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RESUMO

MARLI BUSANELLO; Universidade Estadual do Oeste do Parand; marco de 2011;
Administracdo oral de probi6tico com células viaveis e inativadas em leitfes
Orientadora: Dra. Magali Soares dos Santos Pozza, Coorientador: Dr. Paulo Cesar
Pozza

O objetivo foi avaliar o uso oral de probi6tico com células viaveis e inativadas (“pool”
de Lactobacillus sp. e Lactobacillus plantarum de origem gastrointestinal de suinos), no
desempenho, na microbiota intestinal e no sistema imune de leitdes durante as fases de
aleitamento e creche. Foram utilizados, na fase de aleitamento, 108 leitdes e para a fase
de creche 72 leitdes desmamados aos 21 dias de idade, distribuidos em um
delineamento experimental de blocos ao acaso, com trés tratamentos e seis repeticdes.
Os tratamentos foram: tratamento A: 1 ml de caldo MRS + 1 ml de solucdo salina
estéril; tratamento B: 1 ml de probidtico (8,60 X 10" UFC/ml de um “pool” de
Lactobacillus sp e Lactobacillus plantarum) ativadas no caldo MRS + 1 ml de solucéo
salina; tratamento C: 1 ml de probidtico contendo células inativadas no caldo MRS + 1
ml de solucdo salina. Os tratamentos foram administrados via oral aos leitGes
diariamente no periodo da manhd, do nascimento aos 35 dias de idade sendo 1 ml por
animal na fase de aleitamento e 2 ml na fase de creche. As contagens de bactérias
acidolaticas e coliformes ndo foram influenciadas (P>0,05) pelos tratamentos e tempos
de coleta. Nao foi observado efeito (P>0,05) dos tratamentos para ganho de peso e
ganho diario de peso dos leitdes do nascimento aos 21 dias de idade. Dos 21 aos 35 dias
de idade observou-se para o tratamento controle menor consumo e menor consumo
diario de racdo (P<0,05) quando comparado aos tratamentos probidticos e maior ganho
de peso e ganho diario de peso (P<0,05) foi observado no tratamento probidtico com
células inativadas em relacdo ao tratamento probiotico com células viaveis e o controle.
Observou-se menor concentracdo (P<0,05) de globulina nos tratamentos com
probidticos em relacdo ao controle. Ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) para as variaveis proteinas séricas totais, albumina, glicose, hemoglobina,
leucocitos, hematdcrito, hemacias, eosinéfilos, bastdes, segmentados, linfocitos,
monacitos, plaquetas e para os niveis séricos de IgA entre os tratamentos. Concluiu-se
que o uso oral de probidtico com células viaveis e inativadas ndo alterou as contagens

microbioldgicas, os valores das proteinas séricas totais, albumina, glicose, hemograma e



IgA e uso de probiodticos com células vidveis e inativadas diminuiu os niveis séricos de

globulina.

Palavras-chave: desempenho, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp., microbiota

intestinal, pardmetros sanguineos, suinos



ABSTRACT

MARLI BUSANELLO, State University of West of Parana, in March 2011;
Administration oral probiotic with viable cells and inactivated in piglets.
Adviser: Dra. Magali dos Santos Soares Pozza, Committee member: Dr. Paulo
Cesar Pozza

The objective was to evaluate the use oral probiotic of with viable cells and inactivated
("pool™ of Lactobacillus sp. and Lactobacillus plantarum of gastrointestinal origin of
pigs), on performance, intestinal microbiota and the immune system of piglets during
the stages of lactation and creche. Were used, 108 lactating piglets and for nursery
phase 72 piglets weaned at 21 days old, divided into an experimental design of
randomized blocks with three treatments and six replicates. The treatments were:
Treatment A: 1 ml of MRS broth + 1 ml of sterile saline, treatment B: 1 ml of probiotic
(8.60 X 10" CFU/mI of a "pool" of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sp)
activated MRS broth + 1 ml of saline, treatment C: 1 ml of probiotic inactivated cells in
MRS broth + 1 ml of saline. Treatments were administered orally to piglets in the daily
morning, from birth to 35 days of age with 1 ml per animal lactating and 2 ml in the
nursery phase. The count of acidolaticas bacteria, and coliforms were not affected (P>
0.05) by treatments and sampling times. There was no effect (P>0.05) of treatments for
weight gain and weight gain daily of piglets from birth to 21 days old. From 21 to 35
days of age was observed lower consumption and lower daily feed intake (P<0.05) for
the control treatment when compared to the probiotic treatments and greater weight gain
and weight daily gain (P<0.05) was observed in probiotic treatment with cells
inactivated in relation to probiotic treatment with viable cells and control. There was
less concentration (P<0.05) globulin in the treatment with probiotics compared to
control. There were no significant differences (P>0.05) for the variables serum protein,
albumin, glucose, hemoglobin, leukocytes, hematocrit, red blood cells, eosinophils,
sticks, segments, lymphocytes, monocytes, platelets and serum levels of IgA between
treatments. It was concluded that oral use of probiotics with viable cells and inactivated
did not alter microbial counts, the values of serum protein, albumin, glucose, blood
count and IgA and use of probiotics with viable and inactivated cells diminished serum

globulin.



Key words: performance, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp., intestinal
microbiota, blood parameters, pigs
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1 INTRODUCAO

Para continuar alcangando sucesso na producdo e consequentemente retorno
econémico cada vez mais eficiente, todas as fases de criacdo necessitam planejamento e
cuidados, sendo as fases de aleitamento e de creche que demandam os maiores cuidados.

O uso de antimicrobianos, sobretudo, nestas duas fases tem comprovada capacidade de
melhorar o desempenho dos animais, porém o uso destes aditivos vem sendo restringido
devido a possibilidade de deixar residuos na carne, e a inducdo de resisténcia cruzada para
bactérias patogenicas em humanos (MENTEN, 2002).

A retirada de antimicrobianos resulta para a suinocultura prejuizos como a queda da
produtividade na fase de creche que corresponde ao periodo critico pos-desmame. A idade e o
peso ao desmame estdo intimamente relacionados a taxa de crescimento influenciando no
desempenho final (QUINIOU et al., 2002). O estresse provocado por ocasido da desmama
promove respostas fisiologicas e metabdlicas que podem alterar o padréo sanguineo normal
do animal (THOMAZ, 2009).

Nas fases de aleitamento e creche, o trato gastrointestinal dos leites encontra-se em
desenvolvimento, apresentando uma microbiota enddgena a qual tem um profundo impacto
sobre 0 desenvolvimento normal dos sistemas fisiologicos, imunoloégicos e morfologicos do
animal (KONSTANTINOV e SMIDT, 2008, WILLING e VAN KESSEL, 2007). O
estabelecimento de uma populacdo microbiana estavel em suinos jovens exerce uma profunda
influéncia sobre o potencial de crescimento e salde dos animais nas fases de crescimento e
terminacdo (TARAS et al., 2006).

Como a microbiota intestinal desempenha importante papel no desenvolvimento e na
manutencdo da resposta imune intestinal (YAMANAKA et al., 2003), estudos nesta area tém
atraido interesse devido a possibilidade de promover a manipulagéo terapéutica da microbiota
intestinal para melhorar a saude dos hospedeiros pela administracdo de diversas espécies de
micro-organismos, como 0s probidticos.

Gibson e Roberfroid (1995) definem os probidticos como suplementos alimentares
constituidos por micro-organismos que afetam beneficamente o hospedeiro, tais como
Bifidobacterium e Lactobacillus, que possuem propriedades promotoras de salde e sdo usados
para alterar a composicao e promover equilibrio da microbiota intestinal.

Neste sentido, a utilizacdo de bactérias benéficas, como as bifidobactérias, lactobacilos

e algumas espécies de enterococos, contribuem para uma melhor absorcdo de nutrientes pelas
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células intestinais, atraves do estabelecimento de um ambiente intestinal equilibrado, e um
sistema imunoldgico saudavel (BALLONGUE, 2004, BAUER, 2006).

A utilizacdo dos probioticos principalmente na fase inicial da vida dos leitdes e em
periodos de estresse como o0 desmame, contribui para a manutencdo da microbiota do
intestino delgado, assegurando a integridade do epitélio intestinal e garantindo portanto uma
maior absor¢édo de nutrientes ( FREITAS, 2008).

Em condi¢Bes normais, a imunidade dos animais encontra-se em niveis adequados,
porém quando submetidos a situacBes de estresse podem predispor a ocorréncia de
deficiéncias imunes, tornando-os vulnerdveis a infeccBes. Sob estas circunstancias, a
suplementacdo com micro-organismos Vvivos, como 0s probiéticos, pode modular a
composicdo da microbiota intestinal, estimulando a resposta imune e restaurando a resisténcia
do animal a infeccéo.

A viabilidade dos micro-organismos € uma condicdo necessaria para a adesdo das
células aos receptores da mucosa intestinal. No entanto, produtos inativados podem inibir a
acdo de bactérias e virus que causam diarréia em suinos, ligando-se aos sitios de adesdo na
mucosa intestinal e impededindo a fixacdo de células patogénicas (COCONIER et al., 1993).

Os probioticos utilizados na suinocultura, viaveis ou inativados sdao compostos de
bactérias lacticas que encontram-se naturalmente na microbiota intestinal dos leitGes
(RODRIGUES et al., 2007). Entretanto é importante avaliar se a viabilidade dos micro-
organismos é uma condicdo essencial para a agdo que os probidticos podem ter no organismo,
ou se 0 processo de inativacdo reduz ou inibe essa acao.

Diante do exposto surge a necessidade de estudos que apontem os beneficios do uso de
probidticos a base de células viaveis e inativadas no desempenho, na microbiota intestinal e

no sistema imune de leitdes em fase de aleitamento e creche.

2 Revisdo de Literatura

2.1 Probidticos na alimentacdo animal

Os probioticos sdo cepas especificas de micro-organismos que agem como auxiliares

na recomposicdo da microbiota intestinal dos animais, diminuindo a ocorréncia dos micro-

organismos patogénicos ou indesejaveis (CARDOZO, 2006). As bactérias mais comumente

utilizadas sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus e
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algumas espécies de leveduras como a Saccharomyces (GUPTA e GARG, 2009). Sendo as
bactérias produtoras de &cido latico encontradas em grandes quantidades no intestino de
animais saudaveis as mais empregadas na producédo de probioticos (GONZALES, 2004).

FAO/WHO (2002), Annuk et al. (2003) citam que dentre os aspectos funcionais dos
probidticos incluem-se tolerancia a acidez gastrica, tolerancia a atividade de hidrélise dos sais
da bile, atividade antioxidante, producdo de compostos antimicrobianos, capacidade de
reduzir patdégenos aderidos na superficie, habilidade de modulacdo da resposta imune e adesdo
no tecido intestinal. Dentre 0s aspectos tecnoldgicos importantes estdo a capacidade de
espécies probiodticas de resistir as condi¢des de producdo industrial e sobreviver na
formulacdo final do produto, além da habilidade das culturas em conservar sua func¢éo no trato
gastrintestinal e co-existir com a microbiota propria do hospedeiro.

Segundo Santos e Turnes (2005), 0 emprego dos probiodticos na nutricdo ndo introduz
nenhuma substancia desconhecida no trato gastrointestinal dos animais, nem leva a riscos de
infeccdo das carcacgas ou em introduzir compostos perigosos na cadeia alimentar. No entanto,
de acordo com O’Toole e Cooney, (2008) previamente ao uso comercial, 0s micro-
organismos probioticos devem ser submetidos a diferentes testes para o reconhecimento de
sua seguranca como aditivo alimentar para humanos e animais.

Os probidticos contribuem para as caracteristicas produtivas dos animais, aprimorando
as condicgdes intestinais para os processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes (PELICANO
et al.,, 2004). Portanto, para uma boa eficiéncia, estes devem ser administrados ja nos
primeiros dias de vida para que tenham capacidade de modular beneficamente a microbiota
intestinal, por meio dos seus mecanismos de a¢do (LORENCON et al., 2007).

Para Fernandes et al. (2000), a suplementacdo de probidtico na dieta de néo
ruminantes pode ser preconizada a fim de auxiliar na manutencdo, estabilidade,
restabelecimento e permanéncia da microbiota intestinal ndo patogénica em neonatos apds o
desequilibrio ocasionado por estresse ou uso de antibioticos. Segundo o NRC (1998), a
espécie de micro-organismo, o histérico de doengas dos animais, o “status” sanitario da granja
e a temperatura das instalacdes podem interferir na acdo dos promotores de crescimento,
inclusive dos probioticos.

Butolo (2001), Silva e NOrnberg (2003) citam que existem probidticos com
composicBes distintas e, mesmo aqueles pertencentes a mesma espécie de micro-organismos,
podem ser de diferentes cepas. O efeito dos probidticos é estritamente condicionado a
quantidade e as caracteristicas das cepas dos micro-organismos empregados. E importante as

bactérias serem hospedeiro-especificas para que um melhor efeito seja obtido (SILVA e
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ALVES FILHO, 2000), uma vez que em locais especificos no tratogastrointestinal estdo
presentes grupos de micro-organismos caracteristicos, como bactérias bifidas predominantes
no colon e lactobacilos predominantes no intestino delgado, que modulam a microbiota,
através de seus produtos metabdlicos (FERREIRA, 2001).

As bactérias com capacidade probidtica quando isoladas do seu habitat natural
cultivadas ou liofilizadas, podem perder determinadas propriedades, o que contribui para
esclarecer a ineficiéncia de alguns probidticos. No entanto, ainda ndo se conhece a
composicao completa, e a perfeita combinacdo de micro-organismos que melhor estimulam as
caracteristicas probioticas “in vivo” (GHADBAN, 2002). E acredita-se que quanto melhores
forem as condicbes sanitarias, menor estresse para 0 animal e mais equilibrada for a
microbiota intestinal, menor sera o efeito de antibidticos e probiéticos (MACARI e FURLAN,
2005).

2.2 Modos de agéo dos probidticos

A fundamentacéo da utilizacdo de probioticos é a manipulacdo da microbiota intestinal
favorecendo a satde do hospedeiro e mantendo a probiose do animal, que conceitualmente é
a habilidade dos micro-organismos benéficos de resistir ao crescimento excessivo e ao
estabelecimento de cepas invasoras (GHADBAN, 2002).

Os micro-organismos que compdem os probidticos suplementados na dieta protegem
0 intestino dos animais contra bactérias patogénicas. Os modos de acdo dos probioticos
baseiam-se nos mesmos utilizados para a microbiota intestinal no desenvolvimento de suas
funcbes, dentre eles, exclusdo competitiva, estimulo ao sistema imune (UTIYAMA, 2004;
BURITI, 2005), efeito nutricional, producdo de substancias antibacterianas e enzimas
(UTIYAMA, 2004; SHIM, 2005).

2.2.1 Competicao por sitios de ligacdo ou exclusdo competitiva

Os micro-organismos probidticos viaveis quando adicionados a dieta passam a

predominar aderindo-se ao epitélio intestinal, dificultando a adesdo de bactérias patogénicas.
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Estes micro-organismos também possuem maior capacidade de captura e metabolizacdo de
nutrientes presentes no limen do que os patogénicos que ndo estdo aderidos (ROTH, 2000).

Os probioticos formam uma barreira fisica as bactérias patogénicas competindo com
estas pelos nutrientes e receptores celulares. Um exemplo é a competicdo estabelecida entre a
bactéria do género Bifidobacterium com a bactéria Escherichia coli enteropatogénicas
(MACARI e FURLAN, 2005).

Cross (2002) demonstrou que a adi¢do de Lactobacillus sp. na dieta de suinos, reduziu
a fixacdo de Escherichia coli K88 a mucosa intestinal e os Lactobacillus fermentum
produziram bacteriocinas, as quais apresentaram interacdo com 0s componentes da mucosa
intestinal, ocasionando reducdo da fixacdo de enterobactérias e atuando também como
bactericidas para estas bactérias.

Ross et al. (2010) ao utilizarem probidtico oral para suinos aos 35 dias de idade,
observaram que aos 50 dias de idade ocorreu diminui¢cdo (P<0,05) no numero de
enterobactérias no intestino de animais do grupo alimentado com probidticos em comparagao
ao controle.

Desta forma, segundo Nicoli e Vieira (2000), descreveram 0S micro-organismos
probidticos competem com 0s patdgenos na ocupac¢do dos sitios de aderéncia nas vilosidades
intestinais, evitando a livre fixacdo destes, protegendo estas vilosidades e a superficie

absortiva de toxinas irritantes causadas pelas bactérias patogénicas.

2.2.2 Estimulo ao sistema imune

Os probidticos, sobretudo, na nutricdo de leitGes destacam-se como estimuladores do
sistema imunologico, através do suporte prestado a imunidade local da mucosa intestinal,
aumentado a atividade dos macréfagos, reforcando a resposta imune e consequentemente
estimulando a producdo de anticorpos. Segundo Ferreira e Astolfi-Ferrera (2006) as bactérias
probidticas tém a habilidade de modulacdo de respostas imunes sistémicas aumentando ndo
somente o0 nimero como também a atividade de células fagociticas do hospedeiro.

Neste contexto, Menten (2001) observou que alguns géneros de bactérias intestinais,
como os Lactobacillus e o Bifidobacterium, estdo diretamente relacionados com o estimulo da
resposta imune, por meio do aumento da producdo de anticorpos, ativacdo de macréfagos,

proliferagdo de células T e producéo de interferon. De acordo com Delcenserie et al. (2008),
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os lactobacilos também podem modular a resposta imune intestinal através do estimulo de
secrecdo de citocinas determinadas por células epiteliais.

A concentracdo de IgA em leitbes é importante, sobretudo, na fase de creche onde
estes apresentam um nivel muito limitado de IgA intestinal, sendo a presenca desta
imunoglobulina essencial no auxilio ao controle da invasdo bacteriana, neutralizacdo e
aglutinacdo de antigenos particulados (USHIDA et al., 2008).

Mizumachi et al. (2009) avaliando a adicdo de Lactobacillus plantarum LQ 80 na
dieta de leitdes desmamados, observaram que a IgM sérica e 0s niveis de anticorpos 1gG dos
leitdes do tratamento com probiotico foram significativamente maiores em relacdo a dieta sem

probidtico. No entanto, ndo observaram alteracdes nos niveis de IgA.

2.2.3 Efeito nutricional

A competigdo por nutrientes no lumen intestinal acontece entre as bactérias intestinais
por nutrientes especificos. Segundo Silva e Alves Filho (2000) a caréncia de nutrientes
disponiveis ¢ um fator limitante na manutencdo das bactérias patogénicas, apresentando
reducdo consideravel de algumas espécies de bactérias na microbiota intestinal justamente
pela deficiéncia nutricional.

Os probiodticos influenciam na permeabilidade do epitélio intestinal, proporcionando
maior eficiéncia na digestdo e absorcéo de nutrientes (ROTH, 2000). De acordo com Guillot
(2000) os probidticos além de protegerem o epitélio intestinal, evitam que 0s patdgenos
utilizem aminoacidos, minerais e carboidratos para fermentacdo e producdo de toxinas,
contribuindo para a eficiéncia alimentar e o desempenho dos animais.

Junqueira et al. (2009) observaram que leitdes alimentados com ragdes contendo
probidtico, prebidtico ou simbiodtico apresentaram melhor ganho de peso em relacdo ao
tratamento controle ou com antibidtico no periodo de 42 a 71 dias de idade, reforcando a tese
de que os probioticos e prebidticos atuam no desenvolvimento gastrintestinal, contribuindo

para uma melhor digestdo e absorcdo dos nutrientes.



21

2.2.4 Producgéo de substancias antibacterianas e enzimas

De acordo com Petri (2000), as bactérias probidticas podem produzir e liberar
compostos como as bacteriocinas, &cidos organicos e perdxido de hidrogénio que possuem
acdo bacteriana principalmente em relacdo aos micro-organismos patogénicos. Os acidos
organicos, produzidos pelas bactérias laticas sdo propriénico, acético, butirico e latico, além
de acetaldeido, peroxido de hidrogénio, diacetil, dioxido de carbono e aminas, que favorecem
0s probidticos na competicdo pelos sitios de fixacdo na mucosa intestinal (FLEMMING,
2005).

Utyiama (2004) e Flemming (2005) fazem referéncia as bacteriocinas como sendo
compostos protéicos com acdo inibitdria ou destrutiva contra uma espécie ou cepa especifica
de bactéria. Corroborando Silva (2006), cita que as bacteriocinas funcionam como
antibioticos com acdo local, agindo sobre o crescimento de patdgenos intestinais.

As bacteriocinas produzidas pelos micro-organismos acidolaticos sdo a nicina,
diplococcina, lactocidina e reuterina, essas substancias apresentam atividade inibitoria tanto
para bactérias Gram-negativas como para Gram-positivas, dentre elas podem ser citadas a
Salmonela sp, Escherichia coli e Staphylococcus sp (FERREIRA e ASTOLFI-FERREIRA,
2006).

Petri (2000) cita que as bactérias probidticas alem da barreira fisica e efeito bioldgico,
proporcionam também efeito quimico, pois produzem A&cidos organicos como latico e
propiénico, os quais levam a uma reducdo do pH do ambiente intestinal, com uma
consequente inibicdo de bactérias patogénicas, principalmente em relacdo ao Campylobacter,
Clostridium e Salmonelas.

Strompfova et al. (2006) ao fornecerem por via oral Enterococcus faecium para leitdes
durante os primeiros sete dias de idade, observaram que as concentracdes de acido latico e
propiénico foram significativamente maiores no contetdo do célon, e o pH do duodeno foi
significativamente menor nos animais do tratamento com probidtico sete dias apds o término
da administracdo. Observaram ainda menor concentracdo de Escherichia coli e maior
concentracdo de Enterocccus faecium aos sete dias de lactacdo, relatando que os acidos
organicos podem apresentar uma eficiente barreira inibindo a adesdo de patdgenos na mucosa

intestinal.
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2.3 Micro-organismos probiéticos inativados

A capacidade de adesdo dos micro-organismos probidticos na mucosa intestinal é
fundamental para que os efeitos probidticos sejam observados, sendo considerada um pré-
requisito para a colonizacdo, atividade antagbnica contra enteropatdgenos e modulacdo do
sistema imune. No entanto, tratamentos fisicos destinados a inativacdo desses micro-
organimos podem alterar a capacidade de adesdo, podendo afetar a eficicia dos probioticos,
principalmente as propriedades imunomoduladoras (KATO et al., 1994). Isso ocorre
possivelmente pelas mudancas no envoltério celular das cepas inativadas e ndo ao fato de que
elas estdo mortas (OUWEHAND et al., 2000).

De acordo com o autor acima citado quando o probidtico é inativado por calor ou
irradiacdo gama ocorre reducdo no numero de cepas aderidas, entretanto o Propionibacterium
freudenreichii, quando é inativado pelo calor pode ter sua capacidade de adesdo aumentada, o
mesmo acontece com o Lactobacillus casei Shirota quando inativado por irradiagdo gama.

Bernardeau et al. (2008a) ao estudarem o potencial de adeséo “in vitro”de cepas de
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus farciminis inativadas pelo calor observaram que
estes possuiam capacidade de aderir a0 modelo de mucosa estudado. Os autores relataram
também que os lactobacilos inativados podem melhorar a resposta dos animais a pressao de
patogenos entericos, criando um efeito de barreira e estimulando respostas imunologicas
devido a estabilidade das cepas inativadas e a preservacao das estruturas da parede celular.

Em outro trabalho realizado por Bernardeau et al. (2008b) ao avaliarem a eficacia de
um programa preventivo baseado na suplementacdo de cepas inativadas de Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus farciminis, na dieta de fémeas suinas como continuacdo do
tratamento curativo com antibidtico sobre a recorréncia de diarréia, observaram que a
suplementacdo de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus farciminis permitiu controlar a

diarréia dos animais durante o periodo experimental.

2.4 Microbiota do trato gastrointestinal dos leitGes

O trato gastrointestinal dos suinos abriga uma microbiota densa e metabolicamente
ativa composta principalmente por bactérias. O efeito da microbiota e suas atividades
metabdlicas requerem uma consideracdo especial quando visto no contexto da produgdo

animal em que o crescimento eficiente do animal é o objetivo principal.
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A microbiota intestinal € composta de inUmeras espécies bacterianas, constituindo um
sistema complexo e dindmico, responsavel por influenciar decisivamente fatores
microbioldgicos, imunolégicos, bioquimicos e fisiolégicos do hospedeiro (SILVA e ALVES
FILHO, 2000). Segundo Silva e Nornberg, (2003), estima-se que 90% da area do intestino de
um animal adulto seja habitada por mais de 400 espécies diferentes de micro-organismos, o
que representa 10 vezes mais bactérias no trato digestivo do que células no corpo do
hospedeiro.

As bactérias que colonizam o intestino no inicio da vida tendem a persistir ao longo da
vida do animal, passando a compor a microbiota intestinal, que sofre influéncia ambiental. A
formacdo desta microbiota se d& logo apds o nascimento e aumenta durante as primeiras
semanas de vida, até se tornar uma populacdo predominantemente de bactérias anaerdbias
(FLEMMING e FREITAS, 2005).

No leitdo inicialmente desenvolvem-se espécies patogénicas de Escherichia coli,
Streptocccus pneumoniae, Clostridium, e baixo desenvolvimento de Lactobacillus, devido ao
trato gastrointestinal ndo possuir secrecéo de acido cloridrico nas primeiras horas de vida. No
entanto, com a ingestdo continua de leite durante a lactacéo, contendo lactose, o pH estomacal
reduz gradativamente proporcionando condices para o crescimento de micro-organismos
benéficos como Lactobacillus, Streptococcus lactis, Streptococcus faecalis e Streptococcus
termophilus (SANCHES, 2004). As bactérias beneficas uma vez estabilizada no intestino, e
em condi¢cdes adequadas para a colonizacdo e mantenca como temperatura, pH adequado e
oferta de substrato, a microbiota auxilia 0 animal a resistir as infecgdes que possam surgir no
trato digestorio (SANTOS e TURNES, 2005).

Segundo Moraes e Neto (2003) a secrecdo acida gastrica e as secre¢des digestivas do
intestino delgado, pancreatica e biliar sdo consideradas um dos principais fatores na regulacao
da microbiota intestinal por suprimir parte das bactérias ingeridas.

Diversos fatores podem afetar a estabilidade da populagdo microbiana no trato
gastrointestinal, entre eles a diversidade de micro-organismos, a qual aumenta com a idade, e
devido a esta baixa diversidade de micro-organismos intestinais, 0s animais jovens sdo mais
suscetiveis a distdrbios entéricos, pois onde ha grande nimero de espécies bacterianas em
equilibrio existe maior capacidade da microbiota se opdr a pequenas mudangas. A diversidade
de nutrientes também influi no equilibrio microbiano uma vez que cada micro-organismo
desenvolve-se melhor com determinadas fontes de nutrientes (LODDI, 2001).

O estresse também pode interferir na estabilidade normal da microbiota intestinal,

visto que um animal estressado tem sua microbiota benéfica reduzida, devido, possivelmente,
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a uma queda no nivel de substrato para o seu crescimento. A diarréia algumas vezes pode ser
uma expressdo do estresse que o animal vem sendo submetido, ficando evidente que o
equilibrio da microbiota intestinal, reflete de maneira direta o bom estado de salde do
hospedeiro (GONZALES, 2004).

Pieper et al. (2010) observou em leitGes desafiados oralmente com Escherichia coli e
submetidos a administracdo de Lactobacillus plantarum reducdo na incidéncia de diarréia aos
39 dias de idade e o uso de Lactobacillus plantarum ao desmame aumentou a diversidade
microbiana intestinal. Os autores explicaram os efeitos benéficos sobre a salde intestinal
através da relacdo entre diversidade dos ecossistemas e a capacidade de resposta as alteragdes.

A aderéncia a mucosa intestinal parece ser 0 mecanismo chave da colonizacdo das
bactérias patogénicas e seus efeitos nocivos sobre a salde intestinal, assim processos que
interferem na aderéncia dessas bactérias a mucosa sé@o eficazes em reduzir a colonizacdo do

trato gastrointestinal por patégenos (FREITAS, 2008).

2.5 Caracteristicas Hematoldgicas

O sangue € um tecido liquido do tipo conjuntivo, que estd em equilibrio com
praticamente todos os outros tecidos (KALASHNIKOVA, 1976), composto por duas fases:
liguida (soro ou plasma), que representa 90% de agua, 7% de proteinas (globulinas e
albumina) e 3% de eletrolitos e solida que é formada pelos globulos vermelhos (hemécias) e
globulos brancos, constituidos de monadcitos, linfocitos, neutréfilos, basolifos e eosindfilos. O
plasma tem como funcdo o transporte de substancias e anticorpos produzidos pelos
plasmdcitos e regulacdo osmotica entre 0 sangue e o liquido dos tecidos (FELDMAN et al.,
2000).

As hemécias maduras séo as células mais numerosas do sangue, e tem como fungédo o
trasnporte de oxigénio e gas carbdnico, funcdo esta desempenhada pela hemoglobina. Os
parametros relativos as células vermelhas permitem identificar os processos referentes a
anemia, enquanto o leucograma pode ser empregado no diagndstico dos processos infecciosos
e outras situacbes de desequilibrio do sistema imune (MAHONEY e MCNULTY, 1992),
sendo a contagem diferencial de leucdcitos o0 método que permite conhecer a porcentagem dos
tipos de células existentes no sangue (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

De maneira geral, a contagem de hemécias, o teor de hemoglobina e o hematdcrito sdo

maiores ao nascimento e diminui rapidamente. Este declinio nos valores de hemacias na
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primeira semana de vida esta relacionado a rapida expansdo do volume plasmético induzida
pelo consumo do colostro, destruicdo de eritrocitos fetais e suprimento inadequado de ferro
para a sintese de hemoglobina (JAIN, 1993).

Para manter a hemostasia, os capilares necessitam da presenca e o funcionamento
normal das plaquetas, responsaveis pela hemostasia primaria, que visa evitar hemorragias
(GARCIA-NAVARRO et al., 1998).

Os leucdcitos sdo constituidos por diferentes células denominadas linfocitos,
neutréfilos ou segmentados, mondcitos, eosindfilos e baséfilos, todos desempenham funcdes
ligadas ao sistema imune. Os leucdcitos participam ativamente nos processos inflamatério e
imunolégico e como principal funcdo os glébulos brancos atuam na defesa do organismo
contra a acdo de bactérias ou corpos estranhos que penetram nos tecidos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Os neutrofilos representam a primeira defesa contra 0s micro-organismos, sendo
células fagociticas com importante papel na defesa contra infecgdes. Os eosinofilos sédo
encontrados nas inflamagdes subagudas ou relativas a fendmenos alérgicos, infeccoes
parasitarias e em alguns processos neoplasicos; também possuem capacidade de fagocitose,
mas menor que os neutrdfilos (LATIMER et al.,, 2003). Os basofilos sdo celulas que
participam principalmente dos processos alérgicos (LORENZI, 1999).

Os monaocitos sdo os maiores leucocitos circulantes, representando de 4 a 8% dos
leucdcitos ativos (SHINOHARA, 2005). Os linfocitos produzem anticorpos por modularem-
se em plasmaocitos e estdo relacionados aos processos inflamatorios e rejeicdo (RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

O perfil leucocitario é particularmente avaliado porque os leucécitos séo alterados por
situacOes estressantes e podem ser diretamente relacionados com hormdnios do estresse. As
mudancas causadas pelo estresse ou tratamento com glicocorticdides aumentam o namero de

neutrofilos e reduzem o namero de linfocitos (DAVIS et al., 2004).

2.6 Sistema imunoldgico e producéo de IgA

Sobre o trato gastrointestinal dois sistemas responsaveis pela defesa imunoldgica sdo
atuantes, um representado pela imunidade sistémica e outro pela imunidade das mucosas.
Segundo Goddeeris et al. (2002) estes sistemas consistem de tecidos linféides e de células

distribuidas ao longo do trato gastrointestinal. A defesa imunoldgica intestinal depende da
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coordenacdo entre enterdcitos e células do sistema imunoldgico, os linfécitos T e B,
macrofagos, eosinofilos, e neutréfilos que compbéem a lamina prépria da mucosa
(CARVALHO, COLLARES-BUZATO, 2005).

Uma ampla variedade de células, mediadores quimicos (citocinas e quimiocinas) e as
imunoglobulinas estdo envolvidos na resposta imunoldgica. Dentre os tipos celulares, 0s
linfocitos e células apresentadoras envolvidas de antigenos, destacam-se por desempenharem
funcOes primordiais nas respostas ao sistema imune.

Os linfécitos sdo subdivididos em linfocitos T e B, as células T sdo responséveis pelo
reconhecimento do antigeno e por estimular células via mediadores quimicos, o ataque direto
pelas células T citotdxicas a células infectadas ou neoplasicas. Os linfocitos B tém como
principal funcdo a diferenciacdo em plasmécitos, e, por conseguinte, a sintese de
imunoglobulinas. As imunoglobulinas sdo os principais componentes sollveis de inter-
relagdes com antigenos do sistema imune (KAMIMURA, 2006).

Deste modo, de acordo com Xavier et al. (2006), o desenvolvimento da imunidade
sistémica dos leitbes ocorre atraves de imunidade passiva, apds a ingestdo de colostro e,
consequentemente de imunoglobulinas do tipo 1gG, IgM e IgA. Devido a permeabilidade do
intestino a passagem de imunoglobulinas diminui progressivamente com o passar das horas,
em funcdo do fechamento das vilosidades intestinais com cerca de 48 horas apds o
nascimento (BLECHA, 1998; XAVIER et al., 2006).

Blecha, (1998) cita que apds o segundo dia de vida dos leitdes a concentracao de IgG
no sangue diminui sendo sua acdo substituida pelas IgA provenientes do leite materno,
proporcionando imunidade local. Segundo Pinheiro (2005) por ser mais resistente a
degradacdo intestinal, a IgA torna-se a imunoglobulina mais atuante a partir do 3° dia de
lactacdo, persistindo até o final desta, sendo ainda importante para a prevencdo de doencas
gastrointestinais em leitdes.

As IgA sdo secretadas de maneira continua pela glandula maméaria, sendo tambem
secretadas pelo trato digestivo, urogenital e respiratério, resistindo a degradacdo proteolitica e
proporcionando prevencdo a aderéncia das fimbrias bacterianas e alguns tipos de virus a
parede intestinal e posterior penetracdo nas células epiteliais (KELLY e COUTTS, 2000).

Cerca de 70 a 80% das células produtoras de imunoglobulinas estdo localizadas no
trato gastrointestinal, e mais de 60% da producdo diaria total de imunoglobulinas sdo de IgA
intestinal (SALMINEM, 1998, BENGMARK, 2002). A IgA intestinal ou a IgA secretoria é
produzida por células da mucosa intestinal, e tem importancia fundamental no intestino contra

bactérias e virus. O principal modo de acdo da IgA é evitar a aderéncia de bactérias as
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superficies da mucosa  determinando a sua simples passagem pela luz intestinal
(BENGMARK, 2002).

Segundo Morais e Neto (2003), a IgA secretada na mucosa entérica é o principal
anticorpo do intestino, com a capacidade de impedir a aderéncia de micro-organismos a
superficie dos enterdcitos. Esta IgA secretora se diferencia da IgA sérica por apresentar-se na
configuracdo de dimeros formados pela parte secretora para conferir resisténcia contra a
protedlise na luz intestinal

A IgA secretora € resistente as enzimas tripsina, quimiotripsina e papaina. Sua funcéo
primaria na superficie da mucosa intestinal consiste em bloquear a adesdo de bactérias
enteropatogénicas aos enterdcitos, como também metabolizar as enterotoxinas bacterianas e
os virus. Além da acdo aglutinante sobre as bactérias patogénicas favorecendo a eliminacéao
destas através do peristaltismo intestinal e, consequentemente, combate a colibacilose em
suinos, com auxilio de outras células de defesa como os leucdcitos, monocitos, macréfagos e
linfocitos no intestino (SALMON, 1999).
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3 ADMINISTRACAO ORAL DE PROBIOTICO COM CELULAS VIAVEIS E
INATIVADAS PARA LEITOES NA FASE DE ALEITAMENTO E CRECHE

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo avaliar o uso oral de probidticos com células
viaveis e inativadas (“pool” de Lactobacillus sp. e Lactobacillus plantarum de origem suina),
sobre a microbiota intestinal e o desempenho de leitdes do nascimento aos 35 dias de idade.
Foram utilizados, na fase de aleitamento, 108 leitdes, e para a fase de creche 72 leitGes com
21 dias de idade, distribuidos em um delineamento experimental de blocos ao acaso, com trés
tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos foram os seguintes: tratamento A: 1 ml de caldo
MRS + 1 ml de solucdo salina estéril; tratamento B: 1 ml de probidtico (8,60 X 10’ UFC/ml
de um “pool” de Lactobacillus sp e Lactobacillus plantarum) ativadas no caldo MRS + 1 ml
de solucdo salina; tratamento C: 1 ml de probiotico contendo células inativadas no caldo MRS
+ 1 ml de solugéo salina. As contagens de bactérias acidolaticas e coliformes ndo foram
influenciadas (P>0,05) pelos tratamentos e tempos. Ndo foi observado efeito (P>0,05) dos
tratamentos para ganho de peso e ganho diario de peso dos leitdes do nascimento aos 21 dias
de idade. Dos 21 aos 35 dias de idade, ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre o
tratamento controle e os tratamentos probidticos com células vidveis ou inativadas, nas
variaveis pesos médios e conversdo alimentar. Observou-se diferenca (P<0,05) entre o0s
tratamentos para consumo de racdo, consumo diario de ragdo, ganho de peso e ganho diario de
peso. O tratamento probiotico de células inativadas aumentou o ganho de peso e ganho diario
de peso dos leitdes dos 21 aos 35 dias de idade quando comparado ao tratamento controle e o
uso oral de probiotico com células vidveis e inativadas ndo alterou as contagens

microbioldgicas das fezes de leitdes do nascimento aos 35 dias de idade.

Palavras-chave: coliformes, desempenho, lactobacilos, micro-organismos



ORAL ADMINISTRATION OF PROBIOTICS WITH VIABLE CELLS AND
INACTIVATED TO PIGLETS THE LACTATING PHASE AND NURSERY

ABSTRACT: The objective was to evaluate the use oral probiotic of with viable cells and
inactivated ("pool"” of Lactobacillus sp. and Lactobacillus plantarum of gastrointestinal origin
of pigs), on performance, intestinal microbiota and the immune system of piglets during the
stages of lactation and creche. Were used, 108 lactating piglets and for nursery phase 72
piglets weaned at 21 days old, divided into an experimental design of randomized blocks with
three treatments and six replicates The treatments were: Treatment A: 1 ml of MRS broth + 1
ml of sterile saline, treatment B: 1 ml of probiotic (8.60 X 10" CFU / ml of a "pool" of
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sp) activated MRS broth + 1 ml of saline,
treatment C: 1 ml of probiotic inactivated cells in MRS broth + 1 ml of saline. Treatments
were administered orally to piglets in the daily morning, from birth to 35 days of age with 1
ml per animal lactating and 2 ml in the nursery phase. The counts of acidolaticas bacteria, and
coliforms were not affected (P> 0.05) by the treatments and times. There was no effect (P>
0.05) of treatments for weight gain and daily weight gain of piglets from birth to 21 days old.
From 21 to 35 days of age, no significant difference (P> 0.05) between control treatment and
probiotics treatments with viable or inactivated cells, in variables average weights and feed
conversion. Difference was observed (P <0.05) among treatments for feed intake, daily feed
intake, weight gain and daily weight gain. Treatment probiotic of cells inactivated increased
the weight gain and daily weight gain of piglets from 21 to 35 days of age when compared to
the control treatment, and the use of oral probiotic with viable and inactivated cells did not

alter the microbiological counts of the faeces of piglets birth to 35 days old.

Key words: coliforms, lactobacilli, micro-organisms, performance



3.1 Introducéo

A suinocultura é considerada como uma das mais importantes atividades na cadeia
alimentar da popula¢do humana. A producéo brasileira, em 2010 teve um acréscimo de 1,5 %
em relacdo a 2009, passando de 3,19 para 3,24 milhdes de toneladas (ABIPECS 2010), essa
consolidacdo da suinocultura no agronegécio brasileiro esta diretamente ligada a tecnificagdo
da cadeia produtiva que visa alcancar melhores indices de produtividade, menor custo de
producéo e qualidade dos produtos.

As fases de aleitamento e creche, etapas basicas para a producdo economicamente
viavel, sdo as fases em que os leitdes encontram-se mais predispostos a varios fatores
estressantes, entre os desafios relacionados ao desmame dos leitdes destacam-se a transi¢cdo da
dieta, limitacdo do consumo e o estresse socio-ambiental.

O estresse pode causar desequilibrio na microbiota intestinal por aumentar a liberacéo
de corticosterdides, que reduzem a quantidade de mucina (CARDOZO, 2006), e torna o trato
gastrintestinal do leitdo predisposto a colonizacao de micro-organismos patogénicos. Além do
complexo de enfermidades digestivas que podem afetar os animais tais como a diarréia, uma
vez que, contrario aos animais que estdo em fase de crescimento, estes tém uma populacao
microbiana menos estavel e definida (GOMEZ, 2006), estas alteracbes provocam quedas nos
parametros de desempenho animal.

De acordo com Silva Jr (2009), a microbiota bacteriana influencia fortemente o estado
nutricional do animal devido as suas relacbes com as funcdes do trato gastrointestinal, como
as interacOes e efeitos no epitélio intestinal, nos nutrientes, enzimas e sais biliares, e no
sistema imune da mucosa intestinal.

A fim de proteger os leitdes lactentes e os leitdes desmamados dos distdrbios
gastrintestinais, sdo utilizados antimicrobianos promotores de crescimento com a funcéo de
auxiliar o equilibrio da microbiota intestinal dos leitdes (UTIYAMA, 2004). Entretanto,
acredita-se que o uso indiscriminado de antimicrobianos na racdo resulta em resisténcia
bacteriana e em residuos nas carnes.

Neste sentido, visando atender o mercado consumidor que cada vez mais exige
alimentos seguros e de qualidade, tem-se buscado alternativas ao uso de antimicrobianos
como o0s probidticos, definidos por Sanders (2003) como micro-organismos Vivos que
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro.

Uma grande variedade de micro-organismos tem sido utilizados como probidticos,

entre estes, espécies de Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
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Streptococcus e algumas leveduras como Saccharomyces, sendo que 0s géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium demonstram potencial como probidtico tanto para a alimentacdo humana,
quanto para a nutricdo animal, produzindo efeitos benéficos para o hospedeiro (COLLINS e
GIBSON, 1999).

Para Broom et al. (2006), as preparaces probidticas geralmente consistem na
viabilidade de produgdo de bactérias &cido laticas de origem intestinal, que no ambiente
gastrintestinal ajudam a restabelecer ou manter uma microbiota intestinal benéfica, evitando
assim, transtornos digestivos e melhorando o desempenho dos animais

Para tanto, muitos mecanismos foram sugeridos sobre 0 modo de acdo dos probiéticos,
um deles consiste no principio da exclusdo competitiva. Segundo Benno (2001), os micro-
organismos que comp8em as formulacBes dos probidticos instalam-se na parede intestinal
através de mecanismos de exclusdo competitiva, cuja principal caracteristica consiste na
competicdo com as bactérias patogénicas pelos substratos e pelos locais de adesdo (Gardiner
et al., 2004, Kos et al., 2003, Krause et al., 1995), alem de reduzir o pH do intestino o que
otimiza o crescimento de lactobacilos e inibe o crescimento de coliformes (SAKATA et al.,
2003).

Os probioticos podem proporcionar o crescimento animal e reduzir o uso de
antibioticos e outros medicamentos necessarios para que o animal se mantenha em condigédo
saudavel (SANTOS e GIL-TURNES, 2005, WANG et al., 2007). Estes aditivos estdo cada
vez mais integrados a producao animal, e as respostas mais expressivas da administracao dos
mesmos sdo ressaltadas em animais em periodos de estresse e em recém nascidos ou
desmamados.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso oral de probidticos com
células viaveis e inativadas (“pool” de Lactobacillus sp. e Lactobacillus plantarum de origem
gastrointestinal de suinos) sobre a microbiota intestinal e o desempenho de leitdes do

nascimento aos 35 dias de idade.

3.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em uma Unidade de Producdo de Leitdes com 730

matrizes, sendo a granja considerada de alto desafio sanitario, localizada em Nova Santa

Rosa, regido Oeste do Estado do Parand. As andlises laboratoriais foram realizadas no
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Laborat6rio de Parametros Sanguineos da Universidade Estadual do Oeste do Parand Campus
Marechal Candido Rondon/PR.

3.2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados, na fase de aleitamento, 108 leitGes provenientes de 18 matrizes ao
quarto parto, da linhagem Dalland. Foram utilizadas trés salas de maternidade com celas de
paricdo suspensas, dotadas de comedouro de concreto e bebedouro tipo chupeta para as
matrizes, comedouros e bebedouros chupeta especificos e escamoteadores com lampada
incandescente para os leitdes. A ventilacdo e a temperatura dentro das salas de maternidade
foram controladas atraves do fechamento e abertura de cortinas.

O peso médio inicial dos leitdes foi de 1.410 gramas a partir do nascimento, sendo
distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao acaso, com trés tratamentos e
seis repeticOes. Cada unidade experimental foi representada por uma leitegada, utilizando-se
os seis leitbes mais proximos da média da mesma, estes foram identificados através de
marcacdo na orelha direita. Durante o periodo experimental os leites receberam as mesmas
condicdes de manejo da granja.

Para a fase de creche foram utilizados 72 leitdes com 21 dias de idade, com peso
médio inicial de 5,47 Kg, distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao acaso,
com trés tratamentos e seis repeticdes. A unidade experimental foi representada pela baia
onde foram alojados quatro animais, sendo dois machos castrados e duas fémeas. O peso
individual inicial foi adotado como critério para a escolha dos animais, o qual deveria estar o
mais proximo da média da leitegada.

Os animais foram alojados em um galpdo de alvenaria com piso de concreto e telhas
de ceramica, dotado de baias suspensas, comedouros semi-automaticos, bebedouros tipo
chupeta e piso de madeira vazado. A ventilacdo e a temperatura dentro da sala da creche
foram controladas de acordo com a observacdo do conforto térmico dos animais, atraves da
abertura e fechamento das cortinas.

Os tratamentos foram os seguintes:

Tratamento A: 1 ml de caldo MRS (de Mann; Rogosa; Sharpe, 1960) + 1 ml de
solucdo salina estéril (soro fisiologico);

Tratamento B: 1 ml de probidtico (8,60 X 10" UFC/ml de um “pool” de Lactobacillus

sp e Lactobacillus plantarum) ativadas no caldo MRS + 1 ml de solugéo salina;
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Tratamento C: 1 ml de probi6tico contendo células inativadas no caldo MRS + 1 ml de
solugéo salina.

Os tratamentos foram administrados via oral aos leitbes diariamente no periodo da
manhd, do nascimento aos 35 dias de idade, sendo 1 ml por leitdo na fase de aleitamento
conforme descrito por Correa et al. (2010) e 2 ml na fase de creche de acordo com Pieper et
al. (2009).

3.2.2 Origem das cepas

As cepas de lactobacilos empregadas neste experimento foram isoladas das fezes de

leitdes e analisadas “in vitro” por Mangoni (2009).

3.2.3 Liofilizacé@o das cepas probidticas

As cepas selecionadas com caracteristicas probidticas (MANGONI, 2009), foram
reativadas atraves de trés repicagens sucessivas em caldo MRS estéril e incubadas a 37°C por
18 horas (SANTOS 2003). Posteriormente foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos,
sendo o sobrenadante descartado e o concentrado de células ressuspendido em agua destilada
estéril, procedendo-se posteriormente uma nova centrifugacdo, sendo o sobrenadante
novamente descartado e o concentrado ressuspendido em LDR 14% (leite desnatado
reconstituido), congeladas a -20 °C e liofilizadas (Liofilizador L 101, Liobras, Sdo Carlos,
Brasil).

Foram liofilizadas 14 cepas de lactobacilos sendo que apdés a liofilizacdo as amostras
foram diluidas em &gua destilada esterilizada, obtendo-se uma diluicdo inicial de 1:10 com
sucessivas diluicdes até 107 onde realizou-se a semeadura em 4gar MRS para verificacdo da
viabilidade celular.

As cepas foram avaliadas quanto a viabilidade celular durante um periodo de 30 dias e
as mais resistentes ao processo de liofilizacdo foram entdo empregadas nesta experimentacao
(Tabela 01).
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Tabela 01. Viabilidade celular (UFC/ ml) de cepas de lactobacilos de origem gastrointestinal

de suinos antes e apos o processo de liofilizagdo

Cepas Antes da liofilizagéo Apos liofilizacdo
1 1,14 X 10° 5,10 X 10°
2 2,49 X 10° 2,48 X 10°
3 3,05 X 10° 5,10 X 10°
4 2,40 X 10° 6,58 X 10°
5 1,04 X 10° 3,20 X 10°
6 1,29 X 10° 3,10 X 10’
7 2,80 X 10° 6,70 X 10°
8 1,49 X 10° 5,30 X 10°
9 1,01 X 10° 3,30 X 10’
10 1,95 X 10° 2,00 X 10’
11 6,90 X 10° 4,60 X 10°
12 1,85 X 10° 2,26 X 10*
13 1,67 X 10° 4,10 X 10°
14 6,50 X 10° 1,34 X 10°

UFC/ ml - Unidade formadora de col6énia/ ml

3.2.4 Manutencéo e preparo das culturas probioticas

Antes do preparo de cada quantidade, as cepas foram descongeladas e reativadas
atraves de trés repicagens sucessivas em caldo MRS estéril e incubadas a 37°C por 18 horas
(SANTQOS, 2003).

O probiotico foi preparado a partir das culturas ativas, identificadas como L3, L4, L9 e
L14, sendo estas submetidas a diversos testes, de compatibilidade, de resisténcia ao acido
cloridrico, tolerancia aos sais biliares e fenol, hidrofibicidade e inibindo Escherichia coli. A
L3 e L14 foram identificadas pela Fundacdo André Tosello, Campinas-SP como
Lactobacillus plantarum; as mesmas foram inoculadas em caldo MRS estéril e incubadas a
37°C por 18 horas. (SANTOS, 2003). O probidtico foi envasado em recipientes estéreis e
resfriado a 5°C, sendo verificada a viabilidade celular através da semeadura em agar MRS
durante o periodo de sete dias.

O probiotico inativado foi preparado seguindo a mesma metodologia, porém a
inativacdo foi realizada pelo calor Umido, autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Para

confirmacdo da inativacédo realizou-se a semeadura em agar MRS.
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3.2.5 Composicao das racoes

Os leitbes receberam racdo pré-desmame dos 10 aos 21 dias e pré-inicial | dos 21 aos
35 dias de idade (Tabela 02), sendo que as racdes e a dgua foram fornecidas a vontade. As
ragdes foram formuladas visando atender as exigéncias nutricionais dos animais, propostas

por Rostagno et al. (2005).
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Tabela 02. Composicdo centesimal das ragdes utilizadas para leitdes dos 10 aos 21 e dos 21
aos 35 dias de idade

10 aos 21 dias de idade 21 aos 35 dias de idade

Ingredientes %

Milho 54, 565 54, 538
Farelo de soja 10, 605 14, 564
Soro de leite em po 10, 107 10, 000
Leite em po 5,770 5, 890
Plasma spray dried 5, 000 4,000
Acucar 4,000 3, 000
Farinha de peixe 54% 4,000 3, 000
Fosfato bicélcico 1, 883 1, 267
Oleo/soja 1, 615 1, 550
L-lisina HCL 0, 713 0, 477
Oxido de zinco 0, 350 0, 350
Sal comum 0, 328 0, 234
Cloreto de colina (60%) 0, 200 0, 200
DL-metionina 0, 321 0, 195
L-treonina 0, 286 0, 142
Mistura vitaminica® 0, 120 0, 120
L-triptofano 0, 076 0, 045
Mistura mineral® 0, 040 0, 050
Calcario calcitico 0, 011 0, 368
Antioxidante® 0, 010 0, 010
Total 100, 000 100, 000
Composicao Calculada®

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3,325 3,324
Proteina bruta (%) 19, 997 20, 000
Lactose (%) 10, 017 10, 004
Calcio (%) 0, 888 0, 825
Sédio (%) 0, 280 0, 230
Potassio (%) 0, 596 0, 657
Cloro (%) 0, 684 0, 612
Fosforo disponivel (%) 0, 560 0, 449
Lisina digestivel (%) 1,520 1, 330
Metionina digestivel (%) 0, 623 0, 502
Met+Cis. Digestivel (%) 0, 851 0, 745
Treonina digestivel (%) 0, 958 0, 837
Triptofano digestivel (%) 0, 275 0, 253

'BHT:Butil Hidroxitolueno; “Contetido/kg:ferro 100g;cobaltolg; manganés 40g; zinco 100g; iodol,5g; e veiculo
g.s.p 1000g. *Conteddo/kg: vit.A, 10.000.00 U.1.; vit.Ds, 1.5000.000 U.1.; vit.E, 30.000 U.I.; vit.B,, 5,0 g; vit Bg,
3,0 g; vit.B;, 30.000 mcg; &cido nicotinico 30.000 mcg; acido pantoténico 12.000 mcg; vit.K3 2.000 mg; acido
folico 800 mg; biotina 100 g e veiculo g.s.p 1.000g.* Valores obtidos de Rostagno et al.(2005).
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3.2.6 Analises microbioldgicas das amostras fecais

Aos 7, 21 e 35 dias de idade foram coletas amostras fecais de um leitdo com peso mais
préximo da média da parcela de cada unidade experimental, por meio de massagem da porcéao
terminal do abdomen, com a retirada das fezes diretamente do reto. Apds a coleta, as amostras
foram acondicionadas em recipientes estéreis e imediatamente transportadas ao Laboratorio
de Microbiologia e Bioguimica da UNIOESTE.

As amostras foram preparadas e diluidas, adicionando 1,0 g de fezes em 99 ml de agua
destilada esterilizada; obtendo-se uma diluigdo inicial de 1:100, sendo posteriormente
realizadas diluicdes sucessivas até 10®, onde realizou-se a semeadura nos meios especificos.

Para avaliacdo da flora acidolatica, foi utilizado o agar para lactobacilos, MRS (De
Man, Rogosa e Sharpe) e para coliformes, o VRB (Violet Red Bile Agar). As amostras
diluidas até 10® e semeadas em duplicata foram incubadas em estufa BOD a uma temperatura
controlada a 37°C por um periodo de incubacéo de 48 horas.

Apo6s o periodo de incubacdo as colbnias foram contadas, utilizando um contador de
colonias “Quebec”, e os resultados obtidos expressos como log na base 10 da contagem por

grama do peso liquido das fezes.

3.2.7 Ganho de peso, consumo de racgdo e conversao alimentar dos leitdes do nascimento
aos 35 dias de idade

Durante o periodo experimental foi avaliado o desempenho dos leitdes, do nascimento
aos 21 dias de idade quanto ao ganho de peso (GP) e ganho diario de peso (GDP). Os
resultados foram calculados a partir das pesagens dos animais ao nascimento e aos 21 dias de
idade.

Dos 21 aos 35 dias de idade, avaliou-se o GDP, consumo diario de racdo (CDR) e
conversao alimentar (CA). Os resultados foram calculados a partir das pesagens dos animais e

da quantificacdo do total de racdo consumida, no periodo de 21 a 35 dias.
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3.2.8 Modelo experimental utilizado

O modelo experimental usado nas analises microbiolégicas das fezes foi de parcelas
subdivididas, com trés tratamentos nas parcelas. As medic6es ao longo do tempo (7, 21 e 35
dias de idade) constituiram as subparcelas, tendo as analises estatisticas dos dados realizadas

conforme o modelo:

Yik =+ Titej+ Tt TT i + €ijk

sendo que:

Yij. observacdo referente ao i-ésimo tratamento, na j-ésima repeticdo, no k-ésimo
tempo;

4 - média geral do experimento;

Ti: efeito do i-ésimo tratamento T;

ejj: erro experimental associado ao i-ésimo tratamento T na j-ésima repeticdo;

T'k: efeito do k-ésimo tempo T

TTi:efeito da interacdo entre o i-esimo tratamento T com o0 k-ésimo tempo T';

ejjk: erro experimental associado a ijk-ésima observacao

As variaveis de desempenho do nascimento aos 21 e dos 21 aos 35 dias de idade,
foram avaliadas através da analise de variancia, de acordo com o modelo:

Yi=p+Bit+Titey
sendo que:

Yij: observacéo referente ao i-ésimo tratamento no j-eésimo bloco;

4 - média geral do experimento;

Bi: efeito do i-esimo bloco;
Tj: efeito do j-ésimo tratamento;

ejj -erro experimental associado a ij-ésima observagao

Os dados foram submetidos as analises estatisticas, utilizando o Statistical Analyses

System (SAS, 2000) e como procedimento estatistico foi utilizado o teste de Tukey.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Desempenho dos leitdes na fase de aleitamento e creche

N&o foi observado efeito significativo (P>0,05) entre o tratamento controle e os
tratamentos com probidtico com células viaveis e inativadas para ganho de peso (GP) e ganho
diario de peso (GDP), dos leitbes do nascimento aos 21 dias de idade (Tabela 03). Os
resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por Correa et al. (2010), que ao
fornecerem probidtico oral composto por Lactobacillus reuteri e Bifidobacterium
pseudolongum aos leitdes, antes da ingestdo do colostro, seis horas ap6s ingestdo do colostro,
aos trés dias de idade e dez dias de idade, ndo observaram diferenca significativa (P>0,05)

entre os tratamentos com relacdo ao ganho de peso na fase de aleitamento.

Tabela 03. Desempenho dos leitdes dos grupos-controle, probidtico com células viaveis e
inativadas na fase de aleitamento do nascimento aos 21 dias de idade

Tratamentos
Parametros Controle Ativo Inativo CV (%)
GP (kg) 4, 207 4,180 4,433 23,07
GDP (g/dia) 200, 393 199, 000 211, 103 23,08

GP — Ganho de peso; GDP- Ganho Diério de Peso. Ndo houve diferenca significativa (P>0,05) 'CV- coeficiente
de variacdo

Esse mesmo comportamento foi observado por Freitas (2008), ao fornecer probiotico
oral composto por Bifidobacterium pseudolongum e Lactobacilllus reuteri antes do colostro e
ao desmame, e por Gebert et al. (2011) ao avaliarem o uso de uma suplementacédo de leite, e
uma suplementacdo de leite combinado com Lactobacillus brevis, ambos ndo observaram
diferenca entre os tratamentos na fase de aleitamento sobre o desempenho dos leitdes.

Da mesma forma, Silva et al. (2010), avaliando o uso de probioticos e antibi6ticos
para matrizes e trés dietas para leitGes antibidticos (Amoxicilina e Colistina), probidtico oral
no 1, 3, 12 e 21 dias de idade ou associacao antibiético-probiotico, ndo observaram influéncia
dos tratamentos no ganho de peso durante o aleitamento. No entanto, ao comparar os leitées
alimentados com a associa¢do antibiotico-probidtico, observaram maior ganho de peso aos 14
e 28 dias de idade nos leitbes das matrizes que receberam probidticos.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho também foram encontrados por
Moraes et al. (2009), ao fornecerem ou ndo suspensdo oral de probidtico composto por
Enterococcus sp e Lactobacillus sp nas primeiras 24 horas ap0s o0 nhascimento, nado

observaram diferencas significativas no ganho de peso e no peso ao desmame em relagcdo ao
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controle na fase de aleitamento. Os autores relataram que a auséncia de efeito do uso de
probidticos, pode estar relacionada & dose e a viabilidade do probidtico utilizado, bem como o
fato do probidtico ter sido administrado somente para a leitegada, e ndo para a matriz, o que
também pode ter ocorrido no presente trabalho.

No periodo de creche, dos 21 aos 35 dias de idade (Tabela 04), ndo foi observada
diferenca significativa (P>0,05) entre o tratamento controle e os tratamentos com probio6ticos
com células viaveis e células inativadas, nas variaveis peso médio (PM) e conversdo alimentar
(CA). No entanto, observou-se diferenca (P<0,05) entre os tratamentos para 0 consumo de
racdo (CR), consumo diario de racdo (CDR), ganho de peso (GP) e ganho diario de peso
(GDP).

Tabela 04. Desempenho dos leitdes dos grupos-controle, probidtico com células viaveis e
inativadas na fase de creche dos 21 aos 35 dias de idade

Tratamentos
Controle Ativo Inativo CV(%)!
PMI 21(kg) 5, 668 5, 645 5, 667 15,59
PM 35(kg) 7,015 7,418 7,631 16,21
CR (kg) 2,218 b 2,745 2,750 a 9,05
CDR (g/dia) 0, 158 b 0,196 a 0,196 a 9,05
GP (kg) 1,399 b 1,772 ab 2,042 34,69
GDP (g/dia) 99,96 b 128,58 ab 146,00 a 11,83
CA 1, 709 1,676 1,415 26,74

PMI- Peso Médio Inicial; PM- Peso Médio final; CR- Consumo de Ra¢do; CDR- Consumo Diario de Racéo;
GP- Ganho de Peso; GDP- Ganho Diario de Peso; CA- Conversdo Alimentar. *Médias seguidas de letras
diferentes entre os tratamentos diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey a 5 % “CV- coeficiente
de variagdo

O tratamento controle apresentou menor consumo de racdo e menor consumo diario de
racdo (P<0,05) em relacdo aos tratamentos probidticos tanto com células viaveis como
inativadas, apresentando também menor (P<0,05) ganho de peso e ganho diario de peso em
relacdo ao tratamento probidtico com células inativadas. Ndo houve diferenca (P>0,05) para o
tratamento controle e probidtico com células vidveis e entre os tratamentos probidticos para
ganho de peso e ganho diario de peso (Tabela 04).

O menor consumo de racdo observado no tratamento controle pode estar relacionado
ao estresse naturalmente presente neste periodo e a baixa ingestdo de agua pelos animais. O
aumento observado no ganho de peso e no ganho diario de peso no tratamento probidtico com
células inativadas pode ser atribuido a melhor absorcdo dos nutrientes em associa¢do ao

equilibrio da microbiota intestinal.
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Os resultados obtidos neste trabalho (Tabela 04) contrastam com os apresentados por
Possamai (2010), que avaliou a inclusdo de probidtico composto por Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium e Bifidobacterium bifidum e prebidtico (inulina) em rac6es
para leitbes dos 21 aos 49 dias de idade, ndo observou influéncia (P>0,05) para ganho de
peso, ganho diario de peso, conversdo alimentar, consumo de ragdo e consumo diario de ragdo
entre os tratamentos e niveis de incluséo.

Em relagdo ao peso final, os resultados deste trabalho (Tabela 04) concordam com o
estudo de Ross et al. (2010), que ao fornecerem probidtico via oral a leitbes dos 35 aos 70
dias de idade, ndo observaram diferencas significativas no peso final.

Resultados contrarios aos encontrados neste trabalho (Tabela 04) foram demonstrados
por Lessard et al. (2009), ao avaliarem o uso dos probidticos Pediococcus acidilactici e
Saccharomyces cerevisiae boulardii, e ambos Pediococcus acidilactici e Saccharomyces
cerevisiae boulardii administrados durante a fase de aleitamento por via oral, trés vezes por
semana para os leitGes, e adicionados a racdo ao desmame, e Matijasic et al. (2006), com a
inclusdo de Lactobacillus gasseri K7 e Lactobacillus gasseri LF221, para leitdes dos 21 aos
42 dias de idade ndo observaram diferenca entre os tratamentos probioticos e o controle para
ganho medio diario e ganho de peso.

Da mesma maneira, Sanches et al. (2006) avaliando a inclusdo de antibidtico,
probidtico, prebidtico e simbidtico para leitdes dos 23 aos 58 dias de idade, Santos et al.
(2002) ao avaliarem Lactobacillus sp em dietas para leitdes dos 21 aos 49 dias de idade, e Rao
(2007) ao avaliar o uso de probidtico composto por Lactobacillus piantarumcase e
Lactobacillus salivaruscase em leitdes dos 21 aos 35 dias de idade, ndo observaram diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos para o ganho diario de peso, consumo diario de racdo,
conversdo alimentar.

Por outro lado, Lojanica et al. (2010), observaram gque o uso de Enterococcus faecium
mais acidificante, em leitdes a partir do desmame melhorou a conversédo alimentar, o ganho de
peso e diminuiu a taxa de mortalidade (P<0,01). Resultado semelhante para o ganho de peso
foi observado no presente trabalho (Tabela 04) onde o uso de probidtico com células
inativadas apresentou melhor resultado em relacdo ao tratamento controle. Os autores
relataram que as divergéncias entre as respostas para tratamentos com probidtico em suinos
recém desmamados podem ser atribuidas a varios fatores, incluindo variacbes na idade,
condic@es ambientais, estado de salde, e o tipo de probidtico, o que também poderia explicar
as diferengas entre os resultados encontrados no presente trabalho quando comparado a

literatura.
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Resultados positivos a suplementacdo com probidticos também foram relatados por
Giang et al. (2010), que ao avaliarem trés diferentes complexos probi6ticos, compreendendo
combinagdes de Enterococcus faecium 6H2, Lactobacillus acidophilus C3, Pediococcus
pentosaceus D7, Lactobacillus plantarum 1K8 e Lactobacillus plantarum 3K2, observaram
aumento (P <0,05) no consumo diério de racdo e ganho de peso entre o grupo controle e a
suplementacdo com probidticos; entre os diferentes complexos probiéticos ndo foi observado
diferenca significativa (P> 0,05).

Rodrigues et al. (2007), ao estudarem o uso de probidtico com células inativadas
composto por Lactobacillus acidophilus e probiético com células vidveis composto por
Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium e Bifidobacterium bifidum, em leitdes do
nascimento aos 30 dias de idade, observaram que 0s animais que receberam probiético com
células vidveis apresentaram maior (P<0,05) ganho de peso do que o grupo com celulas
inativadas e o grupo controle. Os autores ressaltaram que a melhora no ganho de peso dos
leitdes que recebereram probidticos, principalmente com células viaveis, pode ser atribuida ao
equilibrio entre a flora natural e os organismos patogénicos intestinais e também a melhor
absorcdo dos nutrientes.

Guerra et al. (2007) observaram que 0 uso de antibiotico promoveu maior ganho de
peso (P<0,01) em leitdes dos 21 aos 63 dias de idade, quando comparado ao uso dos
probidticos Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis e
Lactobacillus casei, no entanto, a suplementacdo probiotica resultou em melhor peso
corporal, ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar (P<0,01) do que o
tratamento controle. Os autores relataram que um efeito mais pronunciado da suplementacao
probidtica sobre o desempenho dos leitdes pode ser esperado em condicGes insatisfatorias de

sanidade dos animais.

3.3.2 Contagens de bactérias acidolaticas e coliformes de fezes de leitGes, na fase de

aleitamento e creche

Os valores encontrados neste experimento em relacdo ao numero de unidades
formadoras de coldnias de bactérias acidolaticas e coliformes, em leitbes aos 7, 21 e 35 dias

de idade, encontram-se na tabela 05.
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Tabela 05. Namero de unidades formadoras de coldnias (UFC/mI) de bactérias acidolaticas e
coliformes totais nas fezes de leitdes em relagcdo aos diferentes tratamentos e dias

de coleta
Tratamentos CV(%)"
Controle Ativo Inativo
Idade (dias)
Micro-organismos 7
Lactobacilos 9,26 9,45 9,76
Coliformes 7,56 8,50 7,85 4,91
21
Lactobacilos 8,78 8,44 8,62 10,39”
Coliformes 7,98 8,36 8,20
35
Lactobacilos 8,93 9,00 8,79
Coliformes 7,66 6,83 7,23

N4o houve diferenca significativa (P>0,05) "CV- coeficiente de variacdo, *- coeficiente de variacio para
lactobacilos, **- coeficiente de variagéo para coliformes

As contagens de bactérias acidolaticas e coliformes ndo foram influenciadas (P>0,05)
pelos tratamentos. Nao foi observada interacdo significativa (P>0,05) entre os diferentes dias
de coleta e os tratamentos em relacdo ao nimero de unidades formadoras de colnias de
bactérias acidolaticas e coliformes (Tabelas 05). Estes resultados estdo de acordo com 0s
apresentados por Santos et al. (2003), que ao utilizarem probidtico a base de Lactobacillus sp
administrado oralmente a leitbes do nascimento aos 49 dias de idade, ndo observaram
diferenca significativa para a concentracdo fecal de Lactobacillus, coliformes, Clostridium e
Enterococccus aos 7, 28 e 49 dias de idade.

Da mesma maneira, Correa et al. (2010) com o uso de probio6tico oral composto por
Lactobacillus reuteri e Bifidobacterium pseudolongum a leitdes, antes da ingestdo do
colostro, seis horas ap0s ingestdao do colostro, aos trés e aos dez dias de idade, ndo observaram
diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos para a colonizacdo de Lactobacillus e
Enterobacteriaceae aos sete dias de idade dos animais.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho também foram observados por
Matijasic et al. (2006), que ao avaliarem a adicdo de Lactobacillus gasseri K7 e Lactobacillus
gasseri LF221, para leitbes dos 21 aos 42 dias de idade, observaram que esta adi¢cdo ndo
afetou a contagem de coliformes e clostridios. No entanto, aos 30 dias de idade a contagem de
coliformes diminuiu (P<0,05) em todos os grupos de leitdes, além disso, observaram que a
contagem de lactobacilos nos grupos alimentados com bactérias probidticas foi maior (P
<0,05) aos 30 dias de idade.
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O mesmo comportamento observado neste trabalho (Tabela 05) foi demonstrado por
Walsh et al. (2008) avaliando a administracdo oral de probioticos composto por Lactobacillus
murinus, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus salivarius e Pediococcus pentosaceus, para
suinos dos 26 aos 54 dias de idade, Possamai (2010) com inclusdo de probidtico e inulina em
racdes para leitdes dos 35 aos 49 dias de idade, Rao (2007) ao utilizar probidtico composto
por Lactobacillus piantarumcase e Lactobacillus salivaruscase, em leitdes dos 21 aos 35 dias
de idade, ndo encontraram diferenca entre os tratamentos para a contagem de bactérias
acidolaticas e coliformes.

Da mesma maneira, Gebert et al. (2011), ao avaliarem o uso de um suplemento de
leite, e um suplemento de leite combinado com Lactobacillus brevis, observaram que os
tratamentos ndo tiveram nenhum efeito sobre a contagem de coliformes no duodeno, jejuno e
ileo dos suinos durante o periodo experimental.

Por outro lado, os resultados obtidos para contagens de bactérias acidolaticas (Tabela
05) discordam dos obtidos por Strompfova et al. (2006) ao utilizarem Enterococcus faecium
administrado via oral a leitdes durante os primeiros sete dias de idade, encontraram menor
concentracdo de Escherichia coli e maior concentracdo de Enterocccus faecium aos sete dias
de aleitamento. Comportamento semelhante ao encontrado por Shim (2005) ao avaliar o uso
via oral de probiotico Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Bacillus subtilis e
Sacharomyces cerevisae, durante a fase de pré-desmame, notou aumento da populacdo de
Bifidobacterium e Lactobacillus e diminuicdo de Escherichia coli aos 21 dias de idade.

Neste sentido, Takahashi et al. (2007) administrando oralmente Lactobacillus
plantarum, em leitdes aos 21 dias de idade, observaram que o numero de lactobacilos foi
significativamente maior aos 28 dias no grupo probidtico do que no grupo controle, no
entanto, aos 35 dias de idade ndo houve diferenca entre o grupo probiotico e o grupo controle,
tanto nas fezes como no contetddo do ceco. Os autores relataram que um aumento no nimero
de lactobacilos durante o periodo pds-desmame é fundamental para o desenvolvimento de
uma microbiota benéfica, pois os leitdes sdo mais vulneraveis a patogenicidade neste periodo.

Da mesma forma, De Angelis et al. (2007), observaram que a administracdo de uma
mistura de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus reuteri, para leitbes pds desmame durante
15 dias de tratamento, aumentou o nimero de lactobacilos nas fezes de maneira significativa
em relacdo ao controle.

Os resultados obtidos para a contagem de coliformes discordam dos apresentados por
Ross et al. (2010) que utilizaram probidtico oral em suinos aos 35 dias de idade, e observaram

que houve diminuicdo significativa aos 50 dias de idade, sobre 0 niUmero de enterobactérias
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em animais do grupo alimentado com probidticos em comparacdo ao controle, segundo os
autores a administracdo de estirpes probidticas para animais poderia atuar regulando a
presenca de bactérias Gram- negativas.

Comportamento semelhante foi demonstrado por Guerra et al. (2007), ao utilizarem
probidtico em leitbes dos 21 aos 63 dias de idade, observaram que a populacéo de coliformes
no grupo controle ao longo do tempo nédo foi significativa, enquanto nos grupos alimentados
com probidticos Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium e Lactococcus lactis e
Lactobacillus e antibiético, a contagem de coliformes diminuiu aos 63 dias (P <0,05).

A administracdo de bactérias benéficas como Lactobacillus, Enterococcus e
Bifidobacterium impede a colonizacdo de patégenos, com manutencdo do equilibrio da
microbiota intestinal. Segundo Utiyama (2004), esse mecanismo é denominado exclusao
competitiva e se aplica as bactérias lacticas, pois além de competirem por nutrientes e por
locais de ligagdo no epitélio intestinal, produzem substancias capazes de reduzir as bactérias
patogénicas, 0 que pode ter ocorrido no presente trabalho, pois a administracéo de probidticos
embora ndo tenha apresentado diferencas significativas (P>0,05) nas contagens de bactérias
acidolaticas e coliformes (Tabela 05), observou-se maior contagem de lactobacilos e menor de

coliformes nos leitdes aos 35 dias de idade.

3.4 Conclusoes

O tratamento probiodtico de células inativadas aumentou o ganho de peso e ganho
diario de peso dos leitdes dos 21 aos 35 dias de idade quando comparado ao tratamento
controle.

O uso oral de probidtico com células vidveis e inativadas ndo alterou as contagens

microbioldgicas das fezes de leitdes do nascimento aos 35 dias de idade.
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4 ADMINISTRACAO ORAL DE PROBIOTICO COM CELULAS VIAVEIS E
INATIVADAS SOBRE OS PARAMETROS SANGUINEOS EM LEITOES NA FASE
DE ALEITAMENTO E CRECHE

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo avaliar o uso oral de probidticos com células
viaveis e inativadas (“pool” de Lactobacillus sp. e Lactobacillus plantarum de origem suina),
em relacdo aos parametros sanguineos de leitGes do nascimento aos 35 dias de idade. Foram
utilizados, na fase de aleitamento, 108 leitGes, e para a fase de creche 72 leites com 21 dias
de idade, distribuidos em um delineamento experimental de blocos ao acaso, com trés
tratamentos e seis repeticoes. Os tratamentos foram: tratamento A: 1 ml de caldo MRS (de
Mann; Rogosa; Sharpe, 1960) + 1 ml de solucdo salina estéril (soro fisiolégico); tratamento
B: 1 ml de probiético (8,60 X 10’ UFC/ml de um “pool” de Lactobacillus sp e Lactobacillus
plantarum) ativadas no caldo MRS + 1 ml de solucdo salina; tratamento C: 1 ml de
probidtico contendo células inativadas no caldo MRS + 1 ml de solucdo salina. Observou-se
diferenca (P<0,05) para globulina no tratamento controle em relagdo ao tratamento probiotico
com células vidveis e células inativadas. Ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) para as variaveis proteinas sericas totais, albumina, glicose, hemoglobina,
leucocitos, hematocrito, hemacias, eosinodfilos, bastbes, segmentados, linfocitos, mondcitos,
plaquetas e para os niveis séricos de IgA entre os tratamentos. O uso oral de probidtico com
células viaveis e inativadas ndo influenciou os valores das proteinas séricas totais, albumina,
glicose, hemograma e os niveis de imunoglobulina A (IgA) enquanto o tratamento probiotico

com células viaveis e inativadas diminuiu os niveis séricos de globulina.

Palavras chave: globulina, hemograma, IgA, lactobacilos, micro-organismos, suinos



ORAL ADMINISTRATION OF PROBIOTICS WITH VIABLE CELLS IS
INACTIVATED ABOUT BLOOD PARAMETERS IN PIGLETS IN PHASE THE
LACTATING AND NURSERY

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the oral use of probiotics with viable cells and
inactivated (“pool" of Lactobacillus sp. and Lactobacillus plantarum of porcine origin) in
relation to blood parameters of pigs from birth to 35 days old. Were used lactating 108
piglets, and for the nursery phase 72 piglets with 21 days old, divided into an experimental
design of randomized blocks with three treatments and six repetitions.. The treatments were:
Treatment A: 1 ml of MRS broth (Mann; entreaties; Sharpe, 1960) + 1 ml of sterile saline
solution (saline), treatment B: 1 ml of probiotic (8.60 X 10" CFU / ml of a "pool" of
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus sp) activated in MRS broth + 1 ml of saline,
treatment C: 1 ml of inactivated probiotic containing cells in MRS broth + 1 ml of saline.
Difference was observed (P <0.05) to the globulin in the control treatment in relation to
probiotic treatment with viable cells and cells inactivated. There were no significant
differences (P>0.05) for the variables serum protein, albumin, glucose, hemoglobin,
leukocytes, hematocrit, red blood cells, eosinophils, rods, segments, lymphocytes, monocytes,
platelets and serum levels of IgA between treatments. The use of oral probiotic with viable
and inactivated cells did not influence the values of total serum protein, aloumin, glucose,
blood count and levels of immunoglobulin A (IgA) while treatment probiotic with viable and

inactivated cells diminished serum globulin.

Key words: globulin, blood cell count, IgA, lactobacilli, micro-organisms, pigs



4.1 Introducao

O desenvolvimento da suinocultura vem sendo caracterizado pela intensificacdo dos
processos de criacdo, pelo aumento nos volumes de producéo e pela busca a produtos de
qualidade e para competir de maneira participativa no mercado internacional. Entretanto, a
producdo suina precisa adaptar-se a tendéncia da ndo-utilizacdo de antimicrobianos, pois
acredita-se que 0S mesmos possam causar resisténcia bacteriana e residuos nas carnes, deste
modo, uma das alternativas utilizadas na produ¢do animal é o uso de aditivos nas dietas para
melhorar os indices zootécnicos e maximizar a producdo (COSTA et al., 2007).

Dentre estes, podem ser citados citar os probidticos, os quais sdo definidos pelo
Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (2004) como cepas especificas de varias
espécies de micro-organismos que agem como auxiliares na recomposicdo da microbiota
intestinal dos animais, diminuindo a ocorréncia de micro-organismos patogénicos ou
indesejaveis.

O uso de bactérias probidticas pode ser uma alternativa aos antimicrobianos na
melhoria da salde animal e na protecdo contra agentes infecciosos (SCHIFFRIN e BLUM,
2002). Dessa maneira, Bifidobacterium longum e outras bactérias laticas tém sido estudadas
para aumentar a quantidade total de IgA no intestino (TAKAHASHI et al., 1998; VITINI et
al., 2000). Da mesma forma, tem-se relatado a atividade imunoadjuvante do Lactobacillus
casei (Perdigon et al., 1991) e o aumento na producdo de anticorpos contra a bactéria
Escherichia coli por Lactobacillus plantarum (HERIAS et al., 1999). De acordo com Menten
(2001), alguns géneros de bactérias intestinais como Lactobacillus e Bifibobacterium estdo
diretamente relacionados com o aumento da resposta imune, producéo de anticorpos, ativacdo
de macrdéfagos, proliferacdo de células T e producdo de interferon.

A IgA secretada na mucosa entérica € o principal anticorpo do intestino, com a
capacidade de impedir a aderéncia de micro-organismos a superficie dos enterdcitos. Esta IgA
secretora se diferencia da IgA sérica por apresentar-se na configuracdo de dimeros formados
pela parte secretora para conferir resisténcia contra a proteolise na luz intestinal (MORAIS e
NETO, 2003).

O sangue é responsavel pela oxigenacdo dos tecidos, transporte de nutrientes,
horménios, anticorpos, produtos de excrecdo e pela defesa do organismo animal, sendo
composto por uma fase liquida onde dissolvem-se proteinas, acucares, sais € ions, e uma parte
solida, formada por diferentes tipos celulares, representados pelas hemacias, leucocitos e

plaquetas. A quantidade de hemécias, leucécitos e plaquetas no sangue dos animais pode ser
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alterada por diversos fatores, entre estes, idade, condigdes fisioldgica e sanitaria, ocorréncia
de desordens clinicas, condi¢des de estresse, temperatura ambiental e nutricdo (FELDMAN et
al., 2000).

Nos leites, o0 estresse provocado por ocasido do desmame estimula respostas
fisiolbégicas e metabdlicas, que podem alterar o quadro eritroleucométrico, e o padrdo
seroprotéico (HANNAS, 2003, BUDINO et al., 2004). Em resposta a essas modificacdes, na
maioria das vezes, ocorre reducdo no desempenho associado principalmente as alteracbes
bioquimicas do sistema imunoldgico, que pode estar relacionada aos nutrientes da dieta,
patdgenos e agentes fisico-ambientais (LI et al.,1990).

Dessa maneira, este trabalho teve por objetivo avaliar o uso oral de probidticos com
células viaveis e inativadas (“pool” de Lactobacillus sp. e Lactobacillus plantarum de origem
gastrointestinal de suinos), sobre os parametros sanguineos de leitdes do nascimento aos 35
dias de idade.

4.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em uma Unidade de Producdo de Leitdes com 730
matrizes, sendo a granja considerada de alto desafio sanitario, localizada em Nova Santa
Rosa, regido Oeste do Estado do Parand. As andlises laboratoriais foram realizadas no
Laboratorio de Parametros Sanguineos da Universidade Estadual do Oeste do Parana Campus
Marechal Candido Rondon/PR e no Laboratério Alvaro — Centro de Analises e Pesquisas

Clinicas — Cascavel-PR.

4.2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados, na fase de aleitamento, 108 leitGes provenientes de 18 matrizes ao
quarto parto, da linhagem Dalland. Foram utilizadas trés salas de maternidade com celas de
paricdo suspensas, dotadas de comedouro de concreto e bebedouro tipo chupeta para as
matrizes, comedouros e bebedouros chupeta especificos e escamoteadores com lampada
incandescente para os leitdes. A ventilacdo e a temperatura dentro das salas de maternidade

foram controladas através do fechamento e abertura de cortinas.
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O peso medio inicial dos leitGes foi de 1.410 gramas a partir do nascimento, sendo
distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao acaso, com trés tratamentos e
seis repeticOes. Cada unidade experimental foi representada por uma leitegada, utilizando-se
0s seis leitbes mais proximos da média da mesma, estes foram identificados atraves de
marcacdo na orelha direita. Durante o periodo experimental os leitbes receberam as mesmas
condigdes de manejo da granja.

Para a fase de creche foram utilizados 72 leitdes com 21 dias de idade, com peso
medio inicial de 5,47 Kg, distribuidos em um delineamento experimental em blocos ao acaso,
com trés tratamentos e seis repeticdes. A unidade experimental foi representada pela baia
onde foram alojados quatro animais, sendo dois machos castrados e duas fémeas. O peso
individual inicial foi adotado como critério para a escolha dos animais, o qual deveria estar o
mais proximo da media da leitegada.

Os animais foram alojados em um galpdo de alvenaria com piso de concreto e telhas
de ceramica, dotado de baias suspensas, comedouros semi-automaticos, bebedouros tipo
chupeta e piso de madeira vazado. A ventilacdo e a temperatura dentro da sala da creche
foram controladas de acordo com a observacdo do conforto térmico dos animais, atraves da
abertura e fechamento das cortinas.

Os tratamentos foram os seguintes:

Tratamento A: 1 ml de caldo MRS (de Mann; Rogosa; Sharpe, 1960) + 1 ml de
solucéo salina estéril (soro fisiologico);

Tratamento B: 1 ml de probiético (8,60 X 10’ UFC/ml de um “pool” de Lactobacillus
sp e Lactobacillus plantarum) ativadas no caldo MRS + 1 ml de solucéo salina;

Tratamento C: 1 ml de probidtico contendo células inativadas no caldo MRS + 1 ml de
solucéo salina.

Os tratamentos foram administrados via oral aos leitdes diariamente no periodo da
manha, do nascimento aos 35 dias de idade, sendo 1 ml por leitdo na fase de aleitamento
conforme descrito por Correa et al. (2010) e 2 ml na fase de creche de acordo com Pieper et
al. (2009).

4.2.2 Origem das cepas

As cepas de lactobacilos empregadas neste experimento foram isoladas das fezes de

leitdes e analisadas “in vitro” por Mangoni (2009).
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4.2.3 Liofilizacdo das cepas probioticas

As cepas selecionadas com caracteristicas probidticas (MANGONI, 2009), foram
reativadas através de trés repicagens sucessivas em caldo MRS estéril e incubadas a 37°C por
18 horas (SANTOS 2003). Posteriormente foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos,
sendo o sobrenadante descartado e o concentrado de células ressuspendido em &gua destilada
estéril, procedendo-se posteriormente uma nova centrifugacdo, sendo o sobrenadante
novamente descartado e o concentrado ressuspendido em LDR 14% (leite desnatado
reconstituido), congeladas a -20 °C e liofilizadas (Liofilizador L 101, Liobras, Sdo Carlos,
Brasil).

Foram liofilizadas 14 cepas de lactobacilos sendo que apoés a liofilizacdo as amostras
foram diluidas em agua destilada esterilizada, obtendo-se uma dilui¢do inicial de 1:10 com
sucessivas diluicBes até 107 onde realizou-se a semeadura em dgar MRS para verificacdo da
viabilidade celular.

As cepas foram avaliadas quanto a viabilidade celular durante um periodo de 30 dias e
as mais resistentes ao processo de liofilizacdo foram entdo empregadas nesta experimentacao
(Tabela 01).

Tabela 01. Viabilidade celular (UFC/ ml) de cepas de lactobacilos de origem gastrointestinal
de suinos antes e apds o processo de liofilizacdo

Cepas Antes da liofilizacédo Apos liofilizacao
1 1,14 X 10° 5,10 X 10°
2 2,49 X 10° 2,48 X 10°
3 3,05 X 10° 5,10 X 108
4 2,40 X 10° 6,58 X 10°
5 1,04 X 10° 3,20 X 10?
6 1,29 X 10° 3,10 X 10’
7 2,80 X 10° 6,70 X 10°
8 1,49 X 10° 5,30 X 10°
9 1,01 X 10° 3,30 X 10’
10 1,95 X 10° 2,00 X 10’
11 6,90 X 108 4,60 X 10°
12 1,85 X 10° 2,26 X 10*
13 1,67 X 10° 4,10 X 10°
14 6,50 X 10° 1,34 X 10°

UFC/ ml - Unidade formadora de colénia/ ml
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4.2.4 Manutencdo e preparo das culturas probioticas

Antes do preparo de cada quantidade, as cepas foram descongeladas e reativadas
através de trés repicagens sucessivas em caldo MRS estéril e incubadas a 37°C por 18 horas
(SANTOS, 2003).

O probidtico foi preparado a partir das culturas ativas, identificadas como L3, L4, L9 e
L14, sendo estas submetidas a diversos testes, de compatibilidade, de resisténcia ao acido
cloridrico, tolerancia aos sais biliares e fenol, hidrofibicidade e inibindo Escherichia coli. A
L3 e L14 foram identificadas pela Fundagdo André Tosello, Campinas-SP como
Lactobacillus plantarum; as mesmas foram inoculadas em caldo MRS estéril e incubadas a
37°C por 18 horas. (SANTOS, 2003). O probidtico foi envasado em recipientes estéreis e
resfriado a 5°C, sendo verificada a viabilidade celular através da semeadura em agar MRS
durante o periodo de sete dias.

O probiotico inativado foi preparado seguindo a mesma metodologia, porém a
inativagdo foi realizada pelo calor dmido, autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Para

confirmacdo da inativacéo realizou-se a semeadura em agar MRS.

4.2.5 Composicao das racoes

Os leitdes receberam racdo pré-desmame dos 10 aos 21 dias e pré-inicial | dos 21 aos
35 dias de idade (Tabela 02), sendo que as ragdes e a agua foram fornecidas a vontade. As
racdes foram formuladas visando atender as exigéncias nutricionais dos animais, propostas
por Rostagno et al. (2005).
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Tabela 02. Composicao centesimal das ragdes utilizadas para leitdes dos 10 aos 21 e dos 21
aos 35 dias de idade

10 aos 21 dias de idade 21 aos 35 dias de idade

Ingredientes %

Milho 54, 565 54, 538
Farelo de soja 10, 605 14, 564
Soro de leite em po 10, 107 10, 000
Leite em po 5,770 5, 890
Plasma spray dried 5, 000 4,000
Acucar 4,000 3, 000
Farinha de peixe 54% 4,000 3, 000
Fosfato bicélcico 1, 883 1, 267
Oleo/soja 1, 615 1, 550
L-lisina HCL 0, 713 0, 477
Oxido de zinco 0, 350 0, 350
Sal comum 0, 328 0, 234
Cloreto de colina (60%) 0, 200 0, 200
DL-metionina 0, 321 0, 195
L-treonina 0, 286 0, 142
Mistura vitaminica® 0, 120 0, 120
L-triptofano 0, 076 0, 045
Mistura mineral® 0, 040 0, 050
Calcario calcitico 0, 011 0, 368
Antioxidante® 0, 010 0, 010
Total 100, 000 100, 000
Composicao Calculada®

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3,325 3,324
Proteina bruta (%) 19, 997 20, 000
Lactose (%) 10, 017 10, 004
Calcio (%) 0, 888 0, 825
Sédio (%) 0, 280 0, 230
Potassio (%) 0, 596 0, 657
Cloro (%) 0, 684 0, 612
Fosforo disponivel (%) 0, 560 0, 449
Lisina digestivel (%) 1,520 1, 330
Metionina digestivel (%) 0, 623 0, 502
Met+Cis. Digestivel (%) 0, 851 0, 745
Treonina digestivel (%) 0, 958 0, 837
Triptofano digestivel (%) 0, 275 0, 253

'BHT:Butil Hidroxitolueno; “Contetido/kg:ferro 100g;cobaltolg; manganés 40g; zinco 100g; iodol,5g; e veiculo
g.s.p 1000g. *Conteddo/kg: vit.A, 10.000.00 U.1.; vit.Ds, 1.5000.000 U.1.; vit.E, 30.000 U.1.; vit.B,, 5,0 g; vit Bg,
3,0 g; vit.B;, 30.000 mcg; cido nicotinico 30.000 mcg; acido pantoténico 12.000 mcg; vit.K3 2.000 mg; acido
folico 800 mg; biotina 100 g e veiculo g.s.p 1.000g.* Valores obtidos de Rostagno et al.(2005).
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4.2.6 Parametros Sanguineos

Para 0 monitoramento do padrdo sanguineo e avaliacdo do sistema imune, foram
coletadas amostras de sangue aos 7, 21 e 35 dias de idade, provenientes de um leitdo com
peso mais préximo da média de cada unidade experimental. O sangue foi coletado de acordo
com a metodologia proposta por Corassa (2004), sendo as amostras colhidas por pungédo da
veia jugular. O sangue foi acondicionado em dois tubos: 1) contendo anticoagulante EDTA
para a determinacdo do hemograma (eritrograma e leucograma); 2) sem anticoagulante para a

determinacdo de Imunoglobulina A (IgA), proteinas totais, albumina, globulina e glicose.

4.2.6.1 Andlises de Hemograma

Imediatamente ap0s a coleta do sangue, os tubos foram levemente agitados
homogeneizando o sangue com 0 anticoagulante, e em seguida colocado em recipiente
termicamente isolado contendo gelo. As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Alvaro
— Centro de Analises e Pesquisas Clinicas — Cascavel-PR, onde determinou-se o leucograma,
leucocitos (uL), linfocitos (%), eosinofilos (%), bastdes (%), segmentados (%), monocitos
(%) e o eritrograma, hemécias (10%/), hemoglobina (g/dL), hematécrito (%),e contagem de
plaquetas (UL), pelo método da resistividade-impedancia-colorimétrica (medidas eletrénicas e

fisicas).

4.2.6.2 Andlises de Imunoglobulina A (IgA)

A determinacdo de IgA foi realizada pelo Laboratério Alvaro — Centro de Analises e

Pesquisas Clinicas — Cascavel-PR, através do método da Nefelometria.

4.2.6.3 Andlises de proteinas totais, albumina sérica, globulina e glicose

As analises de proteinas totais, albumina sérica e globulina foram realizadas no

Laboratério de Parametros Sanguineos da Universidade Estadual do Oeste do Parana Campus
Marechal Candido Rondon/PR.
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As amostras de sangue destinadas as analises de proteinas séricas totais e albumina
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, empregando-se Kits especificos para a
determinacdo. Para a analise de proteinas séricas totais (g/dL), utilizou-se método de biureto e
para a determinacdo de albumina (g/dL) utilizou-se o verde de bromocresol, com leitura das
absorbancias por meio de espectrofotometro. As amostras foram analisadas em duplicata.

Conforme descrito por Budifio et al. (2004), determinou-se a concentracdo de
globulina (g/dL) pelo resultante da subtracdo de albumina da proteina total.

A determinacdo da glicose (mg/dL) plasmatica dos leitdes foi realizada
imediatamente apds a coleta do sangue, através do kit de monitoramento de glicemia Accu-
Chek Active, marca Roche.

4.2.7 Modelo experimental utilizado

O modelo experimental usado nas analises dos parametros sanguineos foi de parcelas
subdivididas, com trés tratamentos nas parcelas. As medic6es ao longo do tempo (7, 21 e 35
dias de idade) constituiram as subparcelas, tendo as analises estatisticas dos dados realizadas

conforme o modelo:

Yik = p+ Ti+ejj+ Tt TT i + €ijk

sendo que:

Yijk: observacdo referente ao i-ésimo tratamento, na j-ésima repeticdo, no k-ésimo
tempo;

4 - média geral do experimento;

Ti: efeito do i-ésimo tratamento T;

ejj: erro experimental associado ao i-ésimo tratamento T na j-ésima repeticéo;

T'k: efeito do k-ésimo tempo T';

TTi:efeito da interacdo entre o i-eésimo tratamento T com o0 k-ésimo tempo T';

eij: erro experimental associado a ijk-ésima observacao

Os dados foram submetidos as analises estatisticas, utilizando o Statistical Analyses

System (SAS 2000) e como procedimento estatistico foi utilizado o teste de Tukey.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Parédmetros sanguineos dos leites dos tratamentos controle e probidtico com

células viaveis e inativadas

Os resultados das analises dos parametros sanguineos dos leitbes em relacdo aos
tratamentos controle, probidtico com células vidveis e inativadas, e dos diferentes dias de
coleta 7, 21 e 35 dias de idade, encontram-se na tabela 03.

Tabela 03. Valores de proteinas séricas totais, aloumina, globulina e glicose no sangue de
leitdes dos diferentes tratamentos e dias de coleta

Tratamentos Proteinas Séricas Albumina (g/dL) Globulina Glicose
Totais (g/dL) (g/dL) (mg/dL)
Controle 5,15 3,41 1,74 a 110,94
Ativo 4,79 3, 40 1,39b 113,72
Inativo 4,75 3,34 1,41b 116,05
Tempo (dias)
7 5,96 a 2,62¢ 3,33a 121,77 a
21 4,55 b 3,66b 0,88b 123,38 a
35 4,18 b 3,86a 0,3lc 95,55 b
CV(%)" 9,22 6,52 30,19 10,93

*Médias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos e os tempos diferem significativamente (P<0,05) pelo
teste de Tukey. 'CV- coeficiente de variacéo

Os valores de proteinas sericas totais e albumina sdo similares aos descritos por
Huaynate (2008) de 5,23 e 3,05 respectivamente.

A globulina, de acordo com Gonzalez e Silva (2003), é uma das principais proteinas
do sangue desempenhando diversas funcGes como a manutencdo da pressdao osmotica e
viscosidade do sangue; transportes de nutrientes, metabdlitos, horménios e produtos de
excrecdo, além da regulacdo do pH sanguineo e da participacdo na coagulacdo do sangue.
Neste trabalho observou-se maior valor de globulina (P<0,05) para o tratamento controle em
relacdo ao tratamento probidtico com ceélulas viaveis e inativadas. Segundo Nunes et al.
(2010) variacdes nos valores de globulina podem ocorrer devido a fatores fisiologicos,
estresse e infecgdes bacterianas. Neste sentido Robles (2007) cita que o uso de probioticos
diminuiu a capacidade de sintese de globulina, dessa maneira pode diminuir as infeccdes dos
leitdes no periodo apds o desmame.

Para as variaveis proteinas séricas totais, aloumina e glicose ndo foram observadas

diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos.



67

Resultados similares para proteinas séricas totais, albumina e glicose (Tabela 03)
foram demonstrados Chiquieri et al. (2007) que ao avaliarem dietas sem aditivos, com
antibiotico (Nitrovim), probiotico (Saccharomyces cerevisiae), prebidtico
(mananoligossacarideo) e probidtico + prebidtico para leitdes desmamados, ndo observaram
efeitos significativos (P>0,05). Comportamento semelhante também foi observado por
Budifio et al. (2004) ao analisarem 0 uso de antibiotico (bacitracina de zinco), probiotico
constituido de (Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis), prebidtico (frutoligossacarideo) e
simbidtico na racdo de leitdes desmamados, ndo observaram diferenca significativa entre os
tratamentos.

Da mesma forma, Huaynate (2008) avaliando dietas com e sem adi¢cdo de probidtico
para leitbes dos 21 aos 49 dias de idade, também ndo observou diferencas para proteinas
séricas totais, albumina e alfa globulina entre os tratamentos.

No entanto, Strompfova et al. (2006) utilizando Enterococcus faecium e Link et al.
(2005) utilizando Bcillus licheniformis e Bacillus subtilis via oral em leitdes observaram que
as concentracdes de proteinas totais foram significativamente maiores para o tratamento
probidtico em relacdo ao controle.

Para os diferentes dias de coleta, 7, 21 e 35 dias de idade dos leitdes foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) para todas as variaveis analisadas (Tabela 03).

Independente dos tratamentos, a proteina sérica total foi maior aos 7 dias (P<0,05) em
relacdo aos 21 e 35 dias de idade, ndo diferindo dos 21 aos 35 dias de idade (P>0,05). De
acordo com Kaneko (1989) a albumina é sintetizada pelo figado, sendo catabolizada por todos
os tecidos metabolicamente funcionais e quando a concentracdo dos aminoacidos diminui nas
células teciduais a niveis inferiores aos encontrados no plasma, os aminoacidos, adentram nas
células e sdo utilizados para sintese de proteinas essenciais dos tecidos (SWENSON, 1984). A
reducdo nos niveis de proteinas séricas totais (Tabela 03), provavelmente se deve ao baixo
consumo de racao pelo leitdo no periodo pés-desmame, acarretando assim em diminuicédo de
suas reservas protéicas. (BUDINO et al., 2004).

Para a albumina verificou-se que o menor valor (P<0,05) foi encontrado aos 7 dias de
idade com posterior aumento (P<0,05) aos 21 e 35 dias de idade. Segundo Gonzalez e
Scheffer (2002), o aumento da albumina plasmatica pode ocorrer pela desidratacdo ou pela
perda excessiva de fluidos, fato este observado neste trabalho pela desidratacdo visivel de
alguns leitdes.

A concentracdo de globulina foi maior (P<0,05) aos 7 dias diminuindo aos 21 e 35

dias de idade. As globulinas podem estar diminuidas nas imunodeficiéncias associadas a
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deficiéncias nos linfécitos B (TIZARD, 2009). O que pode ser compreedido pelo fato de que
nesta fase pos-desmame 0s animais passam por inimeras mudancas entre elas, alteragdes na
alimentacéo, troca de ambiente, mistura de leitegadas, entre outros fatores que podem afetar a
imunidade dos animais.

Huaynate (2008) encontrou para a albumina um valor maior (P<0,05) aos 21 dias de
idade em relacdo aos demais dias de coleta. Ndo observou diferenca para a proteina sérica
total em nenhum dos periodos avaliados (21, 28, 35, 42 e 49 dias de idade), tais resultados
apresentam-se contrarios aos deste trabalho (Tabela 03).

Para o periodo de lactacdo, ndo foram observadas diferencas nos niveis de glicose
(Tabela 02), comportamento semelhante foi obsevado por Strompfova et al. (2006), que ao
utilizarem Enterococcus faecium administrado via oral aos leitdes do nascimento aos 14 dias
de idade, ndo observaram diferenca significativa para os valores de glicose. Neste trabalho
observou-se decréscimo nos niveis de glicose (P<0,05) aos 35 dias de idade em relacéo aos 7
e 21 dias de idade (Tabela 03), no entanto, apresentam-se normais quando comparados com
os valores de referéncia (KANEKO,1997).

4.3.2 Valores do hemograma dos leitbes dos tratamentos controle e probidtico com

células viaveis e inativadas

Os resultados do hemograma em relacdo aos tratamentos controle, probidtico com
células viaveis e inativas e nos diferentes dias de coleta estdo apresentados na tabela 04. N&o
houve diferenca significativa (P>0,05) para as variaveis analisadas entre os tratamentos. Esses
resultados corroboram com os estudos de Budifio et al. (2004) que ao avaliarem dietas
contendo antibidtico, probiotico, prebidtico e simbidtico para leitbes dos 21 aos 35 dias de
idade ndo observaram diferencas significativas para as mesmas varidveis estudadas no
presente trabalho.

Corroborando com os resultados encontrados (Tabela 04), Chiquieri et al. (2007) ao
avaliarem dietas sem aditivos, com antibidtico (Nitrovim), probiodtico (Saccharomyces
cerevisiae), prebidtico (mananoligossacarideo) e probidtico + prebidtico para leitbes
desmamados, também ndo observaram efeitos significativos (P>0,05) para a leucometria
global, linfocitos, mondcitos e eosinéfilos.

Segundo Feldman et al. (2000) a funcdo primordial dos eosindfilos é combater

substancias téxicas e, portanto, estardo presentes em maior quantidade nos locais onde
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ocorrem reagdes antigeno anticorpo e nos pontos de penetragdo de substancias estranhas ao
organismo e, em menor quantidade, na corrente circulatoria em situaces de estresse,
reaparecendo posteriormente a estas situacdes, o que pode elucidar o menor valor observado
nos leitoes aos 21 dias de idade (Tabela 04) possivelmente devido ao estresse por ocasido do
desmame.

Rao (2007) ao utilizar probidtico composto por Lactobacillus piantarumcase e
Lactobacillus salivaruscase, em leitdes dos 21 aos 35 dias de idade, também ndo observaram
diferenca (P>0,05) nos linfécitos, neutréfilos, mondcitos, leucdcitos, glébulos vermelhos,
hematdcrito e hemoglobina entre os tratamentos.

Os resultados observados neste trabalho (Tabela 04) contrastam com o estudo de
Huaynate (2008) que ao avaliar dietas com adi¢do ou ndo de probidtico para leitdes dos 21
aos 49 dias de idade, observaram que as concentracfes de hemoglobina, hematdcrito,
plaguetas e linfocitos foram maiores nos animais do tratamento com probidtico e os valores
de leucdcitos foram maiores para os leitdes do tratamento controle em relagdo ao tratamento
probidtico.

Em relacdo aos diferentes dias de coleta (Tabela 04), observou-se aumento (P<0,05)
no valor dos leucdcitos aos 35 dias de idade. De acordo com Feldman et al. (2000) a
adrenalina liberada em resposta a agitacdo ou estresse, movimenta as células leucocitarias
marginais para a circulacao, acarretando em aumento na contagem total dos leucécitos quando
0 animal esta estressado, o que pode esclarecer o aumento dessas células apés o desmame
devido ao estresse naturalmente presente neste periodo.

A percentagem de bastdes e segmentados foi menor (P<0,05) no dia 7 comparado ao
dia 21 (Tabela 04). Um aumento (P<0,05) no nimero de hemoglobina e hematdcrito foi
observado no dia 7 em relagdo aos dias 21 e 35 dias de idade dos animais, mantendo-se
constante dos 21 aos 35 dias de idade. Essa diferenca nos niveis de hemoglobina e
hematocrito pode ser devido a deficiéncia de ferro dos leitdes, sendo que nas primeiras
semanas de vida é comum o leitdo ter anemia (KEGLEY et al., 2002), e entre as causas dessa
anemia, destacam-se, o baixo estoque de ferro do leitdo ao nascimento, os reduzidos niveis de
ferro no leite da porca e a elevada taxa de crescimento do animal (UNDERWOOD e
SUTTLE, 1999).
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Hb Le Ht He Eos Bast Seg Linf Mon Plag
(g/dL) (18] (%) (107 (%) (%) (%) (%) (%) (L)
Tratamentos
Controle 10,74 16,48 40,14 5,55 0,77 1,61 47,44 42,94 3,44 491,67
Ativo 10,45 16,03 40,98 5,37 0,66 1,33 42,94 31,22 2,55 505,94
Inativo 9,95 17,02 39,42 5,02 1,00 3,05 50,88 42,33 3,11 487,50
Tempo (dias)
7 8,72b 12,81b 31,86b 6,222a 0,61a 3,22a 55,50a 36,77a 3,66a 509,06a
21 11,27a 11,52b 46,17a 5,716b 0,55a 0,55b 37,44b 36,00a 3,22a 487,78a
35 11,14a 25,20a 42,51a 4,022c 1,27a 2,22ab 48,33ab 43,72a 2,22a 488,28a
cV* 6,47 25,09 14,25 6,95 29,35 35,81 36,40 42,43 25,68 35,28

Hb- hemoglobina, Le- leucécito, Ht- hematdcrito, He- hemacias, Eos- eosinéfilos, Bast- bastdes, Linf- linfacitos, Mon- mondcitos, Plag- plaquetas. *Médias seguidas de
letras diferentes entre os tempos diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tukey. *CV- coeficiente de variacéo
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Os valores de hemécias diminuiram (P<0,05) ao longo dos dias (Tabela 04). O
declinio nos valores das hemacias na primeira semana de vida esta relacionado a rapida
expansdo do volume plasmatico induzida pelo consumo do colostro, destruicdo de eritrocitos
fetais e fornecimento insuficiente de ferro para a sintese de hemoglobina (JAIN, 1993).

Segundo Macari e Luquetti (2002) nas situagdes de estresse a que os leitbes séo
submetidos, sobretudo na fase de creche, ocorre liberagdo do horménio corticotrofico (ACTH)
que determina a reducdo da quantidade de linfécitos circulantes. Corroborando Huaynate
(2008) cita que os linfocitos tém papel fisiol6gico de extrema importancia na imunidade do
animal, por produzirem anticorpos, principalmente imunoglobulina G, no entanto, no presente
trabalho ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) nos diferentes dias de coleta
para eosinofilos, linfocitos e mondcitos (Tabela 04).

Neste sentido, Carlos et al. (2003) reportaram que a ingestao de bactérias lacticas pode
aumentar a resisténcia a infeccdes por micro-organismos patogénicos devido ao aumento
aparente na ativacdo de macrofagos e linfocitos, producdo de anticorpos e resposta
proliferativa no baco e em placas de Peyer.

Huaynate (2008) observou que os valores de eosindfilos e plaguetas diminuiram aos
28, 35, 42 e 49 dias em comparacdo aos 21 dias de idade; ja os valores de linfécitos foram
mantidos constantes aos 21 e 28 dias de idade, porém, reduziram aos 35 dias de idade
atingindo valores maximos aos 49 dias de idade. Observou também que os valores de
hemaécias, leucdcitos, hemoglobina e hematodcrito aumentaram aos 28 dias de idade, resultados
estes contrarios ao encontrados no presente trabalho, com excecdo dos resultados para
leucocitos que também aumentaram (P<0,05) aos 35 dias de idade (Tabela 04).

Strompfova et al. (2006) ao utilizarem Enterococcus faecium administrado via oral aos
leitdes durante os primeiros sete dias de idade, observaram que os valores de hemoglobina e
leucocitos foram maiores aos 14 dias de idade em leitGes do tratamento probidtico, os valores
de hematdcrito foram maiores aos 7 e 14 dias de idade no tratamento com probidtico.

Corroborando com o presente trabalho, Link et al. (2005) ao avaliarem probidtico oral
composto por Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis em leitdes do nascimento aos 35 dias
de idade, ndo observaram diferencas significativas para leucocitos entre os tratamentos. No
entanto os autores relataram diferencas (P<0,05) para a hemoglobina, sendo maior aos 28 dias
de idade para o tratamento probiotico, e observaram também que o nUmero de hematdcrito no
grupo probidtico aumentou gradualmente até o final do experimento sendo observadas

diferencas entre os tratamentos aos 28 e 35 dias de idade.
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As diferencas observadas em algumas varidveis (Tabela 04) nos diferentes dias de
coleta ocorrem de acordo com Hannas (2003) possivelmente devido ao estresse provocado
pelo desmame, pela auséncia materna, hierarquia social, mudanga da dieta, instalacfes e

reducdo no consumo de alimento.

4.3.3 Valores séricos de imunoglobulina A (IgA) dos leitdes

De acordo com Rodrigues (2002) quando séo adicionados probidticos a dieta, espera-
se que os mesmos funcionem como antigenos, os quais devem estimular a produgdo de IgA.
No entanto, no presente trabalho ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para
0s niveis séricos de IgA nos tratamentos controle, probidtico com células viaveis e inativadas
(Tabela 05).

Tabela 05. Niveis séricos de IgA nos leites em funcéo dos tratamentos e dos diferentes dias

de coleta
Tratamentos IgA (mg/dL)
Controle 27,79
Ativo 26,08
Inativo 28,49
Tempo (dias)
7 37,94a
21 41,62b
35 2,79¢
cv'’ 15,94

*Médias seguidas de letras diferentes entre os tratamentos e os tempos diferem significativamente (P<0,05) pelo
teste de Tukey. 'CV- coeficiente de variacio

Em relacdo aos diferentes dias de coleta (Tabela 05), observou-se que os niveis de IgA
aumentaram dos 7 aos 21 dias. Esse aumento nos niveis de IgA dos 7 aos 21 dias de idade
pode estar relacionado ao fato da IgA ser a imunoglobulina mais resistente a degradacéo
intestinal, tornando-se atuante a partir do 3° dia de lactacdo e persistindo até o fim desta
(PINHEIRO, 2005). A diminuicdo nos niveis séricos de IgA dos 21 aos 35 dias de idade esta
de acordo com o citado por Almeida (2007) que verificou que o desmame gera diminuicdo na
producdo de imunoglobulinas, possivelmente em virtude do estresse associado a esse periodo.

Rodrigues et al. (2007), ao avaliarem o uso de probidtico contendo células inativadas

composto por Lactobacillus acidophilus e probiético com células viaveis composto por
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Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium e Bifidobacterium bifidum, em leitdes do
nascimento aos 30 dias de idade, observaram que o nivel sérico de IgA foi maior no grupo
probidtico com células viavies (P<0,05) do que no tratamento controle e probidtico com
células inativadas, sendo que entre esses ultimos ndo houve diferenga.

Segundo Tizard (1992), os probidticos viaveis sdo transferidos a partir de células
duodenais M para os linfocitos intra-epiteliais, agindo assim como antigenos que estimulam
os plasmocitos para secretar IgA. Esta producdo de IgA gera uma reacdo nos linfonodos
mesentéricos aumentando o nimero de células que expressam IgA. Embora ndo tenha sido
observado efeito significativo, os niveis de IgA foram mais elevados no tratamento probidtico
com células inativadas (Tabela 05). Dessa maneira, as células inativadas podem ter agido
como antigenos estimulando a sintese de IgA nos tecidos linfaticos do intestino. Este efeito é
benéfico, porque o aumento de IgA no intestino evita a infeccéo local e absorcao de alergenos
(HE et al., 2005).

A expansdo dos precursores das células plasmaticas de IgA nas placas de Peyer é
causada pela estimulagdo antigénica que chega ao intestino, essas células podem vir do
plasma normal, da microbiota intestinal patoldgica, ou a partir de alimentos (CAHILL et al.,
1976, AHLSTEDT et al., 1977, HUSBAND e GOWANS, 1978). Portanto, a ingestdo do
antigeno é extremamente importante para manter a resposta do sistema imune da mucosa. A
ingestdo do antigeno pode induzir a sintese de IgA em locais diferentes ou a tolerancia
sistémica (CHALLACOMBE e TOMASI, 1980; KAGNOFF, 1982). O lipopolissacarideo da
parede celular das bactérias Gram-negativas da microbiota normal desempenha um papel
importante nos mecanismos de tolerancia, porque eles podem estar envolvidos na maturagédo
dos precursores de células T que atuam como supressores no trato gastrointestinal (KI'YONO
et al., 1982).

Kamimura et al. (2006) ao avaliarem o0 uso de prebidtico, antimicrobiano (sulfato de
colistina) ou associacdo de ambos na racdo de leitdes dos 21 aos 63 dias de idade, ndo
observaram diferencas (P>0,05) nos niveis séricos de IgA aos 21 e 35 dias de idade entre 0s
tratamentos, no entanto, aos 63 dias de idade os niveis séricos de IgA dos leitbes do
tratamento antimicrobiano + prebi6tico foram superiores (P<0,05) ao tratamento com
antimicrobiano. Os autores relataram que este aumento possa estar relacionado ao fato que a
associacdo com o prebiotico estimule a populacdo de bactérias produtoras de &acido lactico,
que intensificam a atividade de macréfagos e linfécitos (SISSONS, 1989). Este efeito sobre a

estimulacdo da populacdo de bactérias produtoras de acido latico pode ter ocorrido no



74

presente trabalho (Tabela 05), embora néo significativo o tratamento inativado apresentou um
aumento de IgA em relagdo aos demais tratamentos.

Os resultados de IgA (Tabela 05) sdo condizentes com os de Scharek et al. (2005) que
ao avaliarem a influéncia de probidtico composto por Enterococcus faecium em matrizes
administrado desde a gestacdo e na racdo dos leitGes até os 56 dias de idade dos leitGes, ndo
observaram diferencas significativas nos niveis de IgA fecal entre o tratamento com
probidtico e controle. Da mesma maneira, Broom et al. (2006) avaliando dois niveis de
suplementacdo de 6xido de zinco e dois niveis de Enterococcus faecium na racdo de leitGes
desmamados, ndo observaram diferenca nos niveis de IgA intestinal nos leitdes aos 28 dias de
idade entre os tratamentos.

A diminuicdo nos niveis de IgA ap6s o desmame (Tabela 05) foram também
demonstrados por Lessard et al. (2009) que ao avaliarem a administragdo dos probioticos
Pediococcus acidilactici e Saccharomyces cerevisiae boulardii, ou ambos durante a lactacéo
por via oral, trés vezes por semana para os leitdes, e adicionados a racdo ao desmame,
observaram que houve uma reducdo no nos niveis de IgA no ileo em todos os grupos apds o
desmame.

Link et al. (2005) avaliando probidtico oral composto por Bacillus licheniformis e
Bacillus subtilis em leitdes do nascimento aos 35 dias de idade, observaram que os niveis de
imunoglobulinas séricas totais nos leitdes do tratamento controle foram menores em relacéo
ao tratamento probidtico aos 7 dias de idade. Os autores relataram que a concentracdo de
imunoglobulinas séricas totais no sangue dos leitbes é influenciada principalmente pela
absorcdo de colostro e, consequentemente, pelas imunoglobulinas do colostro, dessa maneira
0 consumo dos leitdes nessa fase tém um papel importante, e que pode ser melhorado pela
ingestao de bactérias probidticas.

De acordo com Bailey et al. (2001) o estado imunoldgico é determinado por um
complexo conjunto de interacdes, envolvendo ndo s6 o sistema imunoldgico, mas também as
funcoes e atividades celulares e os desafios microbiol6gicas com que sdo confrontados, dessa
maneira mais estudos sdo necessarios para elucidar as interagdes dos probidticos no equilibrio

do sistema imune, sendo este diretamente relacionado ao desempenho animal.
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4.4 Conclusodes

O uso oral de probi6tico com células viaveis e inativadas ndo influenciou os valores

das proteinas séricas totais, aloumina, glicose, hemograma e os niveis de imunoglobulina A

(1gA).
A administracdo de probiotico com células viadveis e inativadas diminuiu os niveis

séricos de globulina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Dentro das condigdes estudadas a administracdo oral de probidtico, principalmente
com celulas inativadas melhorou o desempenho de leitdes do nascimento aos 35 dias de idade.

A auséncia de resultados para as contagens microbiolégicas, valores do hemograma,
niveis sericos de IgA, no quadro seroprotéico e nos niveis de gliocose dos leitdes nas fases de
lactacdo e de creche sugerem a necessidade de mais estudos com o intuito de elucidar os
fatores que podem interferir na resposta aos probidticos.



