
CAMAS DE FRANGO E METODOS DE TRATAMENTOS VISANDO
A SUA REUTILIZACAO
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RESUMO

A industria avicola brasileira caracteriza-se como uma das mais desenvolvidas do
mundo. Com 0s crescentes investimentos tecnoldgicos na area, o pais € o segundo
maior produtor e maior exportador de carne de frango do mundo, abastecendo
diversas regibes, como Oriente Médio, Asia e Africa. Por ser um produto de menor
custo quando comparado a outras carnes e de boa qualidade sanitaria e nutricional,
0 consumo per capita nacional cresce a cada ano, alcancando, em 2017, a marca de
44,8kg. Devido a crescente demanda do mercado interno e externo, a industria
avicola gera uma grande quantidade de residuos, entre eles a cama de frango, que
consiste na mistura de um material absorvente, geralmente maravalha, utilizada na
forracdo do piso do galpdo mais o material excretado pelas aves, penas,
descamac0bes da pele, restos de agua e alimentos. Uma das formas de diminuir os
impactos causados ao meio ambiente e minimizar os custos da producdo é a
reutilizacdo da cama de frango por varios lotes de criacdo das aves. Porém, a cama
de frango por apresentar condicbes favoraveis para o crescimento de uma
microbiota diversa, inclusive de bactérias indesejaveis para a saude humana e
animal, necessita ser submetida a algum método de tratamento a fim de reduzir a
carga microbiana indesejada. Os métodos frequentemente empregados como forma
de minimizar a carga bacteriana da cama de frango sdo a adicdo de cal e os
métodos fermentativos, em leira ou fermentacdo plana. Entre as bactérias
indesejaveis frequentemente encontradas na cama figuram a Escherichia coli,
responsavel por ocasionar colibacilose nas aves, Salmonella spp., importante
patbgeno humano e animal, e Staphylococcus aureus, patdgeno oportunista
causador de infeccdes articulares e sisttmicas nas aves. Neste cenario de
intensificada produgdo avicola e problemas inerentes a esta atividade, torna-se
necessario empreender esforcos para encontrar formas de manejo da cama de
frango, diminuindo a carga bacteriana indesejavel, visando a sanidade avicola e a
producédo de alimentos seguros. Embora os compostos naturais sejam utilizados de
varias formas pela industria avicola, ndo ha relatos sobre a sua utilizacdo enquanto
tratamento para cama de frango. Neste sentido, considerando o potencial
antimicrobiano dos compostos naturais oriundos dos 6leos e extratos vegetais, sédo

necessarias pesquisas que avaliem a insercdo destes compostos a cama de frango
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enquanto meétodo de tratamento, ampliando as possibilidades de tratamentos
atualmente disponiveis ao produtor de frango de corte, com um método eficaz, de

baixo custo e que demande pouco tempo de execucéo.

Palavras-chave: Escherichia coli. Salmonella. Staphylococcus aureus. Avicultura
industrial. Extratos vegetais.
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ABSTRACT

The Brazilian poultry industry is characterized as one of the most developed in the
world. With increasing technological investments in the area, the country is the
second largest producer and largest chicken meat exporter in the world, supplying
several regions, such as the Middle East, Asia and Africa. As it has Lower cost when
compared to other meats of good sanitary and nutritional quality, national per capita
consumption grows every year, reaching, in 2017, the 44.8kg mark. Due to the
growing demand of the domestic and foreign market, the poultry industry generates a
large amount of waste, among them the broiler litter, which consists of the mixture of
an absorbent material, usually shaving, used in the flooring of the shed plus excreted
material by birds, feathers, scales of skin, scraps of water and food. One way to
reduce environmental impacts and minimize production costs is to reuse broiler litter
for several poultry farms. However, the broiler litter because of favorable conditions
for the growth of a diverse microbiota, including bacteria undesirable for human and
animal health, needs to undergo some treatment method in order to reduce
undesired microbial load. The methods frequently employed as a way of minimizing
the bacterial load of the broiler litter are the addition of lime and the fermentative
methods, in garden bed and flat fermentation. Among the undesirable bacteria
frequently found in the litter are E. coli, responsible for causing colibacillosis in birds,
Salmonella spp., An important human and animal pathogen and S. aureus, an
opportunistic pathogen that causes joint and systemic infections in birds. In this
scenario of intense poultry production and problems inherent to this activity, it is
necessary to make efforts to find ways to manage broiler litter, reducing undesirable
bacterial load, aiming at poultry sanitation and the production of safe food. Although
natural compounds are used in various ways by the poultry industry, there are no
reports of their use as a treatment for broiler litter. In this sense, considering the
antimicrobial potential of natural compounds derived from vegetable oils and
extracts, research is needed to evaluate the insertion of these compounds into the
broiler litter as a treatment method, increasing the possibilities of treatments currently

available to the broiler producer, an efficient, low cost and time-consuming method.

Key words: Escherichia coli. Salmonella. Industrial poultry. Vegetable extracts.
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PANORAMA DA AVICULTURA BRASILEIRA

A industria avicola brasileira corresponde a um dos maiores complexos
econdbmicos do setor agropecuario do pais, sendo considerada uma das mais
modernas do mundo. No entanto, com o acelerado crescimento das atividades
avicolas, eleva-se também a responsabilidade frente as questdes socioambientais
na procura de um equilibrio entre a producdo animal e o0 meio ambiente.

O processo produtivo da avicultura brasileira passou por importantes
transformacdes nos ultimos anos, sobretudo a partir da década de 1970. Os
investimentos em tecnologia de abate e processamento permitiram a indUstria
avicola brasileira alcancar altos indices de produtividade, assumindo posi¢cdo de
destaque no cenario mundial (CORREA, 2013).

O Brasil ocupa posicao de destaque no cenario da producdo avicola mundial.
Segundo dados do Relatério Anual da Associacao Brasileira de Proteina Animal —
ABPA (ABPA, 2017), o pais € o segundo maior produtor de carne de frango do
mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Com uma producdo em franca
ascensao, em 2017, a producéo avicola nacional alcancou a marca de 13.100.000
de toneladas de carne de frango (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2018).

Da totalidade da producdo nacional, cerca de 70% é destinado ao
abastecimento do mercado interno. Em 2017, o consumo per capita de carne de
frango foi de 44,8 quilos, caracterizando-a como a principal fonte de proteina animal
do brasileiro (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2018). No que diz respeito a composic¢&o
de macronutrientes, estima-se que 100g de peito de frango cru, por exemplo,
contém 21,53g de proteinas e 3,02g de gorduras (TACO, 2011). Neste sentido, o
consumidor brasileiro tem a sua disposicdo um produto barato e de boa qualidade
sanitaria e nutricional.

Consagrado como maior exportador mundial de carne de frango, o Brasil
abastece 151 paises, sendo o Oriente Médio a principal regido importadora dos
produtos avicolas brasileiros, seguido da Asia e Africa (ABPA, 2017).

A producéo de frangos esta distribuida em todo territorio nacional, impactando
a economia de grande parte dos estados. Em 2017, a regido Sul liderou o ranking
nacional, sendo responsavel por 60% (8.077.000 toneladas) da producéo brasileira.

Na regido Nordeste, a Bahia ocupou a primeira colocagdo entre os estados
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produtores de carne de frango, responsavel por 1,97% (269.000 toneladas) da
producéo nacional (EMBRAPA AVES E SUINOS, 2018).

Segundo dados do Relatério de Projecdes do Agronegocio do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no periodo de 2014/2015 a 2024/25
€ projetado um crescimento anual de 3,0% da producéo de carne de frango, sendo
maior que a producido bovina e suina. E projetado ainda um grande aumento no
consumo de carne de frango, alcancando 54,7 quilos por habitantes. Quanto as
exportacdes, as projecfes indicam uma taxa de crescimento anual de 3,6%,
garantindo ao Brasil a permanéncia na primeira colocacdo no ranking de paises
exportadores de carne de frango (BRASIL, 2015).

O aumento na producdo avicola, visando abastecimento do mercado interno e
externo, elevara a demanda por insumos, bem como o volume de residuos gerados
por esta atividade, salientando a importancia da gestado sustentavel da producéo. No
caso especifico da industria brasileira, a cama de frango € um importante insumo
para avicultura, ao passo que também representa um dos principais residuos da

producdo de frangos de corte.

CAMA DE FRANGO

A cama de frango, também conhecida como cama de aviario, € um
subproduto derivado da criacdo industrial de frango de corte. E resultante da mistura
de um material absorvente utilizado na forragdo do piso do galpdo mais o material
excretado pelas aves, descamacfes da pele, penas, restos de racdo e agua dos
bebedouros (AVILA; MAZZUCO; FIGUEIREDO, 1992; FIORENTIN, 2005;
RESENDE, 2010; SILVA, 2011b, RITZ; FAIRCHILD; LACY, 2014).

Além de evitar o contato direto das aves com o piso do galpdo, a cama de
frango absorve a umidade das fezes, contribui para reduzir as oscilagbes de
temperatura no aviario, atua no isolamento térmico, evitando perda de calor da ave
para o ambiente, e absorve o impacto do peso da ave sobre uma superficie macia,
evitando a ocorréncia de lesbes em regides como peito, articulacbes e coxim plantar
das aves (SILVA, 2011b, RITZ; FAIRCHILD; LACY, 2014). Assim, é de extrema
importancia a escolha de bons materiais a serem utilizados como substrato para
composicdo da cama, levando em consideragdo que as aves irdo passar todo seu

ciclo de vida sobre a mesma.
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Diversos materiais tém sido utilizados como substrato para cama de frango,
sendo que a maravalha € a matéria-prima mais utilizada pela avicultura brasileira
(SILVA, 2011b). A maravalha € um material oriundo do beneficiamento de madeiras
como eucalipto (Eucalyptus spp.) e pinus (Pinus spp.), apresentando uma boa
capacidade de absorcao da umidade. No entanto, frequentemente tem-se observado
a escassez desse produto no mercado e consequente aumento nOS precos,
acarretando em dificuldades aos produtores (GIROTTO; AVILA, 2003). Neste
sentido, materiais alternativos como casca de arroz, sabugo de milho triturado, palha
de soja picada, serragem (pequenas particulas de madeira), capim picado e resto de
cultura de milho picado podem ser utilizados (AVILLA et al., 2007). Segundo estes
autores, a escolha de qualquer material deve levar em conta a sua disponibilidade,
gualidade e custo, além da finalidade da sua utilizacdo apds a retirada do lote.

O tamanho médio das particulas (cerca de 3 cm), a capacidade de absorver a
umidade sem empastar e a facil liberacdo da umidade para o ar sdo caracteristicas
desejaveis no material utilizado para cama (AVILA; MAZZUCO; FIGUEIREDO,
1992). A umidade excessiva, 0 pisoteio das aves, além do gotejamento de agua por
problemas dos bebedouros sdo os principais responsaveis para a ocorréncia de
compactacao da cama, ocasionando a formacéo de blocos que podem prejudicar o
lote, aumentando consideravelmente a ocorréncia de lesfes, resultando em possivel
condenacédo de carcaca, quando sao detectadas pelos exames ante mortem e post
mortem pelos profissionais do Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1998).

Diante da enorme importancia, a cama de frango é elemento indispenséavel
para avicultura industrial. Considerando que cada quilograma de ave produzida gera
de 1,2 a 1,5 Kg de residuo de cama (ISLAM et al., 2013), a cada ciclo de criacdo de
aves sdo produzidas toneladas de residuos de cama de frango. Neste cenério,
diante do enorme volume de cama de frango gerado é imprescindivel que
produtores e pesquisadores empreendam esforcos, cada vez mais, a fim de
buscarem formas de manejo desse residuo.

Durante muito tempo a cama de frango foi fornecida como alimentacdo
animal. Contudo, a fim de garantir a sanidade animal e evitar riscos de doencas,
especialmente a encefalopatia espongiforme bovina (conhecida popularmente como
sindrome da vaca louca), o MAPA, por meio da Instrugdo Normativa (IN) n° 8, de 26

de marco de 2004, proibiu 0 uso de produtos de origem animal e residuos da
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produgéo, incluindo a cama de frango, na alimentagdo de ruminantes, prevendo
severas puni¢cdes ao produtor que desobedecer a Instrugdo Normativa (IN) (BRASIL,
2004).

Com a proibicéo, tornou-se necessario a realizacdo de pesquisas com intuito
de encontrar alternativas para o aproveitamento da cama de frango, levando em
conta seu enorme valor como fertilizante e, ao mesmo tempo, buscando-se a
reducdo do seu volume e evitando o descarte inapropriado no meio ambiente
(HAHN, 2004; LUZ et al., 2009; VALENTE et al., 2012).

Segundo Resende (2010), as caracteristicas microbiolégicas da cama a
tornam, ao mesmo tempo, um material potencialmente contaminante, como também
de grande utilidade ao se considerar o ativo metabolismo microbiano que se instala
em decorréncia da quantidade de matéria organica que a cama recebe ao longo do
ciclo de criacdo das aves. Assim, a cama de frango pode servir como fonte de adubo
organico, desde que seja respeitada a capacidade de suporte do solo em que sera
aplicado.

No entanto, deve-se ter cuidado quando o destino final da cama de frango é
aplicacéo no solo. Pode ocorrer a transferéncia de patdogenos dentro da cadeia de
alimentos, uma vez que os vegetais serdo produzidos com solo adubado pela cama,
representando um risco para a seguranca alimentar, sobretudo no caso de produtos
consumidos in natura (SILVA et al.,, 2007). Além deste risco, sdo destacados
também que os contaminantes quimicos, oriundos das substancias promotoras de
crescimento, podem contaminar o solo e 4guas subterraneas, além de influenciar na
microbiota do solo (HAHN, 2004). Sendo assim, torna-se necessaria a adocao de
algum tratamento voltado a inativacdo e/ou reducdo da carga microbiana, visando
reduzir os impactos negativos sobre o meio ambiente, bem como diminuir 0s riscos a
saude humana.

Neste cenario de intenso crescimento das atividades avicolas, escassez dos
produtos utilizados como cama de aviario e problemas envolvidos no seu descarte, a
reutilizacdo da cama, apOs passar por algum tratamento para redugcdo dos niveis
microbianos, € uma boa alternativa para minimizar os custos da producéo, a
contaminacao dos lotes através da cama e o efeito poluidor quando depositada no

meio ambiente.
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REUTILIZACAO DE CAMAS DE FRANGOS

Por apresentar um clima que permite a producdo em aviarios abertos, a
reutilizacdo da cama de aviario € uma pratica rotineira na avicultura brasileira (AVILA
et al, 2008; VOSS-RECH et al., 2017). Para tanto, é imprescindivel a adoc¢do de
algum tipo de tratamento voltado a inativacdo ou reducdo da microbiota indesejavel
para que se possa garantir a sanidade dos proximos lotes criados sobre a mesma
cama. Por isso, 0 manejo da cama de aviario entre os lotes € uma medida
importante nas boas praticas de producéo avicola (ABPA, 2016).

Embora a substituicdo total da cama a cada lote de frangos seja considerada
ideal sob o aspecto de preservacdo da saude animal e humana (SILVA et al., 2007),
tal pratica resultaria em grande impacto ambiental, gerado pelo volume de producéo
do substrato, como maravalha, e destino deste residuo na natureza, além de
acarretar altos custos a producéo avicola. Em termos econdmicos, a substituicdo de
cama de frango a cada lote de criacdo de aves acarretaria num aumento de cerca de
77% o custo da producéo avicola (MARCOLIN, 2006).

Desta forma, a reutilizagdo da cama por varios lotes, apés o0 manejo
adequado, apresenta duas vantagens principais: a reducado do impacto ambiental,
tornando a avicultura um sistema ambientalmente sustentavel, e a diminuicdo dos
custos de producdo (ROSA et al., 2014).

Apesar da eficiéncia dos métodos de tratamento em que as camas sao
submetidas, ndo € recomendavel reutiliza-las quando tenham ocorridos problemas
sanitarios em lotes anteriores. Neste caso, € necessaria a substituicdo total da cama
apos a retirada das aves, além da lavagem e desinfeccdo de todos os equipamentos
antes de recoloca-los no galpdo, o qual jA deverd estar devidamente limpo e
desinfetado. A cama descartada também deve ser tratada, em geral, por
fermentacao, antes de ser retirada do aviario, no intuito de evitar a disseminacao de
patdgenos no ambiente, especialmente quando o destino final for o uso como
fertilizante (SILVA, 2011b; MUNIZ et al., 2014).

Diversos desinfetantes podem ser utilizados na inativacao das bactérias e sado
Uteis para evitar a contaminacdo da cama nova. Entre 0s mais comuns estdo 0s
compostos aldeidos (formaldeidos e glutaraldeido), peréxidos, compostos de aménia
qguaternaria, fendis e iodo (FIORENTIN, 2005). No entanto, segundo Rui et al.

(2011), embora os compostos a base de formol sejam eficientes na eliminacdo das



27

bactérias, sdo produtos em desuso por serem compostos altamente irritantes das
mucosas, comprometendo a saude dos trabalhadores.

Existem varios métodos de manejo da cama voltados para inativacdo e
controle de patdgenos entre lotes, bem como ha variacbes entre um mesmo
tratamento. Embora n&do haja a exigéncia de padronizagdo dos procedimentos
adotados, alguns mercados tém exigido comprovacéao cientifica de sua eficiéncia. O
GlobalG.A.P., organizacdo formulada na Europa a partir de 1997 e que atua na
definicdo de boas praticas agricolas estabelece, por exemplo, através do documento
“Control points and compliance criteria”, que a cama reutilizada deve ser tratada e
comprovadamente livre de riscos microbiologicos (GLOCALG.A.P., 2016).

A preocupacdo com a qualidade microbiologica da cama de frango também
ocorre em nivel nacional, levando ao MAPA publicar instrucbes normativas que
orientam o manejo adequado da cama de frango. A instrugdo normativa 17/2006 do
MAPA, que estabelece o Plano Nacional de Controle e Prevengédo da Influenza
Aviaria (IA) e da Doenca de Newcastle (DNC), autoriza o transporte interestadual de
cama de frango somente apés a adocao de algum tratamento visando a inativacao
de patégenos (BRASIL, 2006). Adicionalmente, a IN 10/2013 do MAPA determina
gue camas de frango positivas para Salmonella spp. devam ser submetidas a
tratamento capaz de inativar a bactéria (BRASIL, 2013).

Mais recentemente, a IN 21/2014 do MAPA, que estabelece normas técnicas
para Certificacdo Sanitaria da Cadeia Produtiva Avicola quanto ao perfil sanitario
para os virus da IA e DNC, reforca que a cama reutilizada precisa ser submetida a
tratamento com eficacia cientificamente comprovada para inativar ambos o0s
patdogenos (BRASIL, 2014). Em todos estes casos, as normativas nao especificam
quais métodos e/ou tempos de tratamento devem ser aplicados a cama. Assim, é
importante que pesquisas sejam desenvolvidas a fim de avaliar a acdo dos
tratamentos sobre patégenos importantes para producgéo avicola.

No Brasil, os métodos de tratamento frequentemente utilizados sdo a
fermentacdo em leira, fermentacdo plana e aplicacdo de cal (geralmente séo
utilizados o Oxido de célcio ou hidroxido de célcio) (ROSA et al, 2014).
Independente do método adotado, a cama é submetida ao tratamento apos a
retirada das aves, concomitantemente com a lavagem e desinfeccdo dos
equipamentos (SILVA, 2011b).
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Em geral, independente do tratamento em que a cama sera submetida,
algumas praticas sao rotineiramente adotadas apds a retirada das aves.
Inicialmente, todos os equipamentos dos aviarios sao retirados (comedouros,
bebedouros e ventiladores), seguida da remocéo de por¢des mais umidas da cama
e crostas de cama e fezes que se formam durante o alojamento das aves. Em
seguida, revira-se a cama para trazer a superficie as penas, larvas e insetos que
ficam em camadas mais profundas. Apés esse procedimento, faz-se uso de lanca-
chamas, comumente chamado de vassoura de fogo, que consiste num equipamento
ligado a um botijdo de géas, funcionando como um macarico, para queima das penas
e possiveis larvas e insetos que estejam na cama (SILVA, 2011b).

A utilizacdo da cal nas suas diferentes apresentacées € um método bastante
difundido pela avicultura brasileira. Basicamente, consiste na distribuicdo da cal em
toda superficie da cama, até 72 horas antes do alojamento das aves, utilizando
equipamento apropriado para distribuicdo uniforme do produto na cama.
Anteriormente a aplicacdo da cal, ocorre a remocdo de toda cama Umida e
compactada e a aplicacdo de lanca-chamas em todo superficie da cama, para
queimar as penas do lote anterior (SILVA, 2011b).

Neste método, o principal mecanismo de reducdo da carga microbiana é a
diminuicdo da atividade de &gua e a elevacdo do pH da cama, tornando-a um
ambiente desfavoravel para multiplicacdo bacteriana, sobretudo para as
Enterobactérias, como Escherichia coli e Salmonella spp. (FIORENTIN, 2005;
SILVA, 2011b). No entanto, embora o uso da cal seja pratica comum no Brasil para
o tratamento da cama de frango, estudos tém apresentado resultados contraditérios.

Utilizando diferentes dosagens da cal, Dai Pra et al. (2009), hum estudo
conduzido no Rio Grande do Sul, demonstraram a eficacia desde método para o
tratamento da cama de frango. Segundo os autores, apés o0 12° dia de aplicacédo de
cal virgem na dosagem de 300g/m2 foi possivel observar elevacdo dos valores de
pH, de 8,85 (tratamento controle) para 9,91, reducéo na atividade de agua em 2,8%,
além da reducao de 82 e 97% no numero de UFC de Salmonella spp. e Clostridium
spp., respectivamente.

Por outro lado, também num estudo realizado no Rio Grande do Sul, Lopes et
al. (2015) salientaram que apenas a aplicagcéo da cal nédo foi suficiente para reducgao

da carga bacteriana. Os autores, ao tratarem cama de frango reutilizada com
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300g/m2 de cal, observaram, apds 12 dias de aplicagdo, que nd&o houve reducao
significativa na contagem de Enterobactérias e Staphylococcus aureus.

O tratamento da cama de frango por fermentacdo consiste em um método
biolégico que vem sendo muito empregado pela avicultura brasileira entre o0s
intervalos de criacdo (SILVA, 2011b). A decomposicao da matéria organica em um
ambiente anaerdbico contribui para o aumento consideravel da temperatura,
inviabilizando o desenvolvimento de microrganismos patogénicos presentes na
cama (AVILA et al, 2007).

No método de fermentagcdo em leira, a cama € empilhada no centro do
aviario, com aproximadamente um metro de altura, e coberta com lona plastica em
toda a sua extensdo, permanecendo assim por um periodo de 10 a 12 dias. Em
regides com clima seco, recomenda-se umedecer a cama antes de cobrir a leira com
a lona, a fim de favorecer o processo fermentativo (SILVA, 2011b). A cobertura com
lona plastica ira contribuir para 0 aumento da temperatura e promover o acumulo de
amOnia na cama, a qual é toxica para 0s microrganismos e insetos vetores de
microrganismos, como o cascudinho (Alphitobius diaperinus) (FIORENTIN, 2005;
MACKLIN; HESS; BILGILI, 2008; MUNIZ et al., 2014).

Alphitobius diaperinus é considerado o principal inseto praga veiculado a
cama de frangos de corte (SALIN et al., 2000). As larvas e os adultos desse inseto
alimentam-se de carne e 0Orgados internos de aves mortas ou moribundas. Este
habito, somado ao contato direto do inseto com a cama das aves, 0 tornou um
importante veiculador de diversos patdgenos, incluindo virus, bactérias, fungos e
protozoarios de importancia para indastria avicola (FOGACA et al., 2017). Assim,
diversas estratégias tém sido buscadas no sentido de controlar a populacdo destes
insetos na cama de frango.

Outro método de fermentacdo de cama bastante utilizado na avicultura
brasileira € o método de fermentacéo plana, que consiste na cobertura da cama com
lona em toda a extensdo do aviario (SILVA, 2011b). Este método € uma variacao do
processo fermentativo em leiras, e apresenta resultados positivos na reducao de
patogenos, sendo empregado por muitas empresas brasileiras. Embora seja um
processo fermentativo, Silva (2011b) salienta que a temperatura da cama nao sofre
elevacdo significativa para inativacdo dos patdgenos bacterianos. No entanto,
acredita-se que outros fatores, como a distribuicdo mais homogénea da amonia,

podem estar associados a este efeito sobre 0s microrganismos.
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Os métodos fermentativos, embora ndao haja consenso na literatura acerca da
sua eficacia, sdo internacionalmente utilizados com conhecida atuagdo sobre
patogenos (SILVA et al., 2007; CRESPO et al., 2016).

Silva et al. (2007) avaliaram trés métodos de tratamento sobre a carga
bacteriana de camas reutilizadas em aviarios comerciais, no estado de Santa
Catarina, para a criacdo de frango de corte em seis lotes consecutivos: aplicagéo de
cal; método de fermentacdo em leira; e método de fermentacédo plana. Os autores
concluiram que, apesar de todos os tratamentos reduzirem a carga de bactérias
mesofilas e enterobactérias, 0 método de fermentacdo plana mostrou-se ser mais
eficiente em relacdo a reducéo de enterobactérias. Os autores constataram ainda
gue este método foi eficiente na destruicdo dos cascudinhos, diferindo das camas

dos outros tratamentos avaliados.

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DA CAMA DE FRANGO

A cama de frango é um material rico em nutrientes organicos, pela grande
quantidade de material fecal incorporada a cama ao longo do ciclo de producao das
aves. Essa composicao nutritiva associada as caracteristicas fisico-quimicas de pH,
atividade de agua e temperatura criam condi¢cdes para o estabelecimento de um
ambiente propicio a multiplicacdo de diversos microrganismos, sobretudo aqueles
originarios da excreta das aves e que se multiplicam na cama ao longo do tempo.
Portanto, a multiplicagcdo de microrganismos € inerente a producdo avicola e pode
ser minimizada, mas nao evitada (JEFFREY et al., 2001; FIORENTIN, 2005; SILVA,
2011b).

O ambiente do aviario, assim como a cama de frango, oferece condicdes
favoraveis para a multiplicacdo de bactérias da microbiota fisiolégica das aves,
porém estas condicbes também facilitam a multiplicacdo de patdgenos/bactérias
indesejaveis (ROSA et al., 2014).

Na microbiota da cama pode-se encontrar variados grupos bacterianos, entre
0s quais se destacam: (1) o grupo das bactérias que néo representam riscos diretos
a saude humana e animal, mas que exercem alguma influéncia nas condi¢cbes
ambientais da cama; e (2) os patdégenos primarios e secundarios de aves e/ou
humanos ou 0s comensais para as aves, potenciais patdgenos para 0os humanos
(SILVA, 2011b).
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O acumulo de bactérias na cama nao representa necessariamente um
problema, dependendo da bactéria envolvida. As bactérias néo patogénicas
participam de complexos processos de reciclagem dos nutrientes excretados na
cama pelas aves, atuando na decomposicao do acido Urico, resultando em amonia
das proteinas da excreta. Portanto, a presenca dessas bactérias € desejavel, uma
vez que melhora qualidade do ambiente, desde que seja observada a ventilacdo
adequada dos galpdes (REHBEGER, 2002; CRESSMAN et al., 2010).

Por outro lado, varios patdégenos presentes na cama geram preocupacao
quanto a possiveis problemas por eles causados, seja diretamente nas aves ou no
consumidor. Originalmente, essas bactérias, em geral, sdo trazidas pelos pintos e
perpetuadas no aviario de lote para lote na prépria cama, ou através de
reservatorios naturais presentes nas instalacées do aviario, como os cascudinhos e
os roedores que podem albergar as bactérias entre lotes, atuando como fator de
contaminacdo da cama nova (FIORENTIN, 2002). Quando contaminadas, a agua
dos bebedouros e a racdo também podem servir como fonte dessas bactérias
(VIOLA et al., 2011; AMOROSO et al., 2015).

Além do intimo e continuo contato das aves com bactérias indesejaveis que
contribuem para contaminacdo do trato digestivo (MUNIZ et al., 2014), segundo
Fiorentin (2005), a retirada da racdo no periodo pré-abate estimula os frangos a
recuperarem seus habitos naturais de ingerirem insetos da cama, adquirindo
patdgenos que serdo carreados para o abatedouro. Ainda que ndo causem
problemas sanitarios as aves, podem contaminar as carcagas pela abertura
acidental do inglivio ou dos intestinos no momento do abate, comprometendo a
seguranca dos alimentos e a saude do consumidor, caso o produto final seja
contaminado (HAAPAPURO et al., 1997; SILVA, 2007).

Entre as bactérias que compdem a microbiota da cama de aviario, estdo
Lactobacillus e Bifidobacterium, presentes na excreta dos frangos e nao
representam riscos para saude humana, animal, nem ao ambiente (REHBEGER,
2002; AMIT-ROMACH; SKLAN; UNI, 2004; WADUD et al.,, 2012). Contudo, o
acumulo de bactérias indesejaveis na cama, sobretudo da classe das
Enterobactérias e demais bactérias zoondticas, gera preocupacao por possiveis
problemas causados no proprio lote de frangos e, eventualmente, na saude do

consumidor.
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Entre as bactérias indesejaveis, destacam-se principalmente os géneros
Salmonella spp. e Campylobacter spp., implicados em problemas inerentes a
seguranca dos alimentos, bem como Escherichia coli, especialmente as linhagens
patogénicas para aves (APEC) e causadoras de dermatite necrotica nos frangos.
Outras bactérias, como Clostridium perfringens, causadora de enterite necrética, e
Staphylococcus aureus, associada a infeccdes articulares e sistémicas, estdo no
ambiente como contaminantes e podem eventualmente causar infeccbes
oportunistas efou levar a contaminacdo das carcacas no processamento
(FIORENTIN, 2005; SILVA, 2011; CRESPO et al., 2016).

Salmonella spp.

Salmonella refere-se a um género bacteriano amplamente distribuido na
natureza, caracterizada como um dos agentes mais importantes em surtos de
toxinfeccéo alimentares (CARDOSO; TESSARI, 2013; BRASIL, 2017). Pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, Salmonella spp. sdo bacilos gram-negativos, néo
formadores de esporos, anaerébios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa
e moveis com flagelos peritriquios, excetuando os sorotipos Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum. Salmonella spp. multiplica-se em temperaturas entre 7 e
49,5° C, sendo 37° C a temperatura 6tima para desenvolvimento. Os valores de
atividade de agua afeta diretamente o desenvolvimento da bactéria. Embora o limite
seja de 0,94, estas bactérias podem resistir a baixos indices de atividade de agua. O
pH minimo tolerado por Salmonella spp. é 3,8, com valores 6timos préximos a
neutralidade (JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2008; GERMANO; GERMANO,
2008; TORTORA; FUNKE; CASE; 2017).

Embora durante algum tempo cada sorovar de Salmonella fosse considerado
como uma espécie distinta sabe-se hoje que o género Salmonella possui apenas
duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella entérica; esta Ultima possui seis
subespécies (S. enterica subespécie enterica, S. enterica subespécie salamae, S.
enterica subsespécie arizomae, S. enterica subespécie diarizone, S. enterica
subespécie houtenae e S. enterica subsespécie indica) (JAY, 2005; GERMANO;
GERMANO, 2008; CORDOSO; TESSARI, 2013).

A identificacdo do género Salmonella é definida de acordo com suas

caracteristicas bioquimicas, soroldgicas e antigénicas. A divisdo de seus sorovares é
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baseada na composi¢do de seus antigenos de superficie, soméaticos (O), flagelares
(H) e capsulares (Vi), este ultimo encontrado apenas nos sorovares S. Dublin, S.
Typhi e S. Paratyphi (JAY, 2005; CARDOSO; TESSARI, 2013).

Salmonella spp. podem ser encontradas no trato gastrointestinal de aves, do
homem, de répteis e mamiferos em geral, causando a enfermidade comumente
denominada de salmonelose. Em humanos, a infeccdo por Salmonella spp. pode
provocar manifestacéo clinica traduzida em coélicas abdominais, nauseas, vomitos e
diarreias, sobretudo em criancas, idosos e adultos imunocomprometidos
(GERMANO; GERMANO, 2008). Nas aves, a importancia da salmonelose deve-se
ao elevado prejuizo econbmico causado pela alta taxa de mortalidade, queda na
producdo de ovos e perda de peso devido a baixa conversao alimentar (SANTOS et
al., 2012).

A maioria dos casos de infeccdo por Salmonella spp. em humanos esta
associada a produtos avicolas contaminados (CARDOSO; TESSARI, 2013). A carne
da ave é frequentemente contaminada por Salmonella spp. quando, acidentalmente,
o conteudo intestinal é transferido para a carcaca, durante o processamento
industrial (SILVA et al., 2007). Neste sentido, torna-se necesséario diminuir a
contaminacgao das carcacgas, adotando cuidados especiais nas acdes de abate.

A partir da crescente preocupacdo com a seguranca alimentar dos produtos
carneos que chegam ao consumidor, tem-se estimulado a identificacdo de meios
para reduzir ou eliminar a Salmonella spp. antes do abate, uma vez que a reducgao
das taxas de contaminacédo pré-abate ira resultar em um aumento na seguranca dos
produtos processados.

As aves portadoras de Salmonella spp. sdo, frequentemente, a fonte inicial de
contaminacdo no abate, onde 0s equipamentos e o manuseio inadequado das
carcagas permitem a disseminagdo do microrganismo. Assim, Silva (2007) afirma
gue a principal a acao prévia ao abate objetiva o controle de Salmonella spp. nos
ambientes de criacdo de frangos de corte, a fim de reduzir o niumero de aves
portadoras desta bactéria que entram no abatedouro.

Segundo Marin et al. (2011) sdo muitas as fontes de contaminagdo por
Salmonella spp. na producgéo de frangos de corte, o que torna dificil o0 seu controle
nestes ambientes. Estas bactérias chegam as granjas de criagdo principalmente
através dos pintos de um dia e da racdo para os frangos. Estas bactérias, apés

entrarem nas granjas de criagdo, se perpetuam nestes ambientes e sdo veiculadas
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as aves, segundo Moraes et al. (2014), principalmente através da cama de frango e
de insetos aviarios.

Assim, é importante garantir a adocao de praticas seguras nas granjas, nos
incubatorios e nos matadouros avicolas, tendo em vista que estes ambientes
influenciam de forma significativa na presenca ou auséncia de Salmonella spp. no
produto final. Adicionalmente, a cama de frango, importante reservatério de bactéria
tendo em vista suas caracteristicas fisico-quimicas e por incorporar microrganismos
da excreta das aves, necessita de atencdo especial, carecendo da adocdo de

métodos eficazes de tratamento visando a sua qualidade sanitéaria.

Escherichia coli

A espécie Escherichia coli € membro da familia Enterobacteriaceae, gram-
negativa, catalase positiva, oxidase negativa, n&do esporogénica. O género
Escherichia possui apenas uma espécie e cerca de mil tipos antigénicos. E um
mesdfilo tipico, capaz de se desenvolver entre 7 e 46° C, sendo 37° C a temperatura
Otima de crescimento. O pH proximo do neutro propicia condi¢des Otimas para o
desenvolvimento da E. coli, embora possam tolerar pH de até 4,0, desde que 0s
demais fatores intrinsecos e extrinsecos sejam 6timos. A atividade de agua exigida
para desenvolvimento é de 0,95. (JAY, 2005; GERMANO; FRANCO; LANDGRAF,
2008; GERMANO, 2008 TORTORA; FUNKE; CASE; 2017).

E uma das principais constituintes da microbiota intestinal de animais de
sangue quente, incluindo os seres humanos. Faz parte do grupo de coliformes
termotolerantes e é considerada indicadora de contaminacdo fecal e eventual
presenca de bactérias patogénicas em alimentos (JAY, 2005; FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Inimeros fatores contribuem para sua dissemina¢do no meio ambiente, uma
vez que é excretada nas fezes e pode sobreviver nas particulas fecais, poeira e
agua por semanas ou meses, como habilidade de crescer rapidamente e usar uma
grande variedade de materiais como nutrientes (SAVIOLLI, 2010).

Embora seja considerado um microrganismo ndo patogénico, por fazer parte
da microbiota comensal dos animais de sangue quente, algumas cepas patogénicas

estdo associadas a diversas patologias no homem e nos animais domésticos.
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Estudos demonstram que as cepas patogénicas de E. coli estdo envolvidas
em uma ampla gama de doencas que podem afetar animais e também os seres
humanos. De acordo com seus mecanismos de patogenicidade, estas cepas podem
ser agrupadas em patotipos; que, por sua vez, de acordo com o seu sitio de acao
podem ser classificados em E. coli diarreiogénicas e E. coli patogénicas
extraintestinais (EXPEC), e estédo frequentemente associadas a quadros infecciosos:
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli que adere difusamente (DAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli
meningite neonatal (NMEC) e E. coli patogénica para aves (APEC) (KAPER, 2005;
CROXEN; FINLAY, 2009; JAFARI; ASLANI; BOUZARI, 2012).

A patogenicidade de E. coli se manifesta por um mecanismo multifatorial e
complexo que envolve vérios fatores de viruléncia e variam de acordo com o
sorotipo (ROCHA, 2008).

Estes fatores de viruléncia fazem parte do corpo bacteriano que € composto
por estruturas antigénicas que contribuem para determinacdo dos sorotipos de E.
coli. Essa determinacéo é realizada tomando como base a presenca de antigenos
somaticos (O), de natureza lipopolissacaridica, antigenos capsulares (K), de
natureza polissacaridica, e antigenos fimbriais (F) e flagelares (H), ambos de
natureza proteica (CROXEN; FINLAY, 2009).

Dentre os diferentes patotipos de E. coli, destaca-se, na industria avicola, o
APEC, responsavel por diferentes quadros infecciosos, atuando como agente
primario ou secundario. A bactéria pode afetar praticamente todos os 6érgaos das
aves, causando infec¢Bes intestinais e extra-intestinais, conhecidas como
colibacilose (BARNES et al.,, 2003). Em humanos, ainda que pouco comum, as
cepas de APEC podem ser responsaveis por infeccdes intra-abdominais (KAPER,
2005).

A colibacilose é uma das mais comuns e principais doencas na avicultura
moderna, responsavel por quadros de sepse, aerossaculite, pericardite, peritonite,
onfalite, salpingite, sinovite e celulite. A evolucdo destas doencas € rapida e
frequentemente resulta em sepse, causando alta mortalidade, acarretando em
grande prejuizo financeiro a industria avicola (BARNES et al., 2003; ABUJAMRA,

2010). Cepas do patotipo APEC podem ser encontradas nas fezes e na cama dos



36

aviarios e tém sido associadas a infec¢des extra-intestinais nas aves (ASSIS;
SANTOS, 2001; SILVA, 2015).

De acordo com Barnes et al. (2003), a celulite aviaria € uma doenca
multifatorial, pois sdo necessarios, pelo menos, dois fatores para a sua ocorréncia.
Inicialmente, é preciso que um trauma qualquer resulte em ferimento na pele do
animal. Apés a ocorréncia do ferimento, € preciso que haja contamina¢do bacteriana
macica por E. coli. Neste sentido, a cama de aviario desempenha papel importante
nos casos de celulite aviaria. Deve-se atentar para a escolha de bons materiais que
irdo compor a cama, a fim de evitar lesbes nos aves (AVILA et al., 2007). Além
disso, a sua qualidade microbioldgica torna-se importante na medida em que estas
podem servir de reservatorio para E. coli.

Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, imoveis, ndo formadores
esporos, sdo catalase-positiva e tendem a formar agrupamentos semelhantes a
cachos de uva (FUNKE; CASE; 2017). Estas bactérias fazem parte familia
Micrococcaceae que apresenta 29 espécies, sendo que apenas trés a quatro
apresentam potencial patogénico para aves, como destaque para S. aureus
(FERREIRA; FERREIRA, 2000).

Sao microrganismos mesofilos, apresentando temperatura de multiplicacdo na
faixa de 7° C a 47,8° C. Podem produzir enterotoxinas termorresistentes a
temperaturas de 10° C a 46° C, com temperatura 6tima entre 40° C e 46° C. O pH
ideal para desenvolvimento destes microrganismos varia entre 7 e 7,5. No que diz
respeito a atividade de agua, Staphylococcus spp. sdo os Unicos capazes de se
multiplicar em alimentos com valores de atividade de agua inferiores ao
normalmente considerados minimos para outras bactérias halofilas, podendo de
multiplicar em alimentos com atividade de agua de 0,86 (JAY, 2005; FRANCO;
LANDGRAF, 2008; GERMANO; GERMANO, 2008; TORTORA; FUNKE; CASE;
2017).

Outra caracteristica destes microrganismos é a capacidade de sobreviver e se
multiplicar em uma concentragdo de cloreto de sodio de até 20%, tornando os
alimentos curados como veiculos potenciais para disseminagdo destes
microrganismos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).



37

7

A capacidade de produzir coagulase, uma enzima extracelular, € uma das
provas mais utilizadas para caracterizar as cepas produtoras de enterotoxinas. S.
aureus produz enterotoxinas que sao identificadas e caracterizadas em A, B, C (C1,
C2, C3), D e E. Outras espécies de Staphylococcus também sdo capazes de
produzir enterotoxinas, no entanto surtos de intoxicagdo alimentar estédo
relacionados somente a S. aureus enterotoxinogénicas (WU et al., 2016). Algumas
outras enterotoxinas, a partir de pesquisas recentes, foram descobertas, como as G,
H, 1,J,K L MN,O,P, Q, R e U, porém o envolvimento destas toxinas com surtos
de intoxicacOes alimentares ainda ndo estdo bem elucidados (SANTANA et al.,
2010; WU et al., 2016).

Esses microrganismos, devido a sua relativa resisténcia, estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente, sendo facilmente encontrados colonizando as
superficies e mucosas de mamiferos e aves (SANTANA et al., 2010).

Em animais, Staphylococcus spp. esta associada a lesdes purulentas da pele
que, ocasionalmente, podem tornar-se sistémicas. Em aves comerciais,
Staphylococcus spp., incluindo S. aureus, é a causa de diversas enfermidades,
desde sepse a osteomielite e infeccbes articulares e sistémicas (SKEELES, 1997;
FIORENTIM, 2005).

Além dos grandes problemas a saude animal, S. aureus € um importante
patdgeno humano, figurando entre os microrganismos mais envolvidos em surtos de
intoxicacdo alimentar (BRASIL, 2017). Sendo assim, torna-se necessaria a tomada
de medidas que eliminem a presenca desta bactéria nos ambientes de criacdo de

aves comerciais, a fim de garantir a sanidade animal e evitar surtos alimentares.

ANTIMICROBIANOS NA INDUSTRIA AVICOLA

Durante muito tempo, as substancias antimicrobianas foram amplamente
utilizadas na producdo animal, seja como forma de tratamento ou como promotora
de desempenho para favorecer o desenvolvimento dos animais, melhorando seu
desempenho zootécnico, visando niveis mais altos de produtividade (KURITZA;
WESTPHAL; SANTIM, 2014). A depender da dose utilizada, os antimicrobianos
podem ser classificados em trés categorias: terapéuticos, profilaticos e promotores

de crescimento.
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Os antimicrobianos com dosagens terapéuticas sdo aqueles utilizados com
dosagem, em geral, muito superior a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
antimicrobiano, sendo muito eficientes em combater um microrganismo ja instalado
em um processo infeccioso em curso. Os antimicrobianos com dosagens profilaticas
sdo aqueles usados em dosagem proxima ao CIM (levemente acima), capazes de
prevenir uma infeccdo. Em geral, sdo usados quando o risco de infeccdo nos
animais € elevado (proximidade fisica a lotes em processo infeccioso, histérico de
doenca infecciosa na regido etc.). Ja os promotores de crescimento sdo usados em
dosagens bem baixo da CIM, com ac¢ao voltada para o trato gastrointestinal, a fim de
evitar o crescimento de microrganismos patogénicos e o desequilibrio da microbiota
intestinal, reduzindo, assim, os processos inflamatérios da mucosa, melhorando a
capacidade absortiva de nutrientes (COLUSI, 1993).

Em consequéncia da ampla distribuicdo bacteriana no intestino das aves,
desde a década de 1950 os promotores de crescimento tém sido incorporados a
racdo animal, devido ao seu benéfico e vantajoso efeito sobre o desenvolvimento
ponderal das aves (DALOLIO et al., 2015). A pratica se tornou cada dia mais
presente na rotina avicola, uma vez que contribuiu para reducdo da morbidade e
mortalidade causadas por doencgas clinicas e subclinicas, além de incrementar a
conversao alimentar, favorecendo o crescimento animal, contribuindo para expanséo
da avicultura (OLEFORUH-OKOLEH et al., 2015).

Contudo, é crescente a preocupacdo quanto ao uso dos promotores de
crescimento na alimentacéo animal, em decorréncia da presenca de residuos destas
substancias nos produtos animais para o consumo e a selecao de cepas resistentes,
trazendo a tona preocupacfes relacionadas a saude publica. Neste cenario de
preocupacdo, o amplo uso destes agentes tem sido alvo de restricbes; a Suécia
comecou a banir os antimicrobianos em 1986, enquanto que a Unido Europeia, por
exemplo, limitou o uso de alguns antimicrobianos em janeiro de 2000, e em janeiro
de 2006 baniu o uso de antimicrobianos como aditivos promotores de crescimento
(R1ZZO et al., 2010). Com isso, diversos paises exportadores tiveram que se
adequar as exigéncias do mercado internacional; inclusive o Brasil, que tem os
paises na Unido Europeia como seus principais importadores.

Visando manter as exportacfes para 0s paises europeus, 0 Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), proibiu e restringiu o uso de diversos

antimicrobianos na industria avicola (BRASIL, 2004). Por isso, nos ultimos anos, a
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avicultura industrial tem buscado produtos alternativos para substituicdo dos
antimicrobianos comerciais, no intuito de manter a mesma eficicia na produtividade
proporcionada por estes agentes, sem representar riscos a saude publica.

As principais alternativas que tém sido pesquisadas a fim de garantir o
maximo crescimento dos animais, sem afetar a qualidade do produto final, incluem o
uso de probiodticos, enzimas, Oleos e extratos vegetais (HUYGHEBAERT;
DUCATELLE; VAN IMMERSEEL, 2011).

Acredita-se que a melhora na saude intestinal provocada pela adicdo de
complexos enzimaticos ocorra por meio do incremento na digestibilidade dos
alimentos, com melhor aproveitamento dos nutrientes. Ja os probidticos constituem
de agentes microbianos vivos, ndo patogénicos, que atuam beneficamente no
hospedeiro melhorando o equilibrio da microbiota intestinal (DALOLIO et al., 2015).

Segundo Brugalli (2003), a inclusdo de produtos vegetais as racbes dos
animais apresenta-se como alternativa aos promotores de crescimento
convencionais. Todavia, a auséncia de toxicidade nestas plantas é importante a fim
de assegurar a saude do animal. Com isso, as plantas aromaticas, tradicionalmente

utilizadas como condimentos ou temperos podem ser exploradas para tal finalidade.

O USO DE FITOTERAPICOS NA AVICULTURA

Ao longo da histéria da humanidade, os compostos extraidos das plantas
foram utilizados de forma empirica para diversas finalidades, principalmente no
intuito de tratar e curar doencas. Porém, com o surgimento de novos farmacos, a
fitoterapia foi deixada de lado por um tempo, voltando a ganhar visibilidade a partir
das constantes discussdes acerca da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
comumente utilizados, levando ao aumento de pesquisas em torno de compostos
alternativos, sobretudo aqueles com potencial antimicrobiano oriundo de plantas
medicinais (SIMOES et al., 2007; GARVIL et al., 2013).

Esses compostos sao oriundos do metabolismo vegetal, que consiste num
conjunto de reacgdes quimicas que ocorrem nas ceélulas por meio de enzimas
especificas. Os produtos destas rea¢cfes sdo chamados de metabolitos e podem ser
divididos em metabodlitos priméarios e secundarios (SIMOES et al., 2007).

O metabolismo primério é responsavel pela sintese de substancias quimicas

destinadas ao crescimento e desenvolvimento do organismo produtor. As
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macromoléculas originadas sdo a celulose, lignina, proteinas, lipideos, acucares
entre outras moléculas importantes para as suas fung¢des vitais. J& as moléculas
oriundas do metabolismo secundario, embora ndo necessariamente sejam
essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia
e para perpetuacéo de sua espécie (SIMOES et al., 2007).

Segundo Santos (2007), a origem de todos os metabdlitos secundarios pode
ser resumida a partir do metabolismo da glicose, por meio de dois intermediarios
principais, o acido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico, formado a partir de
dois metabdlitos da glicose (fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato), origina os
aminoacidos aromadticos, precursores da maioria dos metabdlitos secundarios
aromaticos. J4 os metabdlitos secundarios oriundos do acetato podem ser
originados a partir do ciclo do acido citrico, da via do mevalonato (formado a partir
da unido de duas unidades de acetato) ou ainda pela condensac¢ao do acetato.

Durante algum tempo acreditou-se que os produtos secundarios fossem
produzidos sem funcéo especifica, simplesmente como produtos finais das reacoes,
chegando a ser considerados, em alguns casos, com anomalias. Hoje, com o0s
avangos no entendimento das rotas do metabolismo vegetal e maior detalhamento
dos compostos formados, sabe-se que os produtos secundéarios possuem diversas
finalidades, sobretudo no que diz respeito ao desenvolvimento fisiolégico da planta e
mediacao das interacbes entre a planta e o meio ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2004;
SIMOES et al., 2007;).

De acordo com Sim@es et al. (2007), sdo atribuidas diversas funcdes aos
metabdlitos secundarios dos vegetais, incluindo a defesa contra herbivoros e
microrganismos, a protecao contra os raios ultravioletas, a atracdo de polinizadores
ou animais dispersores. Com isso, 0os produtos extraidos dos vegetais, denominados
Oleos essenciais e extratos vegetais, tém sido exaustivamente estudados, sobretudo
no que diz respeito ao potencial antimicrobiano dos compostos presentes nestes
produtos.

Assim, as plantas aromaticas, medicinais e condimentares, amplamente
utilizadas pela medicina popular ao longo dos séculos, passam a despertar interesse
na comunidade cientifica, sendo reconhecidas propriedades antissépticas,
antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas dos compostos extraidos dessas

plantas, possibilitando o aproveitamento destes efeitos bioldgicos pela industria
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farmacéutica, alimenticia e medicinal (CELIKTAS et al., 2007; SIMOES et al., 2007;
GARVIL et al., 2013).

Na industria avicola, os produtos naturais tém sido utilizados com os mais
diversos objetivos. Seu principal uso tem sido relatado pela literatura cientifica
avaliando o potencial destes produtos enquanto alternativa para substituicdo dos
antimicrobianos utilizados enquanto promotores de crescimento e no controle da
coccidiose, uma doencga aviaria causada por protozoarios do género Eimeria. Assim,
diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de demonstrar os efeitos benéficos
dos produtos naturais na avicultura.

Em estudo realizado por Mountzouris et al. (2011), a administracdo de
fitoterdpico composto por orégano (Origanum vulgare), anis (lllicium verum) e citrus
(Citrus sp.) levou a modulagéo da microbiota de frangos com reducgéo de coliformes
termotolerantes e aumento de bifidobactérias e lactobacilos no ceco das aves.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de um composto vegetal contendo 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare), alecrim (Rosmarinus officinalis), canela
(Cinnamomum verum) e extrato de pimenta vermelha no controle de Salmonella
spp., Eimeria spp. e Clostridium spp. em frangos de corte de aviarios da cidade de
Curitiba, Parana, Bona et al. (2012) concluiram que o composto vegetal, quando
introduzido na alimentacdo as aves, foi capaz de reduzir as lesdes causadas por
Eimeria maxima e Eimeria tenella, além de reduzir significativamente a populacéo de
Clostridium perfringens e Salmonella spp. no contetdo do ceco das aves.

Souza et al. (2013) avaliaram os efeitos do 6leo essencial da aoreira-
vermelha (Schinus terebenthifolius) em substituicdo aos promotores de crescimento
sobre a microbiota intestinal de frangos de corte e observaram que o uso do 6leo
essencial reduziu significativamente a contagem de bactérias do género
Staphylococcus, além de Escherichia coli.

Apesar do expressivo numero de trabalhos que avaliam a utilizacdo de
produtos naturais na avicultura, ndo ha relatos na literatura sobre a utilizacao destes
produtos enquanto alternativa para tratamento da cama de frango. Neste sentido,
faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem o potencial
antimicrobiano, ja reconhecido em outras finalidades dentro da avicultura, sobre a
microbiota da cama de frango.

No entanto, a inclusdo de 6leos essenciais e extratos vegetais a cama de

frango requerem auséncia de toxidade nas plantas utilizadas para producdo destes
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produtos, como forma de garantir a sanidade animal. Assim, acredita-se que
espécies vegetais tradicionalmente utilizadas como condimentos ou temperos

podem ser utilizadas para tal finalidade.

ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva de importante valor medicinal
e aromatico. Pertencente a familia Lamiaceae, € uma planta perene, com folhas em
formato de agulha e aroma caracteristico (Figura 1).

Originaria do sul da Europa e norte da Africa, o alecrim é amplamente
utilizado na culinaria de todo mundo, devido as caracteristicas organolépticas que
conferem aos alimentos (BOUSBIA et al., 2008). Contudo, nos ultimos anos, 0s
extratos e 0s Oleos essenciais produzidos a partir do alecrim tém sido objeto de
estudos que atestam seu potencial antimicrobiano, antioxidante, antimutagénico e

anti-inflamatorio (PINTORE et al., 2002).

Figura 1 — Prancha botanica de Rosmarinus officinalis L.

Fonte: Botanical.com — A modern Herbal.

Bona et al. (2013), utilizando o método da microdiluigdo em caldo, avaliaram a

atividade antimicrobiana de diferentes extratos vegetais frente a sorovares de
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Salmonella spp. de origem avicola, obtidas da bacterioteca do Centro de Diagndstico
Veterinario Brasil Sul Ltda. O extrato aquoso de alecrim apresentou atividade contra
o sorovar S. Derby numa concentrag&o inibitéria minima (CIM) de 100mg.mL™.

Em recente trabalho, Diemer (2016) avaliou a acdo antimicrobiana do extrato
aguoso e do 6leo essencial de alecrim frente a cepas padrdo de Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P). Para a Escherichia coli e S.
aureus, utilizando o extrato aquoso, verificou-se uma CIM de 5,0mg/mL. Utilizando o
Oleo essencial constatou-se uma CIM de 1,25mg/mL para Escherichia coli e
0,625mg/mL para S. aureus.

Hussain et al. (2010) avaliaram atividade antimicrobiana do 6leo essencial
extraido do alecrim coletado no Herbario da Universidade de Agricultura Faisalabad
(UAF), no Paquistdao e encontraram valores de CIM de 1,52mg/mL e 1,16mg/mL
para cepas de Escherichia coli e Salmonella spp.

Em estudo realizado na Tunisia por Mathlouthi et al. (2011), os autores
avaliaram a composicado quimica do 6leo essencial de alecrim e puderam observar
alto teor de 1,8 cineol (49,99%). Utilizando as técnicas disco difusdo e microdiluicéo,
0s autores constataram que o 6leo essencial de alecrim apresentou resultados que
indicam efeito inibitorio sobre E. coli e o Salmonella Indiana, obtendo valores de CIM
de 4,4mg/mL e 8,8mg/mL, respectivamente.

No Brasil, 0o 6leo essencial de alecrim produzido por Barreto et al. (2014)
apresentou 30,87% de 1,8 cineol e foi capaz de inibir o crescimento tanto de
bactérias Gram-positivas quanto de bactérias Gram-negativas. Segundo Celiktas et
al. (2007), ao estudar a composicao quimica do 6leo essencial de alecrim cultivado
em diferentes regides geograficas, 1,8 cineol € o principal componente do 6leo
essencial de alecrim.

O composto 1,8 cineol é pertencente a classe dos terpendides, moléculas
mais representativas que constitui 90% de 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008).
Além da presenca do 1,8 cineol, entre os compostos frequentemente isolados a
partir do 6leo essencial de alecrim, em diferentes concentragdes, estdo a canfora, a-
pineno, borneol e a-terpineol, todos pertencentes ao grupo dos terpenoides (JIANG
et al., 2011). E sugerido que tais compostos hidrofébicos sdo capazes de romper a
membrana plasmatica e a membrana externa de bactérias Gram-negativas,
provocando alteracbes na permeabilidade da membrana e na morte celular
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; WANG et al., 2012).
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TOMILHO (Thymus vulgaris L.)

Thymus wvulgaris L. (tomilho) € uma planta medicinal, aromética e
condimentar, pertencente a familia Lamiaceae. Originaria da Europa, o tomilho é
comumente cultivado nas regifes sul e sudeste do Brasil, porém pode ser facilmente
encontrado em outras regifes do pais, por ndo demandar grandes exigéncias de
cultivo (PORTE; GODOY, 2001).

E um subarbusto perene, ereto, ramificado e de folhas simples, chega a medir
de 20 a 30 cm de altura e apresenta ramos levemente cobertos de pelos brancos
com folhas simples, pequenas de coloracao verde escura e formato oval (Figura 2)
(NABAVI et al., 2015).

Figura 2 — Prancha botanica de Thymus vulgaris L.

Fonte: Botanical.com — A Modern Herbal.

Thymus vulgaris € a espécie mais conhecida do género. Comumente utilizada
pela inddstria alimentar, cosmética e farmacéutica, a literatura destaca que os 0Oleos
essenciais e os extratos de T. vulgaris possuem comprovada atividade antioxidante
e antimicrobiana, devido a presenca de seus constituintes (NABAVI et al., 2015). Por
esse motivo, diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de explorar a atividade
antimicrobiana dos 0leos e extratos de T. vulgaris, abrindo caminhos para producao

de novos antimicrobianos.
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O estudo de Santurio et al. (2011) permitiu aos autores concluirem que o
extrato de tomilho apresentou atividade bactericida frente a Escherichia coli isolada
a partir de amostras de fezes de aves e bovinos. Utilizando a técnica de
microdiluicdo, os autores encontram valor de CIM igual a 1600ug/mL.

Embora alguns autores relatem que o 6leo essencial de tomilho apresente
bons resultados para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, Haussain et al.
(2011), em estudo realizado em Faisalabad, no Paquistdo, concluiram que o 6leo
essencial de tomilho foi mais eficaz contra as bactérias Gram-positivas. Utilizando as
técnicas de disco difusdo e microdiluicdo, os autores obtiveram um halo de inibicdo
de 23,2mm para E. coli, enquanto que para S. aereus e Bacillus subtilis foram
encontrados, respectivamente, valores de 27,9 e 28mm. Dados semelhantes foram
encontrados por Behbahani et al. (2012), em estudo realizado em Duran (Ird).
Utilizando a técnica de disco difusdo, impregnado com 5uL de 6leo essencial de
tomilho, os autores observaram halo de inibicdo de 19,7mm para E. coli, 35,7mm
para S. aereus e 39,7mm para Bacillus subtilis.

Cabe ressaltar que a atividade antimicrobiana esta diretamente relacionada
com a composicdo do 6leo essencial. Entre outros fatores, além do método de
extracdo, a parte da planta utilizada e o seu estagio de desenvolvimento (WANG et
al., 2012), a composicao do Oleo essencial pode ser afetada pela variacao sazonal
em que a planta € submetida (NEZHADALI et al., 2014).

Lemos et al. (2016) avaliaram a composicdo do 6leo essencial a partir do
tomilho cultivado em 5 meses diferentes. Segundo as autoras, embora em todos os
6leos o timol tenha sido o composto majoritariamente presente, houve variacdes
entre os 0Oleos extraidos. Para elas, a diferenca de temperatura e umidade registrada
nos meses de cultivos pode ter influenciado na composi¢éo dos 6leos extraidos.

ERVA-DOCE (Foeniculum vulgare G.)

Foeniculum vulgare, conhecida como erva-doce ou funcho, pertence a familia
Apiaceae e originaria da Europa Central e do Mediterraneo. E uma erva aromatica,
com altura entre 70 a 200cm, extensivamente cultivada em todas as regides
temperadas e tropicais do mundo e frequentemente utilizada como especiaria
culinaria e pela medicina popular (Figura 3) (PATRA et al.,, 2002; CHANG et al.,
2016).
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Alguns estudos tém sido conduzidos avaliando os efeitos biologicos dos
extratos vegetais e Oleos essenciais da erva-doce, reconhecendo seu potencial
antioxidante, antimicrobiano, antidiabético e hepatoprotetor (FAUDALE et al., 2008).
A atividade antimicrobiana dos Oleos e extratos vegetais da erva-doce € comumente
relatada para diversos grupos bacterianos, incluindo Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (GURINDER,;
DALJIT, 2008; PAI et al., 2010).

Figura 3 — Prancha botanica de Foeniculum vulgare G.

Fonte: Botanical.com — A Modern Herbal

Em trabalho realizado por Gulfraz et al. (2008), em Rawalpindi (Paquistao), os
autores observaram que o 6leo essencial e extrato metandlico da erva-doce foi
capaz de inibir o crescimento de Escherichia coli, apresentando valor de CIM igual a
0,8% (v/v) para o 6leo e 2,6% (v/v) para o extrato metandlico. Além da E. coli, os
autores puderam constatar atividade antimicrobiana para bactérias do género
Pseudomonas, Klebsiela, Bacillus Staphylococcus e Micrococcus, evidenciando a
acdo do extrato e do Oleo essencial de erva-doce tanto sobre bactérias gram-
positivas como para gram-negativas.

A acado do extrato de erva-doce tanto para bactérias gram-positivas quanto
para bactérias gram-negativas também foi confirmada por Dahak e Taourirte (2013),

em Marrakesh (Marrocos). Segundo os autores, 0 extrato aquoso da erva-doce foi
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capaz de inibir o crescimento de E. coli, apresentando CIM igual 3,125mg/mL. Além
da acdo antibacteriana, os autores também evidenciaram a acdo antifungica dos
extratos avaliados, uma vez que estes foram capaz de inibir o crescimento de
leveduras da espécie Candida albicans.

Roby et al. (2012), em ensaio realizado no Egito, concluiram que o 6leo
essencial e diferentes extratos de erva-doce apresentaram atividade antimicrobiana
significativa contra E. coli e Salmonella Typhi, apresentando valores iguais de
concentracdo inibitéria minima de 12,5ug/mL e 15ug/mL, respectivamente, para o
0leo e o extrato hexanico. A analise da composicdo quimica do 6leo essencial de
erva-doce demonstrou que o trans-anetol (56,5%) foi o principal componente
presente juntamente com fenchone (8,26%). Valores semelhantes foram
encontrados por Chang et al. (2016), ao estudar a composi¢cdo quimica do 6leo
essencial de erva-doce, em que foi possivel quantificar 55,98% de trans-anetol e
4,88% de fenchone.
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Resumo — A pesquisa objetivou avaliar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de ervas
condimentares obtidas no comércio popular de especiarias frente a microrganismos isolados
em cama de frango. Foram produzidos extratos vegetais aquosos de Foeniculum vulgare,
Thymus vulgaris e Rosmarinus officinalis pelo método de infusdo. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, frente a cepas de
Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus isoladas em cama de frango no
periodo de agosto a outubro de 2017. Foi realizada analise fitoquimica qualitativa para
deteccdo da presenca das principais classes de compostos bioativos. O extrato aquoso de T.
vulgaris apresentou maior atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados, além
de possuir todos os compostos bioativos avaliados na triagem fitoquimica. O extrato de R.
officinalis ndo inibiu o crescimento de E. coli, enquanto que o extrato de F. vulgare ndo
exibiu qualquer atividade antimicrobiana frente aos microrganismos, ao passo que foi o
extrato com menor quantidade de compostos bioativos prospectados. Os resultados apontam
possibilidades do uso dos extratos vegetais como fonte para o desenvolvimento de novas
drogas no combate aos microrganismos que pdem em risco a saude humana e animal.

Palavras-chave: extratos vegetais. avicultura. Thymus vulgaris L. resisténcia microbiana.

Antimicrobial activity of herbs against microorganisms isolated in broiler litter

Abstract - The objective of this research was to evaluate the antimicrobial activity of the

aqueous extract of condiment herbs obtained from the popular spice trade against
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microorganisms isolated from broiler litter. Aqueous plant extracts of Foeniculum vulgare,
Thymus vulgaris and Rosmarinus officinalis were produced by the infusion method. The
evaluation of the antimicrobial activity was carried out by broth microdilution method, against
strains of Escherichia coli, Salmonella spp. and Staphylococcus aureus isolated in broiler
litter from August to October 2017. Qualitative phytochemical analysis was performed to
detect the presence of the main classes of bioactive compounds. The aqueous extract of T.
vulgaris presented greater antimicrobial activity against the tested microorganisms, besides
having all the bioactive compounds evaluated in the phytochemical screening. The extract of
R. officinalis did not inhibit the growth of E. coli, whereas the extract of F. vulgare did not
exhibit any antimicrobial activity against the microorganisms, whereas it was the extract with
less amount of bioactive compounds prospected. The results point out possibilities of using
plant extracts as a source for the development of new drugs in the fight against
microorganisms that endanger human and animal health.

Key words: plant extracts. poultry farming. Thymus vulgaris L. microbial resistance.

INTRODUCAO

A indGstria avicola brasileira corresponde a um dos maiores complexos do setor
agropecuario do pais, alcancando altos niveis de produtividade. Em 2017, a producéo avicola
nacional alcancou a marca de 13.100.000 de toneladas de carne de frango, impactando
diretamente na economia do pais (Embrapa Aves e Suinos, 2018). Hoje, o Brasil ocupa
posicdo de destaque no cenario mundial, consagrado, desde 2016, como 0 maior exportador e
segundo maior produtor de carne de frango do mundo (ABPA, 2017).

Devido a crescente demanda de abastecimento do mercado interno e internacional, a
indUstria avicola cresce a cada ano. No periodo de 2015-2025 é projetado um crescimento de
3% ao ano na producdo de carne de frango e o consumo per capita deve alcancar 54,7 quilos,
tornando-se a principal fonte de proteina animal consumida pelos brasileiros (Brasil, 2015).

A fim de garantir altos indices de producéo, os antimicrobianos sdo amplamente utilizados
na industria avicola, contribuindo para melhorar a sanidade avicola e reduzir o tempo de
criacdo das aves, visando altos niveis de produtividade. Contudo, seu uso indiscriminado
proporcionou a selecdo de microrganismos resistentes, reduzindo sua eficicia no tratamento
médico, além de contribuir para presenca desses residuos nos produtos avicolas (Sakaridis et
al., 2011).
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A alta taxa de resisténcia antimicrobiana é frequentemente relatada por diversos autores,
tanto no Brasil quanto em outros paises, representando um grande problema para saude
humana. Segundo Souza et al. (2011), o uso de agentes antimicrobianos em animais criados
para 0 consumo humano é, provavelmente, a principal causa do aumento e disseminacdo de
cepas resistentes. Scur et al. (2014), no Parand, isolaram 118 cepas de Salmonella spp. a partir
de insumos avicolas e constataram que apenas 36 cepas (30,5%) foram suscetiveis a pelo
menos um agente antimicrobiano testado. Quanto a origem destas cepas, as amostras isoladas
da cama de frango apresentaram-se resistentes a um numero maior de antimicrobianos.

Neste cenario de preocupac¢des com a saude publica, a industria avicola, nos Gltimos anos,
tem buscado produtos alternativos para substituicdo dos antimicrobianos comerciais, a fim de
manter a eficacia na produtividade proporcionada por esses agentes, mas sem representar um
risco a salde humana (Huyghebaert et al., 2011). Entre as alternativas, os produtos vegetais —
6leos essenciais e extratos — tém sido utilizados na busca de novas solugdes terapéuticas por
possuirem compostos bioativos com reconhecido potencial antimicrobiano (Bettega et al.,
2011).

Devido a importancia econémica, ambiental e sanitaria que envolve a contaminacdo de
aves por microrganismos diversos e, ainda, considerando a escassez de trabalhos cientificos
acerca da atividade antimicrobiana de extratos vegetais sobre microrganismos de origem
avicola, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana de ervas condimentares frente a

microrganismos isolados em cama de frango.

MATERIAL E METODOS

Os extratos aquosos das folhas de Rosmarinus officinalis (alecrim) e Thymus vulgaris
(tomilho) e sementes de Foeniculum vulgare (erva-doce) foram obtidos pelo método de
infusdo. Todas as amostras vegetais foram adquiridas no comércio popular na cidade de Santo
Antonio de Jesus, Bahia. Foram pesadas 50 g de material vegetal seco e triturado e adicionado
em 500 mL de agua destilada aquecida a 90° C, permanecendo sob agitacdo por 24 horas. Em
seguida, os extratos foram filtrados em filtro de papel qualitativo e submetidos a liofilizaco
(Terroni™ LS 3000) até adquirirem consisténcia de p6. Os extratos foram armazenados ao
abrigo da luz em temperatura ambiente até 0 momento de utilizacao.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada contra cepas de Escherichia coli,
Salmonella sp. e Staphylococcus aureus, isoladas a partir de amostras de cama de frango

coletadas assepticamente ap6s criacdo de um lote de aves em uma granja comercial,
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localizada na Comunidade do Jenipapo, zona rural do municipio de Sapeacu, Bahia. Para o
iIsolamento dos microrganismos foi utilizado o método rapido Petrifilm™ (3M Company),
utilizando placas EC (AOAC 998.08) para E. coli, SALX para Salmonella sp. (AOAC
2014.01) e STX para S. aureus (AOAC 975.55), seguindo recomendacdes do fabricante.
Colobnias caracteristicas de E. coli (azuis com bolha de gas) e Salmonella sp. (azuis escuras
com precipitado azul ou centro vermelho escuro com precipitado azul) foram purificadas em
4gar Eosina Azul de Metileno (EMB) Kasvi® e colénias tipicas de S. aureus (vermelho-
violeta) foram purificadas em agar Baird-Parker (BP) suplementado com gema de ovo e
Telurito de Potéssio (K,S406). Ao final, todas as cepas foram preservadas a -20° C em Caldo
Brian Heart Infusion (BHI) Kasvi® e glicerol a 15% até o momento da analise. Utilizou-se
como cepas de referéncia S. Typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 8739, E. coli
Patogénica para Aves (APEC) ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923.

Para determinar a sensibilidade das cepas de E. coli, Salmonella spp. e S. aureus aos
extratos vegetais foi utilizado o teste de microdiluicdo em caldo, a fim de determinar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), com base na metodologia descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). As cepas bacterianas, previamente isoladas,
foram ativadas em caldo Miiller Hinton (CMH) Kasvi® por 18-24 horas. Apés esse periodo, a
suspensdo bacteriana foi padronizada em espectrofotdmetro (SP-22 Biospectro®) com
comprimento de onda de 625 nm e densidade Optica de 0,08 a 0,1, para concentracdo de 0,5
na escala Mac Farland, o que corresponde a uma suspensao bacteriana na concentracao de
1,5x10° UFC.mL™. Em seguida, foi realizada uma diluicdo em CMH na ordem de 1:100,
resultando numa suspenséo final de trabalho igual a 1,5x10° UFC.mL™,

Todos os extratos aquosos foram diluidos em dimetilsufoxido (DMSO) a 10% e
esterilizados por filtragdo em membrana de celulose (Millpore™) 0,22 um. Os extratos foram
testados em concentragdes decrescentes, de 20 mg.mL™ a 0,625 mg.mL™. Como controle
positivo foi utilizado gentamicina a partir da concentragdo de 70 pg.mL™. Realizou-se ainda o
controle de esterilidade do meio de cultura, dos extratos e controle de viabilidade dos
microrganismos. As placas foram incubadas a 36x1 °C por 24 horas e, apds esse periodo, a
confirmacgédo da atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada por meio da adigcdo de
resazurina 0,01% em todos os pocos da placa (a mudanca de coloracdo de azul para rosa
indica que houve crescimento bacteriano). A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi
calculada como a menor concentracdo em mg.mL™ capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) 10 pL do contetdo dos pogos

em que ndo houve crescimento bacteriano foi semeado na superficie de placa de Petri
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contendo &gar Miller Hinton (AMH) Kasvi® e incubado sob as mesmas condicdes
anteriormente descritas. A auséncia de crescimento bacteriano em placa indicou atividade
bactericida do extrato, enquanto que placas que apresentaram crescimento bacteriano
indicaram atividade bacteriostatica. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

Foi realizada a andlise fitoquimica qualitativa para verificar a presenca de alcaloides,
taninos, saponinas, esteroides, triterpenoides e flavonoides, conforme metodologia descrita
por Matos (2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As ervas selecionadas como objeto de estudo deste trabalho — Foeniculum vulgare,
Rosmarinus officinalis e Thymus vulgaris — sdo espécies muito utilizadas como condimentos
na culinéria brasileira e mundial, além de serem facilmente cultivadas em diversas regides do
pais. Além das caracteristicas citadas, estas plantas ja sdo utilizadas, de algum modo, pela
avicultura industrial como alternativa aos antimicrobianos convencionais (Chilante et al.,
2012; Teixeira et al., 2013) e, por isso, foram escolhidas para avaliacdo da sua atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos isolados a partir da cama de frango.

Verificou-se que o extrato aquoso de F. vulgare apresentou maior rendimento em relacéo
aos demais (23,63%), seguido de T. vulgaris (19,64%) e R. officinalis com 9, 93%. Segundo
Pintaro et al. (2012), a utilizacdo de material vegetal previamente desidratado para producéo
de extratos, como preconizado na metodologia deste trabalho, pode maximizar a eficiéncia do
processo de extracdo. Os autores, ao calcularem o rendimento de extratos de Ocimum
basilicum (manjericdo) e Origanum vulgare (orégano), ambos da familia Lamiaceae,
produzidos com plantas secas e in natura, obtiveram maior rendimento nos processos em que
as plantas estavam secas.

Os microrganismos testados apresentaram variagdes na suscetibilidade frente aos
diferentes extratos, conforme valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos vegetais aquosos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de Concentragdo Minima Inibitéria (mg.mL™) e Concentragdo Bactericida Minima (mg.mL™) dos extratos
aquosos de Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare e Thymus vulgaris frente a cepas padrdo e microrganismos isolados
em cama de frango.

Extratos
Microrganismos Rosmarinus officinalis ~ Foeniculum vulgare ~ Thymus vulgaris
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Escherichia coli * - - - - 20 20
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Escherichia coli ATCC 8739 - - - - -
Escherichia coli APEC ATCC 25922 - - - - -

Salmonella sp.* 10 10 - - 5
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 20 20 - - 20
Staphylococcus aureus * 5 5 - - 2,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 5 5 - - 2,5

20
2,5
2,5

- = sem atividade; * = isolados em cama de frango.

Os controles positivos apresentaram atividade antimicrobiana compativeis com os valores
previstos na literatura. A gentamicina foi capaz de inibir o crescimento microbiano de todas as
cepas, em concentracdes que variaram de 70 a 2,18 ug.mL’l.

Embora a literatura relate o potencial antimicrobiano do extrato aquoso das sementes de F.
vulgare (Dahak & Taourirte, 2013; Badgujar et al., 2014), neste estudo nenhum
microrganismo apresentou sensibilidade ao extrato desta erva nas concentragdes testadas.
Acredita-se que a auséncia da atividade antimicrobiana possa estar relacionada com o teor de
compostos bioativos presentes neste extrato.

Resultados diferentes entre os diversos estudos acerca da atividade antimicrobiana de
extratos vegetais podem estar relacionados com o genétipo das espécies estudadas, fatores
ambientais (solo, temperatura e umidade) e época de colheita das plantas, que podem acarretar
em variacbes no teor de compostos bioativos e, consequentemente, na capacidade
antimicrobiana destas plantas (Alezandro et al., 2011; Behbahani et al., 2013).

O extrato de R. officinalis ndo apresentou efeito inibitério contra as cepas E. coli, porém
apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de Salmonella sp. isolada de cama de
frango, S. Typhimurium ATCC 14028 e S. aureus isolada de cama de frango e S. aureus
ATCC 25923, com valores de CIM iguais a 10, 20, 5 e 5 mg.mL™, respectivamente.
Utilizando o método de disco-difusdo, o extrato aquoso de R. officinalis produzido por Adam
et al. (2014) apresentou atividade inibitdria para cepas de E. coli e S. aureus, além de Proteus
vulgaris e Pseudomonas aeruginosa. Por outro lado, em recente trabalho, Guimaraes et al.
(2017), utilizando os métodos de disco-difusdo e difusdo em pogos também ndo encontraram
atividade antimicrobiana do extrato aquoso de R. officinalis para cepas de E. coli, assim como
nesse estudo. Contudo, diferente dos dados aqui encontrados, o extrato aquoso destes autores
ndo foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus. Segundo os autores, a auséncia de
atividade antimicrobiana pode ser atribuida a baixa concentragdo de compostos bioativos, o

método empregado para obtencdo dos extratos e parte da planta que foi utilizada.
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E importante salientar que diversas metodologias podem ser empregadas com intuito de
avaliar a sensibilidade microbiana aos extratos vegetais. A comparagdo entre os resultados
obtidos por diferentes pesquisadores torna-se limitada, uma vez que a metodologia empregada
pode modificar a inibi¢do in vitro do crescimento microbiano. O trabalho de Bona et al.
(2014) comparou o método de microdiluicdo em caldo e de difusdo em &gar por poco e por
disco para avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais e foi possivel notar
diferencas significativas nos resultados entre as diferentes metodologias, com destaque para a
técnica de microdiluicdo em caldo, por fornecer dados quantitativos, ao indicar a
concentracdo minima capaz de inibir o crescimento microbiano, diferentemente dos outros
meétodos.

Neste sentido, a escolha da metodologia a ser utilizada torna-se uma importante etapa do
trabalho, devendo ser escolhida com cautela, tendo em vista 0s objetivos propostos por cada
trabalho. Além disso, hd a necessidade da uniformizacdo dos procedimentos técnicos
realizados nos testes in vitro, a fim de que os diferentes resultados possam conduzir
interpretacdes mais fidedignas.

O extrato aquoso de T. vulgaris foi o que melhor apresentou atividade antimicrobiana, o
qual foi capaz de inibir o crescimento, em diferentes concentracdes de todos o0s
microrganismos testados, com excecdo das cepas padrdo de E. coli. Seu potencial
antimicrobiano é amplamente relatado pela literatura, tanto para bactérias Gram-positivas
guanto para bactérias Gram-negativas (Navabi et al., 2015; Daugan & Abdullah, 2017),
ampliando, desta forma, as possibilidades da utilizacdo dos extratos vegetais dessa planta
como possivel fonte para o desenvolvimento de novas drogas.

As cepas de S. aureus testadas apresentaram maior sensibilidade ao extrato de T. vulgaris,
apresentando valor de CIM igual a 2,5 mg.mL™. Por outro lado, E. coli e Salmonella sp.,
ambas isoladas de cama de frango, demandaram valores de CIM iguais a 20 mg.mL™" e 5
mg.mL™, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Sangaleti et al.
(2017), em que o extrato aquoso de T. vulgaris apresentou atividade inibitoria contra cepas de
S. Typhimurium, S. aureus e B. subtilis, em que as bactérias Gram-positivas apresentaram
maior sensibilidade aos extratos. Enquanto que no trabalho de Ismail et al. (2012), o extrato
aquoso de T. vulgaris apresentou atividade inibitdria apenas contra S. aureus, ndo exercendo
qualquer atividade sobre E. coli e S. Typhi. Todos estes dados corroboram com Lemos et al.
(2015), ao afirmarem que as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos efeitos

antimicrobianos dos extratos vegetais.
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Essa diferenca observada nos resultados da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
entre os dois grupos bacterianos possivelmente esté relacionada a diferenca na composicao da
parede celular bacteriana. Uma vez que as bactérias Gram-positivas apresentam uma parede
celular quimicamente menos complexa e como menor camada lipidica quando comparadas
com as Gram-negativas, tornando-as mais suscetiveis aos efeitos dos compostos bioativos
encontrados nos extratos vegetais (Barbosa et al., 2015).

A acdo inibitoria dos extratos vegetais contra a cepa padrdo S. Typhimurium ATCC 14028
representa um importante passo para o controle da disseminacdo desta bactéria, sobretudo em
cama de frango. Scur et al. (2014), no oeste do Parand, isolaram 118 cepas de Salmonella spp.
a partir de diferentes insumos avicolas, em que a cama de frango foi o local de maior
contaminacdo, com 73 isolados (61,9%) e os sorovares mais comuns foram S. Enteritidis e S.
Typhimurium. Embora todas as bactérias do género Salmonella possam causar infeccdes
intestinais, os sorovares S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg estédo entre os mais
prevalentes em casos de infeccbes em humanos, uma vez que estdo em nimero elevado dentro
da populacdo (Cardoso & Tessari, 2013).

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de R. officinalis e T.
vulgaris para as cepas de Salmonella spp. sdo importantes na medida em que este
microrganismo representa um importante patégeno animal e humano. Segundo dados do
Ministério da Salde, Salmonella spp. ocupou a primeira colocacdo entre 0s agentes
etioldgicos identificados nos surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) (Brasil,
2018). Além disso, segundo Cardoso e Tessari (2013), a infec¢do por Salmonella em humanos
esta associada, em sua maioria, ao consumo de produtos avicolas contaminados. Assim, torna-
se necessario diminuir a sua incidéncia na industria avicola, a fim de garantir a producdo de
alimentos seguros, evitando riscos a satde humana.

Outro microrganismo frequentemente isolado em ambientes avicolas é a bactéria E. coli,
tornando-se um perigo potencial para saide humana e animal. As cepas padrdo de E. coli
patogénica para aves (APEC ATCC 8739) e E. coli ATCC 25922 ndo apresentaram
sensibilidade aos extratos testados.

E. coli é um microrganismo que faz parte da microbiota comensal do trato digestorio de
humanos e demais animais de sangue quente. Contudo, cepas patogénicas podem representar
um sério risco a saude humana e animal (Croxen & Finlay, 2010). E. coli patogénica para
aves (APEC) é frequentemente associada aos casos de colibaciloses nas aves, responsavel por
quadros de sepse, aerossaculite, pericardite, salpingite e celulite (Barnes et al., 2003). Neste

sentido, faz-se necessario o controle da populacdo desta bactéria nos aviarios, sobretudo em
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camas de frango, uma vez que este local representa um importante nicho para estas bactérias,
servindo de reservatorio para cepas patogénicas, especialmente APEC (Silva, 2015).

Exceto o extrato aquoso de F. vulgare, todos os demais foram capazes de inibir o
crescimento das cepas de S. aureus. O controle desta bactéria € importante na medida em que,
na industria avicola, S. aureus pode desempenhar papel de bactéria oportunista,
principalmente quando ha solucfes de continuidade decorrentes de lesGes na pele da ave,
gerando casos de infeccOes articulares e sistémicas (Monecke et al., 2013). Além disso, S.
aureus é um importante patdégeno alimentar (Sergelidis & Angelidis, 2017), estando entre 0s
agentes etioldgicos mais identificados nos surtos de DTA no Brasil (Brasil, 2018). Seu
controle nos ambientes avicolas torna-se necessario a fim de garantir a sanidade animal e
evitar casos de toxinfeccBes alimentares em humanos, em caso do consumo de produtos
avicolas com alta populacdo deste microrganismo.

Acredita-se que a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais seja dependente da
presenca de compostos bioativos, oriundos do metabolismo secundério da planta, que atuam a
partir de diferentes mecanismos de acdo. Neste sentido, foi realizada a triagem fitoquimica
dos extratos aquosos do estudo (Tabela 2), a fim de avaliar quais compostos presentes nestes

extratos podem contribuir para atividade antimicrobiana observada.

Tabela 2. Prospeccdo fitoquimica de metabdlitos secundarios nos extratos aquosos das ervas condimentares

Metabdlitos Extratos
Rosmarinus officinalis Foeniculum vulgare Thymus vulgaris

Flavonoides T - -
Tanino + N .
Saponina . i .
Esteroide (S) + N .
Triterpenoide (S) _ i )
Esteroide (LB) - i _
Triterpenoide (LB) + i .
Alcaloide . i .

+ = reacdo positiva; - = reacdo negativa; LB = Liebermann-Burchard; S = Salkowski.

Por meio da triagem fitoquimica realizada foi possivel observar variagdes quanto aos tipos
de metabdlitos secundarios para as ervas condimentares avaliadas. Foi possivel identificar
todos 0s compostos apenas no extrato aquoso de T. vulgaris, conforme ilustrado na Tabela 2.
No extrato aquoso de R. officinalis ndo foi possivel observar a presenca de saponinas e
alcaloides, enguanto que no extrato de F. vulgare apenas taninos e esterdides estavam

presentes.
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Estes compostos bioativos sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, incluindo a
atividade antimicrobiana (Silva & Fernandes Junior, 2010). Diversos estudos vém sendo
produzidos demonstrando o potencial antimicrobiano dos diferentes metabolitos secundarios,
como saponinas (Gacche et al., 2011), taninos (Saad et al., 2012), flavonoides (Kumar &
Pandey, 2013), alcaloides (Nair et al., 2017), esteroides e triterpenoides (Aduol et al., 2014).

A presenca de todos esses metabdlitos secundarios no extrato aquoso de T. vulgaris pode
explicar seu efeito inibitorio frente aos microrganismos testados. Apesar da triagem
fitoquimica revelar a presenca de esteroides e taninos, compostos com conhecida atividade
antimicrobiana, no extrato aquoso de F. vulgare, sua inatividade parece estar relacionada com
a auséncia dos demais metabolitos, tendo em vista que a atividade antimicrobiana € observada
a partir de um efeito sinérgico entre 0s compostos e ndo sobre um ou outro isoladamente
(Boruga et al., 2014).

A biossintese de metabdlitos secundérios € um processo complexo e é amplamente
influenciada por diversos fatores, como estagio de maturacdo, condic¢@es climaticas e edaficas,
disponibilidade hidrica, intensidade de luz e temperatura (Pavarini et al., 2012). Lemos et al.
(2015), no Espirito Santo, relataram variagdo na composic¢ao quimica do extrato etandlico das
folhas de R. officinalis, cuja a atividade antimicrobiana do extrato foi variavel em funcéo da
época de coleta da erva, realizada entre 0s meses de julho de 2012 e julho de 2013.

Além destes fatores, o solvente utilizado na elaboragdo do extrato vegetal parece
influenciar diretamente nos constituintes quimicos extraidos. Hossain et al. (2013) avaliaram a
composicdo fitoquimica do extrato de T. vulgaris produzido a partir de diferentes solventes
organicos. No estudo dos autores, apenas nos extratos metandlicos e butandlicos foi possivel
identificar a presenca de flavonoides, enquanto que tanino estava ausente em todos o0s
extratos. Embora Pintaro et al. (2012) afirmem que os solventes organicos sejam mais
adequados para extracdo de compostos fendlicos, nos extratos deste estudo, produzidos
utilizando a agua enquanto solvente extrator, foi possivel observar a presenca de flavonoides e
taninos, ambos pertencentes a classe dos compostos fendlicos, demonstrando que outros
fatores além da polaridade do solvente emprego na extracdo podem influenciar na prospecc¢éo
dos compostos quimicos biologicamente ativos. No presente estudo, acredita-se que o tempo e
a temperatura do solvente empregada na elaboracdo dos extratos podem ter contribuindo para
prospeccdo dos compostos fendlicos.

Ainda que alguns autores relatem maior atividade antimicrobiana quando sdo utilizados
solventes orgénicos na elaboracdo de extratos vegetais, 0s testes com extratos aquosos Sao

importantes na medida em que a producdo destes extratos podera contribuir para a
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implantagdo de um processo de desenvolvimento agricola ambientalmente seguro e
economicamente viével no controle da contaminagdo microbiana nos ambientes de producéo
avicola.

Como visto, a prospeccdo de metabolitos secundarios nos extratos vegetais é influenciada,
em certo grau, pelas caracteristicas do solvente utilizado. Do ponto de vista toxicologico,
segundo Oktay et al. (2003), etanol e 4gua sdo solventes mais seguros que acetona, metanol e
outros solventes organicos; por isso, optou-se por priorizar nesse trabalho a producdo de
extratos aquosos visando aplicacdes futuras dos resultados, a fim de ndo comprometer a sadude

humana e animal.

CONCLUSAO

Nas condigdes estudadas, os extratos aquosos de R. officinalis e T. vulgaris apresentaram
atividade inibitoria em diferentes concentracdes sobre os microrganismos testados. Acredita-
se gque a diversidade de metabdlitos secundarios, avaliada a partir da prospeccao fitoquimica,
possa contribuir para atividade antimicrobiana observada.

Por outro lado, o extrato aquoso de F. vulgare ndo exibiu qualquer atividade
antimicrobiana nas concentracGes testadas, ao passo que foi o extrato vegetal com menor
nimero de metabdlitos secundarios prospectados, conduzindo a interpretacdes que a
diversidade de metabolitos secundarios presente num extrato vegetal favorece uma maior
atividade antimicrobiana.

Neste contexto, 0 uso de extratos vegetais apontam para perspectivas futuras da sua
utilizacdo como alternativa para controle microbiol6gico nos ambientes avicolas, contribuindo

para medidas de controle e preservacao dos ecossistemas, da saide humana e animal.
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Resumo — O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do uso do extrato aquoso de Thymus
vulgaris (tomilho) para redugdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em cama de
frango. Foram aplicados trés tratamentos: T1 — adicdo do extrato aquoso de tomilho a
30mg.mL™, T2 — extrato de tomilho a 60mg.mL™; e T3 — sem adicéo do extrato (controle).
Foram realizadas ainda analises microbioldgicas em camas de frango novas e apds criagdo de
um lote de aves no periodo de novembro de 2017 a fevereiro de 2018. O delineamento
experimental adotado no estudo foi inteiramente casualizado com dois fatores. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. A cama de frango nova apresentou alta contagem de E. coli, ndo
diferindo significativamente (p>0,05) da contagem na cama usada. A cama nova mostrou-se
isenta de Salmonella spp. e com baixa contagem de S. aureus, a qual diferiu
significativamente (p<0,05) da cama usada. Ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5%
no tratamento controle entre os dias de avaliacdo. A aplicacdo do extrato na concentracao de
60mg.mL™* apresentou maior reducéo da carga bacteriana.

Palavras-chave: avicultura; colibacilose; Thymus vulgaris L.; ervas condimentares. APEC

Aqueous extract of thyme as an alternative treatment for broiler litter

Abstract — The objective of this study was to evaluate the aqueous extract of Thymus vulgaris

(thyme) to reduce Escherichia coli and Staphylococcus aureus in broiler litter. It was not
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before treatments: T1 - sodium extract at 30mg.mL™, T2 - thyme extract at 60mg.mL™; and
T3 - without addition to the extract (control). Microbiological analyzes were carried out on
new chicken litters and after a batch of broylers. The experimental design adopted in the study
was completely randomized with two factors. The data were analyzed by analysis of variance
and were compared by the Tukey test at the 5% level of significance. A new broiler litter was
high E. coli count, not significantly differing (p>0.05) from the count in broiler litter used. A
new bed proved to be free of Salmonella spp. and with the S. aureus count, a significant
difference (p<0,05) in the bed used. They were not submitted to level 5% without control
between the evaluation days. The application of the extract in the concentration of 60mg.mL™
produced a greater reduction of the bacterial load.

Key words: Poultry farming. Colibacillosis. Thymus vulgaris L. Condiment herbs. APEC.

INTRODUCAO

Os constantes investimentos no setor, sobretudo no que diz respeito as tecnologias de
producdo e abate, tém consagrado o Brasil como um dos maiores exportadores de produtos
avicolas do mundo, ocupando posi¢do de destaque no cenario mundial, consolidado como
segundo maior produtor e maior exportador de carne de frango do mundo (ABPA, 2017).

De acordo com o Relatério de Projecdes do Agronegdcio do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no periodo de 2014/2015 a 2024/2025, é
estimado um crescimento anual de 3% na producdo de carne de frango, indice superior ao
projetado para producdo bovina e suina. Ainda segundo o relatério, a taxa de exportacdo deve
crescer a 3,6% ao ano e 0 consumo per capita nacional deve alcancar a marca de 54,7 quilos
(Brasil, 2015).

Neste cenario de crescente demanda pelos produtos avicolas, tanto do mercado interno
quanto do mercado externo, a industria avicola brasileira intensifica suas atividades a cada
ano, alcancando altos indices de produtividade. Porém, como reflexo do aumento na producéo
nacional, a avicultura industrial gera uma enorme quantidade de residuos, sendo necessario
pensar em medidas de manejo e diminui¢do dos impactos ambientais causados pela atividade
avicola.

A cama de frango se configura como maior residuo da atividade avicola industrial
moderna. Também chamada de cama de aviario, a cama de frango é resultado da mistura de
um material absorvente utilizado na forragdo do piso do galpdo, geralmente maravalha mais

todo material incorporado durante o ciclo de criagdo das aves, incluindo excretas das aves,
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descamac0es da pele, restos de racdo, penas e agua dos bebedouros (Silva, 2011; Fogaca et
al., 2017).

Como forma de diminuir os custos da producdo e impactos ambientais gerados pela
avicultura, a reutilizacdo da cama de frango é pratica comum na industria avicola brasileira
(Avila et al, 2008). Contudo, devido as suas caracteristicas microbiologicas, torna-se
necessario submeté-la a algum tipo de tratamento, visando diminuir a carga microbiana
indesejavel, a fim de garantir a sanidade das aves que serdo criadas sobre a mesma cama de
frango (Vieira et al., 2015).

Segundo Silva (2011), diversos métodos podem ser empregados para tratamento da
cama de frango, sendo que os mais comuns sdo a adi¢do de cal virgem e a fermentacdo da
cama, seja enleirada no centro do galpdo ou pela cobertura da cama em toda extensdo do
galpdo. Porém, embora sejam métodos amplamente utilizados, algumas pesquisas tém
relatado que estes métodos ndo sdo tdo eficazes na diminuicdo da carga microbiana
indesejavel (Silva, 2011; Muniz et al., 2014).

Além disso, o tempo necessario para tratamento da cama de frango é ponto crucial na
sua reutilizacdo. O tempo destinado ao vazio sanitario, periodo compreendido entre os lotes
de criacdo das aves, precisa ser 0 menor possivel, a fim de possibilitar maior nimero de
criacdo de lotes de aves num dado intervalo de tempo. Assim, além da eficacia na eliminacéo
da microbiota indesejavel, o tratamento escolhido precisa ser realizado num menor tempo
possivel.

Os extratos vegetais ja sdo utilizados pela industria avicola, tendo em vista as suas
propriedades antimicrobianas, sendo comumente utilizados como aditivo fitogénico no intuito
de melhorar o desempenho animal, aumentando as taxas de conversdo alimentar, ou no
controle de enteroparasitos aviarios (Mountzouris et al., 2011; Bona et al., 2012). O uso do
extrato de Thymus vulgaris (tomilho) na alimentacdo das aves de cortes tem revelado muitos
beneficios, devido ao seu reconhecido potencial antimicrobiano (Rizzo et al., 2010).

Contudo, apesar dos beneficios no uso de extratos vegetais atribuidos ao seu potencial
antimicrobiano, ndo hé relatos na literatura especializada sobre o uso destes produtos visando
o tratamento da cama de frango. Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido com o intuito
de avaliar o efeito da introducdo do extrato aquoso de Thymus vulgaris (tomilho) na cama de
frango enquanto método de tratamento para reutilizagdo da cama entre lotes.

MATERIAL E METODOS
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O extrato aquoso de T. vulgaris foi produzido pelo método de infusdo. As amostras
vegetais, obtidas na feira da cidade de Santo Antdnio de Jesus — Bahia, previamente secas,
foram trituradas em moinho de facas tipo Wiley (Tecnal® TE-650/1) e adicionadas em &gua
destilada a 90 °C na proporcdo de 1:10; permanecendo sob agitacdo por 24 horas. Na
sequéncia, a mistura foi filtrada e liofilizada (Terroni® LS 3000) até adquirir consisténcia de
po. O extrato foi diluido em &gua destilada e armazenado sob refrigeracdo ao abrigo da luz até
0 momento da utilizacéo.

A cama de frango, anteriormente utilizada por um lote de criacdo de aves, foi
acondicionada em caixas plasticas com dimensdes de 30cm de largura, 15cm de altura e 50cm
de profundidade. Foram utilizados 0,10 m de cama em cada caixa, obtendo-se volume final de
0,225m3 de cama por caixa. As amostras de cama de frango foram submetidas a trés
tratamentos: T1 — extrato de tomilho a 30mg.mL™; T2 — extrato de tomilho a 60mg.mL™; e T3
— agua destilada esterilizada (controle). Os extratos, bem como a agua destilada estéril, foram
pulverizados, com auxilio de um borrifador, por toda extensdo da cama de frango.

Foram realizadas avaliagbes da carga bacteriana em quatro periodos: tempo 0 — antes
da aplicacdo do extrato; tempo 2 — dois dias ap0s aplicacdo do extrato; tempo 5 — cinco dias
apos aplicacdo do extrato; e tempo 8 — oito dias ap6s aplicacdo do extrato, em que foram
coletadas amostras de cinco pontos distribuidos ao longo da caixa plastica e colocadas em um
saco plastico de primeiro uso, homogeneizadas e retirada uma aliquota de 25g para prosseguir
as analises microbioldgicas.

A quantificacdo da populacdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi
realizada por meio do método rapido Petrifilm™ (3M Company), utilizando placas EC
(AOAC 998.08) para E. coli e STX (AOAC 975.55) para S. aureus, conforme recomendagdes
do fabricante. As placas foram incubadas em tempo e temperatura adequadas e, com auxilio
do contador de coldnias digital (Phoenix® CP600 Plus), foram contadas colonias tipicas de E.
coli (col6nias azuis com bolha de gas) e S. aureus (coloracdo colénias vermelho-violeta), com
os valores expressos em logio UFC.g™.

A fim de comparar a populacdo bacteriana em camas de frango novas e utilizadas apés
um lote de criacdo de aves, foram coletadas amostras destas camas diretamente no galpdo de
criagdo das aves. As amostras foram coletadas de forma asséptica a partir de 10 pontos
equidistantes distribuidos aleatoriamente pelo galpdo. As amostras foram reunidas em uma
Unica embalagem e transportadas em caixa térmica contendo gelo reciclavel até o Laboratorio

de Pesquisa em Microbiologia do Nucleo de Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI)
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do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(CCS/UFRB).

A caracterizacdo microbioldgica das amostras de cama de frango foi realizada pela
quantificacdo da populacéo de E. coli e S. aureus, conforme a metodologia descrita acima. Foi
realizada ainda a pesquisa para Salmonella spp., por meio do método rapido Petrifilm™ (3M
Company), utilizando placas SALX, conforme recomendacédo do fabricante.

O experimento foi conduzido empregando-se o delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial com dois fatores (tempo e tratamento). Os dados obtidos foram
submetidos a anélise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia, utilizando o software estatistico R. O modelo estatistico adotado no
experimento foi o seguinte: Yijx = m + ai + Bj + (af)ij + €ijk; em que, Yij é o valor observado
para a variavel em estudo referente a k-ésima repeticdo da combinacdo do i-ésimo nivel do
fator A com o j-ésimo nivel do fator B; m é a média de todas as unidades experimentais para a
variavel em estudo; a; € 0 efeito do i-ésimo nivel do fator A no valor observado Yij; Bj € 0
efeito do j-ésimo nivel do fator B no valor observado Yij; (ap)ij € o efeito da interagéo do i-
ésimo nivel do fator A com o j-ésimo nivel do fator B; ejjx € 0 erro associado a observagéo
Yiik.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados analisados (Tab. 1) pdde-se observar alta contagem de E. coli na
cama nova, que de acordo com o teste de Tukey com nivel de 5% de significancia ndo diferiu
significativamente da contagem na cama usada, apés um ciclo de criacdo de aves.

Este resultado chama atencdo sobre a qualidade microbioldgica das camas novas. Uma
elevada carga bacteriana deste material pode estar associada a sua origem, provavelmente
com inadequadas condi¢bes de producdo, conservagdo, armazenamento e transporte ao
aviario. Uma carga elevada deste microrganismo pode representar um desafio sanitario
significativo para as aves que serdo alojadas neste ambiente, especialmente quando se trata de

pintos de um dia de vida.

Tabela 1 — Comparacédo da presenca de microrganismos em camas de frango nova e apés criacdo de
um lote de aves (usada).

Cama de Frango

Microrganismos
Cama Nova Cama Usada
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Escherichia coli 3,15 3,37°
Staphylococcus aureus <1 3,23°
Salmonella spp. Ausente Presente

*\/alores expressos em log; UFC.g™.
**|_etras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.

A populacio de S. aureus na cama nova foi <1logio UFC.g™, a qual com nivel de 5%
de significancia, diferiu da contagem de S. aureus na cama usada, em que foi registrada
populacdo de 3,23log;p UFC.g™. Assim, supde-se que a incorporacéo de S. aureus a cama de
frango ocorra, principalmente, durante o ciclo de criagdo das aves. A entrada de
microrganismos nos ambientes de criagdo pode ocorrer de diversas formas, destacando-se a
contaminacdo das racOes destinadas a alimentacdo dos frangos de corte e a agua de
dessedentacdo. Além destas fontes, Menezes et al. (2018) salientam que a prépria ave pode
atuar como contaminante de S. aureus para cama de frango, pela presenca da bactéria na pele,
nas penas e no trato respiratorio das aves. Assim, as descamacdes da pele e as pernas das
aves, ao serem incorporadas a cama de frango durante o seu ciclo de criagdo, atuam como
importante fonte de contaminacao.

Segundo Marcon et al. (2013), as racfes, quando contaminadas, além de veicular
importantes patégenos ao plantel, podem diminuir a eficiéncia alimentar das aves e ocasionar
problemas de ordem sanitéria, culminando no desenvolvimento de doencas e consideraveis
perdas econémicas a esse sistema de producéo.

Além da qualidade microbioldgica da ragdo, Amoroso et al. (2015) destacaram que,
embora a agua seja indispensavel para producgdo avicola, sua qualidade microbioldgica tem
sido questionada, servindo de fonte de contaminagdo para as aves, pondo em risco a saude
animal e, por consequéncia, humana, caso estas bactérias sejam veiculadas para a carcaca
durante o processamento industrial. Assim, tornam-se necessarias acdes que visam reduzir ou
eliminar determinados microrganismos nos ambientes de criagdo, e, com isso, diminuir a
presenca destes nas etapas de processamento. A qualidade microbiolégica dos insumos
avicolas, sobretudo a racdo e a agua, € um item que deve ser cautelosamente observado, ja
que, em caso de contaminacéo, ira afetar todo plantel avicola.

A cama de frango nova mostrou-se isenta de Salmonella spp., diferente da cama usada,
em que foi possivel observar a presenca da bactéria em todas as amostras analisadas. Assim,
acredita-se que a incorporacdo de Salmonella spp. a cama de frango, bem como S. aureus,

ocorra durante o ciclo de criagdo das aves.
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A entrada desta bactéria nos ambientes de criacdo de aves, segundo Marin et al.
(2011), ocorre principalmente através dos pintos de um dia e da racdo para os frangos. Os
pintos podem ser contaminados principalmente via transmissdo vertical, em que as aves
transferem, através da contaminacdo do ovo, a bactéria para os pintos (Cardoso & Tessari,
2013). Uma vez que estdo contaminadas com Salmonella spp., as aves transferem a bactéria
para cama de frango principalmente através de suas excretas, devido a grande quantidade de
material fecal incorporado a cama durante o ciclo de criacdo das aves. Neste ambiente, a
bactéria encontra condicdes favoraveis (pH, atividade de &gua e temperatura) para sua
multiplicacdo (Silva, 2011; Muniz et al, 2014).

Jé& a presenca de Salmonella spp. na ragéo dos frangos, segundo Hermann (2012), pode
ocorrer devido a utilizacdo de alguma matéria-prima contaminada, geralmente de origem
animal, contribuindo para contaminacdo do produto final. Assim, este conjunto de fatores
possibilita a contaminacdo progressiva de toda cadeia de producgdo avicola, necessitando de
esforcos conjuntos, visando a sanidade animal e a producdo de alimentos seguros do ponto de
vista microbioldgico.

Embora seja dificil pensar num ambiente de criacdo avicola que seja isento de
microrganismos patogénicos, torna-se necessario buscar estratégias para diminuir a incidéncia
destes microrganismos no ambiente avicola, assegurando a criacdo das aves num ambiente
microbiologicamente seguro.

Neste sentido, sugere-se 0 desenvolvimento de pesquisas que atestem a qualidade
microbioldgica destes insumos avicolas, a fim de evitar a entrada de bactérias patogénicas no
ambiente avicola. Além disso, € importante 0 monitoramento periddico da presenca de
patdgenos nos insumos avicolas, com a finalidade de preservar a satide humana e animal.

Ainda que ndo tenha sido o objetivo do trabalho, ao longo das coletas de cama de
frango no aviario, foi possivel observar grande quantidade de larvas e individuos adultos de
Alphitobius diaperinus (cascudinho). Este inseto, por vezes, ndo é eliminado durante 0s
métodos de tratamento em que a cama é submetida e pode atuar como importante fonte de
contaminacdo para cama nova, por albergar microrganismos patogénicos (Fogaca et al.,
2017).

Visando a ampliar as opcdes de tratamento atualmente disponiveis em que as camas de
frango sdo comumente submetidas, os dados obtidos mostraram que houve diferenca
significativa, ao nivel de 5% de significancia, nas médias da contagem de bactérias entre 0s

trés tratamentos e entre os dias analisados. Além disso, de acordo com as informacdes
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contidas na Fig. 1, foi possivel observar um efeito de interacdo entre o fator tratamento e 0

fator tempo, ou seja, ambos os fatores causam um efeito simultdneo na contagem de bactérias.

Figura 1. Efeitos da aplicacdo do extrato aquoso de T. vulgaris sobre a populacdo de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (log;o UFC.g™).
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No tratamento controle, em que ndo foi aplicado o extrato, ndo foram encontradas
diferencas significativas ao nivel de 5% nos diferentes periodos de coleta, o que significa que
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a cama ndo tratada permaneceu contaminada durante todo periodo experimental. Além disso,
importante observar, a partir das médias da contagem de ambos 0s microrganismos, a dgua
utilizada no tratamento controle ndo apresentou qualquer efeito sobre a microbiota da cama,
uma vez que ndo houve, ao nivel de 5% de significancia, diferenca significativa na contagem
de microrganismos entre os periodos analisados.

Estes dados sdo importantes na medida em que revelam que a cama, caso ndo seja
submetida a algum tipo de tratamento, permanece contaminada durante todo o tempo, nao
havendo diferencas significativas (p>0,05) na contagem de bactérias entre os dias de
avaliacdo. Assim, em caso de reutilizacdo, é indispensavel a adogdo de algum tratamento
voltado a reducdo da microbiota indesejavel, a fim de garantir a sanidade das préximas aves
que serdo criadas sobre a mesma cama.

Pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, antes da aplicacdo do extrato
vegetal ndo houve diferenca significativa para a contagem de ambos 0s microrganismos para
os trés tratamentos. ApOs dois dias da aplicagdo do extrato vegetal foi possivel observar
diferencas nas contagens de microrganismos nos tratamentos realizados. Para ambos 0s
microrganismos investigados, o tratamento 2 (60mg.mL™) mostrou-se melhor em relacéo ao
tratamento 1 (30mg.mL™) por apresentar menor contagem em média de microrganismos. Ao
nivel de 5% de significancia, os tratamentos 1 e 2 deferiram significativamente entre si e em
relagdo ao tratamento 3 (controle).

Embora tenha sido possivel observar um aumento na contagem de ambos 0s
microrganismos em relacdo ao periodo anterior de avaliacdo, mesmo apés cinco dias da
aplicacdo do extrato de tomilho a carga bacteriana, ao nivel de 5% de significancia, foi
significativamente menor que a contagem de bactérias no tempo 0 (antes da aplicacdo do
extrato) e no tratamento controle. Tanto para populacdo de E. coli quanto para populacédo de
S. aureus, ainda que o tratamento 1 e o tratamento 2 ndo tenham diferido significativamente
entre si pelo teste de Tukey, o tratamento 2 proporcionou melhor qualidade microbioldgica
para cama de frango devido a menor contagem em média logaritmica das populacdes
bacterianas.

No teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, as populacfes de S. aureus, apos
oito dias da aplicacdo do extrato, nos tratamentos 1 e 2 ndo apresentaram diferenga
significativa entre si, com valores de média bastante proximas. As medias da populagéo
bacteriana em ambos 0s tratamentos também nédo deferiram significativamente do tratamento
controle. Isso demonstra que apds oito dias da aplicacdo o extrato de tomilho ndo apresenta

qualquer efeito inibidor sobre a populagéo de S. aureus.
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ApoGs oito dias da aplicacdo do extrato de tomilho, a contagem de E. coli dos
tratamento 1 e 2 ndo diferiu ao nivel de 5% de significancia. No entanto, ambos o0s
tratamentos diferiram do tratamento controle, demonstrando que, diferente de S. aureus, 0
extrato aquoso de tomilho continuou exibindo acéo inibitdria sobre a populacéo de E. coli.

Embora o extrato de tomilho tenha sido responsavel por uma diminuigdo significativa
(p<0,05) na populacdo de E. coli e S. aureus, conforme observada no segundo dia de
avaliacdo, a reducdo da capacidade de inibicdo apresentada pelo extrato de tomilho, a partir
do terceiro dia de avaliacdo, pode estar relacionada a volatizacdo de seus constituintes
quimicos e/ou a instabilidade dos mesmos, na presenca de luz, calor, umidade e outros
agentes responsaveis pela degradacdo dos compostos quimicos (Simdes & Spitzer, 2000). A
volatizacdo dos constituintes quimicos é inerente ao uso dos extratos vegetais. Neste sentido,
sugere-se a reaplicacdo do extrato vegetal apos cinco dias da primeira aplicacdo, garantindo a
continuidade dos efeitos proporcionada por estes produtos sobre a microbiota da cama de
frango.

A presenca de metabolitos secundarios € responsavel por inUmeras atividades
bioldgicas atribuidas ao extrato de tomilho. Além do seu potencial antibacteriano, estudos séo
conduzidos no intuito de demonstrar seu potencial antioxidante, antiviral, antiparasitario,
antifungico, antisséptico (Daugan & Abdullah, 2017) e inseticida (Pavela, 2016).

Na busca por produtos alternativos, visando substituir os antimicrobianos
convencionais e tendo em vista o reconhecido potencial antimicrobiano, o extrato de tomilho
é comumente utilizado pela industria avicola como aditivo fitogénico na dieta de frangos de
corte, objetivando melhorar o desempenho zootécnico a partir da modulagdo da microbiota
intestinal (Koiyama et al., 2014; Deminicis et al., 2018), alem de controlar a coccidiose,
importante parasitose aviaria causada por protozoarios do género Eimeria (Bona et al., 2012).
Além destas finalidades, recentemente tem sido relatada a utilizacdo do extrato de tomilho
enquanto alternativa para controle do cascudinho na cama de frango (Volpato et al., 2018).

Como visto, embora seu uso seja comum na industria avicola, ndo ha relatos sobre a
utilizacdo de extratos vegetais, sobretudo o de tomilho, enquanto tratamento alternativo para
cama de frango. Neste sentido, embora ainda careca de mais estudo e a realizagdo de
experimentos em campo, a partir dos dados obtidos neste trabalho nos periodos analisados, o
extrato aquoso de tomilho demonstra grande potencial para o tratamento da cama de frango. A
aplicacdo do extrato de tomilho por até cinco dias a partir da concentragdo de 60mg.mL™

oferece maior diminuicdo da carga bacteriana presente na cama.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que a aplicacdo do extrato aquoso de
tomilho em diferentes concentracdes reduz significativamente as populacdes de E. coli e S.
aureus na cama de frango.

Neste sentido, é possivel acreditar que a adogdo de extratos vegetais, sobretudo o de
tomilho, enquanto tratamento para cama de frango contribua para ampliar as possibilidades de
tratamento atualmente disponiveis ao produtor de frango de corte. A introducédo do extrato de
tomilho a cama frango mostrou-se um método eficaz, além de demandar pouco tempo, o que
ira permitir a criacdo de um maior nimero de lotes de aves num dado intervalo de tempo, com

possibilidade de elevar a qualidade sanitaria dos produtos oriundos deste lote.
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CONSIDERACOES FINAIS

E clara a importancia da indistria avicola para a economia do pais. O
crescente aumento da populagdo mundial demanda a cada dia maior oferta de
alimentos, que devem oferecer, além de precos acessiveis ao consumidor, boa
qualidade sanitaria e nutricional. Neste sentido, a industria avicola brasileira
intensifica sua produgéo, a fim de abastecer o mercado interno e externo.

No entanto, como em qualquer atividade industrial, 0 aumento da producao
implica também em maiores quantidades de residuos que sdo gerados, exigindo que
cada vez mais que esforcos sejam empreendidos no intuito de garantir o adequado
manejo destes residuos.

A grande disponibilidade da cama de frango — principal residuo da atividade
avicola industrial — e as tendéncias do aumento da sua producdo requerem o
direcionamento de pesquisas e a disseminacdo de técnicas que permitam o maximo
aproveitamento deste residuo, contribuindo, dessa forma, para o estabelecimento de
um sistema avicola que seja economicamente viavel e cause o minimo de impacto
ambiental possivel.

Contudo, o reaproveitamento da cama de frango tem como grande desafio a
reducdo da carga de elementos potencialmente causadores de contaminagao
ambiental, especialmente microrganismos que representam riscos a salde humana
e animal e contaminantes do meio ambiente.

A presenca de microrganismos na cama de frango € inerente a producao
avicola, podendo ser minimizada, mas ndo evitada. Desta forma, cabe buscar
estratégias de manejo deste residuo de forma a garantir, em todo caso, qualidade
sanitaria seja qual for a sua aplicacdo. Ou seja, é preciso submeter a cama de
frango a algum tipo de tratamento, visando reduzir a alta carga microbiana deste
material, sobretudo aquela composta por microrganismos patogénicos e/ou
potencialmente patogénicos.

O uso terapéutico de extratos vegetais tem sido relatado pela literatura
cientifica gracas a presenca de metabdlitos secundarios que garantem diversas
atividades bioldgicas a estes compostos. O potencial antimicrobiano destes extratos,

embora tenham sido explorados durante séculos de forma empirica, ganhou
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notoriedade nos Uultimos anos, chamando atencdo de pesquisadores pela
possibilidade de substituicdo aos antimicrobianos convencionais, sobretudo apés a
crescente preocupacdo com o0 desenvolvimento de linhagens bacterianas
multirresistentes.

Neste trabalho, a atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de
Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris e Rosmarinus officinalis foram avaliados contra
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Embora o
extrato de erva-doce ndo tenha apresentado qualquer atividade inibitéria contra as
cepas testadas, seu potencial antimicrobiano é conhecido pela literatura. A auséncia
da atividade antimicrobiana pode estar relacionada com o reduzido numero de
metabdlitos secundéarios neste extrato, como evidenciado na triagem fitoquimica
realizada.

Por outro lado, o extrato de tomilho, o qual apresentou todos os metabdlitos
secundarios prospectados na triagem fitoquimica, apresentou melhor resultado
contra as cepas testadas, sendo, entdo, utilizado para avaliar a sua eficacia
enquanto tratamento para cama de frango.

No experimento conduzido, o extrato de tomilho mostrou-se eficiente na
reducdo da carga bacteriana da cama de frango. Entre os periodos de avaliacéo, foi
demonstrado que com dois dias de aplicacdo do extrato sobre a cama de frango é
possivel observar reducgéo significativa na contagem de E. coli e S. aureus. Embora
cinco dias apos a aplicacdo do extrato a carga bacteriana tenha voltado a crescer,
esta foi significativamente menor que a contagem de bactérias anterior a aplicacdo
do extrato.

Assim, os resultados indicam o potencial do extrato de tomilho enquanto
tratamento alternativo para cama de frango. Contudo, como ndo ha relatos sobre a
utilizacdo de extratos vegetais para esta finalidade, sugere-se o desenvolvimento de
pesquisas com avaliagcdo em campo e outros modelos experimentais.

O estudo desenvolvido, sem duvidas, servirA como ponto de partida para a
realizacdo de outros estudos acerca da atividade antimicrobiana em cama de
frangos. Vale destacar o ineditismo deste trabalho, que mesmo com a rotineira
utilizacado de extratos vegetais pela industria avicola, estes nunca foram avaliados
visando o tratamento da cama de frango para reducdo dos niveis de contaminacdo

microbioldgica.



