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ABSTRACT. MaiaM.A., Roier C.R., Reis T.P, Botteon R.C.C.M., de Souza M.M. &
Botteon PT.L. [Effect of virginiamycin on colonic microbiota of the equines in
carboidrates overload]. Efeito davirginiamicinasobre amicrobiotacol 6nicade equinos
submetidos a sobrecarga experimental por carboidratos. Revista Brasileira de Medicina
\eterinaria, 32(4):229-233, 2010. Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinéria,
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR-465 km 07,
Seropédica, 23890-000, RJ, Brasil. E-mail: pbotteon@uifrrj.br

Theaim of thiswork wasto eval uate the changes of aerobic microbiotain the colon of
horses subjected to carbohydrate overload (CO) and to verify the effect of virginiamycin
administered at differents times on the colonic microbiota. Were used four colostomized
horses in a randomized 4x4 cross over design. The animals were subjected to CO and
treated with differents doses of virginiamycin (V), in according to thetreatmentsof V: C
(control) = 0 mg, VO=5mg V at zero hours after CO (ACO); V12V =5mg at 12 hours
ACO; V0-12=5mgof V at zero hoursACO and 5mg of V at 12 hoursACO. Theinitia
microbiota was related Gram positive / Gram-negative bacteria of the order of 53% and
46% respectively. Was isolated the gram-negatives bacteria: Escherichia coli, Klebsiella
pneumonae, Serratia rubideae, Shigella sonnei, Enterobacter aerogines, E. agglo-
merans, E. sakazakii. And the gram-positive bacteria: Bacillus sp., Corynebacterium
sp., Pseudomonas sp., Listeria sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp., and Levedures.
The administration of virginiamycin simultaneously to CO inhibited the growth of gram-
positive bacteria, but does not prevent the reduction of pH and death of Gram-negative
bacteria. Virginiamycin 12 hoursA CO reduced the population of gram-positiveand promoted
anincreasein pH. We conclude that administration of virginiamycin simultaneously with
carbohydrate overload or 12 hourslather may be beneficial for control of the population of
gram-positive bacteria, producing lactic acid.
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RESUMO. Comoobjetivodeavaiar asateragbesda  davirginiamicinaadministradaem diferentesmomentos

microbiota aerébiano colo de equinos submetidosa  sobre amicrobiotacoldnica, foram utilizados quatro
sobrecargapor carboidratos (SC) everificar o efeito  equinos colostomizados em um delineamento “cross
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over” 4x4. Osanimaisforam submetidosa SC etrata-
doscom diferentesdosesdevirginiamicina(V), deacor-
do com ostratamentos C =0mgdeV; VO=5mg deV
na hora zero apés SC; V12= 5mg de V na hora 12
apo6s SC; V0-12=5mg de V nahora zero ap6s SC e
5mgdeV nahoral2 gpds SC. A microbiotainicia apre-
sentou rel acéo Gram-positivas/ Gram-negativasdaor-
dem de 53% e 46%, respectivamente. Foram isoladas
as gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella
pneumonae, Serratia rubideae, Shigella sonnei,
Enterobacter aerogines, Enterobacter agglomerans,
Enterobacter sakazakii. E asgram-positivasBacillus
sp, Corynebacterium sp., Pseudomonas sp., Listeria
sp., Streptococcus sp., Staphilococcus sp. e Leve-
duras. A adminigtracéo devirginiamicinas multaneamen-
teas SCinibiu o crescimento de bactériasgram-positi-
vas, mas ndo impediu areducdo do pH e amorte de
bactériasgram-negativas. Virginiamicinal2 horasapGs
aSC reduziu apopul acéo de bactériasgram-positivase
promoveu elevacdo do pH. Conclui-sequeaadminis-
trac8o de virginiamicinas multaneamente com asobre-
cargapor carboidratos ou 12 horas apés, pode ser be-
néfica, pel o controle dapopul agdo de bactériasgram-
positivas, produtorasde écido | &tico.
PALAVRAS-CHAVE. Equinos, virginiamicina, populagéo
bacteriana, acidose intestinal.

INTRODUGAO

O processo evol utivo do eguiino permitiuaesteanimal
obter nutrientesapartir deforragens. Seusistemadiges-
tivo possui adaptacBesquelhe permite, em conjunto com
amicrobiotainterna, o aproveitamento deaimentosrela
tivamente pobres. Carboidratos sollveis, proteinas e
lipideos, em gerd sdo digeridosnaporcéo pré-cecd, pre-
dominantemente enzimética. Na por¢do pos-ileal,
carboidratose proteinasndo digeridosnaprimeiraetapa
e a fracdo fibrosa da dieta sofrem entdo digestéo
microbiana, deondeosequinosobtémamaioriadassuas
necessi dades de energiadaabsorcao de acidos graxos
voléteis (AGV), principal mente acetato, propionato e
butirato, produzidosapartir dafermentacdo microbiana
no intestino grosso (Goodson et a. 1988). EstesAGV
tém um papd particularmenteimportante nasalideena
homeostase do hospedeiro. Acetato constitui umafonte
deenergiaparamuitostecidos, incluindo o coracdo, o
tecido muscular, e o cérebro; propionato € o principal
precursor paraagliconeogénese, ebutirato forneceuma
fonte de energia para colonécitos, podendo atuar na
regulacéo ediferenciacéo do epitdiointesting (Julliand et
al. 2001). O aumento na quantidade de carboidratos
solveisnadietapode ultrgpassar acapacidade digestiva

daporcdo enzimética, disponibilizando carboidratos so-
|Uveisparaadigestdo microbiana, 0 quepromoveadtera:
¢cBesnamicrobiotaceca ecol6nica, com el evadaprodu-
¢d0 de AGV e, sobretudo lactato (Garner et a. 1977,
1978, Mooreet d. 1979), o quelevaaumasignificativa
diminuicdo do pH cecd, havendo proliferacdo debacté-
rias produtorasde &cidol&tico e mortede bactériascelu-
loliticas. O acimul o de &cido l&tico duranteafermenta
¢a0 pode ser controlado com o uso de antibiéticosque
tenham atividade sobre bactérias Gram-positivas, como
Streptococcus bovis e Lactobacillus sp., que séo os
principaisresponsaveis peaproducdo deécidoléticoe
pelaguedado pH cecal (Al Jassm & Andrews 2009,
Pallitt & Visser 2010). A virginiamicinateveseu efeito
decontroledo acimulo de&cidol&tico, comprovadoem
estudos com ovel hase eqliinos, como profil&tico (Rowe,
eta. 1994). O objetivo desteestudofoi avaiar asdtera
¢Besdamicrobiotaaerdbiano colo de equinos submeti-
dosasobrecargapor carboidratose verificar o efeito da
virginiamicinaadministradaem diferentesmomentosso-
breamicrobiotacol 6nica, em animaissubmetidosaso-
brecargaexperimental por carboidratos.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedi mentos experimentai s aplicados
neste trabal ho seguiram os principios éticos naexperi-
mentacdo animal recomendados pelo Cobea (2009).

Foram utilizados quatro equiinosadultos, provenien-
tesdo Curral deApreensdo daUFRRJ. Essesanimais
foram submetidosaumaavaiacao clinicacompleta, sen-
doincluidosno estudo somente animaishigidos. Osani-
maisforam alimentados com dietacomposta por feno
de capim Coast cross e concentrado, na proporgao
volumoso: concentrado de 70:30.

Aposavaiacao clinicaosanimaisforam submetidos
acirurgiade colostomia, no colo ventra direito, segun-
do atécnicade Lopeset a. (2010) modificada®, com
introducéo decanulasdesilicone. Apésacirurgia, fo-
ram mantidos em baiasindividuais de 4x4m, com piso
concretado providas de bebedouro e comedouro até
gue estivessem recuperadosdacirurgiae adaptados as
canulas, recebendo amesmadietaof erecidano perio-
do pré-operatério. Paraevitar 0 estresse provocado
pel o confinamento osanimaisforam exercitadosao pas-
so, diariamente, conduzidos pel o cabresto.

Paraverificar asalteracbes damicrobiotafrentea
sobrecarga por carboidratos e o efeito do tratamento

> Dados nado publicados (Marco A.F. Lopes, MV, MS, PhD,
Department of Large Animal Medicine, College of Veterinary
Medicine, the University of Georgia, 501 D W Brooks Drive, Athens,
GA 30602.)
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comvirginiamicina, foram utilizadosquatro tratamentos,
onde, parapromogao da sobrecargapor carboidratos,
todosreceberam aadministracdo deamido demilhona
proporc¢ao de 17,69 por quilogramade peso vivo atra-
vés de sondanasogastrica(Garner et al. 1975, Garner
etal. 1977, Krouger et a. 1986, Weisset a. 1994). A
virginiamicinafoi administradanadose de5 mg/kg de
peso vivo conforme adescricéo aseguir,

Tratamento controle (C) = amido de milho

Tratamento (VV0) = amido de milho + virginiamicinano momento
dasobrecarga

Tratamento (V12) = amido de milho + virginiamicina 12 horas
apods a sobrecarga

Tratamento (V0-12)=amido de milho + virginiamicinano momento
dasobrecargae 12 horas apos a sobrecarga.

O protocol o experimental constou de quatro perio-
dosdetrintadiasem que ostrésprimeirosdiasforam
paraadministracéo de amido evirginiamicinae coleta
de contetido col 6nico e 0s 27 dias subsequientes desti-
nados arecuperacdo e readaptacdo adietabasicainici-
al, num delineamento cross-over 4x4 em que aordem
dostratamentosfoi distribuidaal eatoriamente.

Amostras de aproximadamente 100 mL do contelido
colénico foram colhidas através dafistulaem oito mo-
mentos. imediatamente antesdainducéo de sobrecarga
(hora0) e apds 12, 24, 36, 48 horas. Imediatamente
aposacolheitafoi determinado o pH de cadaamostra
atravésde um potencidmetro®. Aliquotasdel mL foram
semeadas diretamente em Agar sangue carneiro 5% e
submetidasadiluigdesdecimaisem solucdo sdinaestéril
e pogteriormente semeadasem duplicataem PCA (Plate
Count Agar) eincubadasa37 + 2°C por 48 horas.

Dasamostrasinocul adasem Agar sangue, aposin-
cubacdo procedeu-se a avaliacdo das caracteristicas
morfol 6gicasdascol Gniaseindculosindividuaisforam
semeadosem meios seletivosediferenciais, paraob-
servagdo dos aspectos fenotipicos caracteristicosdos
géneros(Koneman et a. 2008).

Osmicrorganismosisoladosforaminicid menteestu-
dados morfol ogicamente pelo método de Gram e repi-
cados em caldo cérebro coracdo (BHI), incubadas a
37°C por 48 horas quando ent&o foram realizadas as
provas taxondmicas paraidentificacdo dosgénerose
espécies segundo Krieg & Holt (1984). Amostras se-
meadas em PCA foram incubadas por 48 horasforam
utilizadas paracontagem do nimero total de UFC.

Paraandlise estatistica, osdadosde contagem UFC/
ml foram submetidos atransformacao logaritmica, po-
rem n&o se obteve anormalizacéo dos dados, sendo,

¢ PH 300 — Bio Sear®

ent&o, andlisados atravésdo método de K ruska-Wallis,
aum nivel de5% designificancia. Osvaloresde pH
foram avaliadospeloteste ANOVA, seguidos pelo tes-
te Tukey a5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A microbiotaisoladadosanimaisantesdasobrecarga
esemainfluénciadaVirginiamicinagpresentouumarea
¢ao entre bactérias Gram-positivase Gram-negativasda
ordem de 53% e 46%, respectivamente. Dentre asbac-
tériasisoladas, destacaram-se as Gram-negativasEsche-
richia coli, Klebsiella pneumonae, Serratia rubideae,
Shigella sonnei, Enterobacter aerogines, E. agglome-
rans, E. sakazakii e asbactérias Gram-positivas Baci-
llus sp., Corynebacterium sp., Pseudomonas sp.,
Listeria sp., Streptococcus sp., Staphilococcus sp. e
Leveduras. O nimero de unidadesformadorasde col6-
nia(UFC) médiafoi de1,2x 107 UFC/ml. A dietabéasi-
ca, quejacontemplavaasuplementacéo com concentra
dos (30%), pode explicar o predominio de bactérias
Gram-positivachservadanestetraba ho. Segundo Julliand
eta. (2001), dteragdesnamicrobiotadointestino gros-
S0, decorrentes daingestéo de gréos, podem ser obser-
vadasapartir de 10 al4 diasdaadministracéo dadieta
€0 numero de bactérias presentes no ceco eno célon,
guesintetizam lactato, como Lactobacillus sp. e Strep-
tococcus sp. aumenta, enquanto o numero de bactérias
celuloliticasdiminui . Mesmo com ofertade 2,3g/kg de
peso corporal/refeicdo, inferior a dose de 4g/kg peso
corporal/refei ¢do, estabel ecidacomo preventivacontra
distarbiosdigestivos (Potter et al. 1992). Existem evi-
déncias que mostram que pouco maisde 50% do amido
ésujeito adigestéo pré-cecal. Destaforma, ndo gpenaso
processamento, masaquantidadedeamidoingeridoin-
fluenciadiretamente nadigest&o. Como o equino apre-
senta apenas 10% da secrecdo de amilase pancredtica
apresentada por um suino, grandes quantidades deami-
do podem passar pelo | D sem serem gproveitadas, che-
gando assm apintestino grosso (Pagan 1998).

Houveum significativo (p<0,05) aumento no nime-
ro de UFC/ml daordem de 107 para10° entre 12 e 36
horas apdsaadministracao do carboidrato e, 48 horas
apos, observou-se um reducdo paraniveissemel hantes
acontagem de UFC/ml verificadasnoinicio do trata-
mento (Figural). Este crescimento foi acompanhado
de umamodificacdo narelagéo entre as bactériasque
compunham amicrobiotacol nicadestesanimais. Lac-
tobacillus sp. eListéria sp., seguidasde Staphilococ-
cus e por ultimo Streptococcus sp. foram as que apre-
sentaram maior crescimento, enquanto as espéciesde
enterobacteriaceastiveram decréscimo napopul acao.
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Figura 1. Variacdo do pH do contetdo coldnico de equinos nos
intervalos zero, 12, 24, 36 e 48 horas ap6s a indugéo da
sobrecarga por amido (ISA) de acordo com o tratamento:
Controle (C); 5g/100kg PV de Virginiamicina no momento da
ISA (VO0); 59/100kg PV de Virginiamicina 12h ap6s ISA (V12);
5g/100kg PV de Virginiamicina Oh e 12h apds ISA (V0-12).

A dindmicapopul aciona observadano grupo controle,
ésemelhanteadescricéo feitapor Garner et al. (1978),
em procedimento experimenta idéntico ao utilizado neste
trabalho. Osautoresrel atam ainda, que Streptococcus
Sp. apresentava populacdo em valores similares aos
observados nos pré-tratamentos. Em trabal ho recente,
Milinovich et al. (2007) monitoraram as alteragdesda
microbiotacecal deequinos, utilizando hibridizagdo flu-
orescenteingtu (FISH). Laminitefoi induzidaemto-
dososcaval osapésaadministracéo oral deoligofrutose
em doserelativamente elevada (10 g/ kg de peso cor-
poral). A popul acéo de bactérias Gram-positivas pas-
sou de menos de 20% no momento daadministragéo a
maisde 70% entre 4 e 8 horas apoés aadministracéo de
oligofrutose (AOP) e permaneceram em niveiseleva-
dos até 32 horasAOP.

Dasamostras obtidas apartir dosanimaisdo trata-
mento V O deste estudo, observou-se um decréscimo do
numero de UFC/ml 12 horasagposainducéo, atingindo o
menor nimero 24 horasapésainducéo e, retornando a
va oressemd hantesaosobservadosinicid mentedahora
12, as36 e48 horas, aposainducéo. Alémdadiminui-
¢ao dapopulacdo total debactériasentre 12 e 24 horas
apbsainducdo, verificou-se que estadiminuicdo deveu-
se principalmente areducao das espéci es de enterobac-
teriaceas, enquanto bactérias Gram positivas, como
Listeria sp., Staphilococcus sp., e Lactobacillus sp.
mantiveram as popul agbespraticamenteestévels, diferin-
do do observado no tratamento controle. Nostratamen-
tosemqueavirginiamcinafoi administradajuntamente
como carboidrato (V0eV0-12), houveacidificacdo do
contelido intestinal, porém em menor intensidade. O me-
nor valor de pH observado nesses tratamentosfoi 5,8
(Figura2). Osdadospermiteminferir queavirginiamici-
naminimizou osefeitosdo crescimento debactériasGram

Log UFC/ml
12,0 ~

10,0

8,0 ¢
6,0 /12

—p=0-12
a,0 2 o

2,0

0,0 T T T T 1 Tempo
0 12 24 36 48 em Horas

Figura 2. Logaritmo do numero de unidades formadoras de
colénia por ml (UFC/ml) do conteudo colénico de equinos
nos intervalos zero, 12, 24, 36 e 48 horas, apos a inducéo da
sobrecarga por amido (ISA) de acordo com o tratamento:
Controle (C); 5g/100kg PV de Virginiamicina no momento da
ISA (VO0); 59/100kg PV de Virginiamicina 12h apos ISA (V12);
5g/100kg PV de Virginiamicina Oh e 12h apods ISA (V0-12).

positivas, com reducdo daproducdo de &cidolatico, mas

ndo impediu amorte de bactérias Gram negativas. Se-

gundo Hoffman (2009), vaoresde pH menoresque 6,0

aumentam o risco de endotoxemia, poissdo indicativos

deacidose subclinicae hapossibilidade de haver lesdo
namucosaintesting permitindo apassagem deendotoxi-
nasdo lUmen paraacircul acéo.

Paraostratamentos que ndo receberamvirginiamici-
nano momento dainducgdo, o grupo V12, asemelhanca
do que ocorreu com o grupo C, apresentou um aumen-
to do nimero de UFC/ml até 12 horas apésaadminis-
tracdo do amido, 3,5x 109. A partir deste momento,
com aadministracdo daVirginiamicina, houveumain-
versdo destatendéncia, observando-se contagem total
de UFC/ml da ordem de 3,5 x 104 as 24 horas. Na
Figural, observa-se o valor do logaritmo nabase 10
(log10=4,8), enovo crescimento chegando a8 x 107
UFC/ml (log10 = 7,2) 36 horas ap6s aadministracao
deamido. Observa-senestetratamento queo efeito do
antibitico ndo semanifestapor maisde 12 horas. Quan-
to as espéciesde bactériasisoladas, ndo foram identifi-
cadas bactérias Gram negativas, as 12 e 24 horas apds
ainducdo dasobrecarga, identificando-se espéciesde
enterobactérias, somente apartir de 36 horas. Dentre
asGram-positivas, houve aumento de Lactobacillus p.,
Listeria sp., Staphilococcus sp. e Streptococcus sp.
até12 horas, ediminuicdo deStaphilococcus sp. eStrep-
tococcus sp., houve manutencdo da populagéo de
Listeria sp., e Lactobacillus sp. ndo foi isolado apar-
tir de 24 horasdainducdo. Estesdadosnos permitem
concluir queaVirginiamicinafoi efetivaeminibir o cres-
cimento de Staphilococcus sp., Streptococcus sp e
Lactobacillus sp. Osvaloresde pH nestestratamen-
tos declinaram namedidaem que apopulacdo de bac-
térias Gram-positivas aumentou, observando-se maior
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acidificacéo, com pH entre 5,1 as 12 horas no trata-
mento V12 e 5,4 no grupo controle (C).

No ultimo tratamento, V0-12, houveum ligeiro au-
mento do nimero de UFC/ml entre ainducdo dasobre-
cargae 12 horas, variando de 1,2 x 106 para4,5 x 106;
isto sedeu principal mente pel o crescimento de L evedu-
ras, Staphylococcus sp., Streptococcus spp. e Lacto-
bacillus spp., a0 mesmo tempo em que houve umadimi-
nui ¢&o dapopul acdo de bactérias Gram negativas. A partir
dasegundadosedeVirginiamicina, as 12 h, houvedimi-
Nnui 8o devéariosgruposde bactérias, sendoisolados gpe-
nasBacillus ., entre os Gram negativos, eListeria .,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. entre as Gram
positivas. Bactérias Gram positivasresponsaveispela
producdo de &cido | ati co resultantes da sobrecarga por
carboidratos S50 sensiveisaumagamade antibidticos. A
inducéo delaminite apds asobrecargapor carboidrato
n&o ocorrerase o crescimento bacteriano for controlado
(Milinovichetd. 2010). Virginiamicina, quando adminis-
tradanadose de 5g/K g de peso viso, quatro diasantes
dasobrecargapor carboidratosimpediu aocorrénciade
laminiteeproducdo de écido D-1&tico em todos oscasos
(Pollitt 1996). Segundo Rowe (1995), aadministracéo
devirginiamicina, 6 a8 horas apdsasobrecargaou ad-
ministragdo de carboidrato, ndo impede aocorrénciade
laminite, recomendando seu uso gpenascomo profilético.
Nesteestudo verificou-sequeousodavirginiamicinapode
ser benéfico, mesmo apds a ocorrénciada sobrecarga
por carboidratos, umavez que houve menor variagdo do
pH e da popul acéo de bactérias Gram-positivas aposa
administracéo davirginiamicinaemtodosostratamentos.
Esses dados apontam paraapossibilidade de utilizacéo
davirginiamicina, naprevencao dosefeitosde etériosda
sobrecarga por carboidratos, apos aingestéo, fato que
contribui paraapraticaclinica, viso queemmuitassitua
cOes ndo é possivel prever a ingestdo excessiva de
carboidratos.

CONCLUSAO

Atravésdestesresultados, conclui-sequeaadminis-
tracdo deVirginiamicinas multaneamente com asobre-
carga por carboidratos ou doze horas apos pode ser
benéfica, parao controle dapopulacdo de bactérias
gram-positivas, produtoras de &cido 1 tico.
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