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RESUMO

O presente trabalho avaliou o0s efeitos sistémicos da lactulose em aves
experimentalmente inoculadas com Salmonella Typhimurium. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, onde se utilizaram 630 pintos, machos, os quais foram
distribuidos em seis tratamentos, com sete repeticbes e 15 aves por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram respectivamente: 1- controle (placebo); 2-
recebeu somente a lactulose (L); 3- inoculado somente com S. Typhimurium (ST); 4-
inoculado com a lactulose e a S. Typhimurium no 1° dia de vida [L(1°)+ST(1°)]; 5- recebeu
a lactulose e 48h depois a S. Typhimurium [L(1°)+ST(4h)]; 6- inoculado com S.
Typhimurium e 48h depois com a lactulose [ST(1°)+L(48h)]. Nos dias sete, 14, 21 e 28 de
idade, uma ave por parcela foi necropsiada e seus 6rgdos coletados e submetidos as
analises de bacteriologias e biométricas do figado sendo, que nos dias 14 e 28
realizaram-se andlises histopatolégicas de figado e bioquimica sérica. Os dados
paramétricos foram analisados aplicando ANOVA e Tukey (5%) e os dados néao
paramétricos pelo teste do qui-quadrado. Constatou-se que a lactulose impediu a infeccao
no periodo inicial de vida das aves, mostrando melhor efeito, quando administrada 48
horas antes da inoculacdo do patdégeno. Constatou-se, também, que houve aumento do
peso relativo do figado e discretas alteracdes hepaticas pela Salmonella Typhimurium em
todas as idades estudadas. Pode se concluir que a lactulose é capaz de impedir a
infecgao sistémica tendo mostrado melhor efeito preventivo; e ainda determina discretas
alteracdes hepaticas.

PALAVRAS-CHAVE: bioquimica sérica, biometria, histopatologia hepatica, prebidtico.

EFFECT OF LACTULOSE ON THE SYSTEMIC HEALTH OF BROIL ERS
EXPERIMENTALLY INOCULATED WITH Salmonella Typhimurium

ABSTRACT
This study evaluated the systemic effects of lactulose in broilers inoculated with
Salmonella Typhimurium. Broilers were allotted in a completely randomized design, with
630 day-old male chicks distributed in six treatments, with seven replications and 15
broilers each The treatments were respectively: 1 - control (placebo), 2 - received only
lactulose (L), 3 - only inoculated with S. Typhimurium (ST) 4 - inoculated with lactulose and
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S. Typhimurium on day 1 of life [L (1) + ST (1)], 5 - received lactulose and 48h after the S.
Typhimurium [L (1) + ST (4h)], 6 - inoculated with S. Typhimurium and 48 hours later with
lactulose [ST (1) + L (48h)]. On day seven, 14, 21 and 28 of age, one broiler per treatment
was autopsied and their organs collected and analyzed for bacteriology and biometric liver
and that in 14 and 28 were performed pathological examinations of liver and serum
biochemistry. Parametric data were analyzed by applying ANOVA and Tukey (5%) and by
nonparametric chi-square. It was found that the lactulose prevented infection in the early
period of life for broilers, showing a better effect when administered 48 hours before the
pathogen inoculation. It was noted also that there was an increase of relative liver weight
and mild changes in liver by Salmonella Typhimurium in all ages. It can be concluded that
lactulose is able to prevent systemic infection and have shown better effect; and still
provides discrete liver.

KEYWORDS: biometrics, histopathology liver, prebiotics, serum biochemistry.

INTRODUCAO

A questao da segurancga alimentar constitui um problema atual e relevante,
que preocupa as autoridades sanitarias e os consumidores (ANVISA, 2014). Assim,
programas de monitoria e estratégias de controle de patégenos que podem ser
veiculados pela carne de frango devem ser estabelecidos nos periodos de pré e pos
abate de frangos para se obter um produto de qualidade.

Dentre esses patdogenos que podem ser veiculados pela carne, estdo
sorovares do género Salmonella, as quais compdem 0 grupo mais complexo das
Enterobacteriaceae, com 2.610 sorovares descritos (BARROW et al., 2010;
GUIBOURDENCHE et al., 2010; CDC, 2011), considerados importantes em saude
publica por ser uma das principais causas de doencas gastrointestinais em seres
humanos em todo o mundo, como resultado principalmente do consumo de carne de
aves e ovos contaminados (DESIN et al., 2011) e pode constituir-se ainda em
barreira sanitaria para o comércio de aves e dos seus produtos (SANTOS et al.,
2012).

Entre os principais sorovares, se destaca o Typhimurium que causa
gastroenterites, usualmente benignas e auto-limitadas, mas que podem causar
surtos e oObitos, principalmente, naqueles individuos que desenvolvem a forma
sistémica (KOTTWITZ et al., 2010; DAWOUD et al., 2011).

Os antibioticos promotores de crescimento foram utilizados na producao
animal desde décadas e conseguiam melhorar os indices produtivos ao controlar a
microbiota entérica (SAKITA, 2014). Porém, seu uso foi proibido a partir de janeiro
de 2006 na Europa, devido a possibilidade de geragéo de resisténcias a patdgenos e
consequéncias negativas a saude, ao bem-estar animal e a seguranca alimentar
(GAGGIA et al., 2010; YAN et al., 2011).

Porém, a simples retirada dos antibioticos promotores de crescimento da dieta
das aves leva a diminuicdo média no desempenho de 3% a 7%, além do impacto
negativo na saude animal e no aumento da mortalidade. Desse modo, ha
necessidade de se introduzirem estratégias novas a fim de contornar tais efeitos. A
abordagem nutricional amplamente utilizada € o uso de novos aditivos alimentares
que sao eficazes na melhoria do desempenho das aves, provavelmente pela
modulacdo da microbiota no trato intestinal (LANGHOUT, 2005; LORENZONI, 2010).

Com o banimento dos antimicrobianos promotores de crescimentos da dieta
das aves, produtos alternativos capazes de manter o equilibrio da microbiota
benéfica sem causar prejuizos a saude do trato gastrintestinal e sem alterar os
parametros zootécnicos revelam-se de importancia e devem ser pesquisados.
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Atualmente, compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
promotores de crescimento para manter o equilibrio da microbiota intestinal,
especialmente em animais jovens ou em iminente condi¢cdo de estresse. Entre eles,
estd a descoberta da década de 50 de que o leite humano possui compostos que
atuam como inibidores de adesdo de bactérias patogénicas na superficie epitelial
(posteriormente identificado como lactulose) e potencializam o crescimento das
populacbes de Bifidobacterias e Lactobacillus, aliviando os sintomas de
encefalopatia hepatica em bebés (NICOLI & VIEIRA, 2000; WAITZBERG, 2009).

A lactulose, dissacarideo nao digestivel, tem sido utilizada na medicina
humana ha mais de 40 anos, principalmente no tratamento de encefalopatia
portosistémica e constipacdo. A farmacodinamica da lactulose faz dela uma droga
segura e eficaz nestas indicagdes (SCHUMANN, 2002). Promove ac¢bes antitumores
(principalmente no colon intestinal), antimicrobianas, hipolipidémica e hipoglicEémica,
podendo melhorar também a absor¢cdo e o balanco de minerais, além de possuir
atividade antiosteoporotica. Outras experiéncias sugerem que a lactulose pode ser
atil em doencas idiopéticas, bem como em doencgas inflamatérias infecciosas do
intestino. A lactulose é usada no Japao e nos Estados Unidos em alimentos
funcionais e como suplemento nutricional (HOLZ & MIDDLETON, 2005; SANTANA et
al., 2012).

A lactulose atua blogueando os sitios de adesao de bactérias, o que resulta
em melhoria na imunidade e permite que 0s patdgenos sejam apresentados as
células imunes como antigenos atenuados, podendo assim, substituir o uso de
antibioticos ndo recomendados pelos principais paises importadores (AARESTRUP
et al.,, 2010; YAN et al., 2011). Segundo HOLZ & MIDDLETON (2005), a lactulose
constitui-se ainda, em uma droga segura e eficaz contra tumores (principalmente no
coOlon intestinal), com ac¢des antimicrobianas, hipolipidémica e hipoglicémica.

Em estudos realizados com a lactulose em animais domeésticos, o efeito
laxativo e a eliminagdo de Salmonella foram demonstrados como os resultados
observados em suinos por KAMPHUES et al. (2003). Quando a lactose, isbmero da
lactulose, foi adicionada a dieta de perus juntamente com probidtico, estimulou o
ganho de peso (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2007) e, em perus desafiados com
Salmonella sp., conseguiu reduzir os niveis de infec¢do (VICENTE et al., 2007).

Tendo em vista, a exigéncia de mercado consumidor e com o intuito de que
esta substancia seja recomendada como aditivo na alimentacdo animal, a presente
pesquisa foi realizada, com o objetivo de avaliar os efeitos sistémicos da lactulose
em frangos de corte, inoculados experimentalmente, via inglivio com Salmonella
Typhimurium.

MATERIAL E METODOS

Local e manejo experimental

As aves foram alojadas no Nucleo Experimental de Doencas de Aves da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias, que possui
isolamentos apropriados para inoculagdes experimentais com patdgenos

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFG, sob 0 n°103/09, e esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacédo Animal, adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laborat6rio (SBCAL).

Pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, foram divididos em
seis tratamentos, com sete repeticOes cada, alojados em grupos de 15 aves por
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unidade experimental, num total de 42 unidades experimentais, conforme o
delineamento a segquir:

Tratamento 1: constituiu o grupo controle que nao recebeu o indculo
microbiano nem a lactulose (Placebo);

Tratamento 2: constituiu 0 grupo de aves inoculadas diretamente no inglivio
no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugao salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium (ST);

Tratamento 3: constituiu o grupo que recebeu agua adicionada com lactulose,
na dosagem dose de 0,023 mL/g de peso vivo do primeiro aos 14 dias de vida de
alojamento (L);

Tratamento 4: constituiu o grupo inoculado diretamente no inglavio no primeiro
dia de vida, com 0,5 mL de solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 10> UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium e 48 horas
depois, a lactulose foi fornecida na 4gua de bebida até 14 dias de vida da ave, na
mesma quantidade do controle [(ST(1°%) +L(48h)];

Tratamento 5: constituiu o grupo de aves que recebeu a agua com lactulose
desde o primeiro dia de vida na mesma dose do controle, e com 48 horas foram
inoculadas diretamente no inglivio com 0,5 mL de solucdo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de Salmonella
Typhimurium [(L(1°%) +ST(48h)];

Tratamento 6: constituiu 0 grupo inoculado no inglavio com 0,5 mL de solucdo
salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10> UFC/0,5 mL de
Salmonella Typhimurium e que recebeu a lactulose na agua, em dose de 0,023 mL/g
de peso vivo do primeiro até aos 14 dias [(ST(1°) +L(1°)].

As aves desafiadas e nao desafiadas foram alojadas separadamente,
mantendo-se a mesma ambiéncia, em baterias com cinco andares de aco
galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros tipos lineares e bandejas
para retirada de excretas. As baterias foram aquecidas com uma lampada
incandescente de 60W por andar até os 21 dias de idade.

Preparacao do inéculo

O inéculo foi preparado com S. Typhimurium isolada de amostras oriundas de
frangos de corte cedida por REZENDE (2002). A concentracdo do inéculo foi de 5,0
x 102 UFC/0,5 mL, conforme descrito por REZENDE (2002).

Para obtencdo do indculo, a cepa foi repicada em agar verde brilhante e
incubada a 37°C, por 18-20h. Em seguida, as célula s foram suspensas em solucao
salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4° C e concentracdo de 5,0 x 10> UFC/mL
ajustada com auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al., 2001). A
concentracéo foi confirmada pelo plaqueamento das diluicbes decimais seriadas em
agar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37° C e quantificacdo das UFC de
Salmonella.

Recuperacédo de Salmonella Typhimurium

Nos dias sete, 14, 21 e 28 de idade, uma ave por parcela foi sacrificada e
necropsiada. De cada animal, foi colhido aproximadamente 1g de cada 6rgao, sendo
coletados o baco, figado, coracao, suabe de ingluvio e conteddo cecal de aves. Para
os tratamentos 1, 2 e 3, foram necropsiados cinco animais por idade avaliada,
enquanto, para os demais tratamentos, 4, 5 e 6, foram necropsiados sete animais.
As amostras foram homogeneizadas e transferidas para tubos contendo caldos de
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enriguecimento e processados de acordo com BRASIL (2003) e com o0 GEORGIA
POULTRY LABORATORY (1997).

Exames biométricos do figado
Para determinacao do indice biométrico do figado, uma ave por parcela, apos
jejum de seis horas, foi pesada e sacrificada aos sete, 14, 21, 28 dias de idade. O
peso do figado foi anotado para calculo da relacéo peso de érgdo/peso da ave.

Exames histopatolégicos

Fragmentos de figados foram coletados e processados de acordo com a
metodologia convencional de LUNA (1968), uma vez fixadas por 24h em solucéo de
formalina neutra tamponada a 10%, os fragmentos foram recortados,
acondicionados em cassetes e identificados. Em seguida, foram lavados em agua
corrente para retirada de excessos de pigmentos de formol e posteriormente
desidratados em alcool etilico em série crescente, desde 70% até alcool absoluto.

Posteriormente, procedeu-se a clarificacdo com xilol e impregnacdo em
parafina histolégica, com ponto de fusdo a 56° C. Os fragmentos de 5,0 mm foram
incluidos em blocos de parafinas histoldgicas, seccionados a 5,0 ym em micrétomo
rotativo, marca American-Optical, modelo Spencer-820, utilizando navalhas
descartaveis, laminados, e coradas pelo método de Hematoxilina — Eosina (HE),
sendo as laminas lidas em microscopio 6ptico de campo claro, marca Carl Zeiss,
modelo JENAVAL.

Bioquimica sérica

Para avaliacdo da funcdo hepatica das aves, foram retirados cerca de dois a
trés mL de sangue, por puncao intracardiaca, nos dias 14, 28 e 35 de idade. O
sangue foi vertido em frascos, colocado em repouso em temperatura ambiente para
obter os soros para determinacdo de Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina
aminotransferase (ALT).

As analises foram realizadas utilizando reagentes comerciais desenvolvidos
pelo Laboratério Labtest, e as leituras foram feitas em Espectofotdmetro.Para
avaliacdo da funcao hepatica das aves, nos dias 14 e 28 de idade, foram retirados
cerca de dois a trés mL de sangue, para obtencdo de soros e determinacao de
Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT). As analises
foram realizadas utilizando reagentes comerciai, desenvolvidos pelo Laboratério
Labtest, e as leituras foram feitas em Espectofotdmetro.

Andlises estatisticas

Os dados quantitativos de biometria de figado e bioquimica sérica foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas quando
necessario pelo teste de Tukey a 5%, sendo utilizado o procedimento general linear
model (GLM) do pacote estatistico SAS (2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados das analises bacterioldgicas dos conteudos de inglavio, ceco
baco, pool de figado mais coracéo estao apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1. Frequéncia de isolamento de Salmonella Typhimurium (ST) de contetdo
de inglavio, ceco, baco, figado e coracdo de frangos de corte que
receberam lactulose (L) na dgua aos sete, 14, 21 e 28 dias de idade

Tratamentos Inglavio Ceco Fig+Cor Baco Total

7 dias de idade

Placebo 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%0) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle Lactulose (L) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle positivo (ST) 4/5(80%) 5/5(100%) 4/5(80%) 4/5(80%) 17/20(85%)
ST (1°d) + L (1) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
ST (1°d) + L (48h) 0/7(0%) 2/7(28,5%) 0/7(0%) 0/7(0%) 2/28(7,1%)
L (1d) + ST (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
Total 4/26(15,4%)  7/26(26,9%)  4/26(15,4%)  4/26(15,4%) 19/144(0,13%)
'''''''''''''''''''''''''''''''''''' 14 dias deidade

Placebo 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle Lactulose (L) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle positivo (ST) 0/5(0%) 5/5(100%) 4/5(80%) 5/5(100%) 14/20(70%)
ST (1°d) + L (1Y) 0/7(0%) 0/7(0%) 2/7(28,5%) 2/7(2 8,5%) 4/28(14,2%)
ST (1°d) + L (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)

L (1%) + ST (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
Total 0/26(0%) 5/26(19,2%)  6/26(23,0%)  7/26(26,9%) 18/144(0,12%)

21 dias de idade

Placebo 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle Lactulose (L) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle positivo (ST) 1/5(20%) 3/5(60%) 2/5(40%) 4/5(80%) 10/20(50%)
ST (1°d) + L (1) 0/7(0%) 2/7(28,5%) 1/7(14,2%) 2/7(28,5%) 5/28(17,8%)
ST (1°d) + L (48h) 2/7(28,5%) 0/7(0%) 0/7(0%) 1/7(14,2%) 3/28(10,7%)
L (1%) + ST (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
Total 3/26(11,5%) 6/26(23,0%) 3/26(11,5%) 7/26(26,9%) 19/144(0,13%)

28 dias de idade

Placebo 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle Lactulose (L) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/20(0%)
Controle positivo (ST) 1/5(20%) 2/5(40%) 3/5(60%) 2/5(40%) 8/20(40%)
ST (1°d) + L (1Y) 1/7(14,2%) 2/7(28,5%) 0/7(0%) 0/ 7(0%) 3/28(10,7%)
ST (1°d) + L (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 1/7(14,2%) 1/7(1 4,2%) 2/28(7,1%)

L (1d) + ST (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
Total 2/26(7,6%) 4/26(15,4%)  4/26(15,4%)  3/26(11,5%) 13/144(0,09%)

Observa-se, na Tabela 1, que ocorreu um declinio da frequéncia relativa a
recuperacdo da bactéria com o avancar da idade no grupo controle positivo (ST) de
85,0% (17/20) aos sete dias; 70,0% (14/20) aos 14 dias; 50,0% (10/20) aos 21 dias e
40% (8/20) aos 28 dias de idade, das amostras analisadas. Isso sugere que 0s
mecanismos naturais do organismo tentaram eliminar a Salmonella. A
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susceptibilidade das aves a colonizagdo intestinal por Salmonella sp. é maior
durante os primeiros dias de vida, sendo posteriormente reduzida a medida que ha o
crescimento da microbiota intestinal normal. Segundo BEAL et al. (2014) o
mecanismo de resisténcia idade-dependente, imunidade idade-dependente, esta
correlacionado ao desenvolvimento natural do sistema imune com a idade e do
estabelecimento da microbiota intestinal.

Outros fatores que podem ainda estar envolvidos na patogénese da
salmonelose aviaria sao determinados pela habilidade da bactéria em colonizar o
trato gastrointestinal, que parece estar relacionada com a imunidade inata da
espécie hospedeira e com a diversidade de genes de viruléncia codificados pelo
patdgeno, pelas condicbes ambientais, grau de exposicdo, presenca de infeccbes
concomitantes (FLORES et al., 2008) e, ainda pela via de inoculacdo, o tipo de
sorovar e a dose do indculo (MARCQ et al., 2011; SANTANA et al., 2012).

Nas aves inoculadas com Salmonella Typhimurium no primeiro dia de vida e
que receberam lactulose simultaneamente [ST (1°d) + L (14)], o reisolamento da
Salmonella ocorreu a partir de 14 e até 28 dias o patdbgeno se manteve num
percentual de 10,7 a 17,8%. Esses dados indicam que a lactulose impediu a
colonizagdo da bactéria somente na primeira semana. Apos esse periodo sua acao
foi reduzida, pois ocorreu a reinfeccdo dos animais provavelmente, pela via oro-
fecal, que pode ser atribuida ao protocolo experimental, considerando que o0s
animais contaminados foram alojados no mesmo ambiente e que a dose da lactulose
foi ajustada para promover efeito discretamente laxante com o objetivo de impedir a
colonizacéo da bactéria.

No grupo em que inoculou a Salmonella Typhimurium e administrou a
lactulose 48 horas apos [ST (1°d) + L (48h)] as taxas de recuperacédo bacteriana
apresentaram uma frequéncia de 10,7% (3/28) e 7,1% (2/28) nos dias 21 e 28 do
experimento, respectivamente (Tabela 1). Nota-se que o produto usado atuou,
enguanto fornecido e teve uma acao mais discreta até 28 dias de tratamento, ja que
registrou-se uma baixa frequéncia de recuperagéo bacteriana,

Observa-se (Tabela 1), que houve melhor prote¢do contra a Salmonella nos
pintos que receberam a lactulose 48 horas antes de serem desafiados. Estes
resultados comprovam que a lactulose apresentou efeitos preventivos, promovendo
um transito mais rapido do contetdo o, que impediu a aderéncia do patdégeno a
mucosa epitelial e conseqiientemente a sua invasao e colonizacao.

Os grupos que receberam a lactulose e o indculo bacteriano 48 horas depois
[L (1Y) + ST (48h)], apresentaram uma frequéncia d e positividade maior que o grupo
gue recebeu inicialmente o inéculo bacteriano e a lactulose 48 horas depois [ST
(1d) + L (48h)]. A menor presenca de Salmonella nos tratamentos em que utilizou a
lactulose preventivamente pode ser explicada pelos principios dos compostos com
acOes prebioticas, os quais se ligam a sitios receptores dos macréfagos, atraves do
reconhecimento de determinados acucares presentes nas glicoproteinas da
superficie epitelial das células, desencadeando uma reacdo em cascata que resulta
na ativacdo dos macrofagos e liberagdo de citoquinas, ativando a resposta imune
adquirida.

Outro aspecto que foi evidenciado neste estudo foi a capacidade de invasao
da Salmonella. Verificou-se que ocorreu uma diminuicdo na recuperacdo da bactéria
nos pools de figado e coracdo e nos bacos no decorrer do experimento (Tabela 1).
Ja nas aves que receberam o inéculo no inglavio e a lactulose na agua no primeiro
dia de vida [ST (1d) + L (14)], observou 0/28 (0% ), 4/28 (14,2%); 3/28 (10,7%) e
3/28 (10,7%) aos sete, 14, 21 e 28 dias, respectivamente. Esses achados indicam
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gue a lactulose ndo apresentou efeito sistémico, pois apos a invasao da bactéria, ela
permaneceu no organismo na mesma frequiéncia até 28 dias da fase experimental.

Diariamente, duas vezes ao dia, as aves foram examinadas e 0s sinais
clinicos observados consistiram, basicamente, na presenga de excretas mais
liquefeitas que em determinadas situacdes causaram tamponamento de cloaca.
Estes dados confirmam parcialmente as afirmagbes de BARROW (2010), de que
nao existe clareza na ocorréncia de enterite em aves infectadas pela Salmonella,
mas o acumulo de excretas na regido pericloacal caracteriza certa disfuncéo
intestinal, quando a via de inoculagéo ocorre por via digestiva.

TABELA 2. Frequéncia da mortalidade de frangos de corte, inoculados com Salmonella
Typhimurium e medicadas com lactulose no periodo de 1-28 dias de vida

Tratamento Aves/Tratamento N°de 6bitos indice de Mort  alidade
Placebo 105 2 19
Controle positivo (ST) 105 3 2,85
Controle lactulose (L) 105 2 19
ST (1°d) e L (1°d) 105 1 0,95
L (1°d) e ST (48h) 105 1 0,95
ST (1°d) e L (48h) 105 1 0,95
Total 630 10(10/630) 9,50%(10/630)

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de qui-quadrado (P<0,05)

Acrescenta-se ainda que durante o periodo experimental, o indice de
mortalidade total foi de 9/630 (9,50%), sendo que o grupo inoculado com S.
Typhimurium apresentou 3/105 (2,85%) ndo mostrando diferencas significativas
entre 0os demais tratamentos. Estas observacdes evidenciam que Salmonella
Typhimurium e a lactulose nas doses administradas ndo determinaram mortalidade e
qgue os o6bitos ocorreram de forma aleatéria e natural dentro da populacéo. Por outro
lado o estado de portador assintomatico se manteve nos tratamentos (ST), ST (1°d)
+ L (1d) ST (1°d) + L (48h) até os 28 dias.

Paralelamente, coletaram-se os figados para analises biométricas, os quais
foram pesados com sete, 14, 21 e 28 dias de idade e tiveram seus pesos relativos
calculados e anotados (Tabela 3).

TABELA 3. Peso relativo de figados aos sete, 14, 21 e 28 dias de idade de frango de corte
recebendo lactulose e/ou Salmonella Typhimurium

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Placebo 3,27C 2,70C 2,22B 2,00B
Controle positivo (ST) 4,68AB 2,83BC 3,10AB 2,60AB
Controle lactulose (L) 3,61BC 3,54A 2,16B 1,96B
ST (1°d) e L (1°d) 4,82AB 3,62A 3,16AB 3,11A
L (1°d) e ST (48h) 541A 2,83BC 3,67A 3,07A
ST (1°d) e L (48h) 4,60ABC 3,35AB 3,78A 2,91A
C.V. (%) 15,1938 10,8373 16,872 16,8876
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

A; B - médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<(
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Os maiores pesos relativos do figado foram registrados nos grupos que
receberam a inoculacdo bacteriana, com ou sem a lactulose. Este aumento do peso
pode ser resultante do processo infeccioso desencadeado pela Salmonella e mesmo
pela acdo da lactulose. Pois, o figado tem a funcdo metabdlica extremamente
importante de regular a concentragdo no sangue de metabdlitos, particularmente
carboidratos e aminoacidos, além de ser fisiologicamente responsavel por
neutralizar diferentes substancias toxicas, inclusive as produzidas por bactérias.

Dos mesmos figados, aos 14 e 28 dias de vida coletaram-se fragmentos
gue foram processados de acordo com LUNA (1968) e submetidos as avaliacdes
histopatologicas.

FIGURA 1- A: Necrose hepatocitaria difusa; B: Degeneracao
macrovacuolar hepatocitaria; C: Necrose massiva de
hepatocitos; D: Granuloma por Salmonella.

Nas avaliacdes histopatologicas do figado aos 14 dias, do grupo inoculado
experimentalmente somente com Salmonella Typhimurium (ST), observaram-se
hepatécitos intumescidos em 60% (3/5), necrose difusa dos hepatdcitos em 20%
(1/5) e moderada degeneracao microvacuolar com focos de necrose em 40% (2/5);
aos 28 dias de idade, observaram moderada e difusa degeneracdo hialina de
hepatécitos em 20% (1/5) e necrose difusa de hepatdcitos em 80% (4/5). Estas
alteracdes refletem provavelmente os efeitos da bactéria, entretanto foram diferentes
dos resultados obtidos por BARCELOS et al. (2006), que ao analisar figados
infectados com esse patdgeno, ndo observaram lesGes microscopicas indicativas de
infeccéo por Salmonella sp..
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FIGURA 2- A: Dilatacdo dos sinusoides; B: Degeneracdo
macrovacuolar hepatocitaria; C: Infiltrado linfocitario;
D: Necrose dos hepatécitos.

Os grupos inoculados com Salmonella Typhimurium e lactulose,
independentes do momento de inoculagdo e fornecimento da lactulose,
apresentaram aos 14 dias de idade, alteracBes histopatoldégicos semelhantes. Os
achados incluiram discreta dilatacdo de sinusoides em 33,3% (5/15), necrose difusa
dos hepatécitos em 53,3% (8/15) e degeneracdo microvacuolar hepatocitaria em
40% (6/15); aos 28 dias, identificou-se as mesmas alteracdes dos 14 dias, incluindo
multiplos focos de infiltrados linfocitarios em 100% (15/15) e necrose difusa de
hepatécitos em 66,6% (10/15). Esses resultados indicam a ocorréncia de uma
reacao inflamatdria, com infiltrados linfocitarios e necrose, as quais se assemelham
a outras infeccbes bacterianas agudas. Esses achados foram parcialmente
semelhantes aos observados por HOERR (1996), o qual relatou que a infec¢do por
Salmonella no figado se manifesta com zonas de necroses multifocais dos
hepatécitos acompanhadas por infiltracao linfocitica.
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FIGURA 3- A: Degeneracdo microvacuolar dos hepatdcitos; B:
presenca de émbolo linfocitario na artéria hepatica; C;
D: Evidenciacédo de sinusoides (20X e 40X).

Na andlise histopatolégica do figado que recebeu apenas a lactulose (L),
identificou-se em 40% (2/5) das amostras, discreta dilatacdo de sinusdides e
degeneracdo microvacuolar hepatocitaria. A dilatagdo dos sinusoides hepaticos,
observada em 40% (2/5) das amostras, foi um achado comum as amostras de todos
os tratamentos que receberam a lactulose com ou sem o patdégeno, mesmo apos a
sua retirada. Por isso, pode-se inferir que a lactulose promoveu discreta alteracéo
nos sinusoides hepaticos, que sao compativeis com um quadro de discreta
congestao (AGUIAR et al., 2011) sem uma indicacdo patolégica especifica. Segundo
RANDALL & REECE (1996), as mais importantes alterages celulares de
metabdlicos toxicos ocorrem no figado, dai ter sido o 6rgéo de eleicdo para realizar a
histopatologia.

Assim como os achados histopatologicos, a bioquimica sérica também foi
utilizada para avaliar os efeitos sistémicos da lactulose nas aves (Tabela 4).
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TABELA 4. Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT), de
frangos de corte recebendo lactulose e/ou Salmonella Typhimurium aos
14, 28 e 35 dias de vida

Tratamentos AST (U/L) ALT (U/L)
" 14diasdeidade
Placebo 272,71 22,14
Controle positivo (ST) 346,71 13,71
Controle lactulose (L) 324,43 21,85
ST (1°d) e L (1°d) 278,43 11,57
L (1°d) e ST (48h) 342,29 16,71
ST (1°d) e L (48h) 356,57 8,57
C. V. (%) 45,74 61,98
P 0,8270 0,0720
28 dias de idade

Placebo 281,57 8,57
Controle positivo (ST) 379,71 8,57
Controle lactulose (L) 360,14 6,42
ST (1°d) e L (1°d) 307,29 8,00

L (1°d) e ST (48h) 282,43 8,57
ST (1°d) e L (48h) 256,14 6,00
C. V. (%) 31,44 42,95
P 0,1520 0,5030

A; B - médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Aos 14 e 28 de idade, ndo houve diferenca (P>0,05) para as avaliacbes das
enzimas hepaticas nos diferentes tratamentos. Essas variaveis bioguimicas tém sido
usadas, como auxiliares do diagnéstico de enfermidades nos animais domeésticos,
no entanto, para o diagnostico das afec¢des hepaticas em aves, segundo LUMEIJ &
WESTERHOF (1987), ndo € um procedimento adequado, pois nem sempre se tem a
correlagdo entre as alteracdes dos niveis séricos de enzimas hepéticas e as
patologias do figado.

KANEKO (1989) relatou que a elevacdo dos niveis sérico-enzimaticos
atribuida a disfuncdo hepatica pode ser decorrente da ruptura dos hepatdcitos,
resultantes de necrose, ou das alteracbes na permeabilidade da membrana celular
(ALT, AST e LDH) ou do processo de colestase. Como o citoplasma do hepatécito €
rico em alanina aminotransferase (ALT) uma injuria a membrana por toxina ou
mesmo pela hipoxia pode resultar num aumento da ALT sérica. Por outro lado, altos
niveis de ALT no tecido hepético e plasmatico das aves ndo sdo comuns na doenca
hepatocelular (FUDGE, 2000). Este autor afirmou que um figado severamente
afetado, como na fibrose ou lipidose, pode produzir pouco extravasamento
hepatocelular, resultando em niveis normais ou, em alguns casos, diminuidos de
AST.

CONCLUSAO
A lactulose, enquanto fornecida na dieta, é capaz de impedir a infeccéo
sistémica por Salmonella Typhimurium, mostrando melhor efeito se administrada
preventivamente, embora determine discreta lesao hepatica.
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