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ABSTRACT.- Mores N., Marques, J.L.L., Sobestiansky, J., Oliveira, A., Coelho L.S.S. 1990.
[Effect of pigs diet protein level and/or acidification in the Escherichia coli post-weaning
diarrhea.] Influéncia do nivel proteico e/ou da acidificagdo da dieta sobre a diarréia p6s-desmama
por Escherichia coli. Pesquisa Veterindria Brasileira 10(3/4):85-88. Embrapa-CNPSA, Caixa
Postal D-3, Concérdia, SC 89700, Brazil.

An experimental study was conducted to evaluate the possibility of preventing Escherichia coli
post-weaning diarrhea reducing the protein level and/or acidifying the diet. Sixteen SPF (Specific
Pathogen Free) Landrace piglets, 36 days old (weaning day) were used in four treatments (T) as
follow: TA) control ration with 20% crude protein (CP); TB) ration similar to TA with 2% citric
acid; TC) ration with 16% CP plus lisine up to 0.9%; and TD) ration similar to TC plus 2% citric
acid. Rations were formulated with corn, soybean meal, minerals and vitamins. The pigs received
the experimental diets from Do (weaning day) to D1g (slaughter day). All piglets were inoculated
with 20 ml of E. coli culture 0141 K85 with 109 CFU/mi on the day D5 and D,. The parameters
analysed were, occurrence of diarrhea, faeces elimination and intestinal colonization with the E.
coli sample inoculated, gastrointestinal content pH and small intestine histology. The addition of
citric acid (TB) as well as CP reduction (TC) in the diet caused a benefic effect on the E. coli
diarrhea. This effect was more evident with the CP reduction and addition of the acid
simultaneously (ID). The diarrhea was prevented, probably, by the reduction of stomach and

jejunum pH and by avoiding an exaggerated E. coli multiplication in the intestinal content.

INDEX TERMS: Pigs, post-weaning diarrhea, diet protein reduction, diet acidification.

SINOPSE. - Estudou-se experimentalmente a possibilidade de
se prevenir a diarréia pés-desmama por Escherichia coli através
da redugdo da proteina e/ou acidificagao da dieta. Utilizaram-se
16 leitdes Landrace SPF (Specific Pathogen Free) com 35 dias de
idade (dia da desmama), distribuidos em quatro tratamentos (T):
T — ragdo controle com 20% de PB; Ty —ragdo do T, com 2%
de 4cido citrico; TC — ragdo com 16% PB mais lisina até nivel de
0,9%; Tp, — ragdo do T mais-2% do 4cido citrico. As ragdes fo-
ram formuladas com milho, farelo de soja, minerais e vitaminas.
Os leitdes receberam as dietas experimentais do D, (dia da des-
mama) até D, (dia do sacrificio). Todos os leitdes foram inocu-
lados com 20 ml de um cultivo de E. coli 0141 K85 contendo 109
UFC/ml, nos dias D3 ¢ Dy. Os pardmetros analisados foram:
ocorréncia de diarréia, eliminagéo nas fezes e colonizagao intesti-
nal da amostra de E. coli inoculada, pH do contetido gastrointes-
tinal e histologia do intestino delgado. Tanto a adigdo do 4cido
citrico (TB) como a redugio da PB (T) na dieta tiveram efeito
benéfico na ocorréncia da diarréia por E. coli. Este efeito mos-
trou-se mais evidente com a redugio da PB e adicdo do 4cido si-
multaneamente (Tp). A -diarréia foi prevenida, possivelmente

1 Aceito para publicagio em 24 de fevereiro de 1989.
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pela redugdo do pH do estdmago e jejuno e por evitar-a multipli-

cagdo exagerada de E. coli no contetido intestinal.

TERMOS PARA INDEXAGAGO. Leitdes, diarréia pés-desmama, redugio
de proteina, acidificagdo.

INTRODUCAO

A diarréia pés-desmama em leitdes, associada a Escheri-
chia coli, é um problema freqiiente nos sistemas de pro-
ducdo intensiva, especialmente quando a idade de des-
mame é reduzida. Esta diarréia pode ser favorecida pela
imaturidade do sistema digestivo dos leitGes e pelas con-
dicoes ambientais, nutricionais e de manejo a que eles
sdao submetidos. Leitoes, nestas condigdes, facilmente sdo
agredidos por patdgenos entéricos, incluindose bactérias,
virus e protozodrios (Tzipori et al. 1980, Madec & Josse
1983) que desencadeiam um quadro de diarréia.

Na enterotoxemia pés-desmama por E. coli, varios fa-
tores relacionados com.a alimentacgao dos leitGes, podem
influenciar a freqiiéncia e severidade da diarréia (Prohas-
zka & Baron 1980, Bertschinger et al. 1983, Miller et al.
1983, Byerne & Hall 1984). Ragdes com alto teor de
proteina bruta (21%) desempenham papel preponderante
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no estabelecimento do quadro de diarréia pés-desmama
por E. coli- (Prohaska & Baron 1980). Neste trabalho,
testou-se experimentalmente a acidificagdo da dieta e/ou
a redugdo do nivel de proteina bruta da ragao, como al-
ternativa para prevenir a diarréia pés-desmama causada
por E. coli.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 16 leitdes da raga Landrace com idade média
de 35 dias (idade da desmama), oriundos de um rebanho SPF,
alojados em uma instalagdo composta de uma sala contendo qua-
tro baias. Os leitdes foram examinados antes da experimentagéo,
para verificagdo da populagdo de coliformes nas fezes; eles en-
contravam-se em bom estado de satide.

Tratamentos

De acordo com peso, sexo e parentesco, os leitdes foram dis-
tribuidos nos seguintes tratamentos:

A —ragao controle com 20% de proteina bruta (PB);

B —ragédo A adicionada de 2% de 4cido citrico;

C — racdo com 16% de PB, adicionada de L-lisina HCL, até o
nivel minimo de 0,90%;

D —ragao C adicionada de 2% de 4cido citrico.

As composicoes das dietas testadas sdo apresentadas no Qua-
dro 1. Os leitdes receberam as ragdes experimentais & vontade a
partir do dia da desmama (Dgy), por dez dias apds (Dy) quando
foram sacrificados para exames complementares.

Quadro 1. Composigdo percentual, proximal, de lisina, cdlicio e fésforo
e energética das ragdes experimentais

. Tratamentos

Ingredientes A B C D
Milho 60,09 60,09 70,84 70,84
Farelo de soja 34,43 34,43 23,33 23,33
Fosfato bicélcico 1,15 1,15 1,41 1,41
Calcério 1,43 1,43 1,33 1,33
Sal comum 0,40 0,40 0,40 0,40
Mistura vitamfnica 0,30 0,30 0,30 0,30
Mistura mineral 0,20 0,20 0,20 0,20
Amido 1,00 - 1,00 -
Sabugo de milho 1,00 - 1,00 -
L-lisina—HCl - - 0,19 0,19
Acido cftrico - 2,00 - 2,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicéo

Protefna bruta (%) 20,07 20,07 16,01 16,01
Lisina (%) 1,09 1,09 0,96 0,96
Célcio (%) 0,80 0,80 0,80 0,80
Fésforo (%) 0,60 0,60 0,60 0,60
Energia digestivel (kcal/kg) 3.303 3.265 3.293 3.255

Inoculagao

Foi usada, como in6culo, uma amostra de Escherichia co-
li 0141 K8S, isolada de casos clinicos de diarréia pés-desmama,
hemolitica em agér-sangue de carneiro e resistente & tetraciclina.
Esta amostra foi cultivada em Tryptic Soy Broth (TSB) por 18
horas a 37°2C e o cultivo padronizado em espectofotdmetro para
conter aproximadamente 10% UFC/ml. Os leitdes foram inocula-
dos no 32 e 42 dias pés-desmame, por via oral, com 20ml do cul-
tivo.
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Parémetros analisados

a) pH das ragdes da seguinte maneira: 20 g da dieta foram
suspensas em 30 ml de 4gua, formando-se uma massa homogé-
nea. Os sélidos insoliveis foram agitados, por barra magnética e
agitador elétrico, no momento em que procedeu-se a leitura do
pH em um potencidémetro. Para cada dieta fez-se trés repeticoes
tomando-se a média como pH final.

b) Capacidade de ligacdo 4cida das ragdes: suspenderam-se 5
g da dieta em 50 ml de HC1 0,1N. A suspensdo foi incubada a 372
por 1 hora sob freqiiente agitagio. Ap6s, 10 ml desta suspensdo
(contendo 1 g de alimento) foi titulada com NaOH, 0,1N até pH
3,0. A substracdo da quantidade de ml de NaOH 0,1N usada para
titulacdo dos 10 ml, correspondeu ao volume em mililitros de HC1
requerido para 6tima digestdo géstrica (pH 3,0) de'1 g de ali-
mento. A capacidade de ligagdo 4cida das dietas foi taxada pela
quantidade de HC1 1,0N ligada por quilograma de alimento, ex-
pressa em meq/kg.

' ¢) Avaliagio clinica di4ria dos leitGes, quanto a consisténcia
das fezes, seguindo-se a seguinte classificacio: firmes, pastosas e
liquidas.

d) pH do contetido do estdmago, jejuno médio, fleo e ceco,
verificado através de potenciémetro.

e) Colonizagdo intestinal da amostra de E. coli inoculada.
“Swabs” retais foram tomados dos animais no 52, 72 e 92 dias
p6s-desmama, ¢ dos conteiidos de duodeno, jejuno e leo, por
ocasido da necrépsia. Todos os “swabs” foram semeados direta-
mente em 4gar sangue e d4gar MacKonkey, contendo tetraciclina.
As coldnias hemoliticas foram submetidas a sorologia em ldmina
com o antisoro da amostra inoculada 0141 K85.

f) Contagem do.mimero aproximado de E. coli do contetido
do ileo, considerando-se apenas a amostra 0141 K85. Do contei-
do fez-se diluicdes seriadas até 10-7 e de cada dilui¢do, 0,1ml foi
semeado em dgar sangue com tetraciclina. A contagem das col6-
nias foi feita apds 24 horas de incubagio a 372C. As col6nias he-
moliticas foram submetidas a sorologia em ldmina com o antisoro
da amostra inoculada 0141 K85.

g) Avaliacdo histolégica de fragmentos do duodeno, jejuno ¢
fleo conforme procedimento de rotina, mas usando-se o liquido
de Bouin como fixador.

RESULTADOS

A adigao de 2% de 4cido citrico na dieta (TB) ou a redu-
¢ao do nivel de PB de 20% para 16% (TC) provocaram
uma redugao do pH e da quantidade de HCI requerido pa-
ra digestdo “‘in vitro”. Este efeito foi mais acentuado na
dieta do TD com a reducdo da PB e da adi¢do do 4cido

(Quadro 2).

Quadro 2. pH e capacidade de ligacdo dcida das dietas®

HCl requerido para digestio
Tratamentos phdasdietas “‘in vitro” (Meg/kg de dieta)
A 5,94 644
B 4,41 550
C 5,73 575
D 3,99 464

2 Resultados médios de trés an4lises.

Quanto a ocorréncia de diarréia nos leitGes verificou-
se que todos aqueles do tratamento A desenvolveram
diarréia, com duracao média de 2,5 dias. Destes, dois ti-
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Quadro 3. Exames bacteriolégicos® e cltnicos dos leites

“‘Swabs”’ retais Necropsia
Indentificagio N2 de
dos animais Antesda 2dias 4dias 6 dias Swabs E.colinoconteido  dias com

—Tratamentos inoculagio pi pi pi Duodeno Jejuno fleo ~ dofleo logjo/ml diarréia
1165-A - + + + - - + 6,14 2
1186-A - + + - - + 6,07 1
1212-A - - + + + + + 8,44 2
1182-A - - - + + + - 8,34 3
1175-B - + + + - + + 9,46 0
1193-B - + - + - - + 6,86 0
1197-B - + + + - - - <3,00 1
1215-B - - + + - - - <3,00 0
1169-C - + + - - - - <3,00 0
1188-C - + + + + + + 7,07 1
1195-C - + + - + - + 7,83 0
1213-C - - o+ + + + + 5,95 0
1167-D - + + + - - + <

1194-D - + + + - - - 3:2(7) 8
1200-D - + + - - - - <3,00 0
1179-D - - - - - - - 5,81 0

2 Considerou-se apenas a amostra inoculada 0141 K85.

veram severa diarréia com desidratagido, sendo que um
morreu no 92 dia pés-inoculado (pi) e o outro encontrava-
se em estado agbnico, no dia do sacrificio. Nos outros
tratamentos, apenas um leitdo do grupo B e um do grupo
C tiveram diarréia em apenas um dia, recuperando-se es-
pontaneamente. Nenhum leitdo do tratamento D desen-
volveu diarréia. '

No Quadro 3 sdo sumarizados os resultados obtidos
com os exames bacteriolégicos e clinicos. Todos os lei-

tées; exceto um do tratamento D, eliminaram Escherichia .

coli 0141 K85 nas fezes, entre 2 a 6 dias pi. Apés a ne-
crépsia, esta bactéria foi reisolada dos leitdes dos trata-
mentos A e C, exceto em um, principalmente a nivel de
fleo. Porém, nos leitées dos tratamentos B € D houve
pouca colonizagdo intestinal, uma vez que apenas dois
animais do. TB ¢ um do TD foram positivos no ileo, ou

jejuno e nenhum no duodeno. Esta mesma tendéncia se.

repetiu na populacido de E. coli 0141 K85 no conteiido
do ileo, de maneira que os leitdes do tratamento A tive-
ram uma quantidade maior de E. coli, seguidos dos lei-
toes dos tratamentos C, B e D.

Com relagao ao pH do conteddo intestinal verificou-se
uma acidez estomacal média maior nos leitdes dos trata-
mentos C e D em relagdo aos dos tratamentos A ¢ B, em-
bora nio tenha ocorrido diferenga estatistica entre eles a
um nivel de 5% de probabilidade.

O pH do contetdo do jejuno foi significativamente (P
< 0,05) menor nos leitées dos TC e TD em relagao aos
controles (TA). O pH do fleo ndo mostrou diferengas sig-
nificativas entre os tratamentos, embora tenha sido leve-
mente mais dcido para os tratamentos Ty, Tc e T em
relacdo ao controle (TA). O pH do ceco comportou-se de
maneira inversa, sendo mais baixo no tratamento A e
inais.elevado no tratamento D, entretanto sem mostrar di-
ferengas estatisticas entre eles (Quadro 4). Estes resulta-
dos podem ser melhor visualizados na Fig. 1.

No exame histolégico do intestino delgado, alteracoes

VALORES DE pH
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Fig. 1. Variacdo do pH do conteiido gdstrintestinal nos vdrios
tratamentos.
Quadro 4. pH do conteitdo gastrointestinal
pH
T
ratamento Estdmago  Jejuno fleo Ceco
A 4,5002 78752 8,1252  6,5002
B 47502  7375ab 7,6258  6,7508
C 2,5002 7,250b  7,6252 7,125
D 1,6252  7,000b  7,2502 7,1252
C.V.(%) 52,46 4,15 7,36 6,12

-ab Médias com mesma letra nio sdo significativamente diferen-
tes a um nfvel de probabilidade de 5%.

importantes foram observadas apenas nos leitées do tra-
tamento A em nivel de jejuno e ileo. Estas alteragées fo-
ram de enterite catarral com hiperplasia das criptas e pre-
senca de bastonetes gram negativos aderidos as células
epiteliais. Nos leitdes dos tratamentos B, C e D nio fo-
ram encontradas alteragoes histolégicas intestinais.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A dieta fornecida aos leitées, no periodo logo apds a
desmama, influenciou a ocorréncia e severidade da diar-
réia por Escherichia coli, fato também verificado em ou-
tros trabalhos (Tzipori et al. 1980, Bertschinger et al.
1983). Leitées desmamados com menos de 6 semanas de
idade, possuem o sistema digestivo ainda imaturo para
digerir ragoes sélidas com altos niveis de proteina de ori-
gem vegetal, como os do farelo de soja. Ragées formula-
das a base de milho e farelo de soja predispéem os lei-
toes, nesta idade, a desenvolverem diarréia por E. coli
(Armstrong & Cline 1977). Lindemann et al. (1986) e
Omsley et al. (1986), observaram um aumento significa-
tivo de proteases gastricas e enzimas pancreéticas, como
a tripsina e quimotripsina, no perfodo de 5 a 6 semanas
de idade. Além disso, Lindemann et al. (1986) relatam a
existéncia de uma insuficiente capacidade enzimética pa-
ra digestdo de proteina, relacionada como a prépria des-
mama dos leitdes. Neste experimento foram utilizados
leitées desmamados com 35 dias de idade, teoricamente
com capacidade reduzida para digerir alimentos altamente
protéicos. A ragao controle com 20% de PB e sem 4cido
citrico demonstrou ter uma alta capacidade de ligagao
4cida, em relacdo as outras dietas experimentais acidifi-
cadas ou com menor nivel de PB (16%). Isto talvez possa
explicar a elevagdo do pH do estdmago e jejuno nos lei-
tées controles do TA. Prohiszka & Baron (1980) afirma-
ram que um excesso de proteina no estémago, associado
a imaturidade do sistema digestivo do leitdo jovem, induz
uma elevacao prolongada do pH gastrico acima de 3,0, o
que, conseqiientemente, facilita a proliferacdo exagerada
de E. coli. Isto parece ter ocorrido também neste experi-
mento, pois h4 evidéncia de que o pH gastrico foi in-
fluenciado mais pelo teor de PB, do que pelo pH da die-
ta, uma vez que os leitées dos tratamentos A e B apre-
sentam pH géstrico médio acima de 3,0, enquanto que os
dos TC e TD tiveram o pH inferior a 3,0 acompanhado
de uma quantidade menor de E. coli patogénica no con-
teddo do ileo.

A ocorréncia de diarréia foi influenciada, tanto pelo
nivel de PB, como pela adigao do 4cido citrico na dieta,
uma vez que tanto os leitées do TB, como os do TC e
TD, foram menos afetados que aqueles testemunhas do
TA. Outros autores tém demonstrado que dietas com bai-
Xos teores em nutrientes previnem a diarréia e a prolife-
ragao exagerada de E. coli enteropatogénica no intestino,
mas também afetam significativamente o desenvolvimento
dos leitoées (Prohdszka & Baron 1980, Bertschinger et al.
1980). Em testes a campo (Mores, dados néao publicados)
verificou-se que uma ragdo com 16% de PB, suplementa-
da com lisina e fornecida aos leites por um periodo de
14 dias ap6s a desmama, realizada aos 35 dias de idade,
nao reduz o ganho de peso em comparagdao com dietas
contendo 20% de PB.

Os melhores resultados, neste experimento, foram ob-
tidos com a adi¢do do 4cido citrico na dieta com 16% de
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PB (TB). Esta dieta reduziu o pH do contetido do est6-
mago e jejuno e evitou a proliferagdo exagerada de E.
coli no intestino delgado, o que pode explicar a ndo ocor-
réncia de diarréia nos leitGes. Isto também foi observado
por outros autores usando a acidificagdo da rag@o (Sci-
pioni et al. 1978) ou da agua de beber (Thomlinson &
Lawrence 1981). Segundo eles, este efeito inibitdrio so-
bre a E. coli esta relacionado com a reducéo do pH gés-
trico, fato também observado neste experimento. Além
disso, o 4cido citrico pode melhorar a palatibilidade da
dieta, aumentando o consumo de ragao e o ganho de peso
de leitées desmamados (Scipioni et al. 1978, Giesting &
Easter 1985).

Conclui-se neste trabalho, que a dieta com 16% de PB,
suplementada com lisina até um nivel minimo de 0,90% e
adicionada com 2% de &cido citrico, previniu a ocorrén-
cia da diarréia pés-desmama por E. coli, com desmama
realizada aos 35 dias de idade. Porém, vale ressaltar que
no campo a diarréia pés-desmame pode ser causada por
outros agentes infecciosos, como o rotavirus (Lecce
1983), e pode ser influenciada por fatores ambientais e de
manejo (Madec & Josse 1983).
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