
568	 OKAMOTO, A. S.  et al. 

Ciência Animal Brasileira, v. 10, n. 2, p. 568-573, abr./jun. 2009

HISTOPATOLOGIA DA MUCOSA INTESTINAL DE PINTOS TRATADOS COM 
Lactobacillus spp. E DESAFIADAS COM Salmonella enterica, SUBESPÉCIE 

enterica, SOROTIPO Enteritidis

Adriano Sakai Okamoto,1 Raphael Lucio Andreatti Filho,2 Edna Teresa Lima1 e 
José Charl Noujaim1

1. Pós- graduando, Departamento de Clínica Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu, Universidade Estadual 
Paulista. E-mail: sakai@fmvz.unesp.br

2. Docente do Departamento de Clínica Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

RESUMO

Neste trabalho foram verificadas alterações histo-
patológicas na mucosa intestinal de pintos, causadas pelo 
desafio com Salmonella Enteritidis logo após um tratamento 
com Lactobacillus spp. no primeiro dia de vida. Duzentos 
e oitenta e oito pintos foram divididos em seis grupos de 
48 cada (A, B, C, D, E e F), recebendo tratamento ou não, 
em diferentes momentos de desafio. Estatisticamente foram 
realizadas análises de regressão linear e quadrática para as 
medidas da altura das vilosidades. Reduzido comprimento 
das vilosidades intestinais (< 86,80% no primeiro desafio 

e < 88,56% no segundo desafio) e acentuadas lesões his-
topatológicas acentuadas (edema, congestão e necrose), 
sempre foram observados após os desafios com S. Ente-
ritidis, recuperando-se, posteriormente, independente do 
tratamento com Lactobacillus spp. Pouca ação benéfica 
dos Lactobacillus spp. diante dos desafios com Salmonella 
Enteritidis pode ser observada, porém a capacidade de re-
generação das vilosidades intestinais após os desafios com 
Salmonella Enteritidis, independente do tratamento, está 
claramente definida.

PALAVRAS-CHAVES: Frangos de corte, lesões histopatológicas, probiótico, vilosidades.

ABSTRACT

HISTOPATHOLOGY OF THE INTESTINAL MUCOSA OF CHICK TREATED WITH Lactobacillus spp. AND 
CHALLENGED WITH Salmonella enterica, SUBESPECIE Enterica, SOROVAR Enteritidis

In this work alterations were checked histopatologicas 
in the intestinal mucous membrane of chicks, caused by the 
challenge with Salmonella Enteritidis soon after a treatment 
with Lactobacillus spp. in first day of life. Two hundred 
and eighty-eight chicks were divided into six groups of 
48 each (A, B, C, D, E and F), receiving treatment or not, 
at different moments of challenge. Statistically there were 
carried out analyses of linear and quadratic regression for the 
measures of the height of the villi. The lesions presented in 
the villi were necrosis, edema and congestion. The reduced 

length of intestinal villi (< 86.80% in the first challenge 
and < 88.56% in the second challenge) and the accentuated 
histopathological lesions (edema, congestion and necrosis), 
always observed after challenges with S. Enteritidis, 
subsequently recuperated independent of treatment with 
Lactobacillus spp. Little beneficial action of Lactobacillus 
spp. faced with Salmonella Enteritidis challenges could be 
observed, despite clearly defined regenerative capacity of 
intestinal villi after challenge with Salmonella Enteritidis 
independent of treatment.
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INTRODUÇÃO

A Salmonella spp. é um dos mais importan-
tes patógenos veiculados por alimentos, porque 
está amplamente distribuída na natureza. Possui 
um grande número de reservatórios, como as 
aves silvestres, e também porque apresenta soro-
tipos inespecíficos quanto ao hospedeiro e cepas 
multirresistentes aos antimicrobianos (BERSOT, 
2006). GAST (1997) afirmou que a grande inci-
dência de intoxicação alimentar em humanos se 
deve à ingestão de produtos de origem aviária 
contaminados e/ou indevidamente preparados. 
Segundo o próprio GAST (1997), as informações 
sobre a ocorrência e a distribuição dos sorotipos 
de salmonelas na população de animais silvestres 
e domésticos são essenciais para relacionar os pos-
síveis reservatórios que possam ser responsáveis 
pela transmissão desse agente.

A presença de salmonela em amostras de 
carne, armazenadas a 0ºC e -18ºC por noventa 
dias, indica que essas bactérias sobrevivem a perí-
odos longos de armazenamento, mesmo sob baixas 
temperaturas (FORTUNA & FRANCO, 2005).

Dentre as infecções alimentares, a salmone-
lose é a de maior ocorrência no Brasil e no mundo 
(FRANCISCO et al., 2007; MEHRABIAN & 
JABERI, 2007), sendo, por sua vez, uma doença 
autolimitada, apresentando cólicas abdominais, 
vômito, febre e diarreia em humanos, mas parti-
cularmente nas crianças e idosos pode se tornar 
grave (SAMUEL et al., 2007).

Durante a infecção sistêmica, a Salmo-
nella spp. interage com macrófagos e fagócitos 
polimorfonucleares, sendo a habilidade para se 
multiplicar dentro dessas células um pré-requisito 
para virulência (MASTROENI et al., 1995). Em-
bora aves adultas sejam relativamente resistentes 
à multiplicação sistêmica, ocorre a colonização 
do trato digestório na ausência da doença. Inde-
pendente da presença de manifestações clínicas, 
os sorotipos relacionados com o paratifo aviário 
estão associados a casos de infecção alimentar no 
homem (BARROW, 1999). 

Microbiota normal são aqueles microrganis-
mos que se encontram habitualmente na superfície 
das mucosas sadias dos tratos gastrointestinal e 

genital (BARBÉS, 2001). O efeito protetor da 
microbiota intestinal contra a colonização por 
patógenos é conhecido há muitos anos e tem sido 
amplamente aceito (PARRA, 1994). Os meca-
nismos através dos quais os probióticos reduzem 
as bactérias patogênicas seriam a produção de 
substâncias bactericidas, competição por nutrien-
tes e sítios de ligação, alteração do metabolismo 
microbiano, estimulação do sistema imunológico 
local e sistêmico a partir da capacidade de adesão 
à mucosa intestinal e a modificação da atividade 
metabólica do trato intestinal (BARBÉS, 2001). 
Muitos trabalhos vêm sendo realizados com a 
finalidade de verificar os efeitos do tratamento 
com probióticos, apresentando, em muitos casos, 
benefícios com o uso deles.

Nos últimos anos, a utilização de probióti-
cos na indústria alimentícia, em especial aqueles 
contendo Lactobacillus, vem crescendo muito. 
O objetivo deste trabalho foi verificar possíveis 
alterações histopatológicas da mucosa intestinal 
de pintos tratados com Lactobacillus spp. e desa-
fiadas com Salmonella Enteritidis, mensurando o 
comprimento das vilosidades e lesões histopato-
lógicas da porção proximal do duodeno. 

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se 288 pintos de corte com um 
dia de idade de linhagem comercial, sem qual-
quer tipo de tratamento. Estes foram alojados em 
gaiolas de arame, em isolamento e aquecidos, 
recebendo água e ração não medicada ad libitum, 
divididas em seis grupos de 48 aves cada, confor-
me Tabela 1.

Foram utilizadas amostras de Lactobacillus 
acidophilus, L. fermentum, L. reuteri e L. sali-
varius, isoladas de inglúvio e cecos de matrizes 
pesadas de linhagem comercial em produção 
através de cultivo anaeróbio em meio de cultura 
DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS), específico para 
Lactobacillus. Identificaram-se as amostras atra-
vés do teste de hidróxido de potássio, coloração 
pelo método de Gram, produção de catalase, 
formação de gás a partir da glicose e teste de 
fermentação de carboidratos utilizando o API 50 
CH . Todas as amostras de Lactobacillus foram 
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cultivadas separadamente em tubos contendo 
caldo MRS, a 37ºC por 48 horas em anaerobiose. 
Posteriormente, 1mL de caldo MRS cultivado foi 
retirado de cada tubo e misturado com os demais, 
formando o inóculo na concentração de 2 x 109 

UFC/mL. Utilizou-se amostra de Salmonella 
enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis 
fagotipo 4, isolada de fígado de matrizes pesadas, 
sorotipada pelo Instituto Adolfo Lutz em São 
Paulo-SP, mutante resistente ao ácido nalidíxico 
(Nal) e rifampicina (Rif).

Os inóculos, em todos os experimentos, 
foram constituídos de culturas da amostra de S. 
Enteritidis em caldo infusão de cérebro e co-
ração (BHI) incubados a 40ºC por doze horas. 
Administraram-se os inóculos mediante depósito 
direto no esôfago/inglúvio com o auxílio de pipeta 
graduada de 1,0mL na quantidade de 0,5mL/pinto 
no terceiro (1,5 x 108 UFC/ave) e no 21º dia de 
vida (1,6 x 107 UFC/ave).

Determinaram-se as concentrações dos 
inóculos por meio do plaqueamento das diluições 
seriadas em solução salina fosfatada tamponada 
(PBS) dos cultivos de Lactobacillus spp. e Sal-
monella Enteritidis.

Nos momentos de 14, 21, 28 e 35 dias de 
idade, oito pintos de cada grupo foram eutanasia-
dos por deslocamento cervical, necropsiados de 
forma asséptica e retirada a porção proximal do 
duodeno para exame histopatológico e medição 
das vilosidades. Amostras individuais de apro-
ximadamente um centímetro de comprimento da 
porção proximal do duodeno foram coletadas, 
abertas pela margem mesentérica, estendidas pela 
túnica serosa e fixadas em solução de Bouin duran-
te dezoito horas. Posteriormente, foram recortadas 
e lavadas em álcool etílico 70% e desidratadas em 
série crescente de álcool etílico. Após desidrata-
ção, foram diafanizadas em xilol e incluídas em 
parafina. Em cada lâmina histológica, colocou-se 
segmento do duodeno de cada pinto, com seis 
cortes semisseriados com 5µm de espessura, sendo 
que entre cada corte foram desprezados seis cortes 
(JUNQUEIRA et al., 2002). 

Nos cortes corados segundo a técnica da 
hematoxilina – eosina (HE) procedeu-se a  cinco 
medidas do comprimento das vilosidades de cada 

corte, totalizando trinta medidas por lâmina (pin-
to). A análise morfométrica do intestino delgado 
foi realizada em sistema analisador de imagens 
(ZEISS) contendo o programa KS-300, através 
de microscopia de luz, em aumento de cinquenta 
vezes.

TABELA 1. Unidades formadoras de colônia (UFC) no 
tratamento com Lactobacillus spp. e desafio com S.  En-
teritidis em cada grupo experimental

Grupo Tratamento com 
Lactobacillus spp

Desafio com S. 
Enteritidis

1* 3 21
   A
   B
   C
   D
   E

    F

2,0x109 **
2,0x109 
2,0x109  
2,0x109 
--

 --

3,0x108

--
--
3,0x108

--
3,0x108

3,3x107 

--
3,3x107 
--
3,3x107 
--

* Idade das aves (dias).
** UFC/mL.

A análise estatística dos dados obtidos foi 
realizada por intermédio do programa Statistical 
Analyses System-SAS (SAS, 1988), procedendo-
se a análises de regressão linear e quadrática para 
as medidas da altura das vilosidades. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Não houve mortalidade nas aves infectadas 
por S. Enteritidis neste experimento, concordando 
com observações realizadas por SURESH et al. 
(2006), em que as salmonelas paratifoides geral-
mente apresentam quadro clínico autolimitante 
com reversão espontânea em 48 horas. A exceção 
foi para pintos imunocomprometidos ou em con-
dições de estresse (GAST, 1997). 

Foram medidas trinta vilosidades em cada 
pinto, totalizando 240 medidas em cada tratamen-
to/momento, obtendo-se a média do comprimento/
ave (Tabela 2). Todos os grupos experimentais 
demonstraram médias crescentes da medida de 
vilosidade intestinal no decorrer dos momentos, 
devido ao desenvolvimento dos pintos.
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TABELA 2. Medida das vilosidades do duodeno (µm) de aves tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. En-
teritidis. Médias das vilosidades em cada tratamento e momento de coleta
	

Tratamento
Momento (dias)

14 21 28 35
A   822,9* A b** 1136,5 B b 1246,9 C c 1487,4 D c
B   761,2 A b   802,4 A a 1271,7 B c 1556,1 C d
C 1035,3 A d 1110,9 B b 1214,9 C b 1405,9 D b
D 1016,1 A d 1136,3 B b 1407,0 C d 1565,9 D d
E   700,9 A a   807,4 B a 1100,5 C a 1320,3 D a
F   947,7 A c 1146,7 B b 1422,7 C d 1571,3 D d
*  Média aritmética de oito repetições da média de trinta medidas de vilosidade/ave para cada tratamento/momento. Médias seguidas de pelo menos uma 

letra igual não diferem significativamente (P>0,05).
** Letras minúsculas comparam médias de tratamentos em cada momento (coluna) e letras maiúsculas comparam médias de momentos em cada trata-

mento (linha).

No primeiro momento (14 dias), os grupos 
que foram desafiados com S. Enteritidis apre-
sentaram médias significativamente menores 
que os outros grupos e, dentre estes, o grupo que 
não recebeu tratamento com Lactobacillus spp. 
apresentou a menor média. Os grupos somente 
tratados com Lactobacillus spp. apresentaram 
médias significantemente maiores que os demais 
grupos. As medidas das vilosidades duodenais 
apresentaram-se menores nos grupos desafiados 
no terceiro dia e mensurados no 14º dia, por causa, 
principalmente, das lesões determinadas pela S. 
Enteritidis. 

No segundo momento (21 dias), os grupos 
B (tratado com Lactobacillus spp. e desafiado 
com S. Enteritidis no terceiro dia) e E (somente 
desafiado com S. Enteritidis) apresentaram médias 
significativamente menores que os demais.

Os grupos que não foram desafiados com S. 
Enteritidis (grupos D e F) apresentaram as maiores 
vilosidades duodenais no terceiro momento (28 
dias), enquanto o grupo somente desafiado (grupo 
E) apresentou a menor média entre todos os grupos 
experimentais. Já com 35 dias de idade (quarto 
momento), os grupos B (tratado com Lactobacillus 
spp. e desafiado com S. Enteritidis no terceiro dia 
de idade), D (somente tratado) e F (sem tratamento 
ou desafio) apresentaram as maiores vilosidades 
intestinais quando comparados com os demais gru-
pos. Nesse mesmo momento, o grupo E (somente 

desafiado) apresentou as médias das vilosidades 
intestinais significativamente menores entre os 
demais grupos, e os grupos que não receberam 
o segundo desafio (21 dias) apresentaram vilosi-
dades maiores do que as observadas nos grupos 
desafiados, mostrando que o desafio recente com S. 
Enteritidis, além de determinar lesão à vilosidade, 
também diminui o seu comprimento. 

Ficou demonstrado que, com o passar do 
tempo, a vilosidade se restabelece, voltando ao 
tamanho normal, o que pode ser observado no 
grupo B, que recebeu apenas o primeiro desafio 
e, após 32 dias deste, recuperou o seu comprimen-
to, mostrando-se semelhante aos grupos que não 
receberam desafio. 

Essa regeneração das vilosidades após al-
gum tempo do desafio demonstra a característica 
autolimitante da salmonelose paratífica, seguida 
por uma eliminação do agente.

Não foi observada diferença na medida de 
vilosidades entre os grupos tratados com Lac-
tobacillus spp. e não desafiados com o grupo 
sem tratamento e sem desafio, demonstrando 
que a adição dessas bactérias à ração não afeta 
o tamanho da vilosidade, consequentemente a 
superfície de absorção do nutrientes. Segundo 
KALAVATHY et al. (2003), essas bactérias po-
dem proporcionar um aumento do ganho de peso 
e melhorar a conversão alimentar dos animais 
suplementados.
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TABELA 3. Exame histopatológico do duodeno de aves tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis 
em cada tratamento e momento de coleta. Somatória das lesões observadas em oito repetições

Tratamento          Momento (dias)
14 21 28 35

A  Necrose moderada
 Edema moderado
 Congestão

Necrose acentuada
Edema  acentuado
Congestão

Edema moderado
Congestão Congestão

B  Necrose leve
 Edema moderado

Necrose moderada
Edema acentuado
Congestão

Edema leve
Congestão SLA*

C
 SLA SLA

Necrose acentuada             Necrose leve
Edema acentuado Edema

D  Edema moderado
 Congestão

Edema leve
Congestão  SLA SLA

E  Necrose moderada
 Edema moderado
 Congestão

Necrose leve
Edema moderado
Congestão

Edema leve
Congestão SLA

F  SLA SLA  SLA  SLA

* Sem lesão aparente

As lesões nos grupos desafiados apresen-
taram intensidade decrescente com o decorrer da 
idade dos pintos e concomitante com a regenera-
ção das vilosidades intestinais. Esta observação 
também foi verificada por ANDREATTI FILHO 
et al. (2000), demonstrando a capacidade de 
recuperação por parte da ave às lesões causadas 
pela Salmonella spp. (paratifoide) no decorrer da 
idade.

O grupo C (tratado e desafiado no 21º dia), 
até o segundo momento (21 dias), e o grupo F 
(não tratado e não desafiado), em todos os mo-
mentos, não apresentaram lesão aparente, devido 
à ausência de desafio. Em relação ao grupo ape-
nas tratado com Lactobacillus spp. (grupo D), 
também se observaram lesões, porém sem muita 
severidade e desaparecendo rapidamente. Já o 
grupo que recebeu tratamento e os dois desafios 
com S. Enteritidis (grupo A) apresentou as lesões 
mais acentuadas.

O efeito benéfico dos Lactobacillus spp. 
com ação probiótica frente à colonização bacte-

O exame histopatológico de pintos tratadas 
com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. En-

teritidis em cada tratamento/momento de coleta 
está apresentado na Tabela 3.

riana já foi anteriormente comprovado (MAAS-
SEN et al., 2000). Porém, neste trabalho, não foi 
observado esse efeito em alguns grupos. Diversas 
variáveis existentes nos protocolos experimentais 
empregados, como tempo de cultivo, número de 
passagens no meio de cultura, espécies de bacté-
rias utilizadas, via de administração, sorotipo de 
Salmonella desafio, dose infectante, entre outras, 
podem ter concorrido para os resultados obtidos.

CONCLUSÕES

No presente experimento, foi observada 
pouca ação dos Lactobacillus spp., contra a Sal-
monella Enteritidis, e a capacidade de regenera-
ção das vilosidades intestinais após o desafio foi 
verificada independente do tratamento.
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