INFLUENCIA DO FORNECIMENTO DE PROBIOTICO A BASE DE
Lactobacillus sp. SOBRE A MICROBIOTA INTESTINAL DE LEITOES
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RESUMO — Objetivou-se com este trabal ho verificar o
efeito do fornecimento de um “pool” de Lactobacillus
sp. de origem suina para leitdes nas fases de aeitamen-
to e de creche sobre a contagem fecal de Lactobacillus,
coliformes, Clostridium e Enterococcus. Foram anali-
sadas 81 amostras fecais coletadas aos 7, 28 e 49 dias
de idade, provenientes de leitdes distribuidos em um
delineamento experimental de blocos casualizados com
trés tratamentos (A- ragdo controle, B- racdo contendo
promotor de crescimento e C- fornecimento di&rio de
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probidtico do 1° ao 49° dia de vida). O probidtico testa-
do néo foi eficiente em aterar significativamente a mi-
crobiota intestinal dos animais (P>0,10); entretanto,
0s animais que o receberam por 49 dias obtiveram,
numericamente, maior contagem de Lactobacillus e
menor contagem de coliformes e Clostridium em re-
lacdo aos demais tratamentos, proporcionando, dessa
forma, um maior desenvolvimento de microrganis-
mos benéficos e inibindo os microrganismos patogé-
nicos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Microbiota, |eitdes, probidtico.

INFLUENCE OF PROBIOTIC ADMINISTRATION BASED ON
Lactobacillussp. IN INTESTINAL MICROBIOTA OF PIGLETS

ABSTRACT — The objective of this study wasto evauate
the effect of a Lactobacillus sp. pool from swine for pigles
in the suckling and nursery phases on faecd counts of
Lactobacillus, coliforms Clostridium and Enterococcus.
Eighty-one faecal samples were collected at 7, 28 and
49 days of age coming from piglets arranged in a
randomized block design under three treatments
(A- control diet, B — diet containing a growth

INDEX TERMS: Microbiota, piglets, probiotics.
INTRODUCAO
H4, geramente, dois tipos de microbiota no trato

gastrointestinal. A primeira consiste na microbiota bac-
teriana normal, que sdo microrganismos benéficos que

promotor, and C, daily probiotic supply from the 1* to
49" day). The tested probiotic did not change efficiently
the intestinal microbiota of the animals (P >0.10).
However, probiotic trested animals to 49 days had grester
Lactobacillus counts and lower coliformsand Clostridium
counts than other treatments. The trested animals received
greater development benefits from microorganisms, which
inhibit patogenic microorganisms.

se encontram em relagBes simbidticas com o hospedei -
ro, mediante um longo periodo de evolugdo. A outra
consiste em microrganismos potencialmente patogéni-
cos, principalmente Escherichia coli (ROSELL,
1992).
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A resisténcia da microbiota normal a coloniza
¢do do intestino por bactérias patogénicas ocorre
principdmente em duas regides do intestino: no
contedo luminal, por causa da producdo de
metabdlitos téxicos, e na superficie da mucosa
intestinal, em razdo da ocupacdo dos sitios de
associagdo pela microbiota normal (HENTGES, 1992).

Entretanto, quando se tem um ecossistema esta
vel, ndo ha multiplicagdo de microrganismos patogéni-
cos devido aestabilizacdo da microbiota bacteriana in-
testinal. Porém, nos Ultimos anos, com a intensificacéo
dos sistemas de producéo animal, a elevada concentra-
¢ao de animais oferece riscos cada vez maiores de dis-
seminagdo de agentes patogénicos e instalagdo de pro-
cessos morbidos, visto que os sistemas de desinfecgdo
de granjas ndo permitem a criacdo de suinos em
ambientes isentos de microrganismos patogénicos.

Na tentativa de controlar tais problemas, 0 uso
de antibiéticos em ambos os niveis, terapéutico e subte-
rapéutico, tem se tornado difundido. Entretanto, segun-
do Vassalo et a. (1997), os antibidticos e quimioterpi-
cos tradicionalmente usados, muitas vezes, mostram-se
ineficazes no controle de desordens intestinais provoca
das por microrganismos patogénicos, pois verificase
uma tendéncia a apresentacdo de casos de resisténcia,
como consequiéncia do uso frequente de alguns princi-
pios ativos.

Além disso, a possibilidade de que o uso de adi-
tivos antimicrobianos na ragdo induza a resisténcia cru-
zada em bactérias patdgenas para humanos tem levado
arestrigdes do seu uso em muitos paises. O aumento de
infeccBes hospitalares causadas por bactérias resistentes
avancomicina foi associado a0 uso de avoparcina como
promotor de crescimento, por serem esses antibioticos
estruturalmente semelhantes. Com as restri¢gdes impos-
tas pela Unido Européia, os produtores aeuropeus atual-
mente podem recorrer a apenas quatro promotores de
crescimento e, no Brasil, os produtos que foram utiliza
dos no passado e hoje estéo proibidos como aditivos de
ragOes incluem tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol,
sulfonamidas sistémicas, furazolidona, nitrofurazona e
avoparcina (MENTEN, 2001).

Entre os principais promotores de crescimento
aternativos aos agentes antimicrobianos estdo os probid-
ticos, que sdo definidos como organismos e substancias
gue contribuem para o balango microbiano no intestino
(PARKER, 1974).

Segundo Jones e Thomas (1987), sdo sete os cri-
térios para um microrganismo ser empregado como
probidtico: i) ndo apresentar patogenicidade, ii) ser

Gram-positivo, iii) ser produtor de &cido e &cido resis-
tente, iv) apresentar especificidade ao hospedeiro, v)
apresentar excregdo de fator anti-E. coli, vi) ser resis-
tente a bile e vii) ser viavel/estével.

Uma das vantagens dos probiéticos parece ser a
auséncia do fendbmeno de resisténcia, 0 que representa
um aspecto importante em relagdo aos riscos da salde
publica e seguranca dos produtos, uma vez que, atual-
mente, com 0 aumento da conscientizagdo dos consu-
midores, esses tém exigido produtos alimenticios sem a
utilizacdo de medicamento e livre de residuos.

Os probidticos podem ser fornecidos aos animais
individual mente ou em combinag@es. O probidtico ideal
deve ser vidvel e estvel sob diferentes condigdes e pro-
piciar desempenho zootécnico similar aos obtidos pelos
antibidticos, tendo, entretanto, a vantagem de ndo cau-
sar dano a0 homem e aos animais (FOX, 1988).

Em alguns trabalhos como os de Miles (1993) e
Fox (1988), tem sido verificado que as bactérias produ-
toras de é&cido latico sdo capazes de produzir substan-
cias antimicrobianas, como bacteriocinas e peréxido de
hidrogénio; sintetizar lactato, com concomitante redu-
¢80 do pH intestinal; aderir a parede intestinal, preve-
nindo a colonizagdo por patdgenos; modificar os pro-
cessos metabolicos no intestino por meio de repressao
das reagBes que resultam em metabdlitos toxicos ou
carcinogénicos e competir pelo substrato na utilizagdo
de fontes energéticas.

Assim sendo, a microbiota normal e em equili-
brio no trato gastrointestinal atua como uma barreira
defensiva ao animal, impedindo a fixac&o de patdgenos.
CondicBes de desequilibrio microbiano com estresse,
troca de alimentac&o e transporte podem criar um an-
biente favorével afixacdo de microrganismos patogéni-
CoS.

A administracdo de probidticos logo apds o
nascimento deve-se ao fato de que, ao nascer, o trato
gastrointestinal do leitdo é estéril, havendo dentro
de poucas horas apds a exposi¢cdo ao ambiente o de-
senvolvimento de uma abundante populagdo micro-
biana. Segundo Radecki e Yokoyama (1991), E. coli
e espécies de Streptococcus e Clostridium proliferam
com baixo desenvolvimento de lactobacilos, pois ndo
ha secre¢do de acido cloridrico nas primeiras horas
de vida. Com a colonizagéo do trato intestinal por
Lactobacillus e acidificagdo proporcionada por esses
microrganismos, ha maior protecdo contra a pene-
tracdo de patégenos sensiveis ao meio acido, promo-
vendo uma répida estabilizagdo da microbiota nor-
mal.
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Neste trabalho, avaliou-se a influéncia de um
“pool” de Lactobacillus sp. de origem suina adminis-
trado oralmente aos leitdes nas fases de aleitamento e
creche sobre a contagem fecal de Lactobacillus,
Clostridium, coliformes e Enterococcus. Os Lactobacil-
lus empregados nesta experimentagdo foram isolados
de leitbes e avdiados in vitro em trabalho anterior
(PAULO, 1991).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Suino-
cultura do Departamento de Zootecnia e no Laborat6rio
de Culturas Léticas do Departamento de Tecnologia de
Alimentos, ambos da Universidade Federal de Vigosa.

Os tratamentos constituiram de: tratamento A
(racdo controle - sem promotor de crescimento), trata-
mento B (ragdo contendo antibidtico Bacitracina de
Zinco) e tratamento C (fornecimento oral de probidti-
CO0).

O probidtico foi preparado a partir das culturas
ativas obtidas do Banco de Culturas do Laboratério de
Culturas Léticas da Universidade Federal de Vigosa
(estirpes: P11 e P2.25, Lactobacillus salivarius
subsp. salicinius, P3.3 L. trichodes, P4.1 L. buchneri e
RP32 L. acidophilus, sendo essa Ultima de origem sui-
na, hoje depositada na ATCC- American Type Culture
Collection sob o nimero 43121).

As estirpes foram incubadas individualmente a
37°C por 18 horas e, posteriormente, foram inoculadas
na proporc¢do de 1% (1ml de cada isolado para 100 ml
de leite desnatado reconstituido - LDR estéril) para
formar o “pool” e incubadas & mesma temperatura
Apés 18 horas de incubagdo, retirou-se a propor¢do de
20% do “pool” (20 ml de in6culo) para posterior incu-
bacdo em LDR. O leite fermentado foi resfriado a 10°C,
quebrado o coagulo, envasado em recipientes estéreis e
resfriado a 5°C, sendo verificada a viabilidade do pro-
duto.

O probidtico, administrado oralmente aos leitdes
do 1° a0 49° dia de vida, continha em média 2,5 X 10°
UFC/ml de um “pool” de Lactobacillus sp. sendo ad-
ministrado no periodo damanh& 2ml paraosanimais
na fase de aleitamento e 5 ml nafase de creche.

Para avaliar a administracdo dos diferentes
promotores de crescimento, probidtico e antibiético,
em relacdo ainfluéncia sobre a microbiota intestinal
dos animais, foram coletadas 81 amostras fecais
provenientes de nove leitdes por tratamento escol hi-
dos aleatoriamente no inicio da fase de aleitamento
de um total de 90 animais, com peso médio inicial

de 1,33 kg, distribuidos em um delineamento expe-
rimental de blocos ao acaso, com trés tratamentos e
dez animais (cinco de cada sexo), por unidade expe-
rimental. Aos 21 dias de idade, os animais foram
transferidos para a creche, sendo utilizado o mesmo
delineamento experimental; os mesmos trés trata-
mentos e 0S mesmos animais anteriormente escol hi-
dos para coleta fecal, sendo, a partir dessa fase, seis
animais (trés de cada sexo) por unidade experimen-
tal, totalizando 54 animais.

As amostras fecais coletadas aos 7, 28 e 49
dias de idade, por meio de massagens abdominais,
foram colocadas em recipientes estéreis e imediata-
mente transportadas ao laboratdrio. Essas amostras
foram preparadas e diluidas, adicionando-se 1g de
fezes em 99 ml de solucéo-tampéo fosfato pH 7,2,
obtendo-se uma dilui¢do inicial de 1:100. Ap6s diluicBes
sucessivas até 10°, procedeu-se ao plagueamento
nos meios especificos.

Para avaliagdo da microbiota acidolética, foi uti-
lizado o agar MRS para Lactobacillus; para coliformes,
o0 VRB (Violet Red Bile Agar); para Clostridium,
0 RCM (Reinforced Clostridial Medium), e para
Enterococcus, 0 agar-azida esculina canamicina. As
amostras foram diluidas até 10, plaqueadas em dupli-
cata e incubadas a 37°C, por 48 horas (MRS e RCM),
24 horas (VRB) e 72 horas (égar azida esculina cana
micina). As colénias foram contadas utilizando um
contador de colénia “Quebec”, e os resultados obtidos,
expressos como log na base 10 da contagem por grama
do peso das fezes.

As ragOes fareladas foram formuladas para aten-
der as exigéncias dos suinos de acordo com Rostagno et
al. (1983) e foram fornecidas avontade aos leitdes do
14° a0 21° dia e do 21° ap 49° dia de idade.

O modelo experimental usado nas analises
microbiolégicas foi 0 de parcelas subdivididas, com
trés tratamentos nas parcelas, dispostos no delinea-
mento em blocos casualizados. As medi¢des ao lon-
go do tempo constituiram as subparcelas, sendo os
dados analizados utilizando-se o programa SAEG
desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa
(UFRV, 1999).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Em relagdo & viabilidade do probidtico, as
contagens médias de Lactobacillus do leite fermen-
tado em agar MRS, a 37°C por 48 horas de incuba-
¢d0 em anaerobiose, foram de 2,85 x 10° para o
tempo O e de 2,47 x 10°, 2,35 x 10% e 2,30 x 10%, pa-
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ra os tempos trés, cinco e sete dias, respectivamente, Os resultados das contagens de Lactobacillus,
guando mantido atemperatura de 5°C, tendo o pro-  Enterococcus, Clostridium e coliformes em leitdes aos
duto sido entdo preparado semanalmente e descarta- 7, 28 e 49 dias de idade encontram-se nas Tabelas 1, 2
da qualquer sobra apds uma semana. e 3, respectivamente.

TABELA 1 — Logaritmos das médias do nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC/g) de Lactobacillus,
Enterococcus, Clostridium e coliformes, por grama de fezes, nos animais dos grupos-controle, antibiético e probi6-
tico, aos 7 dias de idade.

) ) Tratamentos
Microrganismos — .
Controle Antibiético Probidtico
Lactobacillus 9,47 £ 0,48 9,33+ 0,83 9,46 + 0,26
Enterococcus 7,80+ 1,10 8,07+ 0,72 8,20 + 0,96
Clostridium 9,86 + 0,32 9,60 + 0,57 9,76 £ 0,34
coliformes 8,03+ 0,52 7,87+ 0,31 8,19+ 0,38

N&o houve diferenca significativa (P>0,10).

TABELA 2 — Logaritmos das médias do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC/g) de Lactobacillus,
Enterococcus, Clostridium e coliformes, por grama de fezes, nos animais dos grupos-controle, antibiético e probi6-
tico, aos 28 dias de idade.

) ) Tratamentos
Microrganismos — .
Controle Antibiético Probidtico
Lactobacillus 8,73+ 0,63 9,01+ 0,25 9,35+ 0,05
Enterococcus 6,43+ 0,74 6,68 £ 0,20 8,15+ 0,90
Clostridium 9,51+ 0,51 9,45+ 0,39 9,54+ 0,16
coliformes 8,22 + 1,59 756+ 1,72 855+ 1,11

N&o houve diferenca significativa (P>0,10).

TABELA 3 — Logaritmos das médias do niimero de unidades formadoras de colénias (UFC/g) de Lactobacillus,
Enterococcus, Clostridium e coliformes, por grama de fezes, nos animais dos grupos-controle, antibiético e probi6-
tico, aos 49 dias de idade.

) ) Tratamentos
Microrganismos — e
Controle Antibiético Probidtico
Lactobacillus 9,64 + 0,22 9,67 £ 0,18 9,56 + 0,17
Enterococcus 6,60 + 1,07 6,18+ 1,05 6,43+ 1,04
Clostridium 9,77+ 0,13 9,82+ 0,24 9,77+ 0,11
coliformes 774+ 1,17 6,89 + 1,65 6,58 + 0,83

N&o houve diferenca significativa (P>0,10).
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Neste experimento, as contagens de Lactobacillus,
Enterococcus, Clostridium e coliformes ndo foram in-
fluenciadas (P>0,10) pelos tratamentos, ndo sendo ob-
servada interacdo significativa entre os periodos de co-
leta e os tratamentos.

As contagens médias de Lactobacillus e coli-
formes foram de 9,42 UFC/g e 8,03 UFC/g, respecti-
vamente, aos sete dias de idade, e de 9,03 UFC/g e 8,11
UFC/g, aos 28 dias de idade, tendo sido verificado que,
apo6s 0 desmame, os nimeros de coliformes aumenta
ram e os de Lactobacillus diminuiram. Tais resultados
sd0 similares aos encontrados por McAllister et al.
(1979), que examinaram segmentos do trato intestinal
de leitdes e verificaram aumento na populagéo de E.
coli (de 6,70 UFC/g na fase de aeitamento para 8,40
UFC/g pés-desmame) e diminuicdo na populacdo de
Lactobacillus (de 8,20 UFC/g para 6,5 UFC/g, respec-
tivamente).

Embora a diferenca ndo tenha sido significativa,
0 grupo de leitdes que recebeu probidtico aos sete dias
de idade apresentou, numericamente, menor contagem
de Clostridium, quando comparado ao grupo-controle
(Tabela 1). A mesma observacdo foi constatada ao
comparar o tratamento probiético com o antibidtico,
a0s 49 dias de idade (Tabela 3).

Quanto aos coliformes, aos 49 dias de idade, ob-
servou-se menor nimero no grupo probidtico (6,58
UFC/g), quando comparado ao controle (7,74 UFC/g) e
a0 grupo com antibiético (6,89 UFC/g). As contagens
de Lactobacillus aos 28 dias de idade foram maiores
para os animais do grupo probidtico (9,35 UFC/g),
quando comparadas & dos animais dos grupos controle
(8,73 UFC/g) e antibidtico (9,01 UFC/g) (Tabela 2),
sendo também essas diferencas somente numeéricas,
pois ndo houve diferenca significativa entre os trata-
mentos.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Gilliland et a. (1978), que estudaram a influéncia do
consumo de leite ndo-fermentado que continha células
de L. acidophilus na microbiota fecal de humanos e ve-
rificaram, embora sem haver diferenca significativa,
que os nimeros de coliformes diminuiram durante o
periodo experimental, em relacdo ao grupo-controle, e
que o nimero de Lactobacillus facultativos aumentou.

Ozawa et a. (1983) verificaram, embora sem
haver diferenca estatistica, que a administragdo de pro-
bidtico em leitdes desmamados promoveu estabilizagdo
da microbiota |&ica (Enterococcus, Lactobacillus e
bactérias hifidas), sendo o provavel mecanismo de acdo
do probidtico testado a ateracdo do balanco ecoldgico

no intestino, substituindo ou eliminando microrganis-
mos patogénicos de um modo geral.

Por sua vez, Jonsson e Conway (1992) constate-
ram aumento nas contagens de Enterococcus com a
administragdo de Lactobacillus acidophilus. Os autores
verificaram ainda diminui¢do do nimero de coliformes
e aumento da microbiota |&ica, como resultado do con-
sumo de probidtico.

A administraco de bactérias benéficas impede a
fixac8o dos patdgenos, ajudando a manter o equilibrio
mesmo em situagdes adversas. Uma possivel explica-
¢a0, segundo Jonsson e Conway (1992), é a capacidade
de os microrganismos benéficos competirem por nutri-
entes e por locais de ligacdo no epitélio intestinal, pro-
duzindo metabdlitos, como o &cido l&tico e acido acéti-
Co, capazes de reduzir seletivamente o nimero de paté-
genos, sendo esse mecanismo conhecido como excluséo
competitiva.

S0 encontrados na literatura resultados contra-
ditérios em relagdo ao uso de probidticos no manegjo
animal. Vanbelle et a. (1990), citados por Chaves
(1997), listaram algumas das possiveis causas de resul-
tados irregulares obtidos com probi6ticos como: tipo de
microrganismo utilizado, viabilidade, condi¢des de ar-
mazenamento, estabilidade das diferentes cepas de mi-
crorganismos durante o processamento da racdo, pre-
senca de outros aditivos na racdo e condicles sanitarias
das instalagoes.

CONCLUSOES

Verificou-se que o probidtico testado ndo dterou
significativamente a microbiota dos leitbes aos 7, 28 e
49 dias de idade; entretanto, os animais que receberam
diariamente o leite fermentado contendo um pool de
Lactobacillus obtiveram numericamente menor conta-
gem de Clostridium e coliformes e proporciona mente
maior nimero de Lactobacillus em relagdo aos animais
dos demais tratamentos, constatando-se, provavelmen-
te, 0 mecanismo de exclusio competitiva.
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