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Alteracoes na populacao de protozoarios ruminais, quantificados a partir
da adaptacao da técnica de Dehority, de ovinos submetidos a uma dieta de
confinamento

Alterations in Population of Ruminal Protozoa, Quantified from the Adaptation Technique Dehority, of
Sheep Submitted to Confinement Diet

Marcio Erpen Lima’, Lucio Vendramin?, Dustin André Chaves Hoffmann?, Fernando Paixao Lisboa? Tiago
Gallina3,Viviane Rohrig Rabassa', Elizabeth Schwegler' & Marcio Nunes Corréa’

ABSTRACT

Background: The search for productivity increase in finish ruminants is related with the intensification of production.
The use of concentrated feed in finish lambs can determine a profitable product and quality, wich reachs ideal weight in
a short time. However, the addition of concentrated feed can cause a shift in the whole rumen ecosystem, and as a result,
having animals more susceptible to metabolic disorders. As protozoa have their growth stimulated or inhibited by dietary
factors, it becomes important to quantify and evaluate its activity in response to diets for ruminants. Thus, using measure-
ments of the number of protozoa in the rumen fluid, we are able to make early diagnosis of possible metabolic disorders,
as well as adjustments in ration formulations. The objective of this study was to evaluate the concentration and activity of
protozoa in rumen of sheep in a feedlot diet, and validate an adaptation of the technique Dehority for counting of protozoa
in the rumen fluid.

Materials, Methods & Results: It were utilized 5 crossbred Texel x Corriedale ewes not pregnant, not lactating, with ap-
proximately 18 months old and with average weight of 50.73 + 4.38 kg. The females were kept confined, receiving water
and ration ad libitum in individual feeders. Ewes were fed twice (8:30 and 16:30) daily with a diet aiming to provide the
DM intake equivalent to 3.5% of body weight. The roughage supply was 60% of DM, divided into Alfalfa hay (Medicago
sativa) and Tifton 85 (Cynodondactylon), plus supplementation with commercial concentrate of 40%. Before the experi-
mental period, we conducted a pre-trial adaptation period (21 days in length). Pre-prandial ruminal fluid collections were
performed before the AM feeding, at intervals of seven days, during 35 days (Day 0 to Day 35 of the experiment), in a total
of six collections. The rumen fluid was collected through oro-ruminal probe and the contents stored in sterile containers
for immediate realization of sedimentation and flotation tests, methylene blue reduction test and ruminal pH.The values
found in the rumen evaluations are in agreement physiological parameters for sheep. The average number of protozoa in
rumen fluid in the range of 35 days was similar to other studies.

Discussion: In this study, supplementation of concentrate at 1.4% of BW did not induce ruminal acidosis, as well as other
changes in the analysis of rumen fluid, demonstrating an appropriate relation concentrate/roughage in the diet. Furthermore,
the supply of forages (Alfalfa hay and Tifton) at 60% of the diet (DM basis), or 2.1% of BW, was crucial to maintaining
stable rumen pH. However, we observed an increase (P < 0.05) in the number of protozoa associated with the course of
the experimental period. Moreover, this study we observed that even after a adaptation period of 21 days, the average
number of protozoa in rumen fluid continued with a significant gradual increase. Using an alternative methodology was
possible to validate a technical adaptation to the counting of protozoa in rumen fluid proposed by Dehority. In conclusion,
diets based on alfalfa hay and Tifton, plus supplementation with concentrated promote a gradual increase in the number
of ruminal protozoa in confined ewes, without any interference in other markers of rumen activity.
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INTRODUCAO

Visando maximizar o desempenho de rumi-
nantes em fase de recria e engorda, tem se observado
um incremento na utilizacio de alimentos concentra-
dos em dietas de confinamento [1]. No entanto, o uso
indiscriminado dessa pratica pode causar alteragoes
no ecossistema ruminal, tornando o animal mais sus-
ceptivel a desordens metabdlicas [24].

A natureza da dieta fornecida aos ruminantes
desencadeia variacdes sobre a microbiota ruminal.
Dentre a populacio de protozodrios ruminais sabe-se
que podem contribuir com 40% a 50% da biomassa e
da atividade enzimatica total no rimen [30]. O maior
nimero de protozodrios é relacionado com dietas mais
digestiveis [28], onde possuem papel fundamental na
modulagdo da taxa de fermentacdo ruminal, favore-
cendo o equilibrio no ecossistema ruminal e evitando
disfuncdes metabdlicas [16]. Porém, estudos t€ém
demonstrado uma redu¢@o no nimero de protozodrios
a partir de uso excessivo de concentrado na dieta [7].

A medida que os protozodrios t8m seu cres-
cimento estimulado ou inibido por fatores dietéticos
[13], torna-se importante a quantificacdo e avaliagdo
de sua atividade em resposta a dietas fornecidas aos
ruminantes. Desta forma, possibilita-se a realizacio
de diagnésticos precoces de eventuais distirbios de
ordem metabdlica [12] e ajustes criteriosos nas formu-
lagdes de ragdes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
concentracio e atividade de protozodrios ruminais de
ovinos submetidos a uma dieta de confinamento, como
também, validar uma adaptacdo da técnica de Dehority
[8] para contagem de protozoarios do liquido ruminal.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Setor de Ovinos
do Hospital de Clinicas Veterindria da Universidade
Federal de Pelotas/RS. Foram utilizadas cinco fémeas
ovinas, ndo prenhes, provenientes do cruzamento entre
as racas Corriedale e Texel, com aproximadamente 18
meses de idade e peso médio de 50,73 + 4,38kg. As
fémeas foram mantidas em sistema de confinamento,
recebendo dgua ad libitum e ragdo em cochos indivi-
duais, sendo essa fornecida as 8:30 e 16:30 h. A dieta
fornecida aos ovinos era calculada buscando o forne-
cimento de MS equivalente a 3,5% do PV. Essa dieta
foi estratificada em feno de Alfafa (Medicago sativa) e
Tifton 85 (Cynodondactylon) a base de 60% da MS (ou
2,1% PV), acrescidos de alimento concentrado a base
40 9% da MS (ou 1,4% PV), conforme a Tabela 1. An-
tecedente ao periodo experimental foi realizado uma
adaptacdo prévia a dieta, compreendendo 21 dias [8].

As fémeas foram selecionadas uniformemente
de acordo com o peso corporal e o escore de condigdo
corporal, conforme escala de 1 a 5 [23].

As coletas de liquido ruminal foram realizadas
antecedentes a alimentacdo dos animais no turno da
manh3, em intervalos de sete dias, por um periodo
total de 35 dias (Dia 0 ao Dia 35 do experimento),
totalizando seis coletas. O liquido ruminal foi coletado
através de sonda oro-ruminal e o contetido armazenado
em frascos estéreis para realizacido imediata dos testes
de sedimentacdo e flutuacdo, reducdo do azul de meti-
leno e pH ruminal [10]. Para a realizagdo da prova de
sedimentagdo e flutuacdo, colocou-se 10 mL de fluido
ruminal em tubos conicos tipo Falconl, deixando

Tabela 1. Andlise bromatoldgica da dieta, compreendida de 40% da MS de concentrado e 60% da MS de
volumoso, fornecida as ovelhas durante os 35 dias de coletas do liquido ruminal.

Anélise Concentrado Feno de Alfafa Feno de Tifton 85
Matéria Seca (%) 87,56 87,64 88,62
Proteina Bruta (%) 17,62 14,32 6,08
Cinzas (%) 11,51 8,49 4,36
Extrato Etéreo (%) 4,20 1,32 0,86
Fibra Bruta (%) 11,76 36,28 31,46
Cilcio (%) 1,91 2,42 0,88
Fosforo (%) 0,95 0,36 0,13
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as amostras em repouso até a formacgdo de camadas
estratificadas bem definidas no liquido ruminal [3]. A
determinacgdo do tempo de redugdo do azul de metileno
foi realizada utilizando-se tubos conicos tipo Falconl,
nos quais se adicionaram 9,5 mL de fluido ruminal e
0,5 mL de azul de metileno (solugdo 0,02%) [22]. O
pH ruminal foi determinado com um potencidmetro
portatil2 [21].

A técnica de quantificagdo dos protozodrios
ruminais foi baseada na metodologia descrita por
Dehority [8], tendo como principio a conservagdo
do material em solu¢do de formol e glicerina para
manutengdo das estruturas morfoldgicas e dilui¢oes
que facilitam a estimativa do nimero de protozoarios.
O material obtido das coletas de liquido ruminal foi
filtrado em gaze dobrada quatro vezes, sendo que 5
mL do produto obtido era conservado em tubos plas-
ticos, acrescidos de 10 mL de formalina a 37%. Ap6s
a homogeneizacdo do contetido, mantinha-se por 12 h
sobre refrigeracdo. Posterior a este periodo, retirava-se
0,5 mL da amostra e adicionava-se 9,5 mL de glicerol
a 30%, obtendo-se uma solucdo de 1:20 do produto
inicial. Duas gotas de verde brilhante a 2% eram
adicionadas para melhor visualizacdo das estruturas
dos protozodarios. Uma camara de vidro medindo 1 x
20 x 50 mm foi confeccionada sobre uma lamina de
vidro, onde era adicionado 1 mL da amostra previa-
mente homogeneizada. A cAmara era recoberta por
uma laminula de vidro 30 x 60 mm e sobre ela uma
lamina plastica impressa com 100 quadros de 0,01
mm?. Vinte quadros, nas duas linhas diagonais, foram
contados e o valor obtido foi multiplicado por cinco,
para ajustar ao volume total da camara. Obtinha-se
assim a estimativa total dos protozodrios em 1 ml da
dilui¢do, que posteriormente foi multiplicado pelo
valor correspondente as dilui¢des. As amostras eram
sempre contadas em duplicata.

As andlises dos parimetros ruminais envol-
vendo medidas repetidas sobre o tempo (testes de
sedimentagdo/flutuacdo, teste de redugdo do azul de
metileno, avaliagdo da concentrac¢do dos protozoarios
e pH ruminal), foram comparadas entre as semanas
através do Mixed Procedure no programa estatistico
Statistix [25] para medidas repetidas, sendo conside-
rados significativos valores de P < 0,05.

RESULTADOS

Os valores encontrados na avalia¢do do fluido
ruminal podem ser considerados dentro dos padrdes
fisiolégicos para a espécie ovina [10], conforme a Ta-
bela 2. Neste estudo a suplementagdo de concentrado
equivalente a 1,4% do PV nido induziu a uma acidose
ruminal, bem como demais alteracdes na anélise do
fluido ruminal, demonstrando uma adequada relagdo
concentrado/volumoso na respectiva dieta.

O nidmero médio de protozodrio no liquido
ruminal no intervalo de 35 dias experimentais foi
semelhante a demais estudos [3,15]. No entanto, foi
observado um incremento significativo (P < 0,05) no
nimero de protozodrios de acordo com o decorrer do
periodo experimental (Figura 1).

DISCUSSAO

Sdo comuns redug¢des no pH ruminal em
animais submetidos a dietas com elevados niveis
de concentrado [11]. O pH do fluido ruminal varia
entre 5,5 e 6,2 em dietas com maior teor de concen-
trado, enquanto que dietas com maior participagdo
de volumosos os valores situam-se entre 6,2 e 7,0
[20]. Neste estudo, ndao foram observados efeitos da
suplementacdo de concentrado equivalente a 1,4% do
PV sobre os parametros avaliados no fluido ruminal,
demonstrando uma adequada relacdo concentrado/
volumoso na respectiva dieta. Neste contexto, o for-

Tabela 2. Valores médios dos pardmetros ruminais obtidos de ovelhas confinadas durante os 35 dias de
submissdo a dieta compreendida da 40% MS de concentrado e 60% MS de volumoso.

Andlise Valor médio
pH 7,03
Sedimentacao/Flutuacio (min) 3,09
Tempo de redug@o (min) 2,0

N de protozodrios/mL

1.113.610 ou 1,1 x 10°
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Figura 1. Média no nimero de protozodrios/mL de liquido ruminal de ovinos
mantidos em sistema de confinamento, recebendo uma dieta compreendida por
40% de concentrado e 60% de volumoso, de acordo com os 35 dias experimentais.
*<Letras diferentes em cada ponto indicam diferenga significativa (P < 0,05).

necimento de alimentos volumosos (feno de alfafa e
tifton) equivalente a 60% da MS da dieta, ou 2,1% do
PV, foi determinante para manutengao da estabilidade
do pH ruminal. Sabe-se que a utilizacdo de volumosos
¢ fundamental em dietas de animais confinados devido
ao estimulo da fibra para mastigag¢@o e ruminacao [28].
Além disso, a alimentacdo com feno de alfafa também
pode auxiliar na elevacdo do pH ruminal devido ao alto
teor de proteina bruta [17]. Dietas que ndo estimulam
adequadamente a mastigacio reduzem a produgdo de
saliva, resultando em diminui¢@o do pH ruminal [26],
podendo acarretar em distirbios metabdlicos [1].

O pH do rimen é um dos fatores fisioldgicos
mais varidveis que podem influir diretamente na po-
pulag@o microbiana, afetando os protozodrios quando
ha reducdo do pH [7]. Todavia, os protozodrios desem-
penham um papel de suma importincia no controle
do pH do fluido ruminal, pois estes sdo capazes de
engolfar facilmente granulos de amido em suspensao
no conteddo ruminal, sendo responsaveis por até 45%
da atividade amilolitica no rdmen, e sua populagdo
aumenta significativamente em animais suplementados
com dietas que possuem um aumento progressivo da
fracdo concentrada [4]. Entretanto, sabe-se que em
dietas ricas em forragens, as bactérias constituem
sitios de aderéncia e dificultam o engolfamento pelos
protozodrios, provocando assim uma reducio no seu
desenvolvimento [16].

O incremento no niimero de protozodrios com
o decorrer do periodo experimental pode ser explicado
devido a interacdo entre dieta e adapta¢do ruminal,
onde estudos demonstraram que dietas com maiores

niveis de concentrado [2] e proteina bruta [27] resultam
na elevacdo da populacdo de protozodrios ruminais.
Desta forma, a eleva¢do na populagdo de protozod-
rios ocorre de forma gradativa devido ao periodo de
adaptac¢do ruminal a dieta, podendo ser estipulado
em aproximadamente 21 dias [9,29]. Porém, neste
estudo foi observado que mesmo apds um periodo
de 21 dias de adaptagdo a dieta, o nimero médio de
protozodrios no liquido ruminal prosseguiu com uma
elevacdo gradativa.

O aumento na populacio de protozodrios foi
constatado a partir de um periodo de adaptacdo a dieta
com 40% da MS compreendida por concentrado [7].
No entanto, os resultados com a adicao de concentrado
sdo variaveis, pois em alguns trabalhos nio foi obser-
vado nenhuma diferenca significativa na populagio de
protozodrios entre dietas que variavam quanto a adicao
de 20 e 40 % de concentrado [18]. Contudo, demais
estudos demonstraram um efeito linear decrescente
para os niveis de 30, 45, 60, 75 e 90% de concentrado
sobre o nimero de protozodrios [5]. Neste contexto,
os efeitos da adicdo de concentrado na dieta sobre os
protozodrios dependem principalmente de alteragcdes
no pH ruminal [19], as quais ndo foram constatadas
no presente estudo.

Os valores obtidos através da quantificagdo
do ndmero de protozodrios no liquido ruminal se
mostraram dentro dos parametros fisiol6gicos para a
espécie ovina [3], bem como mantiveram uma variagao
semelhante a outros estudos [6,14]. Desta forma, a
metodologia proposta para contagem de protozodrios
utilizada neste estudo, a partir da adaptacdo da téc-
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