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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido no Nucleo Experimental de Doencas de Aves e
Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Goias para avaliar os efeitos da
lactulose na Salmonella Typhimurium em frangos de corte. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado, avaliando substancia aplicada (lactulose) e
desafio bacteriano. Foram utilizados 630 pintos de linhagem comercial, os quais
foram distribuidos em seis tratamentos, com sete repeticbes e 15 aves por
unidade experimental. O desafio microbiano foi fornecido as aves no primeiro dia
de vida contendo 5,0 X 10? UFC /0,5mL de Salmonella Typhimurium. E lactulose
na dose de 0,023 mL/g de peso vivo até 14 dias de idade. Os pesos das aves e
racdo consumida foram considerados semanalmente para calculo do
desempenho. Nos dias sete, 14, 21 e 28, uma ave por parcela foi necropsiada,
sendo coletado o figado para andlises biométricas e histopatologicas. Os
conteudos dos ingluvios e dos cecos foram submetidos a enumeragéo de
Salmonella e Escherichia coli e as analises bacterianas, assim como o bacgo, o
figado e o coracédo foram examinados bacteriologicamente. Também foi aferido o
pH do ingluvio, intestino delgado e ceco e coletado sangue para avaliagdo das
enzimas hepaticas. Os dados quantitativos de desempenho, biometria do figado,
pH, contagem de bactérias e enzimas hepaticas foram analisados aplicando
ANOVA e Tukey (5%), e os dados resultantes das analises de excrecao fecal da
Salmonella foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico qui-quadrado.
Observou-se maior ganho de peso e menor conversdo alimentar (P<0,05) nos
grupos que receberam a lactulose com ou sem S. Typhimurium até 21 dias de
vida e que houve reducéo da excregao fecal de S. Typhimurium aos 10 dias de
idade, para as aves que receberam a lactulose (P<0,05) desde o primeiro dia de
vida. Constatou-se também, que a lactulose determinou reducdo nos valores
(P<0,05) de pH nos o6rgaos do sistema digestivo aos sete dias de vida e que a
lactulose reduziu (P<0,05) as UFC de E. coli no ingluvio aos 21 e 28 dias de vida
e de S. Typhimurium nos tratamentos em que se administrou a lactulose antes do
patdbgeno e nas idades avaliadas. A lactulose impediu infecgdo no periodo inicial
de vida das aves, mostrando melhor efeito, quando administrada 48 horas antes
da inoculacdo do patdégeno. Constatou-se, ainda, que houve aumento do peso
relativo do figado pela S. Typhimurium em todas as idades estudadas e que a
lactulose causou discretas alteragdes hepaticas; e constatou-se também, que a S.
Typhimurium n&o determinou sinais clinicos severos, nem mortalidade e que seu
indice de recuperacédo diminuiu com a idade. Pode-se concluir que a lactulose
propiciou maior ganho de peso nas aves até uma semana apés seu fornecimento;
assim como, foi habil em diminuir a excrecéo fecal de S. Typhimurium. Conclui-se
também, que a lactulose alterou os valores de pH, com exce¢ao do pH cecal e
reduziu a colonizacao de S. Typhimurium no ceco e o numero das UFCs de E. coli
no ingluvio. Conclui-se ainda, que a lactulose foi capaz de impedir a infeccao
sisttmica enquanto estava sendo fornecida, tendo mostrado melhor efeito
preventivo; e ainda, determinou alteracdes hepaticas discretas, semelhantes a um
processo congestivo.

Palavras-chave: ave, desempenho, morfometria, prebiotico, salmoneloses



CAPITULO 1- CONSIDERAGOES GERAIS

O Brasil esta entre os maiores produtores e exportadores de carne de
frango do mundo, o que tem ocasionado avangos na economia, inclusive com a
geracdo de empregos. A boa qualidade dos produtos, o esforgco do setor para
ampliar os mercados consumidores, a disponibilidade da producéo de gréaos, além
do aumento a cada ano da producdo brasileira, ttm demonstrado que o Pais
possui um potencial crescente para a producédo de carne de frango (SCHORR,
2002; ABEF, 2008).

A seguranca e o controle de qualidade dos alimentos est&o alicergados
nas exigéncias do mercado internacional e nos sistemas de gestdo da qualidade
da cadeia avicola, que apontam para cuidados com matérias-primas, produtos e
subprodutos (SILVA, 2006).

A qualidade sanitaria do frango é fator relevante para saude publica. A
veiculagdo de doencgas entre animais e homens é tema atual e de preocupagao
global do ponto de vista técnico-cientifico e comercial. Enquadra-se neste
contexto, todo um complexo agroindustrial de criacdo de aves e de
comercializagdo nacional e internacional de carnes (REZENDE, 2006).

As salmoneloses estdo entre os problemas de maior prevaléncia na
avicultura industrial, por isto necessita de um rigoroso programa de prevencgao e
controle que deve contemplar medidas e evitar sua transmissido vertical e
horizontal (TESSARI et al., 2003), devido aos multiplos parametros
epidemioldgicos envolvidos.

As salmonelas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o
trato intestinal dos animais, o principal reservatério natural. As aves sao
consideradas o reservatério mais importante entre os animais (DOYLE & CLIVER,
1990).

O controle da infeccao por Salmonella sp. em uma granja avicola &
muito dificil e apresenta resultados imprecisos, ocorrendo disseminagao entre as
aves, via vertical e horizontal e para o meio ambiente. O rendimento do plantel e a
qualidade do produto final podem ser comprometidos; portanto, medidas gerais de
controle devem ser realizadas tanto em lotes de reprodutoras, como em lotes
comerciais e em ambientes de criagdo (WRAY & DAVIES, 2000).



O desenvolvimento de pesquisas, no Estado de Goias, em frangos de
corte, comprovou positividade para Salmonella sp. em 77,78% dos lotes
estudados (ROCHA, 2001). Este autor analisou 1206 amostras, as quais foram
categorizadas em pintos de um dia, forros de caixas de transporte de pintos,
frangos, suabes de arrasto da cama de aviarios e ragdes finais, verificando uma
freqiéncia de positividade em 3,03%, 11,11%, 0,69%, 4,17% e 8,89%,
respectivamente. REZENDE (2002), avaliando doze lotes de frangos em trés
abatedouros, identificou que 75% desses foram positivos para Salmonella sp.,
sendo identificados seis sorovares, sendo Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium os de maior freqiéncia, com 67,66% e 11,76% de isolamento,
respectivamente.

A partir do ano de 2003, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento passou a realizar um monitoramento continuo do nivel de
contaminacgao por Salmonella em abatedouros de aves. A implementacédo deste
programa, nos estabelecimentos sob inspecéo federal, se deu em razado das
exigéncias em relacdo a seguranga alimentar, aliada a necessidade de que o
sistema de inspec¢ao seja realizado com base nos principios de Boas Praticas de
Fabricacéo (BPF) e na Analise de Riscos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).
A construgao deste sistema podera também, ajudar no rastreamento de surtos
epidemioldgicos causados por Salmonella e na construgdo de um sistema de
informacdes para avaliagdo da contaminagéo dos produtos (BRASIL, 2003).

Para sustentar o desenvolvimento de toda a cadeia avicola, muitas
pesquisas nas areas de melhoramento genético, nutricdo, sanidade e manejo tém
sido realizadas. Com esse desenvolvimento, iniciou-se o uso em larga escala de
antibioticos como promotores de crescimento na producédo de frangos de corte,
melhorando o desempenho animal e diminuindo a mortalidade causada por
infeccdes clinicas e subclinicas (FUKAYAMA et al., 2005).

Apds anos de uso de antibidticos, como promotores de crescimento na
alimentagdo de aves, alguns questionamentos foram levantados. Entre eles, se
esses produtos continham os mesmos principios ativos de antibidticos utilizados
na terapéutica humana ou se apresentavam moléculas cuja estrutura induzia
resisténcia cruzada a antibioticos administrados em humanos. Residuos desses

antibiéticos poderiam permanecer na carne e, assim, serem transmitidos ao



consumidor final, propiciando o aparecimento de resisténcia de bactérias
intestinais aos promotores de crescimento (FUKAYAMA et al., 2005).

O uso de antibidticos e quimioterapicos na produc¢ao animal, em doses
subterapéuticas, tem tido o objetivo de controlar microrganismos entéricos, entre
estes as salmonelas. Porém, de acordo com McMULLIN (2004), o uso de
antibiéticos pode acarretar problemas potenciais a saude do homem, como
toxicicidade, alergia e desenvolvimento de resisténcia da bactéria, trazendo
preocupacdes relacionadas a saude publica.

Em janeiro de 2006, o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento na alimentacdo de animais foi banido pela Unido Européia. A
proibicdo da utilizagdo destas substancias em ragdes de criacdo de aves impede
a importacao para os paises afins. Acrescenta-se ainda, o fator de que este bloco
comercial & formador de opinido, influenciando importantes importadores como os
blocos asiaticos e o Oriente Médio.

Considerando estas questbes sanitarias e comerciais, 0s
pesquisadores e as empresas tém buscado estratégias para reduzir ou mesmo,
para substituir o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento. A
utilizacdo de ingredientes alimentares ndo digeriveis que beneficiam a saude do
hospedeiro, cuja agdo proporcione melhor desempenho das aves, é na atualidade
um desafio, principalmente para a eliminagédo ou controle das salmonelas.

Recentemente compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
promotores de crescimento, com o objetivo de manter o equilibrio benéfico da
microbiota intestinal, especialmente em animais jovens ou em iminente condigc&o
de estresse. Entre esses compostos situa-se a descoberta, na década de 50, de
que o leite humano possui substancias que atuam como inibidores de adesao de
bactérias patogénicas na superficie epitelial, posteriormente identificada como
lactulose, e potencializam o crescimento das populagbes de bifidobactérias e
lactobacillus (NICOLI & VIEIRA, 2000).

De acordo com HOLZ & MIDDLETON (2005), ap6s ser ingerida, a
lactulose chega ao célon praticamente sem sofrer digestdo ou absorgéo tanto no
estbmago, como no intestino delgado. No cdélon, serve como substrato para
bifidobactérias, lactobacilos e algumas outras bactérias benéficas, cujos

metabdlitos sdo pequenos grupos de acidos graxos, como acido acético,



propidbnico e butirico. Partes destes &cidos graxos sao extensivamente
metabolizados nos hepatoécitos e aquelas que nao sofreram o metabolismo nos
hepatocitos, sé&o transportadas pela circulagdo aos varios tecidos, onde se
submetem a um metabolismo adicional.

Diante do exposto, procurou-se estudar no presente trabalho, a
lactulose, produto com agéo prebidtica, com o objetivo de analisar seu efeito,
como possivel substituto a antibidticos e quimioterapicos promotores de

crescimento, sem determinar comprometimento da saude intestinal.
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CAPiTpLO 2 — INFLUENCIA DA LACTULOSE NO DESEMPENHO
ZOOTECNICO E NA TAXA DE REISOLAMENTO FECAL EM FRANGOS DE
CORTE EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS COM Salmonella
Typhimurium

RESUMO: Infeccdes por Salmonella constituem um desafio para a avicultura, e
produtos alternativos capazes de controla-la, sem causar prejuizos aos
parametros de desempenho tém sido recomendados. Por isso, o presente
trabalho foi desenvolvido para avaliar a influéncia da lactulose nas variaveis de
desempenho, bem como sua possivel habilidade de impedir a colonizagdo da
Salmonella Typhimurium experimentalmente inoculada, via oral, na dose de 5,0 X
102 UFC /0,5mL, em frangos de corte. 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. O
tratamento 1 (ttm 1) constituiu o grupo controle (grupo placebo); o ttm 2 recebeu
somente a lactulose (inoculadas somente com a lactulose-L); o ttm 3 recebeu
somente a S. Typhimurium (grupo controle positivo-ST); no ttm 4 o grupo recebeu
a lactulose e a S. Typhimurium no 1° dia de vida [L(1°)+ST(1°)], o no ttm 5 as
aves receberam a lactulose 48h antes da S. Typhimurium e no ttm 6 a S.
Typhimurium 48h antes da lactulose [ST(1°)+L(48h)]. Aos dias sete, 14, 21 e 28,
as aves foram submetidas as variaveis de desempenho e analises bacteriolégicas
dos suabes cloacais aos dias 10, 24 e 35 de idade. Os dados quantitativos de
desempenho foram analisados aplicando ANOVA e Tukey (5%), e os dados
resultantes das analises de excregcdo fecal da Salmonella foram analisados
utilizando o teste ndo paramétrico qui-quadrado. Observou-se maior ganho de
peso e menor conversdo alimentar (P<0,05) nos grupos que receberam a
lactulose com ou sem S. Typhimurium até 21 dias de vida. Observou-se, também,
reducdo da excrecéo fecal de S. Typhimurium para as aves que receberam a
lactulose (P<0,05) desde o primeiro dia de vida e, também naquelas que
receberam a lactulose 48 horas antes de serem inoculadas diretamente no
inglavio com S. Typhimurium. Pode se concluir que a lactulose propiciou maior
ganho de peso nas aves até uma semana apoOs seu fornecimento; e ainda
diminuiu a excrec¢ao fecal de Salmonella Typhimurium.

Palavras-chave: excretas, ganho de peso, prebidticos, salmoneloses.



INFLUENCE OF LACTULOSE IN PERFORMANCE AND FECAL
REISOLATION IN BROILERS EXPERIMENTALLY INOCULATED WITH
Salmonella Typhimurium

ABSTRACT: Salmonella infections are diseases of major impact on poultry, and
alternative products can be recommended to control it, without causing damage to
the parameters of performance. Hence, this experiment was designed to assess
the influence of lactulose in performance and its ability to prevent the possible
colonization of Salmonella Typhimurium in broilers orally inoculated with 5.0 X 102
CFU / mL 0.5. Birds were allotted in a completely randomized design, with 630
day-old male chicks distributed in six treatments, with seven replications and 15
birds per experimental unit. Treatment (ttm) 1 did not receive microbial inoculum or
lactulose (placebo group), ttm2 received only lactulose (control group of lactulose-
L), ttm 3 received only S. Typhimurium (ST-positive control group), ttm 4 received
lactulose and S. Typhimurium in the first day of life (L (1) + ST (1)), ttm 5 received
lactulose 48 hours before the S. Typhimurium (L (1) + ST (48h)) and ttm 6
received the S. Typhimurium 48h before lactulose (ST (1) + L (48h)). At seven, 14,
21 and 28 days of age, performance was evaluated and bacteriological analyses
of the cloacal swabs were done on 10, 24 and 35 days of age. Performance data
were analyzed with ANOVA and Tukey test (5%) and feca excretion data were
performed by non-parametric test of chi-square. A greater weight gain and lower
feed conversion (P<0.05) were observed in groups that received lactulose with or
without S. Typhimurium up to 21 days of life. No reduction on fecal excretion of S.
Typhimurium at 10 days old was verified for birds that received lactulose (P<0.05)
from the first day of life, and also those who have received lactulose 48 hours
before being inoculated directly into the crop with S. Typhimurium. Lactulose
increased performance in birds until one week after inoculation, and still reduced
fecal excretion of Salmonella Typhimurium.

Keywords: excreta, prebiotic, salmonellosis, weight gain.



INTRODUCAO

O Brasil é, na atualidade, o segundo maior produtor mundial de
commodities avicolas e também o primeiro exportador de carne de frango. Dentre
as muitas acdes adotadas para manter-se nesse patamar de grande exportador, o
Brasil tem buscado se adaptar as exigéncias internacionais, atendendo as
legislagdes vigentes sobre restricdo do uso de antimicrobianos como promotores
de crescimento na alimentagao dos animais.

A proibicao da utilizagdo destas substancias, pela Unido Européia,
desde janeiro de 2006, pode acarretar prejuizos, restringindo o comércio de
produtos originados de animais criados com ra¢des contendo antimicrobianos.

Por outro lado, os antimicrobianos tém sido utilizados como
promotores de crescimento na produg¢do de frangos de corte, sustentando a
cadeia avicola, melhorando o desempenho animal e diminuindo a mortalidade
causada por infecgdes clinicas (FUKAYAMA et al., 2005). Portanto, os antibioticos
utilizados como promotores de crescimento, em doses subterapéuticas, tém
controlado microrganismos entéricos, entre estes, as salmonelas aviarias.

Estudos realizados indicam que a simples retirada dos antibidticos
promotores de crescimento da dieta de frangos de corte, leva a uma diminuigcéo
média no desempenho das aves de 3% a 7%, além do impacto negativo sobre a
saude animal e aumento da mortalidade. Desse modo, ha necessidade de se
introduzir estratégias novas, a fim de contornar tais efeitos. Uma abordagem
nutricional amplamente utilizada é o uso de novos aditivos alimentares que séo
eficazes na melhoria do desempenho das aves, hipoteticamente através de
modulagao da microflora no trato intestinal (LANGHOUT, 2005).

Os microrganismos entéricos que compdem a microbiota intestinal
normal, também denominada util, auxiliam na digestdo e absorgéo de nutrientes,
produzem vitaminas que s&o utilizadas pelo hospedeiro e diminuem, por exclusdo
competitiva, a proliferagdo de agentes patogénicos (ROY & GIBSON, 1999).
RICHTER (1992) relatou que, além desta microbiota ter a capacidade de impedir
a fixacdo de microrganismos patogénicos na parede intestinal, ocupando os sitios
de ligacdo que normalmente seriam utilizados por eles, e ainda podem produzir

substancias antibacterianas.
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A microbiota nociva pode causar inflamagées na mucosa intestinal,
gerar metabdlitos tdxicos e propiciar o aparecimento de enfermidades clinicas ou
subclinicas e provavelmente afetar os parametros de desempenho, além do risco
potencial de contaminagao alimentar, se o agente for zoonético.

Neste contexto, podem se situar as salmoneloses aviarias que
segundo SESTI (2001) se tornaram prioridade nos ultimos anos, como uma das
doengas de maior risco para a industria avicola nacional. Alguns sorovares, como
S. Enteritidis e S. Typhimurium, usualmente encontrados no trato gastrintestinal,
especialmente das aves, sdo considerados de relevancia em saude publica, por
provocarem doencgas gastrointestinais em humanos.

BARROW (1993) destacou que as salmoneloses sdo doencas de dificil
controle, pela complexidade da sua epidemiologia, que envolve grande numero de
reservatorios, que eliminam o patégeno pelas excrecdes fecais e promovem a
contaminagao do ambiente.

A fim de controlar e eliminar os microrganismos nocivos, produtos
alternativos e substitutivos ao uso de antibidticos estdo sendo estudados. A
lactulose pode ser um desses produtos. De acordo com HOLZ & MIDDLETON
(2005), apo6s ser ingerida, a lactulose chega ao coélon praticamente sem sofrer
digestao ou absorgao, tanto no estbmago como no intestino delgado. No colon
pode ser fermentada por bifidobactérias, lactobacillus e algumas outras bactérias
benéficas, cujos metabdlitos sdo acidos graxos que induzem aos efeitos benéficos
sistémicos ou no lumen intestinal.

A lactulose, provavelmente estimula o crescimento e a atividade de
bactérias benéficas do trato gastrintestinal, que atuam positivamente no sistema
imune e promovem melhorias no ambiente e no epitélio intestinal, resultando em
compostos que refletem de forma desejavel no desempenho animal (SILVA &
NORNBERG, 2003).

Na literatura consultada, poucos trabalhos foram encontrados sobre a
utiizacdo da lactulose em animais domésticos. KAMPHES et al.,, (2003)
demonstraram o efeito laxativo e a capacidade de eliminacdo da bactéria em
suinos e estes resultados foram semelhantes a indicagcdo farmacoldgica do

produto para humanos.
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BOUVEE-OUDENHOVEN et al. (1997, 2003) demonstraram o efeito
deste dissacarideo contra salmoneloses em camundongos, que foram oralmente
infectados com Salmonella e medicados com diferentes niveis de lactulose pura
ou em combinagao com frutooligosacarideos ou fosfato de calcio. Segundo esses
autores, apesar de serem observadas similaridades no trato alimentar de
diferentes espécies animais, existem importantes diferengas ao nivel intestinal,
como capacidade digestiva ou reagdes sobre a substancia ingerida. Percebeu-se
entéo, a necessidade de estudos experimentais nas espécies alvo, especialmente
em frangos de corte.

Tendo em vista, a exigéncia de mercado consumidor e com o intuito de
que esta substancia seja recomendada como aditivo na alimentagado animal, foi
desenvolvido o presente estudo para avaliar a influéncia da lactulose nas
variaveis de desempenho, bem como sua possivel habilidade de impedir a

colonizacéo da S. Typhimurium experimentalmente inoculada via ingluvio.
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MATERIAIS E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de
Aves e no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria
da Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG) durante

0s meses de janeiro e fevereiro de 2008.

Delineamento Experimental

Os pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, foram
divididos em seis tratamentos, com sete repeticbes cada, alojados em grupos de
15 aves por unidade experimental, em um total de 42 unidades experimentais.

As aves foram pesadas, identificadas e distribuidas em seis
tratamentos de 105 pintos cada, conforme o delineamento abaixo:

TRATAMENTO 1: constituiu o grupo controle que nao recebeu o
in6culo microbiano nem a lactulose (Placebo).

TRATAMENTO 2: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no inglavio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugéo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de Salmonella
Typhimurium (controle positivo- ST).

TRATAMENTO 3: constituiu o grupo que recebeu agua adicionada com
lactulose, na dosagem estabelecida no pré-experimento, na dose de 0,023 mL/g
de peso vivo, do primeiro aos 14 dias de vida de alojamento (controle da
Lactulose).

TRATAMENTO 4: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no ingluvio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugéo 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 agua de bebida até

14 dias de vida da ave, na mesma quantidade do controle [(ST(1°%) +L(48h)].
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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 solugdo 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 o grupo de aves que recebeu diretamente
no inglavio, 0,5 mL de solugdo salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 10? UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium e a agua
com lactulose, em dose de 0,023 mL/g de peso vivo do primeiro até aos 14 dias
[(ST(1°) +L(1°)].

As aves desafiadas e ndo 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 60 W por andar até os 21 dias de idade.

Preparagao do in6culo

O inoculo, na concentragdo de 5,0 x 102 UFC/0,5 mL, foi preparado
com Salmonella Typhimurium isolada de amostras oriundas de frangos de corte
cedida por REZENDE (2002).

Para obtencdo do inoculo, a cepa foi repicada em agar verde brilhante
e incubada a 37° C, por 18-20h. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo 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 concentragao foi confirmada pelo plaqueamento das dilui¢des decimais
seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubagcdo a 37° C e

quantificacdo das UFC de Salmonella.
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Programa alimentar

A dieta fornecida aos animais, farelada a base de milho moido e farelo
de soja, foi formulada de acordo com a composi¢céo dos alimentos e exigéncias
nutricionais preconizadas por ROSTAGNO (2000) e nao continham nenhum
produto quimico, ou seja, anticoccidianos e antibidticos promotores de
crescimento. As aves de todos os tratamentos receberam a mesma dieta,

fornecida “ad libitum”, durante todo o periodo experimental de criagcao das aves.

TABELA 1 — Composigcdo percentual da ragdo fornecida aos pintos de corte

durante todo o periodo experimental (1-28 dias de idade)

Ingredientes % Pré-ini_cial Inicie_xl Crescimgnto
(1-7 dias) (8-14 dias) (15-28 dias)
Milho 59,04 61,42 64,86
Farelo de Soja (45%) 35,97 33,74 29,55
Fosfato bicalcico 1,91 1,80 2,12
Oleo vegetal 0,88 1,26 1,63
Calcério 0,86 0,80 0,79
Sal 0,45 0,42 0,41
DL-metionina 99 0,40 0,23 0,25
L-lisina HCI 0,36 0,20 0,24
*Vitini-Ave 0,10 0,10 0,10
Total 100,00 100,00 100,00
Nutrientes Atendimento
Proteina bruta (%) 22,04 20,96 19,41
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,95 3,00 3,10
Calcio (%) 0,93 0,88 0,82
Fosforo Disponivel (%) 0,47 0,44 0,41
Sadio (%) 0,22 0,21 0,20
Lisina (%) 1,33 1,14 1,08
Metionina + cistina (%) 0,95 0,81 0,78
Metionina (%) 0,66 0,52 0,51

*Suplemento vitaminico-mineral para aves — Vitini-Ave

Niveis de garantia por quilograma do produto:
Vit. A 4.000.000 UlI, Vit. D3 1.000.000 Ul, Vit. E 10.000 UI, Vit. K3 1.200,0 mg, Vit. B1 800,4 mg, Vit. B2

2.400,0 mg, Vit. B6 1.600,0 mg, Vit B126.000,0 mcg, Ac. Nicotinico 16.000,0 mg, Ac. Pantoténico 6.000,0 mg,
Biotina 40,0 mg, Ac. Foélico 400,0 mg, Ferro 2.000,0 mg, Cobre 4.000,0 mg, Zinco 20.000,0 mg, Manganés
32.000,0 mg, Selénio 120,0 mg, lodo 400,0 g, Cobalto 400,0 g, Violeta Genciana 8,0 g, Antioxidante 12,0 g,
Veiculo q. s. p. 1.000,0 g.
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Calculo da dose de lactulose- pré-experimento

Foi realizado um pré-experimento, com 30 pintos de corte até 10 dias
de vida, onde foram administradas doses diarias crescentes de lactulose, na agua
de bebida até observar o aparecimento de fezes amolecidas.

A dose assim definida e utilizada, foi de 0,023 mL/g de peso vivo.
Calculou-se ainda a ingestao diaria de agua pelas aves, sendo considerado como
peso diario, o estabelecido pelo o manual da linhagem.

A quantidade de lactulose foi calculada diariamente, multiplicando a
dose pela quantidade de aves em cada gaiola, sendo medida com o auxilio de
uma pipeta volumétrica. A lactulose foi homogeneizada com agua em um balde e
colocada nos bebedouros; esta pratica foi repetida a cada 24 horas, desde o

primeiro até os 14 dias de experimento.

Variaveis estudadas

Desempenho

Para analise do desempenho das aves foi observado o seguinte:
Peso Médio (PM): obtido dividindo-se o peso total das aves de cada

parcela, pelo numero médio de aves da parcela, PM=PF/NMA;

Ganho de Peso (GP): calculado pela diferenca entre o peso final e o
peso inicial das aves somado ao peso da ave morta e dividindo pelo numero
médio de aves, GP= [(PF-PIl) + Peso da ave morta]/NMA,;

Consumo de racao (CR): calculado pela razdo entre o consumo de

racao total (fornecido — sobra) e o numero médio de aves;
Converséao alimentar (CA): calculada pela razdo: CR/GP;

Mortalidade: Para analise estatistica o valor em percentagem de

mortalidade foi transformado em Arc seno ((%Mort. /100)+0,05)°°.
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As pesagens das aves, assim como das racbes foram feitas
semanalmente até os 28 dias de idade para calculo de consumo de ragao, ganho
de peso e conversdo alimentar. As aves mortas foram identificadas e pesadas
para o ajuste do consumo de racdo e conversao alimentar, bem como

necropsiadas e as alteragdes macroscépicas identificadas.

Pesquisa de Salmonella Typhimurium

Nos dias 10, 24 e 35 dias de vida das aves, foi coletada amostra
individual de excretas, através de suabe cloacal de 50 aves por tratamento,
totalizando 300 aves por idade analisada.

As amostras foram homogeneizadas e transferidas para tubos
contendo caldo de enriquecimento e processadas de acordo com BRASIL (2003)
e com o GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997), com algumas modificacbes
descritas a seguir.

Ap6s a coleta, por meio de suabe cloacal, as amostras foram
colocadas em tubos de ensaio contendo nove mL de caldo Selenito Cistina e
incubadas em estufa a 37° C por 18-24h.

Apds este periodo, com uma alga de niquel-cromo, aliquotas foram
estriadas nos agares verde brilhante e Hektoen e incubadas a 37° C por 24h. De
cada um dos agares, foram selecionadas de trés a cinco colénias com
caracteristicas morfoldégicas de Salmonella e repicadas para agar triplice agucar-
ferro (agar TSI), seguindo-se incubagéo a 37° C por 24h.

Os isolados do TSI que apresentaram reacgbes caracteristicas
compativeis com as do género Salmonella foram submetidas aos seguintes testes
bioquimicos: produgdo de indol, produgcédo de H,S, motilidade, urease,
descarboxilagdo da lisina, vermelho de metila, utilizagcdo do malonato e citrato de
Simmons. As amostras confirmadas bioquimicamente como Salmonella foram
submetidas ao teste sorolégico com soro polivalente anti “O”. Aquelas
confirmadas na bioquimica e na sorologia foram encaminhadas ao Instituto

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para tipificagcao sorologica.
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Analises estatisticas

Os dados quantitativos de desempenho 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 (2000).

Para analise de dados excre¢ao de Salmonella Typhimurium aplicou-

se o teste ndo paramétrico qui-quadrado (;.:2).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, expressos pelos valores das médias dos tratamentos e
analises de contrastes entre alguns destes podem ser observadas nas Tabelas 2,
3,4eb.

TABELA 2 — Peso inicial (Pl), peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar calculada (CAC) de frangos de
corte recebendo lactulose (L) e/ou Salmonella Typhimurium (ST) no

periodo de 1-7 dias de vida.

Tratamentos PI PF GP CR CAC
Placebo 43,03A 182,00 139,00 151,80 1,09
Controle positivo (ST) 42,94A 180,00 137,00 149,30 1,08
Controle lactulose (L) 42,18B 177,00 134,00 150,60 1,11
ST (1°d) e L (1°d) 42,29B 176,00 134,00 146,90 1,09
L(1°d) e ST (48h) 42,37B 182,00 140,00 147,80 1,05
ST (1°d) e L (48h) 42,33B 183,00 140,00 148,80 1,05
C. V. (%) 0,4061 4,1962 5,4805 7,5124 5,1058
P 0,0010 0,4489 0,4920 0,9686 0,2675

Analise de contraste entre tratamentos
Placebo x Cont pos (ST) ns ns ns ns ns
Placebo x Cont lactu (L) <0,0001 ns ns ns ns
Cont pos(ST) x ST(1°)+L(1°)  <0,0001 ns ns ns ns
Cont pos (ST)x L (1°)+ ST(48h <0,0001 ns ns ns ns
Cont pos(ST) x ST (1°)+L (48h <0,0001 ns ns ns ns
C. V. (%) 0,4061 4,1962 5,4805 7,5124 5,1058

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Como pode ser observado na Tabela 2 os pesos iniciais foram bastante
homogéneos, variaram de 42,18 a 43,03 g/ave, com um baixo coeficiente de
variagdo, embora tenha apresentado diferenca significativa (P<0,05). Essa
diferenca de peso encontra relevancia nas afirmativas de STRINGHINI et. al.
(2003) que para cada grama de peso do pinto no alojamento, obtém-se 9,4

gramas a mais de diferenca no peso final dos frangos na idade de abate. Por
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outro lado, a inoculagdo da S. Typhimurium e a administracdo da lactulose nao
influenciaram (P>0,05) nas variaveis estudadas no periodo de um a sete dias de
idade.

O peso final dos pintos, aos 14 dias de idade foi influenciado
negativamente pela inoculagdo de S. Typhimurium (Tabela 3). Observou-se pior
ganho de peso para as aves (P<0,05) que foram inoculadas com o patogeno e
ndo receberam lactulose, em relagdo ao ganho de peso das aves que foram
inoculadas com Salmonella no primeiro dia de vida e receberam simultaneamente
a lactulose. Verifica-se também, que o consumo de racdo foi maior para este

grupo, o que resultou, portanto, em uma pior conversao alimentar.

TABELA 3 - Peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversao alimentar calculada (CAC) de frangos de corte recebendo

lactulose (L) e/ou Salmonella Typhimurium (ST) no periodo de 1-14

dias de vida.
Tratamentos PF GP CR CAC
Placebo 441,02AB  397,98AB  284,45B 1,11B
Controle positivo (ST) 418,85B 375,90B 369,15A 1,40A
Controle lactulose (L) 456,65AB 414, 47AB  293,70B 1,09B
ST (1°d) + L (1°d) 470,43A 428,14A 313,18B 1,09B
L(1°d) + ST (48h) 454, 68AB  412,31AB  291,82B 1,09B
ST (1°d) + L (48h) 454, 76AB  412,43AB  287,36B 1,07B
C. V. (%) 6,2382 6,8944 8,7225 6,7719
P 0,0282 0,0323 0,0001 0,0001
Analise de contraste entre tratamentos

Placebo x Cont pos (ST) ns ns <0,0001 <0,0001
Placebo x Cont lactu (L) ns ns ns ns
Cont pos(ST) x [ST(1°)+L(1°)] 0,0015 0,0013 0,0004 <0,0001
Cont pos (ST)x [L (1°)+ ST(48h)] 0,0221 0,0203 <0,0001 <0,0001
Cont pos(ST) x [ST (1°)+L (48h)] 0,0219 0,0199 <0,0001 <0,0001
C. V. (%) 6,2382 6,8944 8,7225 6,7719

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Esses dados sugerem que a lactulose, que €& um dissacarideo,
propiciou maior protecdo a mucosa, atuando provavelmente sobre a modulagéo

da ecologia intestinal, estimulando o crescimento e a atividade de bactérias
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benéficas do TGI, que atuaram positivamente no sistema imune e promoveram
melhorias no ambiente e no epitélio intestinal. Além desses aspectos, as
substancias prebidticas, podem atuar bloqueando os sitios de aderéncia
reduzindo a capacidade de fixagcdo de algumas bactérias patogénica resultando
em compostos que refletiram de forma desejavel no desempenho animal (SILVA
& NORNBERG, 2003; ANDREATTI FILHO, 2008).

Aos 21 dias de idade (Tabela 4), o ganho de peso dos pintos no grupo
placebo foi menor (P<0,05) do que os demais tratamentos. Esse resultado pode

ser atribuido ao menor consumo de ragéo pelas aves nesse periodo.

TABELA 4-Peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversao alimentar calculada (CAC) de frangos de corte recebendo

lactulose (L) e/ou Salmonella Typhimurium (ST) no periodo de 1-21

dias de vida.
Tratamentos PF GP CR CAC
Placebo 732,23B 689,19B 433,56C 1,34A
Controle positivo (ST) 812,89A 769,94A 464,36BC 1,34A
Controle lactulose (L) 828,22A 786,04A 471,42ABC 1,25B
ST (1°d) e+L (1°d) 847,95A 805,65A 490,02AB 1,26B
L(1°d) + ST (48h) 861,66A 819,29A 517,04A 1,25B
ST (1°d) + L (48h) 853,87A 811,54A 494,53AB 1,22B
C. V. (%) 5,8858 6,2033 6,4886 3,6604
P 0,0001 0,0001 0,0004 <0,0001
Analise de contraste entre tratamentos

Placebo x Cont pos (ST) 0,0036 0,0035 ns ns
Placebo x Cont lactu (L) 0,0007 0,0006 0,0285 0,0010
Cont pos (ST) x [ST(1°)+L(1°)] ns ns ns 0,0026
Cont pos (ST)x [L (1°)+ ST(48h) ns ns 0,0031 0,0012
Cont pos(ST) x [ST (1°)+L (48h) ns ns ns <0,0001
C. V. (%) 5,8858 6,2033 6,4886 3,6604

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Observa-se ainda na mesma Tabela, melhor (P<0,05) conversao
alimentar para aqueles tratamentos que receberam lactulose. Melhor conversao
alimentar também foi registrada por COLLETT (2000), ao fornecer de 0,5 a 3% de
monooligossacarideo, para de frangos de corte (1 a 10%) em comparacao ao

tratamento sem o monooligossacarideo.
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Verificou-se também, na Tabela 4, que os grupos que receberam a
lactulose com ou sem o patégeno apresentaram maior ganho de peso. Também
MACARI & MAIORKA (2000) obtiveram maior ganho de peso em frangos

suplementados com 0,2% de monooligossacarideo.

TABELA 5 — Peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR),
conversao alimentar calculada (CAC) de frangos de corte recebendo

lactulose (L) e/ou Salmonella Typhimurium (ST) no periodo de 1-28

dias de vida.
Tratamentos PF GP CR CAC
Placebo 1.105,78 1.062,75  1.537,70 147AB
Controle positivo (ST) 1.115,67 1.072,72 1.689,17 1,60A
Controle lactulose (L) 1.210,68 1.168,49  1.621,92 1,428
ST (1°d) e L (1°d) 1.118,91 1.076,61  1.652,92 1,54AB
L(1°d) e ST (48h) 1.129,44 1.087,07  1.673,59 1,55AB
ST (1°d) e L (48h) 1.162,17 1.119,83  1.681,33 1,53AB
C.V. (%) 8,6455 8,9809 6,1962 5,7477
P 0,3582 0,3653 0,0775 0,0079
Analise de contraste entre tratamentos

Placebo x Cont pos (ST) ns ns 0,0085 0,0114
Placebo x Cont lactu (L) ns ns ns ns
Cont pos(ST) x [ST(1°)+L(1°)] ns ns ns ns
Cont pos (ST)x [L (1°)+ ST(48h) ns ns ns ns
Cont pos(ST) x [ST (1°)+L (48h) ns ns ns ns
C. V. (%) 8,6455 8,9809 6,1962 5,7477

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Como pode ser notado na Tabela 5, com 28 dias de idade, somente a
conversao alimentar foi influenciada (P<0,05) pela inoculagdo experimental da
Salmonella Typhimurium. Como nos periodos anteriores, verifica-se também que
a lactulose influenciou positivamente a conversao alimentar e proporcionou um
melhor ganho de peso das aves.

Tanto os resultados da pior conversao no grupo que foi desafiado com
0 patdégeno desde os 14 dias de experimento, assim como da melhor conversao
pela utilizagdo da lactulose podem ser justificados pelas afirmag¢des de SILVA &
NONBERG (2003) e FURLAN et al.(2006). Segundo esses pesquisadores para
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que as bactérias consigam colonizar o TGl e criar uma condi¢cdo patoldgica,
precisam inicialmente aderir-se superficie epitelial. Esta adesao ocorre através de
glicoproteinas (lectinas ou fimbrias), que reconhecem determinados agucares da
superficie do epitélio intestinal. Portanto, se as bactérias se ligarem a um acucar,
oligossacarideo ou dissacarideos, e ndo a mucosa intestinal, irdo passar com a
ingesta sem causar problemas digestivos para os animais, promovendo melhoria

das condi¢des luminais do intestino.

TABELA 6 — Frequiéncia da excregédo de Salmonella Typhimurium aos 10, 24
e 35 dias de idade, em pintos inoculados no ingluvio e tratados

com lactulose.

Idade 10 dias 24 dias 35 dias
Tratamentos n(%) n(%) n(%)

Placebo 0/50(0%)B’ 0/50(0%) 0/50(0%)
Controle positivo (ST) 15/50(30%)A 4/50(8%) 0/50(0%)
Controle lactulose (L) 0/50(0%)B 0/50(0%) 0/50(0%)
ST (1°d) e L (1°d) 4/50(8%)B 1/50(2%) 0/50(0%)
L(1°d) e ST (48h) 3/50(6%)B 0/50(0%) 0/50(0%)
ST (1°d) e L (48h) 5/50(10%)B 1/50(2%) 0/50(0%)

* Letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si pelo teste do qui-quadrado a 0,05%.

Paralelamente ao estudo das variaveis de desempenho, fez-se suabes
cloacais, como método de monitoramento da excrecdo de S. Typhimurium.
Observou-se que houve diferenga significativa (Tabela 6 e Grafico 1) na
freqiéncia de eliminacdo do patégeno entre os tratamentos aos dez dias de
idade. Os dados mostraram uma menor frequéncia, 3/50(6%); 4/50(8%), e
5/50(10%) de excreg¢ao de Salmonella para os grupos que receberam a lactulose
no primeiro dia ou 48h apdés o alojamento, em relacdo ao tratamento sem
lactulose e inoculado com a Salmonella Typhimurium de 15/50(30%).

Verificou-se que a lactulose influenciou a colonizagdo da S.
Typhimurium, provavelmente inibindo a aderéncia de S. Typhimurium,
potencializando o crescimento de bactérias benéficas ao hospedeiro e por
competicdo eliminou o patégeno inoculado. Esses resultados podem ser
explicados pelas afirmac¢des de SPRING et al. (2000) os quais sugeriram que 0s

mananoligossacarideos, podem atuar no TGl bloqueando os sitios de ligacéo de
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bactérias patogénicas na mucosa intestinal, bem como modular a microbiota

nativa.

rr anE i% 6 aA7TH

FIGURA 1 — Excrecdo de Salmonella Typhimurium aos 10 dias de idade, em

pintos inoculados no ingluvio e tratados ou ndo com lactulose.

Por outro lado, percebe-se uma reducdo natural de 35/50(70%) na
infeccao intestinal para o controle positivo (ST), considerando, que todas as aves
do grupo se infectaram ao receber o inéculo. Isso pode estar relacionado a
resisténcia natural que ocorre durante os cinco a dez dias de vida da ave frente a
enteropatogenos. De acordo com ILONA (2008) essa idade coincide com o
aumento dos linfécitos sanguineos e o desenvolvimento do mecanismo
termoregulador, ou ainda, porque segundo ANDRADE et al. (2007) este patdgeno
tem habilidade de ser excretado de forma intermitente e pode ser eliminado em
pequenas quantidades pelas fezes, o que pode dificultar sua detecgdo pela
analise realizada.

Ja aos 24 dias de idade (Tabela 6), ndo se verificou diferenca
significativa entre resultados obtidos dos diferentes tratamentos. Salmonella foi
eliminada quase totalmente do organismo da ave, embora tenha sido detectada
em 4/50(8%) das amostras analisadas no controle positivo. Essa freqiéncia,
4/50(8%), provavelmente afetou a saude intestinal da ave (conversido alimentar

(P<0,05) aos 28 dias de experimento). Além disso, essas aves constituem
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portadores inaparentes de importancia epidemiolégica. As bactérias sé&o
eliminadas nas fezes e podem contaminar outras aves, o ambiente, assim como o
solo. De acordo com RODRIGUES (2005) elas podem permanecer viaveis no
material fecal por longo periodo, particularmente em fezes secas, podendo resistir
por mais de 28 meses nas fezes de aves. Além disso, pode ocorrer a
contaminagdo cruzada no ambiente criatério e disseminagdo durante as
operacdes de abate.

Ja aos 35 dias de idade (Tabela 6), ndo se detectou presenca de
Salmonella em nenhum dos grupos estudados, conferindo com os resultados
encontrados por CHAVES (2007), quando afirmou que Salmonella, independente
do tratamento efetuado, tende a ser eliminada do organismo da ave com o
avancar da idade. Esse avangar da idade possibilita o estabelecimento da
microbiota intestinal, o desenvolvimento e maturidade do sistema imunolégico da
ave, 0 que pode propiciar a eliminagdo ou impedir a instalagdo de microrganismos
maléficos do organismo (BARROW 1991; CORRIER et al. 1991; GORHAM et al.
1991).

A utilizacdo da lactulose via agua de bebida as aves, proporcionou uma
melhoria no desempenho zootécnico e menor eliminagédo da S. Typhimurium via
excretas, o que sugere redugcdo de contaminacdo no ambiente criatério e
disseminagcdo e ainda, contaminag&o cruzada durante as operacdes de abate,
propiciando assim uma melhor qualidade da carcaca do frango no abatedouro e

consequentemente, um produto de qualidade na mesa do consumidor.
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CONCLUSOES

A lactulose propiciou maior ganho de peso nas aves, enquanto estava
sendo fornecida, tendo seu efeito prolongado até uma semana apds sua retirada;
também diminuiu a excrec¢do fecal de Salmonella Typhimurium em todas as

idades estudadas.
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CAPITULO 3- AVALIAGAO DOS EFEITOS DA LACTULOSE NA SAUDE
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE EXPERIMENTALMENTE
INOCULADOS COM Salmonella Typhimurium

RESUMO: A utilizacdo de produtos alternativos para substituir o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento e que beneficiam a saude do
hospedeiro e controlam os enteropatdgenos € um dos grandes desafios da
industria avicola. Assim, o presente trabalho foi desenvolvido para avaliar os
efeitos da lactulose no lumen intestinal pela afericdo do pH de conteudos do trato
gastrintestinal, bem como sobre a reducdo de unidades formadoras de colbnia
(UFC) de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli. 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. O tratamento 1 (ttm 1) n&o recebeu o inéculo microbiano nem
lactulose (grupo Placebo), ttm 2 recebeu somente a lactulose (grupo controle da
lactulose-L), ttm 3 recebeu somente a S. Typhimurium (grupo controle positivo-
ST), ttm 4 recebeu a lactulose e a S. Typhimurium no 1° dia de vida
[L(1°)+ST(1°)], ttm 5 recebeu a lactulose 48h antes da S. Typhimurium
[L(1°)+ST(48h)] e o ttm 6 recebeu a S. Typhimurium 48h antes da lactulose
[ST(1°)+L(48h)]. Aos dias sete, 14, 21 e 28 uma ave por parcela foi sacrificada e
os conteudos do ingluvio e do ceco foram coletados para enumeracao de S.
Typhimurium e E. coli. Paralelamente, foi realizada também a afericdo do pH do
ingluvio, intestino delgado e ceco aos dias sete, 14, 21 e 28 dias do periodo
experimental, das mesmas aves. Os conteudos dos ingluvios e dos cecos foram
submetidos a contagem de Salmonella e Escherichia coli e as analises
bacterianas. O bacgo, o figado e o coragdo foram coletados e submetidos a
exames bacterioldégicos. Também foi aferido o pH do ingluvio, intestino delgado e
ceco e coletado sangue para avaliagdo das enzimas hepaticas. Os dados
quantitativos de pH dos diferentes segmentos do trato gastrintestinal, assim como
de enumeragao de bactérias foram analisados aplicando ANOVA e Tukey (5%).
Constatou-se que a lactulose determinou reducao nos valores (P<0,05) de pH nos
orgaos do sistema digestivo aos sete dias de vida. Essa reducéo se manteve até
28 dias somente para o ingluvio e intestino delgado, enquanto que o pH cecal nos
periodos de 21 e 28 dias, ndo apresentou diferenca entre os demais tratamentos
(P>0,05). Constatou-se também, que a lactulose reduziu (P<0,05) as UFC de E.
coli no ingluvio aos 21 e 28 dias de vida e de S. Typhimurium nos tratamentos em
que se administrou a lactulose antes do patégeno e nas idades avaliadas. Pode-
se concluir que a lactulose alterou os valores de pH, com excec¢éo do pH cecal e
reduziu a colonizagéo de S. Typhimurium no ceco e o numero das UFCs de E. coli
no ingluvio.

Palavras-chave: enumeracéao, Escherichia coli, pH, UFC.
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF INTESTINAL LACTULOSE HEALTH OF
BROILERS FOR CUTTING INOCULADOS EXPERIMENTALLY WITH
Salmonella Typhimurium

ABSTRACT: The use of alternatives to replace the use of antimicrobial additives
as growth promoters which bring benefits host health and control the
enteropathogens is a great challenge for the poultry industry. Thus, this study was
conducted to assess the effects of lactulose in the intestinal lumen by measuring
the pH content of the gastrointestinal tract, and on reducing the amount of colony
forming units (CFU) of Escherichia coli and Salmonella Typhimurium. Birds were
allotted in a completely randomized design, with 630 day-old male chicks
distributed in six treatments, with seven replications and 15 birds per experimental
unit. Treatment (ttm) 1 did not receive microbial inoculum or lactulose (placebo
group), ttm2 received only lactulose (control group of lactulose-L), ttm 3 received
only S. Typhimurium (ST-positive control group), ttm 4 received lactulose and S.
Typhimurium in the first day of life (L (1) + ST (1)), ttm 5 received lactulose 48
hours before the S. Typhimurium (L (1) + ST (48h)) and ttm 6 received the S.
Typhimurium 48h before lactulose (ST (1) + L (48h)). At seven, 14, 21 and 28
days of age one bird per plot was sacrificed and cecum and crop contents were
collected for counting of S. Typhimurium and E. coli. In parallel, it was also
measured pH of crop, small intestine and cecum at seven, 14, 21 and 28 days of
age for the same birds. Crop and ceca content was submitted to Salmonella and
Escherichia coli countings and bacterial analysis. pH of crop, small intestine and
ceca was determined and blood was collected for liver enzyme evaluation. Values
of pH for different segments of gastrointestinal tract and bacterial countings were
analyzed with ANOVA and Tukey test (5%). Lactulose reduced pH value (P<0.05)
of pH digestive organs at seven days of life which remained until 28 days only for
crop and small intestine, whereas the cecal pH at 21 and 28 days, did not differ
between the other treatments (P> 0.05). It was also discovered that lactulose
reduced (P <0.05) the CFU of E. coli at the crop at 21 and 28 days of age and S.
Typhimurium for birds that lactulose was administered before the pathogen
inoculation. Lactulose changed pH, except cecal pH and reduced the colonization
of S. Typhimurium in the cecum and the number of UFCs of E. coli in the crop.

Keywords: enumeration, Escherichia coli, pH, UFC.
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INTRODUCAO

A avicultura destaca-se entre as atividades do setor agropecuario
mundial, com indices de produgdo em constante crescimento. O aumento na
producdo de carne de frangos foi conseqiéncia de avangos em genética,
nutricdo, sanidade e manejo, que elevaram os niveis de produtividade e
desempenho (RIBEIRO, 2008).

Considerando que o Brasil € um dos maiores produtores e
exportadores de frango do mundo, e que tem ocorrido na Regido Centro-Oeste a
implantacdo de novas empresas nas Uultimas décadas, a necessidade de
pesquisas na area de sanidade avicola também foi incrementada. A produgdo em
grande escala de frango, para ofertar alimentos, tem potenciais fatores de risco de
introduzir patégenos, como a Salmonella, na cadeia alimentar do homem. Essa
bactéria tem sido apontada como o agente de enteroinfec¢gdes em surtos ou
casos esporadicos de toxinfecgdo alimentar, além de estar associada a perdas
econdmicas na criagéo avicola.

O género Salmonella é constituido por 2.523 sorovares (POPOFF et
al., 2003) amplamente distribuidos na natureza, e que podem infectar além das
aves, o homem, insetos, peixes, répteis e mamiferos em geral, causando a
enfermidade denominada salmonelose. Pode causar infeccao clinica ou
subclinica em aves e homens, sendo que as aves podem permanecer como
reservatério e fonte de infecgdo para humanos. E um microrganismo de facil
adaptacdo no ambiente, tornando-se muito dificil a sua erradicacdo dos
ambientes criatérios (BACK et al., 2006).

O controle da salmonela é um dos grandes desafios da industria
avicola mundial nos ultimos anos, pois sua infec¢cado pode ocasionar restricbes ao
comércio dos seus produtos, pelas implicagbes em saude publica, e grandes
prejuizos financeiros devido a alta mortalidade, ao alto custo com medicagao, a
queda na producao de ovos, a baixa qualidade dos pintos e ao custo elevado das
medidas de erradicacao e controle (HAFEZ, 2005).

Os antimicrobianos tém sido utilizados como promotores de
crescimento na producdo de frangos de corte, sustentando a cadeia avicola,

melhorando o desempenho animal e diminuindo a mortalidade causada por
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infecgbes clinicas (FUKAYAMA et al., 2005). Portanto, os antibioticos utilizados
como promotores de crescimento, em doses subterapéuticas, tém controlado
microrganismos entéricos, entre estes as salmoneloses aviarias.

Mas, os consumidores tém buscado por produtos avicolas produzidos
sem antibidticos promotores de crescimento, levando os produtores e
profissionais a se adaptarem as novas exigéncias e a procurarem alternativas
viaveis e sustentaveis economicamente para substituir estes antibioticos. Isto tem
resultado na necessidade de se estudar produtos alternativos ao uso de
antimicrobianos, como os probidticos, os acidos organicos, os prebibticos, os
simbidticos, as enzimas, os extratos de ervas e os 6leos vegetais para reduzir o
crescimento de bactérias indesejaveis, tais como Clostridium perfringens,
Escherichia coli e Salmonella sp. (HOFACRE et al., 1998).

Os prebidticos compreendem ingredientes nutricionais nao digeriveis
que atuam como inibidores de adesdo de bactérias patogénicas na superficie
epitelial e que potencializam o crescimento das populagbes de bifidobactérias e
lactobacillus. Esses produtos afetam beneficamente o hospedeiro ativando o
metabolismo de uma ou mais bactérias benéficas e induzindo a efeitos desejaveis
sisttmicos ou na luz intestinal (ANDREATTI FILHO, 2008; GUIMARAES &
GUEDES, 2007).

Diante disso, o presente trabalho foi desenvolvido para investigar os
efeitos da lactulose, na saude intestinal pela afericdo do pH do ingluvio, intestino
delgado e ceco, bem como sobre o numero de unidades formadoras de colénias
(UFCs) de S. Typhimurium e E. coli no ingluvio e ceco de frangos de corte

inoculados experimentalmente com S. Typhimurium.
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MATERIAIS E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de
Aves e no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria
da Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG) durante

0s meses de janeiro e fevereiro de 2008.

Manejo Experimental

Os pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, foram
divididos em seis tratamentos, com sete repeticbes cada, alojados em grupos de
15 aves por unidade experimental, em um total de 42 unidades experimentais.

As aves foram pesadas, identificadas e distribuidas em seis
tratamentos de 105 pintos cada, conforme o delineamento abaixo:

TRATAMENTO 1: constituiu o grupo controle que nao recebeu o
in6culo microbiano nem a lactulose (placebo).

TRATAMENTO 2: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no ingluvio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugéo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de Salmonella
Typhimurium ( controle positivo- ST).

TRATAMENTO 3: constituiu o grupo que recebeu agua adicionada com
lactulose, na dosagem estabelecida em um pré-experimento, a dosagem utilizada
foi de 0,023 mL/g de peso vivo, do primeiro aos 14 dias de vida de alojamento
(controle da Lactulose-L)

TRATAMENTO 4: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no ingluvio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solug&o 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 agua 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
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horas foram inoculadas diretamente no ingluvio com 0,5 mL de solugédo 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 o grupo de aves que recebeu diretamente
no ingluavio 0,5 mL de solugédo salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 102 UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium e a agua
com lactulose, a dose de lactulose utilizada foi de 0,023 mL/g de peso vivo, do
primeiro até aos 14 dias [ST(1°) +L(19)].

As aves desafiadas e ndo 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.

Preparagao do in6culo

O in6culo foi preparado com Salmonella Typhimurium isolada de
amostras oriundas de frangos de corte cedida por REZENDE (2002). A
concentragéo do inéculo foi de 5,0 x 102 UFC/0,5 mL, conforme REZENDE (2002).

Para obtencéo do indculo a cepa foi repicada em agar verde brilhante e
incubada a 37° C, por 18-20h. Em seguida, as células foram suspensas em
solugdo salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4’ C e concentragéo de 5,0 x 102
UFC/mL ajustada com auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al.,
2001). A concentragao foi confirmada pelo plaqueamento das diluigdes decimais
seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37° C e

quantificacéo das UFC de Salmonella.

Calculo da dose de lactulose - pré-experimento

Foi realizado um pré-experimento, com 30 pintos de corte até 10 dias

de vida, onde foram administradas doses diarias crescentes de lactulose, na agua
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de bebida, até obter uma dose que determinasse eliminacdo de fezes
amolecidas.

A dose assim definida e utilizada, foi de 0,023 mL/g de peso vivo.
Calculou-se ainda, a ingestdo diaria de agua pelas aves, sendo considerado o
peso diario, o estabelecido pelo o manual da linhagem.

A quantidade de lactulose era calculada diariamente, multiplicando a
dose pela quantidade de aves em cada gaiola, sendo medida com o auxilio de
uma pipeta volumétrica. A lactulose era homogeneizada com agua em um balde e
colocada nos bebedouros, esta pratica foi repetida a cada 24 horas, desde o

primeiro, até os 14 dias de experimento.

Programa alimentar

A dieta fornecida aos animais, farelada a base de milho moido e farelo
de soja, foi formulada de acordo com a composigao dos alimentos e exigéncias
nutricionais preconizadas por ROSTAGNO (2000) e n&o continham nenhum
produto quimico, ou seja, anticoccidianos e antibidéticos promotores de
crescimento. As aves de todos os tratamentos receberam a mesma dieta,

fornecida “ad libitum”, durante todo o periodo experimental de criagcdo das aves.

Variaveis estudadas

Nos dias sete, 14, 21 e 28, as aves foram submetidas a um jejum
alimentar de duas a trés horas antes do inicio do sacrificio, e uma ave por parcela
foi necropsiada e as amostras foram coletadas para avaliacdo do pH. Das
mesmas parcelas aos 14, 21 e 28 dias coletaram-se amostras para quantificar o

numero de UFCs de E. colie S. Typhimurium.

Avaliagcao de pH

Aos sete, 14, 21 e 28 dias o conteudo do ingluvio, intestino delgado e

do ceco foram colocados em frascos contendo 15mL de agua destilada, sendo
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homogeneizados e os valores de pH destas por¢cdes foram mensurados em

pHmetro digital segundo a metodologia empregada por SILVA et al. (2000).

Quantificagao e identificagao de Salmonella

A quantificagado da Salmonella foi realizada de acordo com a técnica de
BRASIL (2003) com modificagbes. Suabes de ingluvio foram coletados e
colocados em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de caldo selenito-cistina (CS)
constituindo a diluigdo 10°. Em seguida, do mesmo animal, 0,5 g do contetido do
ceco foi pesado e colocado em 4,5 mL de CS, constituindo a diluicio 107.
Diluicdes decimais seriadas sucessivas foram realizadas até 10°, utilizando
solucao salina esterilizada peptonada a 0,1%. Realizaram-se plaqueamentos, em
duplicata, de 0,1 mL de diferentes diluicbes em agar Xylose-Lysine-Tergitol 4
(XLT4), agar verde brilhante e agar Hektoen os quais foram incubados a 37°C por
24h. A leitura foi realizada selecionando-se e contando as unidades formadoras
de colbnias com caracteristicas morfolégicas de Salmonella.

Os tubos inoculados contendo CS também foram incubados a 37°C por
24 h e, caso nao apresentassem crescimento sugestivo de Salmonella nos meios
de XLT4 e Hektoen, aliquotas do CS eram transferidas para os meios seletivos,
incubados a 37° C por 24 h e registrados com crescimento <10° para o inglGvio e
<10" para ceco. De trés a cinco unidades formadoras de coldnias por placas,
foram transferidas para tubos contendo triplice agucar ferro (TSI), os quais foram
incubados a 37°C por 24 horas.

Tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste da urease, producdo do indol, vermelho metila, motilidade,
teste do malonato e lisina descarboxilase. Aqueles que apresentaram reacdes
bioquimicas compativeis com Salmonella foram submetidos ao teste sorolégico
com soro polivalente anti-O de Salmonella. Amostras positivas a sorologia foram
remetidas a Fundagcdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) para confirmagao do sorovar

isolado.
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Quantificagao e identificagdo de Escherichia coli

Suabes de ingluvio foram coletados e colocados em tubos de ensaio
contendo 5,0 mL de solugéo salina tamponada a 0,1%, constituindo a diluigéo 10°.
Em seguida, do mesmo animal para a contagem desta bactéria foram pesados
0,5 gramas do conteudo cecal de cada parcela, e entédo transferidos para tubo de
ensaio contendo 4,5 mL de solu¢do salina tamponada a 0,1%. A partir dessas
diluigdes foram feitas diluicdes decimais seriadas sucessivas até a 10®, utilizando
solugdo salina esterilizada peptonada a 0,1%. Das diluicdes 10, 10 e 10®, foi
transferido 0,1 mL de cada diluicdo para placas de Petri contendo agar eosina
azul de metileno (EMB), fazendo-se o plaqueamento em superficie e as placas
foram incubadas a 37" C por 24 h.

A leitura foi realizada selecionando-se e contando as unidades
formadoras de col6énias com caracteristicas morfolégicas de E. coli. A partir do
crescimento de colbnias tipicas e atipicas, segundo BRASIL (2003), de trés a
cinco colénias foram transferidas para tubos contendo triplice agucar ferro (TSI),
os quais foram incubados a 37° C por 24 horas. Isolados do TSI foram
confirmados para presenca de E. coli pela bioquimica através da producéo de
indol e vermelho de metila, motilidade, producdo de H,S, urease e reagdo no
citrato de Simmons.

Tubos de TSI com crescimento sugestivo de E. coli foram submetidos
ao teste da urease, produgdo do indol, vermelho metila, citrato de Simmons,

motilidade e teste do malonato para confirmacao da bactéria.

Analises estatisticas

Os dados quantitativos de pH intestinal, bem como as médias da
enumeragao das UFCs de S. Typhimurium, E. coli foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%,
sendo utilizado o procedimento general linear model (GLM) do pacote estatistico
do SAS (2000).
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RESULTADOS

Verifica-se na Tabela 1 o pH do ingluvio e ceco com sete, 14, 21 e 28
dias de vida. Analisando os dados dispostos na referida Tabela, observa-se
diferenca (P<0,05) entre valores de pH dos tratamentos nos segmentos
estudados, ingluvio e ceco, aos sete de vida. Verifica-se, ainda um menor valor
para o pH das aves pertencentes ao grupo que recebeu a lactulose.

Os resultados das analises de pH aos 14 dias, mostram pronunciada
reducao, nos valores de pH do ingluvio, das aves que foram inoculadas com S.
Typhimurium e a lactulose no primeiro dia de vida, em relagéo ao placebo. Ja os
valores do pH do ceco no mesmo periodo ndo apresentaram diferenca

significativa entre os tratamentos.

TABELA 1- Resultados das afericbes de pH do ingluvio e ceco de frango de corte

recebendo lactulose e/ou Salmonella Typhimurium aos 14, 21 e 28 dias

de vida.
Ingluvio
Tratamento 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
‘Placebo 6,64A 6,66A 710A 6,65A
Controle positivo (ST) 5,27BC 6,25AB 6,06B 4,83B
Controle lactulose (L) 4,82C 6,34AB 6,44AB 6,61A
[ST (1°d) e L (1°d)] 6,44AB 5,58B 5,59BC 5,17B
[L (1°d) e ST (48h)] 5,34BC 5,61AB 4,35D 5,50AB
ST (1°d) e L (48h) 5,63ABC 6,15AB 4,93DC 5,08B
C. V. (%) 13,1253 11,01 10,0323 13,90
P 0,0003 0,0308 0,0001 0,0001
Ceco
Tratamento 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
‘Placebo 720A 692 652 6,83AB

Controle positivo (ST) 6,58AB 6,71 6,69 6,46B
Controle lactulose (L) 5,97B 6,68 6,68 6,95A
ST (1°d) e L (1°d) 6,45AB 6,56 6,94 6,69AB
L (1°d) e ST (48h) 6,63AB 6,75 6,77 6,64AB
ST (1°d) e L (48h) 5,85B 6,84 6,87 6,58AB
C. V. (%) 10,4811 7,30 5,4022 4,49
P 0,0085 0,8175 0,3589 0,0571

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).



39

Seguindo a tendéncia do que ocorreu aos 14 dias, aos 21 dias

observa-se um maior valor para o pH do ingluvio para aves pertencentes ao grupo
que recebeu nenhum tipo de tratamento. Porém, as aves que receberam a
lactulose 48 horas antes de serem desafiadas com S. Typhimurium apresentaram
uma reducao do pH do ingluvio. Por outro lado, o pH cecal, nesse periodo, ndo
mostrou diferenga (P>0,05) entre os diferentes tratamentos.
A analise dos dados obtidos com 28 dias de idade (Tabela 1) mostra que aves
que compuseram os tratamentos placebo e controle da lactulose, obtiveram um
maior valor de pH para o ingluvio e um menor valor para aves que foram
inoculadas com S. Typhimurium independente do momento de inoculagéo.

Por outro lado, nota-se que nas amostras do ceco, o grupo controle da
lactulose apresentou maior valor de pH e foi semelhante ao grupo do placebo.
Verifica-se ainda que o pH do ceco do controle positivo apresentou menor pH e foi
semelhante ao grupo placebo.

Os valores médios de contagem UFCs, expressos em log, de E. coli
no ingluvio e ceco estdo anotados na Tabela 2. Os resultados da contagem aos
14, 21 e 28 dias de idade de conteudo do ingluvio foram semelhantes, onde se
observou maior valor (P<0,05) para UFC/ mL de conteudo do inglivio do grupo
placebo, porém esses valores nédo foram diferentes do controle positivo.

Observou-se ainda, que menores valores no inglavio foram
encontrados nos grupos que receberam somente a lactulose e naqueles
inoculados experimentalmente com S. Typhimurium e tratados com lactulose aos
14 dias do experimento. Por outro lado, uma reduzida contagem ou mesmo
auséncia de E. coli foi verificada no grupo controle da lactulose no ingluvio. Para a
contagem de E. coli no ceco nédo foi observada diferenca (P>0,05) entre os

diversos grupos estudados durante todos os periodos analisados.
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TABELA 2-Valores médios da contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFCs) expressa em log, de Escherichia coli no ingluvio e no ceco de
frangos de corte recebendo lactulose (L) e/ou S. Typhimurium (ST)
aos 14, 21 e 28 dias de idade.

Inglavio
Tratamentos
___________________________________________ l4dias =~ 21dias  28dias
Placebo 4,4339A 4,4174A 3,3046A
Controle positivo (ST) 2,9014AB 3,3365AB 2,9252AB
Controle lactulose (L) 0,8385BC - 1,4196B
ST (1°d) e L (1°d) 1,2204BC 3,0743AB 2,5955AB
L (1°d) e ST (48h) 0,2857C 2,8410AB 1,6407AB
ST (1°d) e L (48h) - 2,1012AB 2,0548AB
P <0,0001 0,0925 0,0302
Tratamentos EEEs
___________________________________________ l4dias ~~ 21dias = 28dias
Placebo 4,5649 5,8227 5,7165
Controle positivo (ST) 5,3945 5,9419 6,1251
Controle lactulose (L) 6,4755 5,9269 6,0090
ST (1°d) e L (1°d) 6,4471 6,9550 6,6243
L (1°d) e ST (48h) 4,9911 6,4831 6,1210
ST (1°d) e L (48h) 6,2436 6,8157 6,2114
P 0,0287 0,7707 0,9651
(-) Auséncia

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relacdo a enumeracao de S. Typhimurium do ingluvio e ceco, 0s
resultados estdo mostrados na Tabela 3. Verifica-se que a quantificagdo de UFCs
da S. Typhimurium aos 14 dias, do conteudo do ingluvio, assim como do conteudo
do ceco apresentaram diferengas (P<0,05) em relagdo aos demais tratamentos.
Destaca-se, ainda, que os grupos que receberam o patégeno antes da lactulose e
controle positivo apresentaram uma contagem mais elevada de UFC.

Observa-se, também que, aos 21 dias as UFCs obtidas do ingluvio se
mantiveram mais altas no controle positivo e foram diferentes (P<0,05) do demais
tratamentos. Ainda, nota-se que as UFCs do conteudo cecal nos grupos que
receberam simultaneamente o patdégeno e lactulose [ST (1°d) + L (1°d)], e o
patogeno e posteriormente lactulose [ST (1°d) + L (48h)], ndo apresentaram

diferencas significativas do grupo controle positivo.
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TABELA 3- Valores médios de unidades formadoras de colénias (UFCs) de
Salmonella Typhimurium, expressas em log, no ingluvio e no ceco
de frangos de corte recebendo lactulose (L) e/ou Salmonella
Typhimurium (ST) aos 14, 21 e 28 dias de idade.

Tratamentos [l el
____________________________________________ l4dias ~ 21dias = 28dias

Placebo - - -

Controle positivo (ST) 1,1112A 1,7240A 1,5339A

Controle lactulose (L) - - -

ST (1°d) e L (1°d) - - 1, 4316A

L (1°d) e ST (48h) - 0,5284B -

ST (1°d) e L (48h) 0,3774B - 0,1000B

P <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tratamentos SRR
e MAdias 21dias 28 dias

Placebo - - -

Controle positivo (ST) 3,2346A 0,1000B 0,1000B

Controle lactulose (L) - - -

ST (1°d) e L (1°d) - 1,0000A 1,0000A

L (1°d) e ST (48h) - - -

ST (1°d) e L (48h) 2,2479B 1,0000A 1,0000A

P <0,0001 <0,0001 <0,0001

(-) Auséncia

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Aos 28 dias, os resultados se apresentaram de forma semelhante aos
21 dias, ou seja, mantiveram-se com os mesmos valores, entretanto com maior
registro de contagem de UFCs de Salmonella no ingluvio do grupo [ST (1°d) e L
(48h)].

Analisando, ainda, a Tabela 3 observa-se que, aos 28 dias, os valores
de UFCs no ingluvio foram maiores para o controle positivo, que se mostrou
estatisticamente diferente dos grupos que receberam o patégeno associada a
lactulose. No ceco, a contagem de um menor valor foi para o controle positivo que
foi diferente (P<0,05) dos grupos que receberam a S. Typhimurium e a lactulose,

e a lactulose e posteriormente (48h) o patégeno.
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DISCUSSAO

Neste estudo, enquanto a lactulose foi fornecida, associada ou ndo a S.
Typhimurium, ocorreu redugcéo do pH no ingluvio e até os sete dias no ceco. De
acordo com WIEMER (1999) a lactulose, que € um dissacarideo, composta por
uma molécula de galactose e uma molécula de frutose (4-O-B3-D-galactose-D-
frutose), considerada um isdbmero da lactose, leva a diminuicdo do
desenvolvimento de diversas bactérias intestinais, patogénicas ou n&o, pelo

aumento da quantidade de acido lactico com consequente redugéao do pH.

Além disso, de acordo ANDREATTI FILHO & SILVA (2005) as
substancias prebibticas, agem alimentando e estimulando o crescimento de
diversas bactérias intestinais, cujos metabdlitos atuam, também, reduzindo o pH,
mediante o aumento da quantidade de acidos orgéanicos principalmente acido

lactico nos cecos.

Destaca-se que no mesmo periodo ocorreu uma reduzida contagem
ou mesmo auséncia de E. coli nos grupos que receberam a lactulose. Infere-se
por isso, que a redugado de pH contribuiu para a reducdo de E. coli. Esses
resultados estdo respaldados nos dados experimentais obtidos por MATHEW et
al. (1993), que adicionaram 1% de galactanas, e por GEBBINK et al. (2000), que
adicionaram 5% de fruto-oligossacaridio (FOS) em dietas para leitbes recém
desmamados, demonstrando a acgédo efetiva destes compostos no aumento na
populacao de bactérias lacticas, redugcédo do pH e diminuicdo na contagem de E.
coli.

Outra analise que os dados permitem sugerir quanto aos grupos
inoculados experimentalmente com S. Typhimurium e tratados com a lactulose, é
que essa droga modificou a microbiota transiente (residente temporaria) e mesmo
a indigena (colonizagdo permanentemente) do ingluvio determinando a inibigao
de populagdes de E. coli pelo mecanismo de exclusdao competitiva. Além disso,
WAGNER & THOMAS (1978), relataram que os microrganismos Gram-negativos
como E. coli, sdo incapazes de fermentar lactulose tendo seu crescimento
diminuido quando em presenga de substancias utilizadas como depressores de

crescimento microbiano.
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Por outro lado, o pH cecal ndo mostrou diferengcas (P>0,05) entre os
diferentes tratamentos aos 14 e 21 dias. Esperava-se menores valores de pH pelo
efeito da lactulose, tendo em vista que inicialmente ocorreu essa alteracdo e
conseqiientemente haveria aumento de bactérias benéficas produtoras de acidos
organicos.

Especula-se, que outros fatores como dieta, renovacgédo -celular,
temperatura, privacdo de alimentos interferiram nesse processo. Uma hipdtese
provavel para explicar esse dado seria a dose, o veiculo, e o periodo de
administracdo da substéncia, ou melhor, a quantidade e o tempo de
administragdo da droga talvez ndo tenham sido suficientes para modificar ou
promover essa mudanca de pH até 21 dias do experimento. Outra possibilidade
seria um mecanismo de agao da lactulose diferente do conhecido, pois de acordo
com FAIRCHILD et al. (1999) nem sempre a ingestdo de compostos com
potencial ac&do prebidtica causa mudangas no pH cecal e isto pode estar
relacionado com a populagdo microbiana da espécie animal e a ingestdo da
quantidade do produto adicionado a alimentagéo.

Constatou-se ainda, que aos 28 dias os maiores valores de pH do
ingluvio, assim como ceco, foram detectados para os tratamentos que receberam
a droga e o placebo. O comportamento da S. Typhimurium isoladamente ou
mesmo quando inoculada simultaneamente com a lactulose ou 48 horas apés a
inoculagdo da Salmonella propiciou algum efeito nas condi¢des luminais do
intestino propiciando maior desenvolvimento da Salmonella que por competicéo,
eliminou bactérias, inclusive benéficas. Essa explicagdo encontra respaldo em
FERREIRA (2000), quando afirmou que o trato entérico das aves tem
complexidade ainda n&o totalmente conhecida, mas sabe-se que a composigao
nutricional da alimentagao fornecida, o pH de cada porcao do intestino, a tensao
de oxigénio no intestino delgado e didéxido de carbono no ceco sao fatores que
regulam a populacdo de microrganismos.

N&o se observou diferencas (P>0,05) na quantificacédo de E. coli no
ceco. Esse resultado ndo pode ser atribuido as mudancgas de pH, pois os valores
aos 14 dias e 21 dias ndo se modificaram e aos 28 dias o maior valor de pH foi
verificado no controle da lactulose que foi semelhante ao grupo placebo. Estes
dados foram diferentes dos resultados obtidos em trabalhos desenvolvidos por

STANLEY et al. (1996a) que observaram significativa redugcdo na contagem de
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coliformes totais (2 log1o) em cecos de frangos de corte que receberam 0,2% de
lactulose na dieta. Esses resultados podem ser atribuidos a concentracédo da
droga, ao veiculo usado para fornecer o medicamento, a racdo que foi mudada
devido a fase de crescimento e talvez a um mecanismo diferente da lactulose.
Acrescenta-se a tudo isso, que E. coli, integrante do TGI das aves, n&o tem seu
papel totalmente elucidado nas atividades intestinais e encontra-se em
concentragbes acima de 10° UFCs por grama de fezes. Embora seu papel nao
esteja totalmente definido, 10-15% dessa populagdo pode ser considerada
potencialmente patogénica (GEDEK, 1986; LEITE, 2001; BARNES et al., 2003).

A quantificagcdo de UFCs de S. Typhimurium aos 14 dias do conteudo
do ingluvio, assim como do conteudo do ceco apresentaram diferencas (P<0,05)
em relacdo aos demais tratamentos. Verifica-se que, somente os grupos que
receberam o patdégeno e simultaneamente a lactulose, e lactulose e 48 horas a S.
Typhimurium apresentaram auséncia de UFCs do agente inoculado. Isso permite
especular que a lactulose reduziu a colonizagéo por S. Typhimurium no ingluvio e
no ceco, embora o ceco seja o local onde a Salmonella encontra condi¢gbes para
se desenvolver com mais facilidade. Essa caracteristica, conforme MCHAN et al.,
(1989), relaciona-se com receptores especificos no 6rgao e com a fisiologia do
peristaltismo cecal, que possibilita maior tempo de permanéncia do bolo
alimentar. O fornecimento da lactulose aumentou o peristaltismo cecal o que
determinou menor tempo de permanéncia do bolo alimentar e, portanto menor
colonizacéo pela bactéria inoculada. Resultados semelhantes foram encontrados
no trabalho realizado por HOOGE (2006) onde relatou que a adi¢do de altos
niveis de MOS fosforilado (0,40%) na dieta de frangos jovens desafiados com
Salmonella reduziram as contagens de bactérias no ceco.

Outra avaliagdo que deve ser feita € sobre a recuperagcdo da S.
Typhimurium nos conteudos do ingluvio. Observou-se que com o avangar da
idade, no grupo controle positivo os valores de UFCs foram maiores e sem
diferencas estatisticas do grupo que recebeu o patégeno simultaneamente a
lactulose. Deve-se considerar que no ingluvio ocorre a predominancia de
Lactobacillus e Streptococcus que formam uma camada com duas ou trés fileiras
de células aderidas a superficie epitelial que produzem acido latico e acético.
Essa caracteristica permite manter o pH desse segmento proximo a 5,0
(GAUTHIER, 2002; FERREIRA, 2006) o que propicia o controle, inibicdo ou
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estimula a proliferacdo de outra espécimes bacterianas da familia de
Enterobacteriaceae, inclusive da Salmonella. Por outro lado, variacbes que
resultam em uma excessiva oferta de algum substrato ou supresséo das bactérias
benéficas podem apresentar efeitos prejudiciais ao hospedeiro (WELTIZIEN,
2003).

Por outro lado, a contagem de UFCs de S. Typhimurium no ceco foi
menor para o controle positivo e diferente (P<0,05) dos grupos que receberam a
S. Typhimurium e a lactulose, e a lactulose e posteriormente (48h) o patogeno. O
que pode se destacado é que a idade foi um fator importante na reducdo da
colonizagédo no ceco, e também de alguma forma a lactulose, fornecida de 1 -14
dias de idade das aves, e posteriormente retirada, influenciou na microbiota do
ceco o que facilitou a reinfecgdo mais tardia.

Segundo FURLAN et al. (2004) para que as bactérias consigam
colonizar TGl e criar uma condigédo patoldgica, precisam inicialmente aderir-se a
superficie epitelial através de glicoproteinas que reconhecem determinados
acgucares da superficie do epitélio intestinal. Caso as bactérias se liguem a um
agucar e ndo a mucosa intestinal, irdo passar com a ingesta sem causar
problemas digestivos para os animais. Desta forma, os agucares s&o capazes de
bloquear a aderéncia dos patdgenos e evitar a colonizagdo. Enquanto a lactulose
era fornecida, impediu a colonizacdo do patdgeno e essa afirmacao pode de
alguma forma, justificar esse achado, pois a bactéria eliminada pelas fezes das
aves inoculadas contaminou 0 ambiente onde as aves estavam alojadas, e por via
oro-fecal, aquelas que ndo contaminaram se contaminaram mais tardiamente. Ou
entdo, considerando as afirmagées de SAAVEDRA & TSCHERMIA (2002), de que
a microbiota intestinal possui um mecanismo metabolicamente ativo, sujeito a
variagdo na composig¢ao e no numero de espécies presentes na microbiota.

Por estes resultados, pode-se inferir que a lactulose reduziu ou impediu
a colonizagdo do ceco pela Salmonella. Ou ainda, estimulou seletivamente o
crescimento bacteriano, ativando o metabolismo de bactérias benéficas do TGI.
Esses dados foram parcialmente discutidos por LODDI et al. (2006) que relataram
gue monooligossacarideos possuem caracteristicas especificas, que permitem
reduzir a colonizagéo de patégenos no organismo. Portanto, além dos beneficios
da saude do préoprio animal, também existe o beneficio na segurangca dos

alimentos pela a redugao de contaminagao de carcaca.
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CONCLUSOES

Constatou-se que a lactulose reduziu a colonizagdo cecal de

Salmonella Typhimurium, bem como das UFCs da E. coli no ingluvio.
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CAPITULO 4- AVALIAGAO DO EFEITO SISTEMICO DA LACTULOSE EM
AVES INOCULADAS EXPERIMENTALMENTE COM Salmonella Typhimurium

RESUMO: O presente trabalho foi desenvolvido para avaliar os efeitos sistémicos
da lactulose em aves inoculadas experimentalmente com Salmonella
Typhimurium, através da bacteriologia convencional, alteracbes hepaticas e
bioquimica sérica. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, onde se
utilizaram 630 pintos, machos, os quais foram distribuidos em seis tratamentos,
com sete repeticdes e 15 aves por unidade experimental. O tratamento 1 (ttm 1)
constituiu o grupo placebo; ttm 2 recebeu somente a lactulose; ttm 3 recebeu
somente a S. Typhimurium; ttm 4 foi inoculado com a lactulose e a S.
Typhimurium no 1° dia de vida; ttm 5 foi inoculado com a lactulose 48h antes da
S. Typhimurium e o ttm 6 recebeu a S. Typhimurium 48h antes da lactulose. Nos
dias sete, 14, 21 e 28 de idade, uma ave por parcela foi necropsiada e seus
orgaos coletados e submetidos as analises de bacteriologias e biométricas de
figado, sendo que nos dias 14 e 28 foram coletados fragmentos de figados para
exames histopatologicos. Nos dias 14, 28 e 35 dias de vida, coletaram-se
amostras de sangue das aves para exames de bioquimica sérica. Os dados
quantitativos de biometria do figado e bioquimica sérica foram analisados
aplicando  ANOVA e Tukey (5%) e os dados qualitativos de analises
bacteriolégicas e alteragbes histopatoldgicas do figado foram analisados por
freqUéncia simples. Constatou-se que a lactulose impediu a infecgdo no periodo
inicial de vida das aves, mostrando melhor efeito, quando administrada 48 horas
antes da inoculagao do patégeno. 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 foi
capaz de impedir a infeccédo sistémica enquanto estava sendo fornecida, tendo
mostrado melhor efeito preventivo; e ainda determinou discretas alteracdes
hepaticas semelhantes a um processo congestivo.

Palavras-chave: bioquimica sérica, biometria, histopatologia hepatica, prebidtico.
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EVALUATION OF THE SISTEMIC EFFECT OF LACTULOSE IN BROILERS
EXPERIMENTALLY INCULATED WITH Salmonella Typhimurium

ABSTRACT: This study was conducted to assess the systemic effects of lactulose
in birds experimentally inoculated with Salmonella Typhimurium, through
conventional bacteriology, liver changes and serum biochemistry. Birds were
allotted in a completely randomized design, with 630 day-old male chicks
distributed in six treatments, with seven replications and 15 birds per experimental
unit. Treatment (ttm) 1 did not receive microbial inoculum or lactulose (placebo
group), ttm2 received only lactulose (control group of lactulose-L), ttm 3 received
only S. Typhimurium (ST-positive control group), ttm 4 received lactulose and S.
Typhimurium in the first day of life (L (1) + ST (1)), ttm 5 received lactulose 48
hours before the S. Typhimurium (L (1) + ST (48h)) and ttm 6 received the S.
Typhimurium 48h before lactulose (ST (1) + L (48h)). At seven, 14, 21 and 28 of
age, one bird per plot was necropsied and submitted to bacteriological
conventional analysis, and biometric measures of the liver, in which at 14 and 28
fragments were collected for pathological examinations. On 14, 28 and 35 days of
life, blood samples were collected for serum biochemistry analysis. Lactulose
prevented infection in the starter period of life, and better effect was observed
when administered 48 hours before the pathogen inoculation. An increase in the
liver relative weight was observed for Salmonella Typhimurium inoculated birds at
all ages studied, and for lactulose discrete changes in liver occurred, and
Salmonella Typhimurium did not determined severe clinical signs, even mortality
and that its recovering index decreased with age. Lactulose was able to prevent
systemic infection and shown better preventive effect when it has been provided to
broilers, and determined liver changes similar to a discrete process congestion.

Keywords: biometrics, histopathology liver, prebiotics, serum biochemistry.
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INTRODUCAO

As salmoneloses sdo apontadas como uma das principais doengas de
origem bacteriana, que possuem sorovares capazes de causar toxinfeccdes
alimentares em humanos. A veiculagdo de doencas entre animais e homens é
tema atual e de preocupacdo global do ponto de vista técnico-cientifico e
comercial (REZENDE, 2006).

A qualidade sanitaria do frango é fator relevante para saude publica.
Enquadra-se neste contexto, todo um complexo agroindustrial de criacdo de aves
e de comercializag&do nacional e internacional de carnes. Por isto necessita de um
cuidadoso programa de prevencéo e controle que devem contemplar medidas que
possam evitar a disseminagédo (TESSARI et al., 2002; REZENDE, 2006).

No homem, Salmonella Typhimurium é causa comum de gastrenterites
usualmente benignas e auto-limitadas, entretanto em qualquer surto, alguns
Obitos podem ocorrer, principalmente, naqueles que desenvolvem a grave forma
sistémica (BRENNER et al., 2000).

A colonizagéo das aves por salmonelas é influenciada pela capacidade
da bactéria em sobreviver a passagem pelo trato intestinal, pela competicéo
microbiana, pelo uso de medicamentos, pelo estresse dos animais e pelo estado
fisiologico, genética e idade. As salmonelas localizam-se, principalmente, no ceco
e podem ser excretadas por um longo periodo sem que a ave apresente
sintomas. As aves com a infecgao inaparente, ao excretarem salmonelas pelas
fezes, a disseminam no plantel e também podem ocasionar contaminagdes
cruzadas nos abatedouros avicolas (FRANCO & LANDGRAF, 1996; DELAZARI,
2001; LEITAO, 2001).

Para manter o equilibrio benéfico da microbiota do trato gastrintestinal
(TGI), mesmo em condi¢cdes de estresse, os principais produtos usados nas
ultimas cinco décadas foram os antibiéticos e os quimioterapicos que, em doses
subterapéuticas, atuam como promotores de crescimento, diminuindo os indices
de mortalidade e aumentando a eficiéncia produtiva e reprodutiva (SALYERS,
1999).

Além disso, os antibidticos, geralmente, eliminam as bactérias lacticas
e bifidas que sdo as principais bactérias benéficas que compde a microbiota.

Estes microrganismos desejaveis colonizam o epitélio intestinal, além de
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produzirem metabdlitos que mantém sob controle os demais microrganismos
indesejaveis (FERREIRA, 1998).

No entanto, a restricdo do uso dos antibidticos e os quimioterapicos na
nutricdo animal tem se tornado crescente nos ultimos anos, sendo necessario
entdo, buscar alternativas e produtos substitutivos para os antibioticos.

A lactulose é um dissacarideo ndo digestivel, utii em doencas
inflamatorias infecciosas do intestino do homem, como salmoneloses, tendo sido
utilizada na medicina humana por cerca de 40 anos, principalmente no tratamento
de encefalopatia portosistémica e constipagdo. A farmacodinamica da lactulose
faz dela uma droga segura e eficaz nestas indicagcbes (SCHUMANN, 2002).
Promove ag¢des antitumores (principalmente no célon intestinal), antimicrobianas,
hipolipidémica e hipoglicémica, podendo melhorar também a absorcédo e o
balanco de minerais, além de possuir atividade antiosteoporética. Tem sido usada
no Japao e nos Estados Unidos, em alimentos funcionais e como suplemento
nutricional (HOLZ & MIDDLETON, 2005).

Ainda que este assunto merega ser melhor explorado, produtos
alternativos, capazes de manter o equilibrio da microbiota sem causar prejuizos a
saude, tais como os prebidticos, incluindo a lactulose, tém sido estudados
(McINTOSH, 1996).

A presente pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar os efeitos
sistémicos da lactulose em frangos de corte inoculados experimentalmente, via
inglavio com Salmonella Typhimurium, pela analise de invasao e persisténcia do
patogeno em oOrgéos e pelos parametros hepaticos biométricos, bioquimicos e

histopatologicos.
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MATERIAIS E METODOS

Local

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de
Aves e no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria
e Laboratoério Clinico do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria (EV) da
Universidade Federal de Goias (UFG) durante os meses de janeiro e fevereiro de
2008.

Manejo Experimental

Os pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, foram
divididos em seis tratamentos, com sete repeticbes cada, alojados em grupos de
15 aves por unidade experimental, em um total de 42 unidades experimentais.

As aves foram pesadas, identificadas e distribuidas em seis
tratamentos de 105 pintos cada, conforme o delineamento abaixo:

TRATAMENTO 1: constituiu o grupo controle que nao recebeu o
in6culo microbiano nem a lactulose (Placebo).

TRATAMENTO 2: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no ingluvio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugéo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10> UFC/0,5 mL de S. Typhimurium
(controle positivo- ST).

TRATAMENTO 3: constituiu o grupo que recebeu agua adicionada com
lactulose, na dosagem estabelecida em um pré-experimento, a dose utilizada foi
de 0,023 mL/g de peso vivo, do primeiro aos 14 dias de vida de alojamento
(controle da Lactulose).

TRATAMENTO 4: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no ingluvio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solug&o salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10%2 UFC/0,5 mL de S. Typhimurium e
48 horas depois, a lactulose foi fornecida na agua de bebida até 14 dias de vida

da ave, na mesma quantidade do controle [(ST(1°%) +L(48h)].
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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 ingluvio com 0,5 mL de solucdo salina
tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 102 UFC/0,5 mL de S.
Typhimurium [(L(1°) +ST(48h)].

TRATAMENTO 6: constituiu o grupo de aves que recebeu diretamente
no ingluvio 0,5 mL de solugdo salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 10? UFC/0,5 mL de S. Typhimurium e a agua com
lactulose, na quantidade de 0,023 mL/g de peso vivo, do primeiro até aos 14 dias
[(ST(1%) +L(19)].

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.

Preparagéao do inéculo

O in6culo foi preparado com S. Typhimurium isolada de amostras
oriundas de frangos de corte cedida por REZENDE (2002). A concentragcéo do
indculo foi de 5,0 x 102 UFC/0,5 mL, conforme descrito por REZENDE (2002).

Para obtencao do inoculo, a cepa foi repicada em agar verde brilhante
e incubada a 37° C, por 18-20h. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo 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 concentragao foi confirmada pelo plaqueamento das dilui¢des decimais
seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37° C e

quantificacdo das UFC de Salmonella.
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Calculo da dose de lactulose- pré-experimento

Foi realizado um pré-experimento, com 30 pintos de corte até 10 dias
de vida, onde foram administradas doses diarias crescentes de lactulose, na agua
de bebida, até obter uma dose que determinasse eliminagéo de fezes amolecidas.

A dose assim definida e utilizada foi de 0,023 mL/g de peso vivo.
Calculou-se ainda a ingestdo diaria de agua pelas aves, sendo considerado o
peso diario, o estabelecido pelo o manual da linhagem.

A quantidade de lactulose era calculada diariamente, multiplicando a
dose pela quantidade de aves em cada gaiola, sendo medida com o auxilio de
uma pipeta volumétrica. A lactulose era homogeneizada com agua em um balde e
colocada nos bebedouros, esta pratica foi repetida a cada 24 horas, desde o

primeiro, até os 14 dias de experimento.

Programa alimentar

A dieta fornecida aos animais, farelada a base de milho moido e farelo
de soja, foi formulada de acordo com a composi¢do dos alimentos e exigéncias
nutricionais preconizadas por ROSTAGNO (2000) e ndo continha nenhum produto
quimico, ou seja, anticoccidianos e antibidticos promotores de crescimento. As
aves de todos os tratamentos receberam a mesma dieta, fornecida “ad libitum”,

durante todo o periodo experimental de criagao das aves.

Recuperagao 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 érgéo,
sendo coletados o bago, figado, coragéo, suabe de ingluvio e conteudo cecal de
aves.

As amostras foram homogeneizadas e transferidas para tubos
contendo caldos de enriquecimento e processados de acordo com BRASIL (2003)
e com o0 GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997), com algumas modificacdes

descritas a seguir. Apds preparagdo das amostras dos 6rgaos, estas foram
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enriquecidas utilizando o caldo Selenito Cistina em aliquotas de nove mL e
acondicionadas em estufa a 37° C por 24h.

Apds este periodo, de cada cultura foram realizados repiques nos
agares verde brilhante e Hektoen e incubadas a 37° C por 24h. De cada um dos
agares foram selecionadas de trés a cinco colbnias sugestivas da bactéria e
repicadas em agar triplice agucar-ferro (agar TSl), seguindo-se incubacgéo a 37° C
por 24 h. As amostras bacterianas que apresentarem reagdes e caracteristicas
compativeis as do género Salmonella foram submetidas aos seguintes testes
bioquimicos: producéo de indol, produgcdo de H,S, urease, descarboxilacdo da
lisina, vermelho de metila, utilizagcdo do malonato e motilidade.

Os tubos de analise bioquimica foram incubados a 37° C por até sete
dias, com leituras diarias, para as provas com resultados negativos nas primeiras
48 horas de incubacdo e para os testes de descarboxilacdo ou hidréolise de
aminoacidos. As amostras confirmadas bioquimicamente como Salmonella foram
submetidas ao teste sorolégico com soros polivalentes anti “O”. Aquelas
confirmadas na bioquimica e na sorologia foram encaminhadas ao Instituto

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para tipificagdo sorologica.

Exames biométricos do figado

Para determinacdo do indice biométrico do figado, uma ave por
parcela, apds 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 relagédo peso de

orgao/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
solugdo de formalina neutra tamponada a 10%, os fragmentos foram recortados,

acondicionados em cassetes e identificados. Em seguida, foram lavados em agua
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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 clarificagcdo com xilol e impregnacéo em
parafina histologica, com ponto de fuséo a 56 C. Os fragmentos de 5,0 mm foram
incluidos em blocos de parafinas histoldgicas, seccionados a 5,0 pym 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 microscépio Optico de campo claro,
marca Carl Zeiss, modelo JENAVAL.

Bioquimica sérica

Para avaliagdo 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 anadlises foram realizadas utilizando reagentes comerciais
desenvolvidos pelo Laboratério Labtest, e as leituras foram feitas em

Espectofotdmetro.

Analises estatisticas

Os dados quantitativos de biometria de figado e bioquimica sérica
foram submetidos a analise de varidancia (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 (2000).
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ceco, bacgo, pool de figado mais coragéo estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Frequéncia de isolamento de Salmonella Typhimurium (ST) de
conteudo de ingluvio, ceco, baco, figado e coracédo de frangos de
corte recebendo lactulose (L) aos sete, 14, 21 e 28 dias de idade.

Tratamentos Inglavio Ceco Fig+Cor Baco Total
- 71dasdeidade

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) 4/5(80%) 5/5(100%) 4/5(80%) 4/5(80%) 17/20(85%)

ST (1°d) + L (1°d) 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 (1°d) + 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%)
" Madiasdeidade

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 (1°d) 0/7(0%) 0/7(0%) 2/7(28,5%) 2/7(28,5%) 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°d) + 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%)
- 2tdiasdeidade

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°d) 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°d) + 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%)
- 28diasdeidade
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 (1°d) 17(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(14,2%) 2/28(7,1%)

L (1°d) + ST (48h) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/7(0%) 0/28(0%)
Total 2126(7,6%)  4/26(154%)  4/26(154%)  3/26(11,5%)  13/144(0,09%)
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De acordo com os dados da referida Tabela 1, observa-se no grupo
controle positivo, uma taxa de recuperagéo bacteriana 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. Verifica-se, portanto que ocorreu um
declinio da frequéncia de recuperacao da bactéria com o avancar da idade. Isso
sugere que pelas barreiras naturais o organismo tentou eliminar a Salmonella,
Segundo DESMIDT et al. (1998) e BEAL et al. (2004) o mecanismo de resisténcia
idade-dependente, @ compreendido como imunidade idade-dependente,
correlacionada ao desenvolvimento natural do sistema imune que pela idade.

Nas aves em que se inoculou S. Typhimurium no primeiro dia de vida e
administrou lactulose simultaneamente, o microrganismo foi recuperado em 0%
(0/28), 14,2% (4/28), 17,8% (5/28), 10,8% (3/28) das amostras analisadas aos
dias sete, 14, 21 e 28 dias de vida, respectivamente. Na idade de maior
susceptibilidade a infec¢do verificou-se baixa recuperagéo. A partir dai e até 28
dias do estudo o patégeno se manteve num percentual de 10,7 a 17,8%, sendo a
menor freqiiéncia aos 28 dias. Esses dados que sugerem que a lactulose n&o
impediu a reinfeccdo pela bactéria que foi eliminada pelas fezes das aves
inoculadas. Provavelmente o protocolo utilizado, dose e via de administracdo da
droga aplicada contribuiram para esse fato.

O grupo em que inoculou a S. Typhimurium e administrou a lactulose
48 horas apds, observou-se taxas de recuperacado bacteriana das amostras
analisadas de 7,1% (2/28), 0% (0/28) , 10,7% (3/28) e 7,1% (2/28) aos sete, 14,
21 e 28 dias de idade, respectivamente. Verificou-se a presenga da bactéria no
conteudo de cecos aos sete dias de vida e de acordo com GORHAM et al. (1991),
0 ceco é o principal local de multiplicacdo de Salmonella no organismo da ave, e
neste estudo 48 horas foi tempo suficiente para a bactéria se desenvolver e se
instalar neste érgéo.

Aos 14 dias de vida, ndo se recuperou o patdbgeno nos 06rgaos
analisados, porém a partir desta data, em que o fornecimento da lactulose foi
interrompido, observaram-se taxas de recuperacéo bacteriana de 7,1% e 10,7%,
comprovando o efeito redutor induzido pela lactulose durante o periodo de

administragdo. Porém, o efeito ndo se manteve durante o tempo de vida das aves,
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sugerindo que a lactulose fornece efeito protetor contra Salmonella, somente
enquanto esta presente no organismo.

Nota-se (Tabela 1) que em todas as idades avaliadas, o tratamento que
ocorreu uma melhor protegdo contra a Salmonella, foi aquele em que a lactulose
foi utilizada em um periodo de 48 horas antes dos pintos serem desafiados,
apresentando baixas taxas de recuperacédo bacteriana, 0% (0/112), em todas
amostras analisadas e em todos os periodos. Através destes achados, comprova-
se, que a lactulose apresentou efeitos preventivos, impedindo a aderéncia a
mucosa epitelial e consequentemente a invasdo e colonizacdo pelo
microrganismo.

Os grupos que receberam a lactulose juntamente com o indculo
bacteriano ou 48 horas ap6s, demonstraram uma infectividade maior que o grupo
que recebeu a lactulose 48 horas antes da inoculacédo das aves. COLLET (2000)
explicou que estes compostos se ligariam a sitios receptores dos macroéfagos,
através do reconhecimento de determinados acgucares, presentes nas
glicoproteinas da superficie epitelial das células, desencadeando uma reagao em
cascata que resultaria na ativagdo dos macrofagos e liberacdo de citoquinas,
ativando a resposta imune adquirida, o que justificaria a menor presenca de
Salmonella nos tratamentos em que utilizou a lactulose preventivamente.

A diminuicdo da taxa de positividade para Salmonella aos 28 dias de
idade em todos os grupos estudados mostra a capacidade de eliminagdo do
patogeno pelo préprio organismo das aves. A susceptibilidade das aves a
colonizagao intestinal por Salmonella sp. € maior durante os primeiros dias de
vida, sendo posteriormente reduzida a medida que ha o crescimento da
microbiota intestinal normal, sendo que o seu estabelecimento ocorre entre a
terceira e sexta semanas de idade (NURMI & RANTALA, 1973; BAILEY, 1988;
BARNES et al., 2003).

Outro aspecto que foi evidenciado neste estudo foi a capacidade de
invasao do patégeno no organismo da ave. Observa-se que no tratamento que sé
a Salmonella foi inoculada ocorreu uma redugcédo na recuperacao dos pools de
figado e coragdo e do baco em 17/20(85%) aos sete dias, 14/20(70%) aos 14
dias, 10/20(50%) aos 21 dias com a idade (Tabela 1). Ja nas aves que receberam
o inéculo no ingluvio e a lactulose na agua no primeiro dia de vida observou 0/28
(0%) aos sete dias; 4/28 (14,2%) aos 14 dias, 3/28 (10,7%) aos 21 dias e 3/28
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(10,7%). Esses achados indicam que a lactulose néo teve efeito sistémico, pois
apdés a invasao das bactérias, elas permaneceram no organismo na mesma
freqUéncia até 28 dias da fase experimental.

Diariamente, duas vezes ao dia, as aves foram examinadas e os sinais
clinicos observados. Estes foram percebidos até 14 dias de idade e consistiram,
basicamente, na presenca de excretas mais liquefeitas que em determinadas
situagbes causaram tamponamento de cloaca. Estes dados confirmam
parcialmente as afirmagées de BARROW (2000) de que ndo 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. Essa avaliagao clinica encontra respaldo
em BERCHIERI JR (2000), que afirmou que os sinais clinicos sao raramente

observados em aves com mais de 14 dias de idade.

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

mortalidade
(%)

Placebo 105 2 1,90

Controle positivo (ST) 105 3 2,85

Controle lactulose (L) 105 2 1,90

ST (1°d) e L (1°d) 105 1 0,95

L (1°d) e ST (48h) 105 0 0,00

ST (1°d) e L (48h) 105 1 0,95

Total 630 9(9/630) 8,55%(9/630)

Acrescenta-se ainda que durante o periodo experimental, o indice de
mortalidade total foi de 9/630 (8,55%), sendo que o grupo inoculado com S.
Typhimurium apresentou 3/105 (2,85 %) ndo mostrando diferengas entre os
demais tratamentos. Estas observag¢des evidenciam que os o6bitos ocorreram de

forma aleat6ria e natural dentro da populagdo animal. Evidenciam também que, S.
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Typhimurium mostrou-se apatogénica na dose e via que foi inoculada e que a

lactulose ndo apresentou toxicidade determinando mortalidade significativa.
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) 5,41A 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 16,8720 16,8876
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Analise de contraste entre tratamentos

Placebo x Cont pos (ST) 0,0253 ns ns ns
Placebo x Cont lactu (L) ns 0,0004 ns ns
Cont pos (ST) x ST(1°)+L(1°) 0,0004 0,0001 ns ns
Cont pos x L (1°)+ ST (48h) ns ns ns ns
Cont pos x ST (1°)+L (48h) ns 0,0075 ns ns

C. V. (%) 15,1938 10,8373 16,8720 16,8876

A; B - médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).
Aos sete, 14, 21 e 28 dias de vida, observou-se diferenca (P<0,05)
para o peso do figado para os tratamentos estudados. Os tratamentos placebo e
controle da lactulose, ou seja, aqueles que nao receberam inoculagéo bacteriana
foram os que apresentaram os menores pesos para o referido érgao.
Enquanto que os tratamentos que receberam experimentalmente a
inoculagcdo de S. Typhimurium e lactulose apresentaram maior peso de figado
durante todo o periodo experimental. O aumento do peso de figado,

provavelmente, seja resultante do processo infeccioso desencadeado pela
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Salmonella nesse 6rgao. Além disso, de acordo com LANA et al., (2000), o figado
tem a fungdo metabodlica extremamente importante de regular a concentragdo no
sangue da maioria dos metabdlitos, particularmente glicose e aminoacidos, além
de ser fisiologicamente responsavel por neutralizar substancias toxicas
produzidas pela atividade metabdlica das bactérias.

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

avaliagdes histopatologicas.

FIGURA 1: A- Necrose hepatocitaria difusa; B- Degeneracgéo
macrovacuolar hepatocitaria; C- Necrose massiva de

hepatocitos; D- Granuloma por Salmonella.

Nas avaliagbes histopatolégicas do figado, aos 14 dias (Figura 1), do
grupo inoculado experimentalmente somente com S. Typhimurium observou-se
hepatécitos entumescidos em 60% (3/5), necrose difusa dos hepatocitos em 20%
(1/5) e moderada degeneragado microvacuolar com focos de necrose em 40%
(2/5); aos 28 dias de idade, observaram moderada e difusa degeneracao hialina

de hepatdcitos em 20% (1/5) e necrose difusa de hepatécitos em 80% (4/5). Estes
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resultados provavelmente refletem a patogénese de bactérias do género
Salmonella, entretanto foram diferentes dos obtidos por BARCELOS et al. (2006)
que ao analisar figados infectados com esse patdégeno ndo observaram lesdes

microscoépicas indicativas de infeccao por Salmonella sp..

FIGURA 2: A- Dilatagdo dos sinusoides; B- Degeneragao
macrovacuolar hepatocitaria; C- Infiltrado linfocitario; D-

Necrose dos hepatdcitos.

Os grupos inoculados experimentalmente com S. Typhimurium e
lactulose aos 14 dias de idade (Figura 2) apresentaram achados histopatolégicos
semelhantes, independentemente do periodo de inoculagdo do patégeno ou da
administragao da lactulose. Os achados incluiram discreta dilatagdo de sinusoides
em 33,3% (5/15), necrose difusa dos hepatdcitos em 53,3% (8/15) e degeneracgéo
microvacuolar hepatocitaria em 40% (6/15); aos 28 dias (Figura 2) identificou-se
as mesmas alteragdes dos 14 dias, incluindo multiplos focos de infiltrados
linfocitarios em 100% (15/15) e necrose difusa de hepatocitos em 66,6% (10/15).
Observa-se que a inflamacéo linfocitica permaneceu como sequela da infecgéo,
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embora esta alteragdo néo seja especifica HOERR (1996) relatou que a infecgéo
por Salmonella no figado, assemelha-se a outras infec¢cdes bacterianas agudas,
mas com zonas de necroses multifocais a coalescentes dos hepatocitos
acompanhadas por infiltracdo linfocitica. Esses achados foram parcialmente

semelhantes aos observados por (FERREIRA et al., 1990).

C D
FIGURA 3: A- Degeneracédo microvacuolar dos hepatocitos; B-
presenca de émbolo linfocitario na artéria hepatica; C; D-

Evidenciacao de sinusoides (20X e 40X).

Na analise histopatolégica do figado do grupo controle que recebeu
apenas a lactulose por 14 dias (Figura 3), identificou-se discreta dilatagdo de
sinusoides em 40% (2/5), discreta degeneracao microvacuolar hepatocitaria em
40% (2/5). Ja aos 28 dias de idade (Figura 3), evidenciou-se discreta dilatagao
dos sinusdides hepaticos em 40% (2/5). A alteragéo descrita como dilatagdo de
sinusoides hepaticos, foi comum as amostras de todos os tratamentos que
receberam a lactulose com ou sem o patégeno. Por isso, pode-se inferir que a
lactulose promoveu discreta alteracdo nos sinuséides hepaticos e mesmo apos a
sua retirada a alteragcdo permaneceu. Essas alteracbes sdo compativeis com um

quadro de discreta congestao (HOERR, 1996), entretanto parece ser uma leséo
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inespecifica e conforme relataram RANDALL & REECE (1996) o figado

usualmente é selecionado para analise histopatologica, por ser um dos 6rgaos

mais importantes para verificar alteragdes celulares, entretanto muitas lesées nao

sdo especificas.

Assim como os achados histopatolégicos, a bioquimica sérica também

foi utilizada para avaliar os efeitos sistémicos da lactulose nas aves (Tabela 3).

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)
" 1M4dias deidade
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
35 dias de idade
Placebo 245,43 7,42
Controle positivo (ST) 294,71 6,71
Controle lactulose (L) 280,14 8,57
ST (1°d) e L (1°d) 278,86 10,00
L (1°d) e ST (48h) 369,43 11,85
ST (1°d) e L (48h) 251,71 7,57
C. V. (%) 28,26 72,66
P 0,0850 0,6600

A; B - médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).
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Aos 14, 28 e 35 dias de idade, nao houve diferenga (P>0,05) para as
avaliagbes das enzimas hepaticas em todos tratamentos realizados. Essas
variaveis bioquimicas tém sido usadas como auxiliares do diagnéstico de
enfermidades nos animais domésticos, no entanto o diagnéstico das doencgas
hepaticas em aves, segundo LUMEIJ & WESTERHOF (1987), ndo € uma pratica
muito simples, pois nem sempre se observa a correlagdo entre alteracées dos
niveis séricos de enzimas hepaticas e a patologia do figado.

KANEKO (1989) relatou que a elevagao dos niveis sérico-enzimaticos
atribuida a disfungcdo hepatica pode ser decorrente da ruptura dos hepatocitos,
resultantes de necrose, ou das alteragdes na permeabilidade da membrana
celular (ALT, AST e LDH) ou do processo de colestase. Como o citoplasma do
hepatocito € rico em alanina aminotransferase (ALT) (MEYER, et al. 1992;
KRAMER & HOFFMANN, 1997) uma injuria @ membrana por toxina ou mesmo
pela hipoxia pode resultar num aumento da ALT sérica. Por outro lado, altos
niveis de ALT no tecido hepatico e plasmatico das aves ndo séao 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.

Talvez, por isso, sejam escassos os estudos experimentais com estas
variaveis, e na literatura consultada trabalhos sobre os niveis de referéncia

dessas variaveis em aves foram poucos elucidativos.
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CONCLUSOES

A lactulose foi capaz de impedir a infec¢ao sistémica enquanto estava
sendo fornecida, tendo mostrado melhor efeito preventivo; e ainda determinou

discreta lesédo hepatica.
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CAPITULO 5- CONSIDERAGOES FINAIS

O controle e a prevencgao sanitaria sdo requisitos fundamentais para
garantir a avicultura brasileira o mercado internacional para seus produtos. A
presenca de bactérias, como a Salmonella Typhimurium em produtos de origem
animal pode representar barreira sanitaria ao comércio de produtos avicolas.
Embora sua ocorréncia tenha diminuido nos ultimos anos, € ainda um dos
patdbgenos bacterianos mais comuns, em doencgas transmitidas por alimentos de
origem avicola para os seres humanos.

Um dos grandes interesses na area de saude publica € a existéncia de
bactérias que colonizam os animais domésticos e que sdo resistentes a
antimicrobianos. A utilizagdo incorreta de antibiéticos na medicina humana, o seu
uso na alimentagdo animal com objetivos terapéuticos, profilaticos e de promocgéao
de crescimento, s&o tidos como responsaveis pela presenca da resisténcia aos
antibiéticos em bactérias patogénicas para o homem. Por sua vez, estas bactérias
resistentes podem ser transferidas de animais para seres humanos,
especialmente nos individuos que trabalham diretamente com animais ou em
industrias de processamento tecnoldgico de produtos de origem animal.

Tendo em vista as questdes sanitarias e comerciais, cientistas e
industrias buscam por procedimentos alternativos aos antibiéticos promotores de
crescimento, cuja acéo proporcione melhor desempenho das aves, com atencéo a
reducao e/ou eliminagcédo de salmoneloses na microbiota intestinal. Assim sendo, a
lactulose foi estudada na tentativa de controlar estas bactérias, buscando
melhoria nutricional e sanitaria dos plantéis avicolas.

A partir do experimento realizado, constatou-se que a lactulose
melhorou a saude intestinal, assim como a sistémica e verificou-se melhor
desempenho zootécnico das aves, reducao e eliminagédo bacteriana, embora nao
tenha impedido posterior infecgéo, e ainda, apresentou melhor efeito preventivo,
que curativo.

O produto utilizado em medicina humana como alimento funcional, ndo
esta disponivel no mercado como aditivo para alimentacdo de animais. Isto posto,
justifica-se a dificuldade de sua manipulacéo, pela sua auséncia no mercado para

esta espécie animal.
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Outro aspecto a ser considerado, que foi observado no decorrer do
experimento e que contraria a definicdo de prebidicos foi que esse medicamento
nao interferiu no pH cecal. Portanto é importante o desenvolvimento de estudos
empregando outras concentragbes de lactulose, bem como, outras formas de
apresentacao, vias de administracéo e tempos de fornecimento do produto. Isto
permitira melhor avaliacdo quanto a agcéo bacteriostatica, bactericida.

Ainda, o estudo desta substancia como aditivo em ragdo € outra
possibilidade a ser considerada; assim como a sua associagdo com outros
produtos prebidticos ou probibticos.

Entretanto, ndo se pode excluir a importancia de ag¢des conjuntas e
medidas efetivas de um programa preventivo consistente para a avicultura, pois
praticas de biosseguranca devem ser aliadas a programas de manejo das aves,
contribuindo para obtengdo de criagbes mais saudaveis e consequentemente,
alimentos mais seguros, o que atenderia aos interesses e necessidades
econdmicas e sanitarias, resguardando a saude animal e humana e reduzindo as
perdas econdmicas, considerando que o Brasil estd entre um dos maiores

exportadores de carne de frango do mundo.



