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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da reidratacdo do milho e do sorgo sobre a populagéo de enterobac-
teriaceae e caracteristicas macroscopica e fisico-quimicas do liquido ruminal de ovinos. Em um de-
lineamento inteiramente casualizado (DIC) foram avaliados quatro tratamentos com sete repeticdes,
sendo T1 - Milho Grao Seco (MGS), T2 - Milho Grao Reidratado (MGR), T3 - Sorgo Grao Seco (SGS) e
T4 - Sorgo Gréao Reidratado (SGR). Os animais foram confinados totalizando um periodo experimental
de 65 dias. No ultimo dia do experimento, foi realizada a coleta do fluido ruminal com auxilio de um
cateter e de uma seringa estéril, para posterior execug¢ao das analises macroscopicas, fisico-quimicas
e microbioldgicas. Cada fluido foi processado (diluicdo seriada) e inoculado em placas contendo o
meio agar MacConkey. Apds desenvolvimento microbiano realizou-se a quantificagdo de colbnias e,
treze isolados bacterianos foram repicados e identificados por meio de provas bioquimicas. As analises
macroscopicas do liquido ruminal das borregas apresentaram cor verde oliva, odor aromatico e consis-
téncia levemente viscosa para todos os tratamentos testados. O pH sofreu alteragdes (P<0,05) sobre
efeito dos tratamentos. Os diferentes tratamentos exercem efeito semelhante sobre a populagéo de en-
terobactérias fermentadoras de lactose (Lac +), nao fermentadoras de lactose (Lac -) e sobre o nimero
total de bactérias enterozoonéticas (P>0,05). A populagédo de enterobactérias ndo sofrem influéncias
em fungéo do processamento e do tipo de grdos. O tratamento Sorgo Grao Seco proporcionou maior
diversidade de enterobactérias no rimen.

Palavras-chave: Bactérias Zoonéticas. Microbiota ruminal. Ovinos.

Enterobacteriaceae in lambs fed rumen with corn and sorghum grains
subjected to different processes

Abstract

This study aimed to evaluate the effects of corn and sorghum rehydration on the population of ente-
robacteriaceaee and macroscopic physical and chemical characteristics of rumen fluid of sheep. In a
completely randomized design (CRD) were evaluated four treatments with seven replicates: T1 - Corn
Dry Grain (MGS), T2 - Corn Grain rehydrated (MGR), T3 - Sorghum Dry Grain (SGS) and T4 - Sorghum
grain rehydrated (SGR). The animals were confined totaling in a trial period of 65 days. On the last day
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of the experiment, the collection of rumen fluid with the aid of a catheter and a sterile syringe was held
for further implementation of the macroscopic, physical-chemical and microbiological analysis. Each
fluid was processed (serial dilution) and inoculated in plates containing the agar MacConkey. After mi-
crobial development took place quantification of colonies and thirteen bacterial isolates were picked and
identified by biochemical tests. Macroscopic analysis of rumen fluid from lambs presented olive green
color, aromatic odor and slightly viscous consistency for all treatments. The pH was altered (P<0.05) of
treatment effect. Different treatments have a similar effect on the population of enterobacteria fermen-
ting lactose (Lac +), not fermenting lactose (Lac -) and on the total number of zoonotic bacteria (P>0.05).
The population of enterobacteria does not suffer influences due to the processing and the type of grain.

The treatment Sorghum Grain Dry provided greater diversity of enterobacteria in the rumen.

Keywords: Zoonotic bacteria. Ruminal microflora. Sheep.

Introdugédo

O milho e o sorgo possuem caracteris-
ticas importantes na dieta de ruminantes por
serem alimentos ricos em amido, esses consti-
tuem a principal fonte energética nos alimentos
concentrados para alimentacdo animal. Como
no Brasil a dieta de ruminantes € predominan-
temente composta de forragem volumosa, o mi-
Iho e o sorgo surgem como opgdes de alimento
durante o periodo de estiagem. Nesta situacao,
o fornecimento destes alimentos garante a ener-
gia digestivel suficiente para melhores resulta-
dos de desempenho (LUCCI et al., 2008).

A moagem dos gréos cereais é o pro-
cesso em que reduz o tamanho de particula dos
graos, por meio do moinho de martelo e peneira.
O peneiramento, seguido da moagem, determi-
na o grau de redugcédo do tamanho de particu-
la, que pode influenciar na digestibilidade dos
nutrientes (BELLAVER; NONES, 2000). Esse
processamento rompe parcialmente o pericar-
po e aumenta a superficie de contado e torna
o0 endosperma mais acessivel aos microrganis-
mos ruminais, porém tem pouco impacto sobre
a matriz proteica presente no endosperma vitreo
(BATALHA, 2015).

Outro processamento importante é a
reidratagdo. Quando o grao de milho e de sorgo
é devidamente reidratado e ensilado, ha aumen-
to na digestibilidade do amido do grao devido a
fragilizagdo e ao rompimento parcial da matriz
proteica, proporcionada pela acdo dos acidos
da fermentagdo (HOFFMAN; SHAVER, 2011). O
amido pode também sofrer o processo de gelati-
nizagéo, devido ao aquecimento proveniente do
processo de fermentagdo da silagem, aumen-
tando a sua susceptibilidade ao ataque enzima-
tico (MOURA, 2013).

A familia Enterobacteriaceae sao bac-
térias anaerobias facultativas, bastonetes Gram
negativas, frequentemente encontradas no in-
testino de humanos e animais, amplamente
distribuidas no ambiente e, encontradas com
frequéncia no ecossistema ruminal. Escherichia
coli e espécies do género Salmonella sao impor-
tantes grupos de bactérias entéricas e agentes
zoondticos. Os ruminantes sao reservatoérios de
cepas patogénicas desses microrganismos, e
infeccdes nos seres humanos estéo associadas
com o contato indireto ou direto com fezes, li-
quido ruminal ou com as carcagas de animais
contaminados (McEVOY et al., 2003).

Estudos s&o realizados sobre a coloni-
zagao do ambiente ruminal por esses microrga-
nismos, quanto ao papel que desempenham no
ramen ou seu impacto sobre a saude dos ani-
mais (CALLAWAY et al., 2009). Esse grupo de
bactérias pode desempenhar papel importante
na manutengao do baixo nivel de oxigénio dis-
ponivel no ambiente ruminal (ARCURI et al.,
2011). Em contrapartida Khafipour et al. (2011)
relatam que o ambiente ruminal com pH baixo
proporcionado por dietas ricas em graos favo-
rece o crescimento de E. coli com gene de viru-
Iéncia que podem apresentar vantagem destas
condigdes no rumen para desencadear uma res-
posta inflamatoria.

Com o intuito de reduzir a presenga
desses patdgenos, vém sendo realizadas pes-
quisas buscando avaliar o efeito de manejos na
nutricdo sobre a modulagdo microbiana no ru-
men.

Poucos estudos relatam a influéncia
da dieta sobre a prevaléncia destas bactérias
no ambiente ruminal de pequenos ruminantes.
Nesta pesquisa objetivou-se avaliar caracteris-
ticas fisico-quimicas e a populagcdo de entero-
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bacteriacea no fluido ruminal de borregas con-
finadas, alimentadas com diferentes tipos de
processamento do milho e do sorgo.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor
de Ovinocultura do Instituto Federal Goiano -
Campus Ceres, localizado no municipio de Ce-
res — Goias, no periodo de Fevereiro a Maio de
2015.

Foram utilizadas 28 borregas da raca
Santa Inés com idade média de nove meses,
peso meédio inicial de 36 kg, confinadas em
baias coletivas, com comedouros e bebedou-
ros e area de 15 m?, distribuidas aleatoriamente
em quatro lotes com sete animais, sendo cada
animal uma repeticdo. As borregas receberam
dietas isoenergéticas e isoprotéicas com rela-
¢ao volumoso:concentrado de 40:60 na matéria
seca(MS), sendo os tratamentos: Milho Grao
Seco (MGS), Milho Grdo Reidratado (MGR),
Sorgo Grao Seco (SGS) e Sorgo Grao Reidrata-
do (SGR), balanceadas de acordo com o NRC
(1985).

O milho e o sorgo foram moidos em
moinho do tipo martelo com peneira de crivo 3
mm. O mesmo procedimento de moagem foi fei-
to em outra fragdo da mesma partida dos graos,
e posteriormente reidratado, estimando para
umidade de 35%, e ensilados em silo trincheira
por 90 dias.

Para a avaliagdo da composi¢ao bro-
matoldgica dos tratamentos, foram efetuadas as
determinac¢des da matéria seca (MS) e proteina
bruta (PB), conforme a metodologia descrita por
Silva; Queiroz (2002).

O experimento teve duracao de 60 dias,
sendo os 15 primeiros dias destinados a adap-
tagdo dos animais a dietas e instalagbes e trés
periodos experimentais de 15 dias, totalizando
45 dias de ensaio. O concentrado foi composto
pelos alimentos testados (MGS, MGR, SGS e
SGR), além de farelo de soja, uréia, suplemento

mineral para ovinos, calcario calcitico e monen-
sina sodica. O volumoso da dieta foi o feno de
capim bermudas (Cynodom dactylon). O forne-
cimento do alimento foi realizado duas vezes ao
dia, 07:00 e 16:00 horas, na forma de dieta total,
com agua sempre a disposi¢do dos animais.

A composicao das dietas utilizadas em
cada tratamento esta especificada na Tabela 1.

Amostragem do fluido ruminal, exames ma-
croscopicos e fisico-quimicos

A coleta de fluido ruminal foi realizada
no periodo de oito as 11 horas da manha, no
ultimo dia do confinamento. Apds prévio jejum
entre oito a doze horas, foi realizado em uma
area de aproximadamente cinco cm?, localizada
na parte ventral do abdomen esquerdo, abaixo
da fossa paralombar e cranialmente a articula-
¢ao do joelho, foram realizadas a tricotomia e
a assepsia, com solugao de Polivinilpirrolidona-
-lodo (lodo-PVP) (1%) (DIRKSEN, 1993). Foram
puncionados aproximadamente 10 mL de fluido
ruminal, com o auxilio de cateter humano (Soli-
dor®, 14,2, BioMed healthCare Products, Har-
yana - India), acoplado a seringas estéreis.

Todas as amostras obtidas foram trans-
portadas em caixas isotérmicas e armazenadas
por no maximo uma hora em tubos de ensaio
vedados e estéreis. As analises microbiologicas
foram realizadas no laboratério de microbiologia
do Instituto Federal Goiano (Campus Ceres).

A anadlise macroscoépica do liquido co-
letado foi realizada imediatamente apds a cole-
ta, em um tubo de vidro contendo cinco mL do
fluido amostrado, para avaliagdo da cor, odor e
viscosidade (DIRKSEN, 1993).

Para avaliacado da atividade microbiana
no rumen utilizou-se o teste de reducéo do azul
de metileno na concentragéo 0,03% (potencial
redox). O pH do liquido ruminal foi estimado,
utilizando um potenciémetro digital (DIRKSEN,
1993).
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Tabela 1 - Composigéo das dietas experimentais, expressa na matéria seca (% MS)

Variavel Tratamentos
MGS MGR SGS SGR
Ingredientes (%)
Feno 40,00 40,00 40,00 40,00
Milho Gréo Seco 43,39 - - -
Milho Grao Reidratado - 42,76 - -
Sorgo Gréo Seco - - 45,29 -
Sorgo Gréo Reidratado - - - 44,79
Farelo de soja 14,85 15,48 12,95 13,45
Ureia 0,30 0,30 0,30 0,30
Calcario calcitico 0,20 0,20 0,20 0,20
Suplemento mineral’ 1,20 1,20 1,20 1,20
Monensina sddica 0,06 0,06 0,06 0,06
Composicao quimica (%)
Matéria Seca (MS) 88,76 74,72 88,82 75,92
Nutrientes digestiveis totais (NDT) 77,12 76,76 76,88 75,98
Proteina bruta (PB) 15,92 16,16 15,26 15,68
Extrato etéreo (EE) 2,24 2,36 1,76 1,94
Fibra detergente neutro (FDN) 36,04 37,18 38,26 38,02
Fibra detergente acido (FDA) 18,06 18,96 19,26 19,56
Matéria Mineral (MM) 3,16 3,28 2,58 3,10
Caélcio (Ca) 0,39 0,49 0,39 0,44
Fosforo (P) 0,30 0,34 0,29 0,32
pH 5,23 4,63 5,21 4,58

'Composicao por kg do produto: Vitamina A 50.000 Ul, Vitamina E 312 Ul, Ferro 1.000 mg, Manganés 3.000 mg, Zinco 5.000 mg,
lodo 60 mg, Cobalto 80 mg, Selénio 10 mg, Magnésio 10 g, Enxofre 12 g, Calcio 140 g, Foésforo 65 g, Umidade 10 g, Sédio 130

g, Fluor 650 mg.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Cultivo, quantificagao, isolamento e identifi-
cacao de Enterobacteriaceae

Diluicdes decimais do liquido ruminal
foram preparadas, em tubos contendo nove mL
de solugao salina estéril. Apds cada diluigdo os
tubos foram homogeneizados durante trés mi-
nutos e aliquotas de 100 uL das diluigdes 102
e 10 foram inoculadas em placas estéreis con-
tendo meio agar Mac Conkey. Os in6culos foram
espalhados com algcas de Drigalski estéreis nas
placas, foram incubadas em estufa BOD a 39°C
e monitoradas para o crescimento de colbnias
bacterianas por até 48 horas (VERMELHO et
al., 2006).

Para a identificagdo dos géneros bacte-
rianos mais prevalentes nas amostras de fluido
ruminal, foi realizado o reisolamento e o cultivo
em placas contendo meio agar Mac Conkey em

estufa a 39°C por 24 horas. Apds o crescimento
exponencial, cada isolado foi inoculado em tu-
bos contendo meio Rugai e Araudjo, modificado
por Pessoa e Silva. Os tubos foram incubados
em estufa BOD a 39°C e posteriormente feito a
leitura dos resultados apos 24 horas, usando-se
tabela ilustrativa para identificacdo presuntiva
de Enterobacteriaceae, de acordo com Pessoa
e Silva (1972).

Analise estatistica

Para as variaveis estudadas foi adota-
do um delineamento inteiramente ao acaso. As
quantificagdes de Enterobacteriacea no rimen
de ovinos em fungdo dos quatro tratamentos
foram comparadas pelo teste ndo paramétrico
de Kruscall-Wallis, a variavel pH foi compara-
da pelo teste de Tukey (a 5% de significancia),
sendo os dados processados pelo pacote esta-
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tistico ASSISTAT 7.7 Beta, considerando o nivel
de significancia de 5%. A positividade dos prin-
cipais géneros foi comparada pelo teste de Qui-
-quadrado com correcdo de Yates (0=5%), pelo
software R (R Development Core Team, 2013).

Resultados e discussao

Exames macroscépicos e fisico-qui-
micos do fluido ruminal

Para todas as borregas alimentadas
com concentrado basal mais os tratamentos
testados (milho grao seco, milho grao reidrata-
do, sorgo gréo seco ou sorgo grao reidratado)
e com volumoso feno de tifton (40% da dieta na
MS), observou-se coloragdo verde oliva, odor
aromatico, levemente viscoso para o fluido rumi-
nal.

A cor do liquido ruminal encontrada
em nosso estudo corrobora com os resultados
encontrados por Borges et al. (2011) que estu-

daram o liquido ruminal de ovinos confinados
submetidos a dieta basica de feno de Brachiaria
decumbens e suplementadas com niveis cres-
cente de mistura mineral-energético-proteico e
encontraram coloragao verde variando a tonali-
dade (amarelado, acastanhado e oliva). Dirksen
(1993) relatou que a cor do suco ruminal pode
variar de acordo com a alimentacao ofertada
aos animais.

A atividade da microbiota ruminal apre-
sentou-se levemente inativa, sendo observa-
do o potencial de redugado do azul de metileno
(PRAM) acima de trés minutos para a maioria
dos animais, porém foi observado em alguns
animais microbiota ruminal mais ativa; com
PRAM menor que trés minutos para um animal
do tratamento MGS, um do MGR e dois do SGS.
O pH ruminal demostrou-se mais acido (P<0,05)
para ovinos alimentados com MGR (6,24) e me-
nos acido para MGS e SGS (6,75 e 6,61, res-
pectivamente) (TABELA 2).

Tabela 2 - Analise fisico-quimica de borregas alimentadas com diferentes tipos de processamento de

milho e de sorgo

.. L Tratamentos
Fisico-quimica CV (%)
MGS MGR SGS SGR
PRAM >3 >3 >3 >3 -
pH 6,75° 6,242 6,61° 6,42 3,6

Nota: Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV (%) — coeficiente de
variagado; PRAM — potencial de redugéo do azul de metileno. * MGS: milho grédo seco, MGR: milho gréo reidratado, SGS: sorgo

gréo seco, SGR: sorgo gréo reidratado.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Segundo Van Soest (1994), o pH rumi-
nal esta relacionado com a alimentagéo ingeri-
da, sendo controlada em maior parte pela saliva,
que tem alto poder tamponante. As borregas ali-
mentadas com dietas contendo os tratamentos
MGR, apresentaram pH inferior aos constituidos
por MGS e SGS. Observa-se uma tendéncia
na reducédo do pH ruminal quando o gréo pas-
sa pelo processo de reidratagdo e ensilagem.
Acredita-se que o pH ruminal em todos os trata-
mentos poderia estar ainda mais baixo durante
0 manejo normal desses animais, uma vez que
0s animais estavam em jejum entre 8 e 12 ho-
ras. Segundo Vieira et al., (2015), animais nesse
periodo podem estar sob efeito tamponante da
saliva.

Em contrapartida, no trabalho realizado
por Oliveira et al. (2015), o pH ruminal dos cor-
deiros alimentados com milho grédo seco moido
e silagem de grdo umido de milho, ndo sofreu

alteragdes entre os processamentos, apresen-
tando médias de 6,62 e 6,63, respectivamente.

Cultivo e quantificagao de Enterobacteria-
ceae

Apos o cultivo, foi observado o desen-
volvimento de Enterobacteriacea em todos os
tratamentos. Os diferentes tratamentos exer-
ceram efeito semelhante sobre a populagao de
enterobactérias fermentadoras de lactose (Lac
+), ndo fermentadoras de lactose (Lac -) e sobre
o numero total de bactérias enterozoonéticas
(P>0,05), conforme apresentado na Tabela 3.

Em razao da dieta apresentar a mesma
relagdo volumoso:concentrado e serem isoener-
géticas e isoproteicas, isso poderia ter contribui-
do para a similaridade sobre o numero unidades
formadoras de colénias (UFC.mL"") das bacté-
rias entéricas.
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Tabela 3 - Médias de unidades formadoras de col6nias de enterobactérias isoladas do ambiente rumi-
nal de borregas submetidas a diferentes dietas.

L. Tratamentos
Enterobactérias
MGS MGR SGS SGR
Lac + 1,43 x 102 1,14 x 10° 4,28 x 102 1,44 x 10*
Lac — 8,57 x 102 1,29 x 10° 1,73 x 10* 5,9 x 10*
Total 1,0 x 103 1,3x10° 1,77 x 10* 7,34 x 104

Nota: (Lac-) ndo fermentadoras de lactose e (Lac+) fermentadoras de lactose.Tratamentos semelhantes pelo teste ndo paramé-
trico de Kruskal-Wallis (a = 5). *MGS: milho grdo seco, MGR: milho gréo reidratado, SGS: sorgo gréo seco, SGR: sorgo gréo

reidratado.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Identificagdo dos géneros de bactérias

Para a dieta contendo MGS, foram rei-
soladas trés colbnias bacterianas, sendo 66,7%
de E. coli e 33,3% de E. coli sacarose positi-
va. Dos isolados obtidos (n = 2) no tratamento
MGR, 50% foram identificados como Pseudo-
monas sp. e 50% como Klebsiella sacarose ne-

gativa. No tratamento SGE, foram obtidos dois
isolados, onde 50% Pseudomonas sp. € 50%
Alcaligenes sp. Dos seis isolados obtidos no tra-
tamento SGS, 16,7% foram identificados como
E. coli, 16,7% como Klebsiella sacarose nega-
tiva, 16,7% como Alcaligenes sp. e 50% como
Enterobacter sacarose negativa (TABELA 4).

Tabela 4 - Distribuicdo de género de enterobactérias no liquido ruminal de borregas alimentadas com
diferentes tipos de processamento do milho e do sorgo

Total MGS MGR SGS SGR
Género

N N % N % N % N %
Pseudomonas sp. 2 1 50,0 0 0,0 0 0,0 1 50,0
Escherichia coli 3 0 0,0 2 66,7 1 16,7 0 0,0
E. coli sacarose+ 1 0 0,0 1 33,3 0 0,0 0 0,0
Klebsiella sacarose- 2 1 50,0 0 0,0 1 16,7 0 0,0
Alcaligenes sp. 2 0 0,0 0 0,0 1 16,7 1 50,0
Enterobacter sacarose- 3 0 0,0 0 0,0 3 500 0 0,0
Total 13 2 100 3 100 6 100 2 100

Nota: Nao houve diferenca entre os géneros dentro de cada tratamento, pelo teste ndo paramétrico de Qui-quadrado (P>0,05). *
MGS: milho gréo seco, MGR: milho gréo reidratado, SGS: sorgo gréo seco, SGR: sorgo grao reidratado.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

O tratamento milho gréo reidratado
(MGR) proporcionou prevaléncia de Escherichia
coli (100%) dentre os isolados. Sendo dos trés
isolados, um deles foi classificado como E. coli
sacarose positiva. Provavelmente a maior fre-
quéncia dessa espécie, ocorreu pela maior di-
gestibilidade do grdo. Esse resultado corrobora
com os descritos por Vieira et al. (2015), que re-
latam que ha predominancia de E. coli no rimen
de novilhos alimentados com alta quantidade de
gréos em relagdo aos bovinos mantidos a pasto.

Observou-se uma maior frequéncia do géne-
ro Enterobacter em borregas alimentadas com
grdos de sorgo seco. Com trés isolados para
esse género (50% de prevaléncia). Em con-
trapartida a esse estudo, Freitas et al. (2014)
relataram que para bezerros alimentados com

silagem da planta inteira de sorgo houve maior
frequéncia do género Enterobacter no fluido ru-
minal. Por outro lado, nesse mesmo estudo os
autores encontraram prevaléncia do Klebsiella
spp.e Enterobacter spp. para vacas leiteiras ali-
mentadas com silagem de planta inteira de sor-
go e pastagem, respectivamente.

A maior diversidade de enterobactérias encon-
tradas para o tratamento SGS poderia ser justi-
ficada pelo perfil nutricional deste alimento, que
durante o processo de ensilagem pode ter ocor-
rido perdas e/ou alteragdes na disponibilidade
dos nutrientes. Futuros estudos devem ser rea-
lizados para elucidar o efeito do processamento
do sorgo sobre o perfil dos nutrientes como o
amido e fragao proteica.
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Conclusao

A quantidade de enterobactérias nao
sofre influéncia do processamento de reidrata-
¢éo e ensilagem do sorgo e do milho na dieta
de ovinos. Ha uma variagao de géneros de En-
terobacteriaceae no ambiente ruminal de ovinos
confinados, recebendo dietas formuladas com
diferentes processamentos do milho e do sorgo.
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