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RESUMO. Com o objetivo de avaliar as alterações da
microbiota aeróbia no colo de equinos submetidos à
sobrecarga por carboidratos (SC) e verificar o efeito
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The aim of this work was to evaluate the changes of aerobic microbiota in 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 the treatments of V:  C
(control) = 0 mg, V0=5 mg V at zero hours after CO (ACO); V12 V = 5mg at 12 hours
ACO; V0-12 = 5mg of V at  zero hours ACO and 5mg of V at 12 hours ACO. The initial
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 hours ACO reduced the population of gram-positive and promoted
an increase in pH. We conclude that administration of virginiamycin simultaneously with
carbohydrate overload or 12 hours lather may be beneficial for control of the population of
gram-positive bacteria, producing lactic acid.
KEY WORDS. Equine, virginiamycin, bacterial community, hindgut acidosis

*Recebido em 6 de julho de 2010
   Aceito em  23 de setembro de 2010
1 Curso de Medicina Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), BR 465 km 7, Seropédica, RJ 23890-000, Brasil.

- Bolsista de IC-PIBIC (CNPq/UFRRJ).
2 Medica-veterinária, M. Med.Vet., Pós-Graduação em Medicina Veterinária, UFRRJ,BR 465 km 7, Seropédica, RJ 23890-000.
3 Médico-veterinário, Dr.CsVs. Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinária, Instituto de Veterinária, UFRRJ. BR 465 km 7, Seropédica,

RJ 23890-000. E-mail: pbotteon@ufrrj.br
4 Médica-veterinária. Dr. CsVs Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária, IV, UFRRJ. BR 465 km 7, Seropédica, RJ 23890-

000. E-mail: miliane@ufrrj.br

da virginiamicina administrada em diferentes momentos
sobre a microbiota colônica, foram utilizados quatro
equinos colostomizados em um delineamento “cross
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over” 4x4. Os animais foram submetidos a SC e trata-
dos com diferentes doses de virginiamicina (V), de acor-
do com os tratamentos C = 0mg de V; V0 = 5mg de V
na hora zero após SC; V12= 5mg de V na hora 12
após SC; V0-12= 5mg de V na hora zero após SC e
5mg de V na hora 12 após SC. A microbiota inicial apre-
sentou relação Gram-positivas / Gram-negativas da or-
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 as gram-positivas Bacillus
sp,  Corynebacterium sp.,  Pseudomonas sp.,  Listeria
sp.,  Streptococcus sp.,  Staphilococcus sp. e  Leve-
duras.  A administração de virginiamicina simultaneamen-
te às SC inibiu o crescimento de bactérias gram-positi-
vas, mas não impediu a redução do pH e a morte de
bactérias gram-negativas.  Virginiamicina 12 horas após
a SC reduziu a população de bactérias gram-positivas e
promoveu elevação do pH. Conclui-se que a adminis-
tração de virginiamicina simultaneamente com a sobre-
carga por carboidratos ou 12 horas após, pode ser be-
néfica, pelo controle da população de bactérias gram-
positivas, produtoras de ácido lático.
PALAVRAS-CHAVE. Equinos, virginiamicina, população
bacteriana, acidose intestinal.

INTRODUÇÃO
O processo evolutivo do eqüino permitiu a este animal

obter nutrientes a partir de forragens.  Seu sistema diges-
tivo possui adaptações que lhe permite, em conjunto com
a microbiota interna, o aproveitamento de alimentos rela-
tivamente pobres.  Carboidratos solúveis, proteínas e
lipídeos, em geral são digeridos na porção pré-cecal, pre-
dominantemente enzimática.  Na porção pós-ileal,
carboidratos e proteínas não digeridos na primeira etapa
e a fração fibrosa da dieta sofrem então digestão
microbiana, de onde os equinos obtêm a maioria das suas
necessidades de energia da absorção de ácidos graxos
voláteis (AGV), principalmente acetato, propionato e
butirato, produzidos a partir da fermentação microbiana
no intestino grosso (Goodson et al. 1988).  Estes AGV
têm um papel particularmente importante na saúde e na
homeostase do hospedeiro.  Acetato constitui uma fonte
de energia para muitos tecidos, incluindo o coração, o
tecido muscular, e o cérebro; propionato é o principal
precursor para a gliconeogênese, e butirato fornece uma
fonte de energia para colonócitos, podendo atuar na
regulação e diferenciação do epitélio intestinal (Julliand et
al. 2001).  O aumento na quantidade de carboidratos
solúveis na dieta pode ultrapassar a capacidade digestiva

da porção enzimática, disponibilizando carboidratos so-
lúveis para a digestão microbiana, o que promove altera-
ções na microbiota cecal e colônica, com elevada produ-
ção de AGV e, sobretudo lactato (Garner et al. 1977,
1978, Moore et al. 1979), o que leva a uma significativa
diminuição do pH cecal, havendo proliferação de bacté-
rias produtoras de ácido lático e morte de bactérias celu-
lolíticas.. O acúmulo de ácido lático durante a fermenta-
ção pode ser controlado com o uso de antibióticos que
tenham atividade sobre bactérias Gram-positivas, como
Streptococcus bovis e Lactobacillus sp., que são os
principais responsáveis pela produção de ácido lático e
pela queda do pH cecal (Al Jassim & Andrews 2009,
Pollitt & Visser 2010).   A virginiamicina teve seu efeito
de controle do acúmulo de ácido lático, comprovado em
estudos com ovelhas e eqüinos, como profilático (Rowe,
et al. 1994). O objetivo deste estudo foi avaliar as altera-
ções da microbiota aeróbia no colo de equinos submeti-
dos à sobrecarga por carboidratos e verificar o efeito da
virginiamicina administrada em diferentes momentos so-
bre a microbiota colônica, em animais submetidos à so-
brecarga experimental por carboidratos.

MATERIAL E MÉTODOS
Todos os procedimentos experimentais aplicados

neste trabalho seguiram os princípios éticos na experi-
mentação animal recomendados pelo Cobea (2009).

Foram utilizados quatro eqüinos adultos, provenien-
tes do Curral de Apreensão da UFRRJ. Esses animais
foram submetidos a uma avaliação clínica completa, sen-
do incluídos no estudo somente animais hígidos. Os ani-
mais foram alimentados com dieta composta por feno
de capim Coast cross e concentrado, na proporção
volumoso: concentrado de 70:30.

Após avaliação clínica os animais foram submetidos
à cirurgia de colostomia, no colo ventral direito, segun-
do a técnica de Lopes et al. (2010) modificada5, com
introdução de cânulas de silicone.  Após a cirurgia, fo-
ram mantidos em baias individuais de 4x4m, com piso
concretado providas de bebedouro e comedouro até
que estivessem recuperados da cirurgia e adaptados às
cânulas, recebendo a mesma dieta oferecida no perío-
do pré-operatório.  Para evitar o estresse provocado
pelo confinamento os animais foram exercitados ao pas-
so, diariamente, conduzidos pelo cabresto.

Para verificar as alterações da microbiota frente à
sobrecarga por carboidratos e o efeito do tratamento

5 Dados não 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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com virginiamicina, foram utilizados quatro tratamentos,
onde, para promoção da sobrecarga por carboidratos,
todos receberam a administração de amido de milho na
proporção de 17,6g por quilograma de peso vivo atra-
vés de sonda nasogástrica (Garner et al. 1975, Garner
et al. 1977, Krouger et al. 1986, Weiss et al. 1994).  A
virginiamicina foi administrada na dose de 5 mg/kg de
peso vivo conforme a descrição a seguir,

Tratamento controle (C) = amido de milho
Tratamento (V0) = amido de milho + virginiamicina no momento

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

após a sobrecarga
Tratamento (V0-12)= amido de milho + virginiamicina no momento

da sobrecarga e 12 horas após a sobrecarga.

O protocolo experimental constou de quatro perío-
dos de trinta dias em que os três primeiros dias foram
para administração de amido e virginiamicina e coleta
de conteúdo colônico e os 27 dias subseqüentes desti-
nados à recuperação e readaptação à dieta básica inici-
al, num delineamento cross-over 4x4 em que a ordem
dos tratamentos foi distribuída aleatoriamente.

Amostras de aproximadamente 100 mL do conteúdo
colônico foram colhidas através da fistula em oito mo-
mentos: imediatamente antes da indução de sobrecarga
(hora 0) e após 12, 24, 36, 48 horas.  Imediatamente
após a colheita foi determinado o pH de cada amostra
através de um potenciômetro6.  Alíquotas de 1 mL foram
semeadas diretamente em Agar sangue carneiro 5% e
submetidas a diluições decimais em solução salina estéril
e posteriormente semeadas em duplicata em PCA (Plate
Count Agar) e incubadas a 37 ± 2oC por 48 horas.

Das amostras inoculadas em Agar sangue, após in-
cubação procedeu-se à avaliação das características
morfológicas das colônias e inóculos individuais foram
semeados em meios seletivos e diferenciais, para ob-
servação dos aspectos fenotípicos característicos dos
gêneros (Koneman et al. 2008).

Os microrganismos isolados foram inicialmente estu-
dados morfologicamente pelo método de Gram e repi-
cados em caldo cérebro coração (BHI), incubadas a
37oC por 48 horas quando então foram realizadas as
provas taxonômicas para identificação dos gêneros e
espécies segundo Krieg & Holt (1984). Amostras se-
meadas em PCA foram incubadas por 48 horas foram
utilizadas para contagem do número total de UFC.

Para análise estatística, os dados de contagem UFC/
ml foram submetidos à transformação logarítmica, po-
rem não se obteve a normalização dos dados, sendo,

então, analisados através do método de Kruskal-Wallis,
a um nível de 5% de significância.  Os valores de pH
foram avaliados pelo teste ANOVA, seguidos pelo tes-
te Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A microbiota isolada dos animais antes da sobrecarga

e sem a influência da Virginiamicina apresentou uma rela-
ção entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas da
ordem de 53% e 46%, respectivamente.  Dentre as bac-
térias isoladas, destacaram-se as Gram-negativas Esche-
richia coli, Klebsiella pneumonae, Serratia rubideae,
Shigella sonnei, Enterobacter aerogines, E. agglome-
rans, E. sakazakii e as bactérias Gram-positivas Baci-
llus sp., Corynebacterium sp.,  Pseudomonas sp.,
Listeria sp., Streptococcus sp.,  Staphilococcus sp. e
Leveduras.  O número de unidades formadoras de colô-
nia (UFC) média foi de 1,2 x 107 UFC/ml.  A dieta bási-
ca, que já contemplava a suplementação com concentra-
dos (30%), pode explicar o predomínio de bactérias
Gram-positiva observada neste trabalho.  Segundo Julliand
et al. (2001), alterações na microbiota do intestino gros-
so, decorrentes da ingestão de grãos, podem ser obser-
vadas a partir de 10 a 14 dias da administração da dieta
e o numero de bactérias presentes no ceco e no cólon,
que sintetizam lactato, como Lactobacillus sp. e Strep-
tococcus sp. aumenta, enquanto o numero de bactérias
celulolíticas diminui . Mesmo com oferta de 2,3g /kg de
peso corporal/refeição, inferior à dose de 4g/kg peso
corporal/refeição, estabelecida como preventiva contra
distúrbios digestivos (Potter et al. 1992).   Existem evi-
dências que mostram que pouco mais de 50% do amido
é sujeito a digestão pré-cecal. Desta forma, não apenas o
processamento, mas a quantidade de amido ingerido in-
fluencia diretamente na digestão. Como o equino apre-
senta apenas 10% da secreção de amilase pancreática
apresentada por um suíno, grandes quantidades de ami-
do podem passar pelo ID sem serem aproveitadas, che-
gando assim ao intestino grosso (Pagan 1998).

Houve um significativo (p<0,05) aumento no núme-
ro de UFC/ml da ordem de 107 para 109 entre 12 e 36
horas após a administração do carboidrato e, 48 horas
após, observou-se um redução para níveis semelhantes
à contagem de UFC/ml verificadas no inicio do trata-
mento (Figura 1). Este crescimento foi acompanhado
de uma modificação na relação entre as bactérias que
compunham a microbiota colônica destes animais.  Lac-
tobacillus sp. e Listéria sp., seguidas de Staphilococ-
cus e por último Streptococcus sp. foram as que apre-
sentaram maior crescimento, enquanto as espécies de
enterobacteriáceas tiveram decréscimo na população.6 PH 300 – Bio Sear®
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A dinâmica populacional observada no grupo controle,
é semelhante à descrição feita por Garner et al. (1978),
em procedimento experimental idêntico ao utilizado neste
trabalho. Os autores relatam ainda, que Streptococcus
sp. apresentava população em valores similares aos
observados nos pré-tratamentos.  Em trabalho recente,
Milinovich et al. (2007) monitoraram as alterações da
microbiota cecal de equinos, utilizando hibridização flu-
orescente in situ  (FISH). Laminite foi induzida em to-
dos os cavalos após a administração oral de oligofrutose
em dose relativamente elevada (10 g / kg de peso cor-
poral). A população de bactérias Gram-positivas pas-
sou de menos de 20% no momento da administração a
mais de 70% entre 4 e 8 horas após a administração de
oligofrutose (AOP) e permaneceram em níveis eleva-
dos até 32 horas AOP.

Das amostras obtidas a partir dos animais do trata-
mento VO deste estudo, observou-se um decréscimo do
número de UFC/ml 12 horas após a indução, atingindo o
menor número 24 horas após a indução e, retornando a
valores semelhantes aos observados inicialmente da hora
12, às 36 e 48 horas, após a indução.  Além da diminui-
ção da população total de bactérias entre 12 e 24 horas
após a indução, verificou-se que esta diminuição deveu-
se principalmente à redução das espécies de enterobac-
teriáceas, enquanto bactérias Gram positivas, como
Listeria sp., Staphilococcus sp., e Lactobacillus sp.
mantiveram as populações praticamente estáveis, diferin-
do do observado no tratamento controle.  Nos tratamen-
tos em que a virginiamcina foi administrada juntamente
com o carboidrato (V0 e V0-12), houve acidificação do
conteúdo intestinal, porém em menor intensidade. O me-
nor valor de pH observado nesses tratamentos foi 5,8
(Figura 2).  Os dados permitem inferir que a virginiamici-
na minimizou os efeitos do crescimento de bactérias Gram

positivas, com redução da produção de ácido lático, mas
não impediu a morte de bactérias Gram negativas.  Se-
gundo Hoffman (2009), valores de pH menores que 6,0
aumentam o risco de endotoxemia, pois são indicativos
de acidose subclínica e há possibilidade de haver lesão
na mucosa intestinal permitindo a passagem de endotoxi-
nas do lúmen para a circulação.

Para os tratamentos que não receberam virginiamici-
na no momento da indução, o grupo V12, à semelhança
do que ocorreu com o grupo C, apresentou um aumen-
to do número de UFC/ml até 12 horas após a adminis-
tração do amido, 3,5 x 109.  A partir deste momento,
com a administração da Virginiamicina, houve uma in-
versão desta tendência, observando-se contagem total
de UFC/ml da ordem de 3,5 x 104 às 24 horas. Na
Figura 1, observa-se o valor do logaritmo na base 10
(log10 = 4,8), e novo crescimento chegando a 8 x 107
UFC/ml (log10 = 7,2) 36 horas após a administração
de amido.  Observa-se neste tratamento que o efeito do
antibiótico não se manifesta por mais de 12 horas.  Quan-
to às espécies de bactérias isoladas, não foram identifi-
cadas bactérias Gram negativas, as 12 e 24 horas após
a indução da sobrecarga, identificando-se espécies de
enterobactérias, somente a partir de 36 horas. Dentre
as Gram-positivas, houve aumento de Lactobacillus sp.,
Listeria sp., Staphilococcus sp. e Streptococcus sp.
até 12 horas, e diminuição de Staphilococcus sp. e Strep-
tococcus sp., houve manutenção da população de
Listeria sp., e  Lactobacillus sp. não foi isolado a par-
tir de 24 horas da indução.  Estes dados nos permitem
concluir que a Virginiamicina foi efetiva em inibir o cres-
cimento de Staphilococcus sp.,  Streptococcus sp e
Lactobacillus sp.  Os valores de pH nestes tratamen-
tos declinaram na medida em que a população de bac-
térias Gram-positivas aumentou, observando-se maior

Figura 1. Variação do pH do conteúdo colônico de equinos nos
intervalos zero, 12, 24, 36 e 48 horas após a indução da
sobrecarga por amido (ISA) de acordo com o tratamento:
Controle (C); 5g/100kg PV de Virginiamicina no momento da
ISA (V0); 5g/100kg PV de Virginiamicina 12h após ISA (V12);
5g/100kg PV de Virginiamicina 0h e 12h  após ISA (V0-12).

Figura 2. Logaritmo  do número de unidades formadoras de
colônia por ml (UFC/ml) do conteúdo colônico de equinos
nos intervalos zero, 12, 24, 36 e 48 horas, após a indução da
sobrecarga por amido (ISA) de acordo com o tratamento:
Controle (C); 5g/100kg PV de Virginiamicina no momento da
ISA (V0); 5g/100kg PV de Virginiamicina 12h após ISA (V12);
5g/100kg PV de Virginiamicina 0h e 12h  após ISA (V0-12).
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acidificação, com pH entre 5,1 às 12 horas no trata-
mento V12 e 5,4 no grupo controle (C).

No último tratamento, V0-12, houve um ligeiro au-
mento do número de UFC/ml entre a indução da sobre-
carga e 12 horas, variando de 1,2 x 106 para 4,5 x 106;
isto se deu principalmente pelo crescimento de Levedu-
ras, Staphylococcus sp., Streptococcus spp. e Lacto-
bacillus spp., ao mesmo tempo em que houve uma dimi-
nuição da população de bactérias Gram negativas. A partir
da segunda dose de Virginiamicina, às 12 h, houve dimi-
nuição de vários grupos de bactérias, sendo isolados ape-
nas Bacillus sp., entre os Gram negativos, e Listeria sp.,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. entre as Gram
positivas.   Bactérias Gram positivas responsáveis pela
produção de ácido lático resultantes da sobrecarga por
carboidratos são sensíveis a uma gama de antibióticos. A
indução de laminite após a sobrecarga por carboidrato
não ocorrerá se o crescimento bacteriano for controlado
(Milinovich et al. 2010).  Virginiamicina, quando adminis-
trada na dose de 5g/Kg de peso viso, quatro dias antes
da sobrecarga por carboidratos impediu a ocorrência de
laminite e produção de ácido D-lático em todos os casos
(Pollitt 1996).  Segundo Rowe (1995), a administração
de virginiamicina, 6 a 8 horas após a sobrecarga ou ad-
ministração de carboidrato, não impede a ocorrência de
laminite, recomendando seu uso apenas como profilático.
Neste estudo verificou-se que o uso da virginiamicina pode
ser benéfico, mesmo após a ocorrência da sobrecarga
por carboidratos, uma vez que houve menor variação do
pH e da população de bactérias Gram-positivas após a
administração da virginiamicinaem todos os tratamentos.
Esses dados apontam para a possibilidade de utilização
da virginiamicina, na prevenção dos efeitos deletérios da
sobrecarga por carboidratos, após a ingestão, fato que
contribui para a prática clínica, visto que em muitas situa-
ções não é possível prever a ingestão excessiva de
carboidratos.

CONCLUSÃO
Através destes resultados, conclui-se que a adminis-

tração de Virginiamicina simultaneamente com a sobre-
carga por carboidratos ou doze horas após pode ser
benéfica,  para o controle  da população de bactérias
gram-positivas, produtoras de ácido lático.
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