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Resumo

A cunicultura é uma atividade pecuaria em crescente desenvolvimento e isso
traduz-se em novos desafios. Durante muitos anos a criagdo de coelhos recorreu em
demasia ao uso de antimicrobianos com o objetivo de tratar e prevenir o aparecimento de
diversas doencas. Paralelamente, estes compostos foram também usados como
“promotores de crescimento”, visando essencialmente uma melhoria da eficiéncia
digestiva. Porém, o uso indiscriminado destas substancias levantou questdes de salde
publica, como a emergéncia de estirpes bacterianas multirresistentes e a inerente
disseminacdo de genes de resisténcia, possivelmente transferiveis ao Homem através da
cadeia alimentar. No presente, existe uma enorme presséo para a adocdo de estratégias que
possibilitem uma reducdo massiva na quantidade de antimicrobianos administrados a
espécies pecuarias.

Este trabalho visou contribuir para o estudo de uma alternativa ao uso de
antimicrobianos - os probidticos — enquanto suplementos alimentares constituidos por
microrganismos vivos capazes de equilibrar a microbiota intestinal do hospedeiro. Para tal,
foram constituidos dois grupos de coelhos com base na alimentacdo: i) grupo antibiotico,
com acesso a um alimento composto suplementado com antibioticos e ii) o grupo
probidtico alimentado com a mesma dieta, mas sem antibioticos e inoculado com um
probidtico constituido por Escherichia coli e Enterococcus spp.. Ao longo de 22 dias de
estudo foram monitorizados alguns indicadores produtivos e efetuadas recolhas periddicas
de fezes para estudo microbioldgico. A andlise dos resultados zootécnicos permitiram
verificar que o uso de probidticos em detrimento de antibiGticos parece promover o
crescimento de coelhos, tornando-se um método mais rentdvel na producdo cunicula.
Através de genotipagem por ERIC-PCR e PFGE, pretendeu-se verificar se as estirpes
estranhas ao trato gastrointestinal dos coelhos seriam capazes de coloniza-lo,
permanecendo ao longo do tempo de estudo. O facto de as estirpes inoculadas no
probidtico terem sido encontradas ao longo dos dias de estudo nos coelhos aos quais foram
administradas, sugere que os efeitos observados na performance zootécnica estejam
relacionados com as estirpes administradas no probidtico, pelo que este poderd ser um

sistema viavel na substituicao de antibidticos na alimentacdo de coelhos de producéo.

Palavras-chave: Antibidtico, cunicultura, Escherichia coli, Enterococcus spp.,

genotipagem bacteriana, probiotico.



Abstract

Cuniculture is an animal husbandry practice in growing development which
translates into new challenges. For many years, there was an overuse of antimicrobials in
livestock activity with the purpose of treating and preventing several diseases. At the same
time, these compounds were also used as “growth promoters”, aiming for an improved
digestive efficiency. However, the indiscriminate use of these substances became a public
health matter, as the appearance of multi-resistant bacterial strains and its inherent
dissemination of resistance genes, potentially transferable to humans through the food
chain. At the present time, there is enormous pressure to adopt strategies that allow a

massive reduction in the quantity of administered antimicrobials to animal husbandry.

The aim of this work is to contribute to the study of an antimicrobial alternative —
probiotics - as food supplements consisting of live microorganisms capable of balancing
the hosts intestinal microbiota. Thereby, two groups of rabbits were constituted based on
feed: i) antibiotic group, with access to food supplemented with antibiotics and ii) probiotic
group, fed with the same diet, but without antibiotics and inoculated with a probiotic
consisting of Escherichia coli and Enterococcus spp.. Along 22 days of study, some
productive indicators were monitored and periodic faecal samples were collected for
microbiological study. The analyses of zootechnical results allowed to verify that the use
of probiotics instead of antibiotics appears to promote their growth, making it a more cost
effective method in cuniculture. Through genotyping by ERIC-PCR and PFGE, we
intended to ascertain whether the strains foreign to the gastrointestinal tract of rabbits
would be able to colonize it, remaining during the study period. The fact that the probiotic
strains inoculated were found during the study period in rabbits administrated with them,
suggests that observed effects in the zootechnical performance could be related with the
strains administered in the probiotic, whereby this could be a viable substitute for

antibiotics in feeding production rabbits.

Keywords: Antibiotic, cuniculture, Escherichia coli, Enterococcus spp., bacterial
genotyping, probiotic.

vi



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Indice
AGIAOECTMIENTOS. ...ttt bbb et s st bt bbb e et e et b e bbb nn e iii
RESUMO.. ... E s e Rt s Rt et E e e e R R n e e R e R r e R n e ne e \Y
AADSTTACT ... ettt n e Vi
INOICE ...ttt ettt 1
INCICE 08 AOTEVIALUTES...........cvecveceecececee ettt 3
INCICE 08 TADEIAS. .......ocvuveeeciecicictec ettt 5
INAICE 8 FIGUIBS ......vocveveceee et tes ettt a et st en st ss et enses s eness st ensesnennens 7
(O Vo1 0] Lo TN I )£ {0 o [0 o o OSSPSR 9
LLCUNTCUIUIA . ...t bbbttt nb e 10
2.Uso de antimicrobianos na producao animal ............cccccevveiiiiiieeie s 11
2.1.Antimicrobianos: MO0 08 ACHD.........ccvveiiiiriiieiiee et ns 13
2.2.Mecanismos de resisténcia aos antimiCrobianos .............ccocuveiriiiiiiicie s 14
B PIODIOTICOS. ... 15
3 L. ENTEIOCOCCUS SPP.uurreesrteteeitteiteesieesitesstessbe e e esbeesteesteesseeaseeesaeesteesbeesseesseessseanteanseenseenteensenas 17
3.2.ESCREriCRIA COli...vcuiiiiiicic s 19
T g o] (] 0T To =Ty o ISR SOSRN 20
4.1.Enterobacterial repetitive intergenic consensos (ERIC-PCR)........ccccoovevvvivireveivciesiene. 21
4.2.Genotipagem por campo pulsado (PFGE).........cccoviiiieieiiee e 22
L@ 0T Yo LS 24
Capitulo 11 - Materiais € MELOUOS ........covviveiieiieiiie et re e et besaeesee e e 25
LLAIMOSITAS ..ottt bbb 26
2.Anélise do fenotipo de resisténcia dos isolados de Escherichia coli e Enterococcus spp. ....... 27
3.Andlise genética dos probidticos administrados e dos isolados recolhidos...........c..ccccevvrurnenne. 28
3.1.Andlise genética de ESCherichia COli...........coovriiiieieieisic e 28



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

3. LLEXIACA0 8 DINA ..o 28
3.1.2.Caracterizagao filOgENALICA .........ccvii i 29
3.1.3.Genotipagem por Electroforese em campo pulsado (PFGE) ........cccccoooioviiineiiennnne. 30
3.2.Andlise Genética de ENtErOCOCCUS SPP. «ivervreerieieeeriarestestesteseeseeseeseesessessessessessesseseeseeseans 32
3.2.1.EXIracho e DINA ...ttt es 32
3.2.2.1dentificagdo genétiCa das ESPECIES ........evvereierieieiere et eeneenens 33
3.2.3.Genotipagem por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - ERIC-PCR ..... 35
3.3.Analise dos perfis de genOtIPAGEM........ciiiirierieieieeee et 35
Capitulo T = RESUIAAOS ......eviieieie ettt ens 36
1.Anélise da performance zootécnica dos COEINOS..........cccevveieiiiieiice e 37
2.Analise microbioldgica das fezes doS COBINOS .........cvoeieieiiicirese e 41
3.Andlise da prevaléncia das estirpes constituintes do probidtico ao longo do estudo................. 43
3.1.Andlise das eStirPes de E. COli....oiiiiiiiiicie e 43
3.1.1.Andlise do fenotipo de reSIStENCIA........ccccveiiiiciiieec e 43
3.1.2.Andlise da caracterizacdo filogenética das estirpes constituintes do probidtico ......... 45
3.1.3.Andlise da genotipagem POr PEGE ...........ccooiiiiiiieic e 47
3.2.Anélise das estirpes de ENtErOCOCCUS SPP.. cveiveerreieeierieeieiesteesie e seesresre e sre e e sresraeseesnas 51
3.2.1.Andlise do fenotipo de reSIStENCIA........ccccveiieieiiici e 51
3.2.2.Andlise da caracterizagdo das ESPECIES ......cvvverviieerieiisee e se st 53
3.2.3.Andlise da genotipagem por ERIC-PCR.........c.ccciiiiiiiiice e 55
CaPItUIO TV = DISCUSSAD ....vveuveieeieeiteeiee e steesiesteete et s e et e te e st e s teesaesbesse e besbe e e e sbeesaesaesteeneesteeneenee e 59
(OF: 1o 11 (T 1 [0 Y A 0o g [od 1117 o SRS 67
Referéncias BibHOGIATICAS .......ccviiiiiiciiie et 69



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos

(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Indice de abreviaturas

AB
AK
AMC
AMP
ATM
BHI
C
CAZ
CIP
CN
CTX
DNA
E

E. coli
ERIC-PCR
F
FOX
IPM
K
KAA
LAB
LMP
MH
NA
PB
PCR
PFGE
QD
RD

S-B

Antibidtico

Amicacina

Amoxicilina/acido clavulanico
Ampicilina

Aztreonam

Brain heart infusion
Cloranfenicol

Ceftazidima

Ciprofloxacina

Gentamicina

Cefotaxima

Acido desoxirribonucleico
Eritromicina

Escherichia coli

Enterobacterial repetitive intergenic consensus
Nitrofurantoina

Cefoxitina

Imipenem

Canamicina

Kanamycin aesculin azide agar base
Bacterias cido lacticas

Low melting point agarose
Mueller-Hinton

Acido nalidixico

Probidtico

Polymerase chain reaction
Genotipagem por campo pulsado
Quinupristina/dalfopristina
Rifampicina

Estreptomicina

Slanetz and Bartley



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

SXT Sulfametoxazol/trimedoprima

TBE Tampao Tris/Borato/EDTA

TBX Tryptone Bile X- Glucuronide

TE Tetraciclina

TEC Teicoplanina

TOB Tobramicina

UFC Unidades formadoras de colonias

UPGMA Unweighted pair group method using arithmetic averages
VAN Vancomicina



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Indice de Tabelas

Tabela I - Denominacdo utilizada para os isolados recolhidos de Escherichia coli e Enterococcus

SPP. durante 0S 32 diaS 0 ESTUAD. .....eoueeeeiieee ettt eseesneeseeseeenee e 27
Tabela Il - Primers utilizados no PCR para a dete¢éo dos grupos filogenéticos de E. coli ............ 30
Tabela 111 - Primers utilizados no PCR para a detecdo das espécies de Enterococcus spp.. .......... 34
Tabela IV - Perfis de resisténcia identificados ao longo do tempo de estudo............ccccevereieienene 44

Tabela V - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis encontrados ao longo do

TEMPO A8 BSTUAOD. .....ecutiie ettt et et e et e st e s be et e s beere e besbeeeesbeeneesaesteentesrens 45

Tabela VI - Filogrupos identificados ao longo do tempo de estudo. .........cccccceveevieieiieveieciennns 46

Tabela VII - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos filogrupos encontrados ao

10NQgO0 dO tEMPO A8 BSLUAOD......ccuiiiiiie e st be b et be e besteesreenas 46

Tabela VIII - Prevaléncia dos perfis genéticos das estirpes de E. coli constituintes do probiético ao

10NQO0 dO tEMPO A8 ESTUAD......cuviitieiiite ettt s be e s b e st e e sbesbeere e besreesreneas 49

Tabela VIX - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis genéticos
semelhantes as trés estirpes de E. coli constituintes do probiético encontrados ao longo do tempo de
LTS (1T o PSSP 49

Tabela X - Perfis de resisténcia identificados ao longo do tempo de estudo .............cocevereiieienne 52

Tabela XI - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis encontrados ao longo

Lo o =T ] oTo T (I =TS] 1o (oSO RSPS 52
Tabela XII — Espécies de Enterococcus identificados ao longo do tempo de estudo. .................... 54

Tabela X111 - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) das espécies encontradas ao

10NQO0 A0 tEMPO A8 ESTUAOD......eviieieieiti ettt b e te e besre e e be e e e srenres 54

Tabela X1V - Prevaléncia dos perfis genéticos das estirpes de Enterococcus spp. constituintes do

probiotico ao 10Ngo do teMPO A ESLUAOD ......ovveveeieiieieciece e 58



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Tabela XV - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis genéticos semelhantes
as quatro estirpes de Enterococcus spp. constituintes do probidtico encontrados ao longo do tempo
A8 BSTUDD. ...t r e 58



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Indice de Figuras

Figura I - Arvore dicotomica utilizada para determinar o grupo filogenético de estirpes de E. coli,
atraves da andlise dos resultados de amplificagdo por PCR dos genes ChuA e YjaA e do fragmento
de DNA TspE4.C2. (Clermont et al, 2000)........cccueieiieeieiiiieie et 20

Figura Il - Evolugdo do peso médio dos coelhos, em gramas e a cada 48 horas, nos dois grupos de

estudo - grupo antibiotico (A) € grupo ProbiGtiCO (P)......cccevrrirerireirieseres e 38

Figura 11 - Evolucdo do ganho médio de peso dos coelhos, em gramas e a cada 48 horas, nos dois

grupos de estudo - grupo antibidtico (A) e grupo probidtico (P) ......cccevvevieiiieiiiiiicce e 39

Figura 1V — Evolugéo do consumo médio de alimento composto pelos coelhos, em gramas e cada

24 horas, nos dois grupos de estudo - grupo antibiético (A) e grupo probioético (P) .......ccccceeuveuee. 39

Figura V — Evolucdo do indice de conversdo alimentar (ICA) dos coelhos, a cada 48 horas, nos

dois grupos de estudo - grupo antibidtico (A) e grupo probidtico (P)........ccccevevievieiiiievececiees 40

Figura VI — Evolucdo do consumo médio de agua pelos coelhos, em mL e a cada 24 horas, nos
dois grupos de estudo - grupo antibiotico (A) e grupo probidtico (P)..........ccovverrerrerninsirieenns 40

Figura VII - Contagens microbioldgicas de E. coli e Enterococcus spp. fecais, a cada 72 horas, nos
dois grupos de coelhos estudados - grupo antibiético (A) e grupo probidtico (P).........cccevvreenne 42

Figura VIII - Comparacdo das contagens de E. coli e Enterococcus spp. fecais, a cada 72 horas,

nos dois grupos de coelhos estudados - grupo antibiético (A) e grupo probi6tico (P) ........ccee...... 43

Figura IX - Imagem do gel de agarose obtido por electroforese dos produtos de amplificagcdo do

PCR para determinar grupos filogenBLiCOS.........c.coviieieiii e 46

Figura X - Imagem do gel de agarose obtido por PFGE para genotipagem dos isolados de E. coli

UE=To (0T aTo N o] £ o o] [ o TR SRS 47

Figura XI - Dendrograma construido de acordo com os 84 isolados de E. coli recolhidos ao longo
de trés semanas e as 3 estirpes constituintes do probi6tico, usando o coeficiente de similaridade de
DICE € 0 MELOAO UPGMA ...ttt 50

Figura XII - Imagem do gel de agarose obtido por electroforese dos produtos de amplificacdo do

PCR para determinar as espécies de Enterococcus spp. constituintes do probi6tico....................... 53



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Figura X111 - Imagem do gel de agarose obtido por ERIC-PCR para genotipagem dos isolados de

Enterococcus spp. USad0S NO PrODIGLICO ........everiiiiiieiieie e ens 55

Figura XIV - Dendrograma construido de acordo com os 56 isolados de Enterococcus spp.
recolhidos ao longo dos 32 dias de estudo e as 4 estirpes constituintes do probiético, usando o
coeficiente de similaridade de DICE € 0 método UPGMA ...........ccooiiiiieicicicece e 56



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

Capitulo I:

Introducao



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

1. Cunicultura

A cunicultura, isto €, o ramo da zootecnia que trata da criacdo de coelhos para fins
de producdo de carne, pele e pelos, para melhoramento genético, para experimentacéo, ou
para 0 comércio enquanto animais de estimacdo, é uma atividade pecuaria bastante antiga e
em crescimento acentuado na Europa (Lebas et al., 1997). De facto, as ultimas decadas
foram marcadas por um melhoramento zootécnico geral na producdo cunicula que incluiu
o desenvolvimento tecnoldgico, nutricional, clinico e econémico, manifestando-se no
incremento dos indices produtivos, nomeadamente da fertilidade, da prolificidade e do
ganho medio diario (Fernandez-Carmona et al., 2000). A producdo de coelhos com um
objetivo creatopoiético estd concentrada em sistemas intensivos do continente Asiatico,
Americano e Europeu, seguindo-se Africa, sendo a China o principal produtor mundial
(FAO, 2011). No continente Europeu os maiores produtores sdo a Italia, Franca e Espanha
(Xiccato and Trocino, 2007). Em Portugal cria-se aproximadamente de 3,5% da producao
Europeia e 1,8% da producdo mundial (Colin and Lebas, 1996). No passado, a
intensificacdo destes sistemas produtivos permitiu melhorar significativamente a eficiéncia
economica das explora¢es. Contudo, atualmente, 0 aumento dos custos de producdo ndo
tem sido acompanhado por um aumento equitativo das receitas, colocando em causa a
rentabilidade do sector. Assim, é necessario que sejam aplicadas novas estratégias que

fomentem a sustentabilidade econémica da cunicultura (Monteiro et al., 2013).

O coelho ¢ um mamifero lagomorfo, ou seja, faz parte do grupo de animais que
inclui os Geéneros Caprolagus (e.g. coelho asiatico), Sylvilagus (e.g. coelho americano),
Poelagus (e.g. coelho africano), Lepus (e.g. lebres) e Oryctolagus (e.g. coelho europeu)
(Mourdo, 2003). Na Europa, o coelho-europeu ou coelho-comum, Oryctolagus cuniculus, é
a espécie mais empregue no sector cunicula, sendo reconhecida como uma espécie muito
ativa e de habitos noturnos. Do ponto de vista zootécnico, salienta-se o facto de as fémeas
terem uma gestacdo curta (cerca de 31 dias), com duas a doze crias por ninhada, podendo a
taxa de mortalidade ao desmame atingir 30% (Rashwan and Marai, 2000). Numa
exploracdo semi-intensiva, com uma boa taxa de reproducdo e alimentacdo equilibrada,
podem-se obter entre 55 e 65 crias por coelha anualmente. No caso de uma exploracao
extensiva, podem-se obter entre 30 a 35 crias por coelha anualmente. Porém, a

produtividade, ou seja, 0 numero de crias por coelha reprodutora num determinado
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periodo, depende do intervalo de tempo entre ninhadas sucessivas, do tamanho das
ninhadas e da taxa de sobrevivéncia das crias (Lebas et al., 1997).

A fase de desmame representa uma fase critica para o coelho, observando-se, com
frequéncia, a ocorréncia de perturbagdes digestivas (disbacterioses) neste periodo. Estas
podem ocorrer devido a maturagdo dos processos digestivos, as mudancas da dieta
alimentar, ao aumento do consumo de alimentos sélidos em detrimento do leite materno e,
ainda, as ragoes utilizadas (Gidenne, 1997; Laplace, 1972).

Nas exploracBes cuniculas, os animais sdo alojados individualmente, pelo que
alguns comportamentos sociais ndo se verificam, como € o caso da reproducdo que na
maioria dos casos ndo ocorre por acasalamento com o macho, mas sim por inseminacao
artificial. Finalmente, os coelhos séo abatidos entre os 65 e os 75 dias, apresentando um
peso médio vivo de 2,3 kg, e um rendimento de carcaca de cerca de 56% (Monteiro et al.,
2013). A sua carne tem um aroma e sabor bastante caracteristicos, sendo particularmente
apreciada pelo facto de possuir um elevado teor proteico e baixo teor de gordura e
colesterol (Lebas et al., 1997).

2. Uso de antimicrobianos na producédo animal

Tendo em conta que os antimicrobianos (ABs) sdo substancias capazes de inibir ou
matar microrganismos em baixas concentragdes, 0 seu uso por parte dos Operadores do
sector primario na alimentacdo dos animais tem a vantagem de controlar determinados
perigos sanitarios e melhorar os indices produtivos, nomeadamente pela promog¢do do
crescimento e/ou melhoria da conversdo alimentar (Michelan et al., 2002). Assim, durante
as Ultimas décadas, os antimicrobianos tém sido usados, com finalidades terapéuticas e
como promotores de crescimento em animais de producdo. Quando usados de forma
terapéutica, os antimicrobianos sdo injetados ou administrados através do alimento ou dgua
de bebida durante um prazo curto (trés a 10 dias), em doses terapéuticas que possibilitem
no tecido alvo uma concentragcdo acima da concentracédo inibitéria minima, isto é, acima do
valor minimo de concentracdo para o antimicrobiano inibir o crescimento bacteriano. Por
outro lado, quando usados como promotores de crescimento, 0s antimicrobianos s&o,
geralmente, administrados no alimento do animal em pequenas doses de longa duragéo
(Falcao-e-Cunha et al., 2007). Atualmente, o uso de antimicrobianos como promotores de

crescimento esta proibido na Unido Europeia e sobre grande escrutinio nos Estados Unidos
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da América. Porém, muitos dos usos preventivos mimetizam o outrora permitido uso
enquanto promotores de crescimento e visam, em Ultima instancia, a prossecugdo dos

mesmos objetivos.

O uso de antimicrobianos como promotores de crescimento é fundamentado pelo
facto de estes reduzirem a flora intestinal do animal, bem como as bactérias intestinais
prejudiciais ao animal. Esta diminuicdo reduz a “inflamacdo” intestinal e favorece um
melhor aproveitamento digestivo do alimento. Dito de outra forma, o uso de
antimicrobianos pode, por um lado, levar a uma diminuicdo das infe¢Ges causadas pelas
bactérias patogénicas e, por outro lado, a diminui¢do da flora comensal e uma consequente
reducdo na producdo de metabolitos microbianos toxicos (que afetam o crescimento do
animal), uma reducédo do uso de nutrientes e aminoacidos pelas bactérias (aumentando os
recursos nutricionais disponiveis) e, ainda, um aumento da absor¢do e utilizacdo de
nutrientes, devido ao aumento da superficie de absor¢do (Barton, 2000; Gaskins et al.,
2002). Como consequéncia do uso de antimicrobianos, o animal iria reduzir o seu indice de
conversao alimentar, isto €, a quantidade de alimento necessaria (kg) para que o animal
aumente o0 seu peso vivo em 1 kg, pelo que o animal cresceria mais rapidamente
consumindo uma menor quantidade de alimento. Assim, verifica-se um menor gasto no
alimento usado para os animais e a possibilidade de abater os animais com menos idade,

aumentando os rendimentos do produtor e diminuindo o consumo de alimentos compostos.

Tendo em conta que uma parte da digestdo do coelho € feita por micrébios, seria de
esperar que o uso de antimicrobianos pudesse ser desfavoravel para o animal, porém,
evidéncias cientificas mostraram que alguns promotores de crescimento poderiam ser
usados de forma a melhorar a performance zootécnica do coelho (Falcao-e-Cunha et al.,
2007).

Apesar das vantagens na utilizacdo de antimicrobianos como promotores de
crescimento, verificou-se um intenso debate em torno do uso destas substancias, em
virtude destas praticas favorecerem o0 desenvolvimento de estirpes bacterianas
multirresistentes, capacitando-as de genes de resisténcia potencialmente transferiveis ao
microbiota comensal e patogénico do Homem através da cadeia alimentar (Mathur and
Singh, 2005; Salyers et al., 2004). Assim, a multirresisténcia aos antimicrobianos constitui
uma grave ameaga a satde publica, em virtude de colocar em causa o tratamento médico
de infegBes bacterianas em seres humanos e animais. Assim, através do Regulamento (CE)

n°® 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho, foi decretada a proibicdo da
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utilizacdo de antibioticos como promotores de crescimento, eliminando progressivamente o
uso destes farmacos para fins ndo terapéuticos. Esta foi uma estratégia importante para
tentar combater o desenvolvimento de bactérias multirresistentes devido a um uso
exagerado ou indevido (Comissdo Europeia, 2005). No entanto, esta proibicdo provocou
pressdo nas exploracdes de producdo animal, pelo que foi observado um aumento
substancial no uso de antimicrobianos terapéuticos (Casewell et al., 2003). Porém, mais
investigagdo a nivel de antimicrobianos promotores de crescimento e seus substitutos
necessita de ser feita, em particular na cunicultura, pois a pesquisa em coelhos é muito

escassa quando comparada com outras espécies de producao.

2.1. Antimicrobianos: modo de ac¢éo

Um agente antimicrobiano precisa de ter toxicidade seletiva, isto €, deve ser capaz
de eliminar ou inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, ndo induzindo efeitos
adversos no hospedeiro. O nivel de toxicidade pode ser expresso em (i) dose terapéutica,
ou seja, 0 nivel de AB necessario para o tratamento clinico de uma determinada infecéo e,
(if) dose tdxica, a quantidade a partir da qual o antimicrobiano se torna toxico para o
hospedeiro. Assim, define-se o indice terapéutico, o qual corresponde a razdo entre a dose
toxica e a dose terapéutica. Quanto maior o indice terapéutico, mais seguro é o agente
antimicrobiano (Willey et al., 2008).

Relativamente ao espectro de acdo, os antimicrobianos podem ser eficazes apenas
contra uma variedade limitada de agentes patogénicos — espectro de agdo estreito; ou serem
capazes de atuar sobre vérios tipos diferentes de agentes patogénicos — espectro de acdo
largo (Willey et al., 2008). Para além destas caracteristicas, 0 mecanismo de agéo inerente
a cada farmaco permite classificd-los como bactericidas, quando provocam a morte
bacteriana, ou bacteriostaticos, quando inibem reversivelmente o crescimento, permitindo,
porém, que este seja retomado caso 0 antimicrobiano seja removido (Leekha et al., 2011;
Willey et al., 2008).

Os antimicrobianos atuam sobre o microrganismo através dos seguintes modos de
acdo: i) interferéncia com a sintese da parede celular; ii) inibicdo da sintese proteica; iii)
inibicdo da sintese de &cidos nucleicos; e, iv) inibicdo de determinadas vias metabdlicas.
Os antimicrobianos B-lactdmicos, como as penincilinas e as cefalosporinas, inibem a

sintese da parede celular das bactérias, pois interferem com as enzimas necessarias para a
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antimicrobianos  macrélidos,  aminoglicosidios, tetraciclinas,  cloranfenicol e
estreptograminas, pois estes ligam-se a uma das subunidades ribossomais, o local de
sintese proteica, inibindo o crescimento bacteriano. Relativamente ao mecanismo de
inibicdo da sintese de acidos nucleicos, esta é feita por fluoroguinolonas, antimicrobianos
que inibem a replicacdo do DNA, e por sulfonamidas e trimetoprim, que blogueiam a via
de sintese de &cido folico, uma proteina hidrossoltvel essencial para a sintese de DNA
(Tenover, 2006).

2.2. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Certas bactérias possuem resisténcia intrinseca aos agentes antimicrobianos por nao
terem o local alvo do farmaco ou porque o principio ativo ndo conseguir atravessar a
parede celular de forma a atingir o seu local de acéo. Porém, as bactérias sem resisténcia
intrinseca, ou seja, as bactérias naturalmente suscetiveis ao antimicrobiano, podem
adaptar-se a introdugdo de antimicrobianos no seu ambiente, tornando-se resistentes a estes
através de mutacOes espontaneas ou através da transmissdo de genes de outra bactéria que

Ihe confiram resisténcia (Tenover, 2006).

Em termos de mutagOes espontaneas existem diversos mecanismos desenvolvidos
pelas bactérias que Ihes permitem tornarem-se resistentes aos antimicrobianos, sendo 0s
mais comuns 0s seguintes: (i) producdo de enzimas capazes de modificar ou hidrolisar o
antimicrobiano antes deste atuar; (ii) uso de bombas de efluxo para expulsar o
antimicrobiano da célula antes de este chegar ao seu local de acdo; (iii) alteracdo ou
eliminacdo, por mutacdo, do alvo de acdo do antimicrobiano de modo a que este nédo
possua local onde se ligar; (iv) impermeabilizacdo da parede bacteriana, de forma a que a
passagem de antimicrobianos para a celula seja limitada; (v) aquisicdo de genes que
permitam a criacdo de vias metabdlicas por parte da bactéria que ndo sdo inibidas pelos
antimicrobianos. Este tipo de resisténcia adquirida através de mutacdes € previsivel,
depende da presenca do antimicrobiano e transmite-se verticalmente (Tenover, 2006).

No caso da transmissdo genética, a resisténcia pode aparecer devido a (i)
conjugacdo, na qual existe transferéncia de DNA por contacto entre células, (ii)
transformacédo, em que o DNA livre originario de uma bactéria que sofreu lise celular é

incorporado por uma bactéria competente, ou seja, uma bactéria apta a receber DNA
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exogeno, transportando genes de resisténcia para uma bactéria previamente suscetivel ou
por (iii) transducdo, na qual a transferéncia de material genético é mediada por
bacteriofagos (Barbosa and Levy, 2000). Este tipo de aquisicao de resisténcia € designada
evolucéo horizontal e pode estabelecer-se entre microrganismos da mesma ou de diferentes
espécies ou generos, podendo mesmo ser transmitida entre animais e humanos (Nijsten et
al., 1993).

Os microrganismos resistentes tém, naturalmente, mais vantagens de sobrevivéncia
do que os suscetiveis, pelo que o uso continuado de antimicrobianos vai funcionar como
uma pressdo seletiva favoravel para as estirpes resistentes, permitindo que estas
sobrevivam e se multipliqguem, enquanto as suscetiveis vao ser eliminadas da populagéo
(Mathur and Singh, 2005).

A questdo do desenvolvimento de resisténcias aos antimicrobianos constitui, assim,
um problema de sadde publica pelo que o seu uso na produgdo animal representa uma
ameaca para a populacdo humana, sendo essencial haver uma diminuicdo do uso de AB,
recorrendo a estes apenas em casos de extrema necessidade. Porém, a reducgdo do uso de
AB causaria problemas na producdo animal, o que resultaria numa queda de desempenho.
Para isso, foi necessario recorrer a estudos de forma a procurar alternativas aos ABs que
tenham efeitos semelhantes nos animais de producdo, para que as defesas dos animais
sejam melhoradas e se mantenha a eficiéncia da producdo animal e da lucratividade do
sector (Falcao-e-Cunha et al., 2007). Para este efeito, as alternativas mais estudadas e
desenvolvidas sdo os probioticos, prebioticos, simbidticos, enzimas digestivas e acidos
organicos (Choct, 2009; Williams et al., 2001).

O interesse nestes aditivos alimentares comecou a crescer significativamente nos
anos 80, mantendo-se até a atualidade. Em animais monogastricos, existem variados
estudos em suinos e aves, enguanto nos coelhos pouco tem sido investigado e, devido ao
seu sistema digestivo complexo, ndo € possivel fazer extrapolagdes a partir daquelas
espécies (Falcao-e-Cunha et al., 2007).

3. Probiéticos

Uma das primeiras alternativas, e uma das mais viaveis, para substituir os

antimicrobianos sdo os probidticos (PBs). Segundo Fuller (1989), um probidtico é “ um

15



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

suplemento alimentar constituido de microrganismos vivos capazes de beneficiar o
hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal”.

O uso de probidticos podera ter um grande potencial na melhoria da nutricdo
animal e na redugéo do risco de doengas intestinais e, possivelmente, de outros sistemas
organicos (Galyean and Eng, 1998). De facto, os probidticos estdo inerentemente
associados ao conceito de exclusdo competitiva, segundo o qual espécies em competicdo
pelos mesmos recursos ndo podem coexistir indefinidamente no mesmo meio. O resultado
da coexisténcia de duas espécies nestas condi¢Bes seria a dominancia e, consequente
prevaléncia da espécie que apresenta mais vantagens e a exclusdo da espécie com menos
vantagens (Martcheva and Li, 2013). Estudos mostraram que a exclusdo competitiva
apresenta diversas vantagens para o animal, nomeadamente: i) colonizacdo intestinal por
microrganismos saudaveis, prevenindo a instalagdo de bactérias patogénicas; ii) aumento
do crescimento e peso corporal; iii) melhoria da converséo alimentar; e, iv) diminuicdo da
taxa de mortalidade. Porém, existem alguns fatores que podem afetar negativamente a
eficacia da exclusdo competitiva, sendo eles o uso de antimicrobianos, o stress animal e as
doencas (Schneitz, 2005).

Para ser considerado um probiotico, este deve possuir determinadas propriedades

que sao listadas seguidamente:

a) Capacidade de sobrevivéncia as condicGes acidas do estdmago de forma a puder

colonizar e proliferar o intestino;
b) Auséncia de patogenicidade, toxicidade, mutagenecidade ou carcinogenecidade;
c) Capacidade antagonizante da colonizagdo por microrganismos patogénicos;
d) Estabilidade genética, ndo possuindo mecanismo de transferéncia de plasmideos;

e) Reprodutibilidade e estabilidade aquando do processamento e armazenamento
(Ziemer and Gibson, 1998).

Alguns dos microrganismos usados como probioticos sdo Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli, Bifidobacterium spp. e
Saccharomyces spp. (Falcao-e-Cunha et al., 2007; Fuller, 1999).

Os probidticos apresentam varios beneficios tanto para o animal como para o
produtor. Para o organismo ao qual foi administrado a principal vantagem ¢é a reducéo da
colonizacdo intestinal por microrganismos patogenicos, restabelecendo o balanco da

microflora intestinal (Linaje et al., 2004). Para o produtor, existem vantagens tanto a nivel
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econdmico como a nivel de sadde. Em termos econdmicos verifica-se uma melhoria nos
indices econdmicos devido a uma maior produtividade, que se reflete através do aumento
do ganho médio diario e da reducdo do indice de conversdo alimentar. Para além disso, a
aplicacdo de probioticos na producdo pecudria, e na cunicultura em particular, tem como
vantagens adicionais a restricdo a dispersdo ambiental de microrganismos multirresistentes
e consequente reducdo da transferéncia de bactérias multirresistentes do animal para o
homem (Musa et al., 2009).

Os probidticos, tal como os antimicrobianos, possuem varios mecanismos de acao,
sendo estes a produgdo de substancias antibacterianas (e.g. &cidos organicos e
bacteriocinas), a reducdo das reacbes metabdlicas que resultam na producao de substancias
toxicas, a competicao pelos recetores de adesdo as células epiteliais da mucosa digestiva e,
ainda, a estimulagdo do sistema imunitario do hospedeiro (Ouwehand et al., 1999; Ziemer
and Gibson, 1998).

Existem ja varios estudos feitos acerca dos probioticos, sendo que varios mostraram
efeitos positivos no seu uso, principalmente quando aplicados em animais mais jovens
(Falcao-e-Cunha et al., 2007). Porém, determinados trabalhos ndo obtiveram qualquer
resultado significativo (Gardiner et al., 1999; Jin et al., 2000; Jost and Bracher-Jakab,
2000). Isto pode dever-se ao facto de os probiodticos possuirem composi¢cdes microbianas
diferentes e, mesmo nos casos em que a composicao é a mesma, ha que lembrar que as
estirpes podem ser diferentes. Assim, a eficacia do probiotico podera estar dependente da
quantidade de microrganismos bem como das estirpes administradas.

Verifica-se, entdo, que 0s probidticos apresentam grandes vantagens tanto em
termos de salde animal como em termos de rendimento econémico para o produtor,
salientando-se, porém, que apesar dos grandes esforcos que tém sido feitos para
compreender o0 modo de acdo dos probioticos, o conhecimento experimental sobre os
mesmo é ainda limitado. Esta €, assim, uma area muito relevante mas que necessita, ainda,

de muita investigagé&o.

3.1. Enterococcus spp.

As bactérias do Género Enterococcus, pertencentes a Familia Enterococcaceae, sao
microrganismos ubiquos, mas que estdo principalmente presentes no trato gastrointestinal

de animais e humanos. No entanto, estas bactérias ndo estdo apenas associadas a animais
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de sangue quente, podendo também ser encontradas em diversos locais e materiais como
solo, aguas superficiais, aguas residuais, vegetais, e alimentos, em particular naqueles
derivados de animais, como lacticinios e produtos carneos (Franz et al., 1999; Giraffa,
2002).

A identificacdo laboratorial de Enterococcus spp. apresenta peculiaridades
relacionadas com o facto de partilharem caracteristicas bioquimicas com bactérias de
outros Géneros, nomeadamente Streptococcus e Lactococcus. Nos anos 80, com base em
estudos filogenéticos, 0 Género Streptococcus foi separado em trés Géneros diferentes: 1)
Enterococcus; 2) Lactococcus; e, 3) Streptococcus. Assim, as espécies inicialmente
denominadas de Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, Streptococcus avium e
Streptococcus gallinarum foram transferidas para o Género Enterococcus, passando a ter a
denominagdo Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus avium e
Enterococcus gallinarum, respetivamente (Schleifer and Kilpperbalz, 1984). Deste modo,
desde a criacdo do Género Enterococcus tém sido introduzidas diversas espécies, sendo
que atualmente fazem parte mais de 40 (Pangallo et al., 2008), as quais se dividem em sete
grupos organizados de acordo com as semelhancas filogenéticas analisadas por 16S rRNA.
Estes grupos sdo os seguintes: E. avium, E. cecorum, E. dispar, E. faecalis, E. faecium, E.
gallinarum e E. saccharolyticus (Franz et al., 2011). No entanto, E. faecalis e E. faecium
continuam a ser as especies mais importantes devido ao seu papel sanitario como indicador

de qualidade dos géneros alimenticios e como probioticos (Franz et al., 1999).

Enterococcus spp. sdo bactérias acido lacticas (LAB) (Devriese et al., 1993), Gram-
positivo, catalase-negativo, anaerdbias facultativas, quimiorganotréficas, em formas
cocoides, e organizadas em pares ou pequenas cadeias. Os enterococos tipicos (E. durans,
E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae e E. mundtii) sdo facilmente distinguidos de
outros cocos Gram-positivo, catalase-negativo e homofermentativos, como 0s
Streptococcus spp. e Lactococcus spp., por serem capazes de crescer a 10 e a 45°C, em
meios com 6,5% de cloreto de sodio, na presenca de 40% de bilis e a pH de 9.6 (Hardie
and Whiley, 1997; Morrison et al., 1997). Para o isolamento de Enterococcus 0s meios
mais utilizados sdo Slanetz-Bartley médium (S-B) e o Kanamycin aesculin azide agar
(KAA).

Os enterococos apresentam caracteristicas que os tornam (teis para 0 uso como
probidticos no sentido de melhorar a satde animal e humana. Um estudo desenvolvido por

Vahjen e colaboradores (2002) mostrou que, através do uso de probidticos constituidos por
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E. faecium, é possivel incrementar substancialmente a microbiota acido-lactica a nivel
intestinal. Outros estudos mostraram, ainda, que 0s enterococos possuem a capacidade de
inibir Listeria spp., 0 que pode ser explicado pela sua relagéo filogenética (Stackebrandt

and Teuber, 1988), mostrando mais uma das suas vantagens enquanto probidticos.

Apesar dos beneficios do uso de enterococos como probioticos, algumas questdes
sdo levantadas devido a sua aplicacdo segura por serem patogénicos oportunistas e por
puderem transportar resisténcias a antimicrobianos. Porém, varios estudos foram feitos
com probioticos constituidos por Enterococcus spp., bem como com alguns probioticos ja
comercializados h& mais de 20 anos, e nenhum problema de seguranga foi detetado, o que
indica que estas espécies possam ser uma boa opcdo para a formulacdo de probidticos
(Benyacoub et al., 2003; Wunderlich et al., 1989)

3.2. Escherichia coli

Escherichia coli € uma espeécie de bactérias Gram-negativo, anaerébias facultativas,
catalase-positiva, oxidase-negativa, pertencentes a Familia Enterobacteriaceae, que
apresentam forma bacilar. E uma das bactérias saprofitas mais comuns nos animais de
sangue quente, colonizando o seu trato intestinal pouco tempo apds o nascimento,
permanecendo um membro importante da flora intestinal durante toda a vida. A maioria
das estirpes de E. coli sdo inofensivas, porém algumas podem ser causadores de
intoxicagOes alimentares e doencas intestinais e extraintestinais, como diarreia, infegdes
urinérias e septicemia (Orskov and Orskov, 1992). A E. coli beneficia o hospedeiro através
da producdo de vitamina K (Bentley and Meganathan, 1982) e por ajudar a evitar a
colonizacao do intestino por outros microrganismos patogénicos. Uma vez que se trata de
uma bactéria coliforme de origem fecal, esta pode ser usada como indicador de
contaminacg&o fecal em &guas e géneros alimenticios (Field and Samadpour, 2007).

As estirpes de E. coli podem ser agrupadas de acordo com quatro grupos
filogenéticos, criados de acordo com o parentesco evolutivo, sendo eles A, B1, B2 e D
(Herzer et al., 1990). Estes grupos distinguem-se através da combinacdo de trés
marcadores genéticos ChuA, YjaA e um fragmento de DNA TspE4.C2, os quais
apresentam produtos de amplificacdo de 279 pb, 211 pb e 152 pb, respetivamente. Assim,
de acordo com uma arvore dicotomica publicada por Clermont e colaboradores (2000)

(Figura 1), é possivel determinar qual o filogrupo de cada estirpe. Estes filogrupos parecem
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ser diferentes entre si, variando os nichos ecoldgicos, os perfis de resisténcia
antimicrobiana, a taxa de crescimento e determinadas caracteristicas bioguimicas, como a
capacidade de utilizar diferentes fontes de acucar (Touchon et al., 2009). Diferentes
estudos filogenéticos permitiram obter as seguintes conclusoes:
a) as estirpes telricas pertencem predominantemente ao filogrupo B1;
b) as estirpes comensais pertencem, principalmente, ao filogrupos A e B1;
c) as estirpes patogénicas a nivel intestinal pertencem aos filogrupos A, Bl e D;
d) as estirpes patogénicas a nivel extraintestinal pertencem, maioritariamente, aos
filogrupos B2 e D, pois possuem mais fatores de viruléncia que o0s restantes
filogrupos. Finalmente, é assinalavel que o genoma das estirpes A e B1 tende a ser

menor do que o das estirpes B2 e D (Carlos et al., 2010).
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Figura I - Arvore dicotémica utilizada para determinar o grupo filogenético de estirpes de E. coli, através da anélise dos
resultados de amplificacdo por PCR dos genes ChuA e YjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2. (Clermont et al, 2000)

4. Genotipagem

Uma das formas de determinar diferencas genéticas entre estirpes bacterianas é a
genotipagem, um processo de determinacdo da constituicdo genética dos individuos,
analisando determinadas sequéncias do seu DNA. Qualquer técnica de genotipagem
precisa de ter uma alta capacidade de diferenciacdo, permitindo evidenciar de uma forma
rigorosa e sensivel as semelhangas ou diferencas entre os isolados microbianos. As

técnicas de genotipagem podem ser utilizadas num largo espetro de organismos, entre 0s
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quais as bactérias. Estas ferramentas genéticas comegaram por ser desenvolvidas para se
poderem estabelecer relacGes filogenéticas entre microrganismos patogénicos isolados em
diferentes pacientes, podendo assim mapear a sua distribui¢do geografica (Olive and Bean,
1999).

Atualmente existem diversas técnicas de genotipagem, como, por exemplo, o
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), random amplified
polymorphic detection (RAPD), sequenciacdo de DNA e, os métodos de interesse para este
estudo, genotipagem em campo pulsado (PFGE) e enterobacterial repetitive intergenic
consensus (ERIC-PCR).

4.1. Enterobacterial repetitive intergenic consensos (ERIC-PCR)

A técnica de ERIC-PCR é uma das mais utilizadas para a genotipagem de
microrganismos, baseando-se na identificacdo de elementos repetitivos localizados entre 0s
elementos enterobacterianos repetitivos intergénicos (ERIC) (Versalovic et al., 1991). As
sequéncias de ERIC foram inicialmente identificadas através da sequencia¢do dos genomas
de E. coli e de Salmonella typhimurium (Hulton et al., 1991; Sharples and Lloyd, 1990),
porém foram ja identificados em diversas espécies (Versalovic et al., 1991), existindo ja
estudos realizados em algumas espécies de bactérias Gram-positivas, nomeadamente
Enterococcus spp. (Dunne and Wang, 1997; Valenzuela et al., 2010). As sequéncias ERIC
repetem-se no genoma bacteriano, sendo elementos altamente conservados ao nivel nuclear
com 126 pares de bases de comprimento. Esta sequéncia contém um elemento repetitivo
central invertido altamente conservado, e localiza-se nas regifes extragénicas do genoma
bacteriano. A posicdo destes elementos € variavel entre espécies, constituindo um bom
marcador genético para caracterizar isolados bacterianos (Versalovic et al., 1991).

Esta técnica baseia-se no uso de um polimerase chain reaction (PCR), utilizando
um ou dois primers (ERICIR 5“-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3’ e ERIC2 5
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3), através do qual um padrdo de bandas
caracteristico de cada estirpe é obtido pela amplificacdo de DNA gendmico que se localiza
entre elementos ERIC ou entre esses elementos e outras sequéncias de DNA repetitivas.

Esta é uma técnica simples, rapida, econdmica e altamente reprodutivel, razdo pela

qual apresenta um grande potencial na genotipagem de diversos tipos de DNA.
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4.2. Genotipagem por campo pulsado (PFGE)

A genotipagem por campo pulsado é uma técnica inicialmente usada para separagédo
de Saccharomyces cerevisae, que permite a comparacdo de fragmentos de DNA de grandes
dimens@es (>600 kb), apos a sua digestdo com enzimas de restricdo (Schwartz and Cantor,
1984). Atualmente esta € uma das técnicas mais utilizadas para a caraterizacdo genotipica
de diversas espécies bacterianas (Bosch et al., 2010; Miragaia et al., 2002; Tenover et al.,
1995), entre as quis se encontra a Escherichia coli (Barrett et al., 1994; Ejrnaes et al.,
2006).

No PFGE o DNA genomico necessita de ser primeiramente lisado e, uma vez que
os fragmentos de DNA podem ser superiores a 500kb é necessario protegé-lo em blocos de
agarose - denominados plugs - de modo a evitar quebras mecanicas, mas permitindo o
fluxo das solucdes necessérias para a lise da célula e do DNA. A agarose utilizada para
formar os plugs apresenta baixo ponto de ebulicdo (Low melting point agarose),
permitindo que se trabalhe a 37 °C. Os plugs apresentam ainda a vantagem de permitir que
0 DNA seja guardado durante meses a 4° C, possibilitando a reprodutibilidade de

experiéncias (Smith and Cantor, 1987).

Uma solucdo com elevadas concentracdes de EDTA, um agente quelante, é
utilizada, de modo a inibir a atividade de nucleases, em virtude de o EDTA ter a
capacidade de se ligar aos i6es magnésio que atuam como co-factores das DNAses. Para
além disso, € utilizada proteinase K, a qual digere proteinas celulares e enzimas endogenas
que seriam capazes de degradar o DNA, evitando assim tal ocorréncia. Durante este
processo, 0 DNA permanece preso no plug, enquanto o material que se vai soltando é
libertado da agarose durante as lavagens. Apds um processo de incubagdes e lavagens, o
DNA inserido nos plugs é digerido com a enzima de restricao e, posteriormente, submetido
a uma electroforese em campo pulsado, utilizando agarose de campo pulsado, a qual
apresenta uma maior resisténcia do que as agarose convencional. Esta electroforese difere
das standard devido a orientagdo do campo elétrico ao qual o gel é submetido, havendo
variagcdo na orientacdo ao longo do processo, 0 que permite a separagdo de fragmentos
grandes de DNA (Birren and Lai, 1993). Quando ocorre troca na orientagdo do campo
elétrico, as moléculas de DNA s&o reorientadas, posicionando-se paralelamente ao campo
de forca antes de migrarem em dire¢do ao polo positivo. A forca do campo elétrico deve
ser escolhido de acordo com o tamanho das moléculas a separar, sendo que quanto maior o

22



Avaliacdo do efeito de um probidtico na performance zootécnica e microbiota entérica em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) de producéo

fragmento, menor deverd ser a forga. Assim, no caso de moléculas até 1,5 Mb usa-se,
geralmente, 6 V/cm (Maule, 1998). O PFGE necessita de um aparelho de electroforese
especifico, sendo um dos mais utilizados o CHEF, o qual alterna campos elétricos
transversais, e contém um conjunto de elétrodos cujas voltagens devem ser escolhidas de
acordo com o comprimento do gel e permitem uma melhor separacdo de bandas. O angulo

mais utilizado neste aparelho é o de 120° C.

A temperatura utilizada no processo de PFGE € um dos pontos criticos, uma vez
que alteracGes na temperatura de corrida vao interferir na resolucdo do gel, pelo que quanto
maior a temperatura, mais rapida serd a migracao das moléculas (Maule, 1998).

As enzimas de restricdo utilizadas nesta técnica sao enzimas de baixa frequéncia,
como € o caso de Smal, Ascl e Apal, que clivam o DNA em grandes fragmentos, e diferem
de espécie para espécie, originando, no final, diferentes padrdes de bandas de acordo com
os locais de corte da enzima. Assim, quando duas amostras semelhantes sdo comparadas
por PFGE, o padrdo de bandas originado sera muito semelhante, pois os locais do DNA
onde a enzima de restricdo atua e 0 comprimento entre estes locais sdo os idénticos. Por
outro lado, no caso de se tratarem de isolados diferentes, o local de acdo da enzima de
restricdo e o comprimento entre esses locais sera diferente, pelo que se observard um
padrédo de bandas diferente (Birren and Lai, 1993).

A genotipagem em campo pulsado constitui uma técnica um pouco demorada e

dispendiosa, mas muito utilizada e com um poder discriminatorio muito elevado.
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Objetivos

Este estudo é uma continuagdo de um projeto previamente iniciado no laboratério
de Tecnologia e Microbiologia Alimentar do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel
Salazar, no qual dois grupos de coelhos, um com alimentacdo aditivada com antibioticos e
outro ao qual foi administrado um probiotico, foram estudados relativamente ao seu
crescimento, consumo de agua e de alimento, para além da avaliacdo dos efeitos na

microbiota entérica através da analise microbiologica das fezes.

Tendo em conta a importancia do impacto do uso de antimicrobianos nos coelhos
de consumo, tanto a nivel econémico como a nivel da salude publica, e com a finalidade de
desenvolver um método que permita reduzir a administragdo de antimicrobianos nestes
animais, este estudo teve como objetivo geral avaliar se a performance zootécnica e se a
flora entérica de coelhos é afetada pela suplementacdo da dieta com um probiGtico em
detrimento do uso de antimicrobianos. Para o estudo desta hipGtese estabeleceram-se 0s
seguintes objetivos especificos:

o Comparacdo da performance zootécnica de ambos 0s grupos em estudo;

o0 Caracterizacdo dos fendtipos de resisténcia em Escherichia coli e Enterococcus

spp. isolados em amostras de fezes recolhidas periodicamente em ambos 0s grupos;

0 Avaliagdo do impacto do probiotico na prevaléncia de resisténcias em Escherichia

coli e Enterococcus spp.;
o Caracterizacdo filogenética das estirpes de E.coli administradas no probidtico;
o0 Caracterizacdo das espécies de Enterococcus spp. administradas no probidtico;

0 Avaliagdo da prevaléncia das estirpes bacterianas inoculadas como probidtico na

flora fecal dos coelhos administrados com probidtico ao longo do tempo de estudo.
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Capitulo I1:

Materiais e Métodos
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1. Amostras

Os isolados bacterianos analisados no presente trabalho foram recolhidos num
estudo anterior com 32 dias de duragdo. Nos primeiros 22 dias, dois grupos de seis coelhos
europeus (Oryctolagus cuniculus) foram submetidos a alimentacéo diferenciada; o Grupo
Antibiotico (Grupo A) teve acesso a uma alimentagdo composta por antibioticos [Colistina,
Oxitetraciclina e Valnemulina (EcoNor®)], enquanto o alimento do Grupo Probiético
(Grupo P) era desprovido desse composto antimicrobiano, mas foi inoculado com um
probidtico. Os dois grupos de coelhos haviam sido mantidos nas mesmas condicdes.
Durante os 22 dias, o consumo de racéo e de agua foi registado a cada 24h, e o peso de

cada animal a cada 48h.

O probidtico utilizado era constituido por sete isolados bacterianos recolhidos
aleatoriamente de fezes de coelhos adultos saudaveis de duas explora¢Bes cuniculas, no
qual foram incluidas trés estirpes de E. coli [ECI 1 (E. coli intensiva 1), ECI 2 (E. coli
intensiva 2) e ECD (E. coli doméstica)] e quatro estirpes de Enterococcus spp. [Eal
(Enterococcus aviam intensiva), Efal (Enterococcus faecalis intensiva), EfaD
(Enterococcus faecalis doméstica) e EfeD (Enterococcus faecium doméstica)]. As estirpes
ECI 1, ECI 2, Eal e Efal foram recolhidas de coelhos provenientes da mesma exploragao
intensiva que forneceu os coelhos para o estudo; ja as amostras ECD, EfaD e EfeD foram
recolhidas de coelhos de uma pequena exploracdo doméstica. O probidtico era preparado
no dia de administragdo do mesmo, transferindo-se, com o auxilio de uma zaragatoa,
proporgdes equivalentes de coldnias bacterianas previamente incubadas em meio Mueller-
Hinton (MH) (Oxoid®) para um frasco com 50 mL de 4gua peptonada tamponada (APT)

(Ox0id®). Foram inoculados, por via oral, 3 mL do preparado probiético a cada coelho.

As duas primeiras administracGes do probidtico incluiram todas as estirpes, porém
nas administracdes seguintes as estirpes de E. coli foram excluidas, pois verificou-se um
aumento significativo no nimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de E. coli
por grama de contetdo fecal.

Durante 22 dias foram feitas recolhas de fezes, a cada 72 horas, para analise
microbiologica. Posteriormente, os coelhos foram transportados para uma exploragao
cunicula doméstica, na qual os dois grupos de coelhos foram misturados, tendo-lhes sido
fornecida uma alimentacdo mista com racdo e vegetais verdes. Dez dias ap6s o transporte

dos animais para a nova exploracéo, foi feita uma nova recolha de fezes e respetiva analise
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coprolégica. Em cada amostra de fezes foram efetuadas contagens de E. coli em meio
Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX agar) (Oxoid®) e de Enterococcus spp. em meio
Slanetz and Bartley (S-B) (Oxoid®). Em cada amostra foram isoladas seis colénias de E.
coli e quatro coldnias de Enterococcus spp.. Os 84 isolados de E. coli e os 56 isolados de
Enterococcus spp. foram criopreservados e denominados de acordo com o dia de recolha
(Tabela I).

Tabela I - Denominagéo utilizada para os isolados recolhidos de Escherichia coli e Enterococcus spp. durante os 32 dias

de estudo.
Dias Dia
Grupo Grupo
1 9 12 16 19 22 32
AD1 Al Al/1 Al/12 Al/13 Al/14 Al/15 AP/16
AD1 A2 Al/2 Al22 Al23 All24 Al25 AP/2 6
Antibidtico | AD1A3 Al/3 Al/32 Al/33 Al/34 Al1/35 AP/3 6
(™) AD1 A4 A2/1 A2/12 A2/13 A2/14 A2/15 AP/4 6
AD1 A5 A2/2 A2/22 A2/23 A22 4 A2125 o AP/5 6
Antibidtico
o AD1 A6 A2/3 A2/32 A2/33 A2/34 A2/35 + AP/6 6
Escherichia coli Probiti
PD1 Al P1/1 P1/12 P1/13 P1/1 4 P1/15 “zA'g;'CO AP/7 6
PD1 A2 P1/2 P1/2 2 P1/23 P1/2 4 P1/25 AP/8 6
Probiético PD1 A3 P1/3 P1/32 P1/33 P1/3 4 P1/35 AP/9 6
P) PD1 A4 P2/1 P2/12 P2/13 P2/1 4 P2/15 AP/10 6
PD1 A5 P2/2 P2/2 2 P2/23 P2/2 4 P2/25 AP/11 6
PD1 A6 P2/3 P2/3 2 P2/33 P2/3 4 P2/35 AP/12 6
AD1 Al Al/1 Al/12 Al/13 Al/14 Al/15 AP/16
Antibi6tico | AD1A2 Al/2 Al22 Al23 All24 Al25 AP/2 6
GV AD1 A3 A2/1 A2/12 A2/13 A2/14 A2/15 o AP/3 6
Antibidtico
Enterococcus AD1 A4 A2/2 A2/22 A2/23 A22 4 A2125 + AP/4 6
spp. PD1 Al P1/1 P1/12 P1/13 P1/14 P1/15 Progjgtico AP/5 6
Probiético PD1 A2 P1/2 P1/2 2 P1/23 P1/2 4 P1/25 (AP) AP/6 6
P PD1 A3 P2/1 P2/12 P2/13 P2/1 4 P2/15 AP/7 6
PD1 A4 P2/2 P2/2 2 P2/23 P2/2 4 P2/25 AP/8 6

2. Andlise do fendtipo de resisténcia dos isolados de Escherichia

coli e Enterococcus spp.

Foi avaliado o fenétipo de resisténcia de cada isolado de E. coli e enterococos
guardado, de forma a avaliar o impacto da administracdo do probidtico nos coelhos.
Depois da identificacdo do agente procedeu-se ao antibiograma. O método utilizado
consistiu na difusdo em disco (técnica de Kirby-Bauer) e foi interpretado seguindo as
normas do CLSI (2007).
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Para E. coli foram testados os seguintes antibidticos: cefalotina (KF, 30ug),
cefoxitina (FOX, 30ug), cefotaxima (CTX, 30pg), ceftazidima (CAZ, 30pg),
amoxicilina/acido clavulanico (AMC, 30ug), ampicilina (AMP, 10ug), aztreonam (ATM,
30pg), imipenem (IPM, 10pg), gentamicina (CN, 10pg), canamicina (K, 30ug),
tobramicina (TOB, 10pg), amicacina (AK, 30ug), estreptomicina (S, 10ug), acido
nalidixico (NA, 30pg), ciprofloxacina (CIP, 5ug), cloranfenicol (C, 30ug), tetraciclina (TE,
30ug), nitrofurantoina (F, 300ng) e sulfametoxazol/trimedoprima (SXT, 25pg). Em
Enterococcus spp. foi testada a sensibilidade aos seguintes antibioticos: ampicilina (AMP,
10pg), gentamicina (CN, 120ug), ciprofloxacina (CIP, 5ug), cloranfenicol (C, 30ug),
tetraciclina (TE, 30pg), nitrofurantoina (F, 300ug), vancomicina (VAN, 30ug),
teicoplanina (TEC, 30ug), eritromicina (E, 15ug), azitromicina (AZM, 15ug), rifampicina
(RD, 5ug) e quinupristina/dalfopristina (QD, 15ug).

3. Andlise genética dos probiodticos administrados e dos isolados

recolhidos

3.1. Analise genética de Escherichia coli
3.1.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA dos isolados de Escherichia coli foi utilizada a resina
quelante InstaGene matrix (BioRad), de acordo com as instru¢es. Os isolados foram
descongelados e repicados para 0 meio TBX, um meio seletivo para E. coli, e incubados a
37° C por 24h. Posteriormente, foi repicada uma colénia de TBX para MH (Mueller-
Hinton) e incubada a 37° C por 24h. Ao fim desse tempo, foi repicada uma coldnia de cada
amostra para eppendorfs estéreis e Dnase/RNAse free contendo 1mL de agua estéril e
autoclavada e centrifugou-se a 12.000 rpm durante 1 minuto (SIGMA 1-14), removendo-se
posteriormente o sobrenadante. Adicionou-se, de seguida, 200 pL de InstaGene matrix ao
pellet e incubou-se a 56° C por 30 min. No final da centrifugacdo os eppendorfs foram
agitados em vortex a alta velocidade por 10s e colocados num bloco de aquecimento (Bio
TDB-100) a 100° C por 8 minutos. As amostras voltaram a ser agitadas em vdrtex nas
condigdes anteriores e, centrifugadas a 12.000 rpm durante 3 min.
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Os produtos de extragdo de DNA foram analisados por electroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. O gel foi corrido a 150 mV durante 30 min
em tampédo de electroforese 1x TBE (Tampéo Tris/Borato/EDTA). O gel foi fotografado
num transiluminador UV (GelDoc XR System, Bio-Rad).

3.1.2. Caracterizacao filogenética

Para a caracterizacdo filogenética dos probidticos e dos isolados de E. coli foi
realizado um PCR adaptado de Clermont et al. (2000) utilizando primers que nos permitem
identificar os filogrupos de cada amostra. Assim, cada reacdo foi realizada num volume
total de 25 uL contendo: 2,5 pL de Reaction buffer 10 x [160 mM (NH4)2S04, 670 mM
Tris-HCI pH 8.8, 0.1 % Tween-20, 25 mM MgCI2] (BioRon), 400 uM de cada dNTP
(4youd dNTP Mix 10mM, BioRon), 250 uM de MgCI2 (25 mM, Fermentas), 800 uM de
cada primer, 1,25 U de DFS-Taq DNA Polymerase (5 U/uL, BioRon) e 1500 ng de DNA
completando o restante volume com agua estéril autoclavada. Cada reacao foi realizada na
presenca dos primers ChuA, YjaA e TspE4C2, os quais originam produtos de amplificacdo
nos 279, 211 e 152 pb, respetivamente (Tabela I1).

O programa de amplificacdo foi realizado num termociclador programavel (Bio-
Rad MyCycler) nas seguintes condic¢des: Desnaturacgdo inicial de 5 minutos a 94° C; 30
ciclos de amplificagcdo nos quais a desnaturacdo tem uma duracdo de 30 segundos a 94° C,
emparelhamento de 30s a 55° C e extensdo de 30s a 72° C; a extensdo final tem uma

duracéo de 7 minutos a 72° C.

Para a andlise dos produtos de amplificacdo, estes foram separados por
electroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. O marcador de peso
molecular Gene Ruler 1kb plus DNA ladder (Thermo Scientific) foi utilizado para
determinacéo de pesos moleculares. O gel foi corrido a 150 mV durante 45 min em tampé&o
de electroforese 1XTBE. O gel foi fotografado num transiluminador UV (GelDoc XR
System, Bio-Rad).
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Tabela Il - Primers utilizados no PCR para a dete¢do dos grupos filogenéticos de E. coli

Gene Sequéncia nucleotidica (5’ 3’) Tamanho do produto (pb)
ChuA F GACGAACCAACGGTCAGGAT 579
Chua R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 911
YjaA R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2 F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152
TspE4C2 R CGCGCCAACAAAGTATTACG

3.1.3. Genotipagem por Electroforese em campo pulsado (PFGE)

Para se proceder a uma comparagdo genotipica entre as estirpes de E. coli
constituintes do probidtico e as amostras de E. coli isolados dos dois grupos de coelhos
analisados, de forma a ser possivel analisar a prevaléncia das estirpes de E. coli ao longo

do estudo, recorreu-se a técnica de PFGE.

Inicialmente os isolados de E. coli foram descongelados e repicados para 0 meio
TBX e incubados a 37° C por 24h. No final das 24h, foi repicada uma colonia de TBX para
MH e incubada a 37° C por 24h. Seguidamente, uma colonia foi repicada de MH para 10
mL de APT e incubada a 37° C por 24h. Apos as 24h, foi medida a concentragdo bacteriana
no APT utilizando um espectrofotdmetro num comprimento de onda de 600 nm e, como a
concentracdo foi sempre entre 0,7 a 0,8, ndo foi necessario efetuar uma diluicdo do caldo
anterior. Assim, procedeu-se a uma centrifugacdo de 1,5 mL de caldo a 10.000 rpm durante
5 minutos. O pellet foi lavado em 750 mL de &gua estéril e recentrifugado. O pellet
resultante foi ressuspendido em 150 ul de tampao de suspensdo (10mM tris pH 7.2, 20mM
NaCl, 50mM EDTA) equilibrado a 50° C. Adicionou-se 150 ul de agarose Low Melting
Point (LMP) a 2%, homogeneizou-se e colocou-se num banho seco a 50° C até se proceder
a preparacdo dos plugs, para impedir que a agarose nao gelifique. Para a preparacdo dos
plugs, uma placa de vidro foi forrada com parafilm e, em cima desta, foram dispostas
laminas de microscépio horizontalmente e, entre estas foram depositadas varias goticulas
com 20 ul da mistura anterior. Sobre estas goticulas foi sobreposta uma terceira lamina. A
placa de vidro foi incubada a 4° C durante 5 minutos. Finalizado este tempo, os plugs, que
se encontram entdo agregados a lamina, foram transferidos para novos eppendorfs aos
quais foi adicionado 1 mL de tampé&o de lise (10mM Tris pH 7.2, 50mM NacCl, 0.2% Na

Laurylsarcosine deoxycholate, 1% Na laurylsarcosine) juntamente com lisosima a uma
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concentracgéo final de Img/mL. Os plugs foram incubados a 37° C durante 2h. De seguida,
o liquido foi aspirado sem danificar os plugs e lavados com 1 mL de agua destilada estéril.
Agitou-se suavemente cada eppendorf e aspirou-se a agua para, em seguida, se adicionar
500 pl de Tampdo Proteinase K (100mM EDTA pH8, 0.2% Na Laurylsarcosine
deoxycholate, 1% Na Laurylsarcosine e proteinase K a 1mg/mL). Incubou-se por 18h num
banho a 50° C. No dia seguinte a solucéo foi removida e adicionou-se 1 mL de Tampé&o de
lavagem (20mM Tris pH8, 50mM EDTA), deixando durante 10 min a temperatura
ambiente. Substituiu-se a solucdo anterior por 1 mL de Solucdo PMSF [14mL de tampé&o
de lavagem e 100 pl de PMSF (Phenilmethane sulfonyl fluoride, um inibidor de
proteinases) a 100 mM], e incubou-se & temperatura ambiente por 45 min. A solugdo de
PMSF foi descartada e os plugs lavados 3 vezes com 1 mL de tampdo de lavagem, sendo
que em cada lavagem o tampéo era deixado durante 30min a temperatura ambiente. De
seguida, um so plug foi transferido para um novo eppendorf e incubado, a temperatura
ambiente, com tamp&o de lavagem diluido 1:10 durante 30 min, pois a concentracdo mais
fraca de EDTA permite a obtencdo mais rapida de um equilibrio com o tampdo de digestéo
a ser adicionado mais tarde. O tampao foi substituido por 100 pl de um tampéo adequado
para a digestdo enzimatica, o0 Tampdo 1X buffer tango [33mM Tris-acetato pH 7.9, 10mM
acetato de magnésio, 66mM de acetato de potédssio e 0.1mg/mL de BSA] (Thermo
Scientific), e incubado durante 30 min a temperatura ambiente. O tampdo anterior foi,
entdo, substituido por 100 pl de Tampdo 1X com enzima de restricio Xbal (10 U/uL,
Thermo Scientific) a razdo de 40 U/100 ul de plug e, incubados durante 18h a 37° C, a
temperatura optima para a enzima Xbal. No dia seguinte, substituiu-se a solucdo anterior
por 1 mL de TBE 0,5 X e refrigerou-se a 4° C.

Os plugs e o marcador de peso molecular, Lambda Ladder PFG Marker, foram,
entdo, inseridos num gel de Pulsed field Certified agarose a 1% e, 0s po¢os selados com
agarose LMP 2%. A corrida foi realizada num aparelno CHEF-DR 11l System (Bio-Rad)
utilizando as seguintes condicfes: 6volts/cm com uma angulacéo de 120 °C, 2s-35s durante
21h em tampéo TBE 0,5% a 1b4 °C (Ejrnaes et al., 2006). No final da corrida, o gel de
agarose foi corado num banho de 0,5 pg/ml de brometo de etidio durante 45 minutos e,
observado e fotografado num transiluminador UV (GelDoc XR System, Bio-Rad).
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3.2. Andlise Genética de Enterococcus spp.
3.2.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA dos isolados de enterococos, estes foram descongelados e
repicados para 0 meio KAA (Kanamycin Aesculin Azide Agar Base) (Oxoid®), um meio
seletivo para o isolamento de Enterococcus spp. e incubados a 37° C por 24h.
Posteriormente foi repicada uma colénia de KAA para MH (Mueller-Hinton) (Oxoid®) e
incubada a 37° C por 24h. Ao fim desse tempo, foi repicada uma col6nia de cada amostra
para tubos com 5mL de BHI (Brain Heart Infusion) (Oxo0id®) e incubados a 37° C por 24h.
Ap0s as 24h foi retirado 1 mL de cada tubo para eppendorfs estéreis e Dnase/RNAse free e
centrifugou-se a 7000 rpm durante 10 minutos. Apds a primeira centrifugacdo o
sobrenadante foi removido e 1mL de agua destilada estéril foi adicionado, procedendo-se a
uma nova centrifugagdo a 7000 rpm por 10 minutos, de forma a proceder a lavagem do
pellet. De seguida, o sobrenadante foi novamente removido e o pellet foi ressuspendido em
500 pL de tampédo SET (75 mM NaCL, 25 mM EDTA, 20 mM Tris pH 7.5) e 25 pL de
SDS (Sodium dodecyl sulfate) a 20%. A extracdo de DNA de Enterococcus spp., bactérias
Gram-positivo, € mais complicada devido a dificuldade em degradar as camadas de
protecdo da bactéria, da capsula de peptidoglicano e da membrana externa, pelo que foi
necessario proceder a duas etapas de degradacdo dessas camadas. Assim, inicialmente foi
adicionado 25 pL de lisostafina (SIGMA) a 1mg/mL e, as amostras, foram incubadas a 37
°C durante 2h. Apo0s estas duas horas, foram adicionados 2,5 puL de proteinase K a 20
mg/mL e 2,5 uL de lisozima (1g Lysozyme Molecular Biology grade, AppliChem) a 50
mg/mL, seguindo-se de uma nova incubacdo a 37° C por mais 2h. Finalizado o tempo de
incubagdo adicionou-se 220 pL de NaCl a 5M e 700 pL de cloroférmio isomialcool e
misturou-se vigorosamente até obtencdo de uma solucdo branca homogénea,
centrifugando-se, de seguida, por 10 minutos a 10 000 rpm. O sobrenadante foi recolhido
para um novo eppendorf estéril e, a este, foi adicionado 700 pL de isopropanol frio (-20°
C), deixando a precipitar por mais 1h a -20° C. No final dessa hora, procedeu-se a uma
centrifugagdo a 10 000 rpm por 10 minutos, removendo, posteriormente, o sobrenadante.
De seguida, ressuspendeu-se o pellet em 800 pL de etanol a 70% frio (-20° C) e
centrifugou-se a 10 000 rpm por 5 minutos. Por fim, removeu-se o etanol e deixou-se secar
o pellet ao ar, adicionando-se, quando seco, 100 uL de agua destilada estéril. O DNA foi
armazenado a -20° C.
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Os produtos de extragdo de DNA foram analisados por electroforese em gel de
agarose a 1,5% usando o marcador de peso molecular Gene Ruler 1kb plus DNA ladder
(Thermo Scientific). O gel foi corrido a 150 mV durante 30 min em tampao de
electroforese 1x TBE (Tampédo Tris/Borato/EDTA). O gel foi fotografado num
transiluminador UV (GelDoc XR System, Bio-Rad).

3.2.2. ldentificacdo genética das espécies

Os probioticos e os isolados de Enterococcus spp. foram analisados por PCR de
forma a se proceder a identificacdo das espécies administradas aos coelhos do grupo
probidtico e das espécies encontradas ao longo do tempo de estudo. Como as espécies de
Enterococcus spp. sdo numerosas, 0s primers ou nao podem ser usados todos juntos ou tém
temperaturas de emparelhamento diferentes, pelo que foi necessario analisar cada amostra
para diferentes grupos de primers. Assim, foram feitas quatro mix para quatro grupos de
primers (Tabela I11) num volume total de 25 pL, pelo que cada mix apenas variava no
conjunto de primers testados e na quantidade de agua adicionada. Cada amostra foi testada
com os primers para E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. malodoratus, E.casseliflavus, E.
gallinarum, E.aviam, E.Colombae, E.cecorum, E.hirae e E.raffinosus, os quais foram
agrupados em quatro grupos e originam produtos de amplificacdo com 295, 360, 215, 134,
288, 173, 368, 284, 371, 187 e 287 pb, respetivamente. O protocolo de identificacdo das

espécies de Enterococcus spp. foi adaptado de Jackson et al. (2004).

Cada reacéo foi realizada num volume total de 25 pL contendo: 2.5 puL de Reaction
buffer 10 x [160 mM (NH4)2S04, 670 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1 % Tween-20, 25 mM
MgCI2] (BioRon), 200 uM de cada dNTP (4youd dNTP Mix 10mM, BioRon), 500 uM de
MgCI2 (Fermentas), 800 uM de primer forward e 800 uM de primer reverse, 2,5 U de
DFS-Tag DNA Polymerase (5 U/uL, BioRon) e 150 ng de DNA completando o restante

volume com agua estéril autoclavada.

A reacdo foi realizada num termociclador programavel (Bio-Rad MyCycler) nas
seguintes condicdes: Desnaturacao inicial de 4 minutos a 95° C; 30 ciclos de amplificagédo
nos quais a desnaturacdo tem uma duragé@o de 30 segundos a 95° C, emparelhamento de 1
minuto a 55° C e extensdo de 1 minuto a 72° C; a extensdo final tem uma duracgéo de 7

minutos a 72° C.
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Os produtos de amplificacdo foram separados por electroforese em gel de agarose a
1,5% corado com brometo de etidio. Para a determinacdo dos pesos moleculares foi usado
0 marcador de peso molecular Gene Ruler 1kb plus DNA ladder (Thermo Scientific). O gel
foi corrido a 150 mV durante 45 min em tampdo de electroforese 1XTBE. O gel foi

fotografado num transiluminador UV (GelDoc XR System, Bio-Rad).

Tabela Il - Primers utilizados no PCR para a detegdo das espécies de Enterococcus spp.
Grupo Espécie Nome do Sequéncia nucleotidica (5’ 3’) Tamanho do
primer produto (pb)
DU1 CCTACTGATATTAAGACAGCG
E. durans 295
DU 2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
. FL1 ACTTATGTGACTAACTTAACC
E. faecalis 360
1 FL 2 TAATGGTGAATCTTGGTTTGG
. FM 1 GAAAAAACAATAGAAGAATTAT
E. faecium 215
FM 2 TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA
MA 1 GTAACGAACTTGAATGAAGTG
E. malodoratus 134
MA 2 TTGATCGCACCTGTTGGTTTT
. CA1l TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC
E. casseliflavus 288
5 CA?2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
. GA1l TTACTTGCTGATTTTGATTCG
E. gallinarum 173
GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG
. AV 1 GCTGCGATTGAAAAATATCCG
E .aviam 368
3 AV 2 AAGCCAATGATCGGTGTTTTT
co1l GAATTTGGTACCAAGACAGTT
E. colombae 284
CO2 GCTAATTTACCGTTATCGACT
CE1l AAACATCATAAAACCTATTTA
E. cecorum 371
CE2 AATGGTGAATCTTGGTTCGCA
HI 1 CTTTCTGATATGGATGCTGTC
4 E. hirae 187
HI 2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
RF1 GTCACGAACTTGAATGAAGTT
E. raffinosus 287
RF 2 AATGGGCTATCTTGATTCGCG
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3.2.3. Genotipagem por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus -
ERIC-PCR

De forma a ser possivel fazer uma comparagdo genotipica entre os probidticos
administrados aos dois grupos de coelhos e os isolados de Enterococcus spp., recorreu-se a
técnica de ERIC-PCR. As reagdes foram realizadas num volume total de 25 pL contendo:
2,5 pL de Reaction buffer 10 x [160 mM (NH4)2S04, 670 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1 %
Tween-20, 25 mM MgCI2] (BioRon), 200 uM de cada dNTP (4youd dNTP Mix 10mM,
BioRon), 250 uM de MgCI2 (25 mM, Fermentas), 200 uM de cada primer (ERICIR 5"~
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA; ERIC2 5"-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"),
3,75 U de DFS-Taqg DNA Polymerase (5 U/pL, BioRon) e 5 uL de DNA (30 ng/ pL)
completando o restante volume com agua estéril autoclavada. O programa de amplificagédo
foi baseado em (Wei et al., 2004) e foi realizado num termociclador programavel (Bio-Rad
MyCycler) nas seguintes condigdes: Desnaturacdo inicial de 7 minutos a 95° C; 30 ciclos
de amplificacdo nos quais a desnaturagéo tem uma duracdo de 30 segundos a 95° C,
emparelhamento de 1 minuto a 50° C e extensdo de 8 minuto a 65° C; a extensao final tem
uma duracdo de 16 minutos a 65° C.

Para a andlise dos produtos de amplificacdo, estes foram separados por
electroforese em gel de agarose a 1,5% usando o marcador de peso molecular Gene Ruler
1kb plus DNA ladder (Thermo Scientific). O gel foi corrido a 150 mV durante 50 min em
tampé&o de electroforese 1XTBE. O gel foi fotografado num transiluminador UV (GelDoc
XR System, Bio-Rad).

3.3. Analise dos perfis de genotipagem

Os padrdes de bandas de DNA foram analisados com recurso ao software FPQuest
4.5 (Bio-Rad). Os geis foram normalizados utilizando o marcador de peso molecular. Os
niveis de similaridade entre perfis foram calculados usando o coeficiente de correlacédo de
DICE, através do qual foi gerada uma matriz de similaridade. O dendrograma foi gerado
pelo método UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages).
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Capitulo I11:

Resultados
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1. Analise da performance zootécnica dos coelhos

No momento em que chegaram ao ICBAS, os coelhos pesavam em média 1,135 Kkg.
Os coelhos foram aleatoriamente divididos por dois grupos. Durante as trés semanas de
estudo, tanto os coelhos do grupo A como os do grupo P evidenciaram um crescimento
“normal”, acompanhando os pesos de referéncia para a estirpe. Porém, a partir dos 45 dias
de idade, os coelhos do grupo P demonstraram um ritmo de crescimento mais lento do que
os do grupo A (Figura Il). Este atraso no crescimento diario manteve-se muito acentuado
até aos 47 dias de idade, verificando-se uma recuperacdo na fase final do ensaio,
particularmente entre os 59 e 63 dias de idade (Figura IlI). Ainda assim, o peso médio dos
coelhos do grupo A foi superior ao registado nos coelhos do grupo P (Figura Il). Isso
também reflete o facto de os animais do grupo P terem sido afetados por uma doenca
digestiva com sintomas muito semelhantes aos verificados na fase inicial da enteropatia
epizodtica, cujos sinais, nomeadamente diarreia, quebra do consumo alimentar, perda de
peso e elevado consumo de agua, tiveram inicio aos 43 dias de idade e prolongaram-se por
quatro dias. Por outro lado, os animais do grupo A mantiveram-se saudaveis durante todo o

periodo de estudo.

Analisando o consumo médio de agua e alimento composto, verificou-se que 0s
animais do grupo P consumiram mais agua (Figura VI), enquanto os animais do grupo A
consumiram mais alimento composto (Figura 1V). Relativamente ao consumo de alimento,
verificou-se que, entre 0s 44 e os 46 dias de idade, o grupo P teve uma quebra no consumo
de alimento, o qual aumentou novamente, ocorrendo uma nova quebra, porém muito
menor, aos 51 dias, aumentando de novo a partir dos 54 dias, havendo aos 58 dias uma
igualdade no consumo alimentar entre ambos os grupos (Figura I1V). Estas fases de menor
consumo de alimento composto do grupo P correspondem as fases de menor crescimento
dos animais, enquanto a fase final de maior consumo coincide com a fase de maior
crescimento dos mesmos. Ja nos animais do grupo A o consumo manteve-se relativamente
constante, observando-se que o consumo medio de alimento neste grupo € crescente em
relacdo a idade. Assim, no final do estudo os animais do grupo A haviam consumido 10,92
kg de alimento composto, tendo cada animal consumido uma média de 3884,8 g; j& 0s
animais do grupo P haviam consumido 10,03 kg de alimento, sendo que cada animal
consumiu uma media de 3574,3 g. Analisando o indice de conversdo alimentar, calculado

como a relacéo entre o consumo de alimento e o ganho de peso do animal no periodo de
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estudo, verificou-se que os dois grupos obtiveram um valor médio muito préximo, sendo
de 1,77 para o grupo A e 1,74 para o grupo P. Este indice foi relativamente constante nos
animais do grupo A, enguanto no grupo P a flutuacdo observada acompanha a evolugéo
clinica e as oscilagcdes no crescimento e no consumo alimentar (Figura V). Relativamente
ao consumo de agua, verificou-se que este foi constante no grupo A, enguanto no grupo P
foi irregular, havendo periodos de grande consumo e, logo de seguida, quebras abruptas, as
quais correspondem as fases de menor consumo de alimento. Na fase final do estudo
verificou-se que os animais do grupo A consumiram cerca de 12,75 L de agua e 0s animais

do grupo P 13,58 L. Assim, a diferenca registada foi de cerca de 830mL (Figura VI).

a) b)
Idade Peso () (48h) 2400 -
(dias) Grupo
A P 2200 -
38 1141,7 1129,0
41 1267,5 1263,2 2000 -+
43 1347,6 1354,3
45 14285 14377 1800 -
2
e e § o ~A
~ 0 &
51 17173 1635,0 | : P
1400 7
53 1813,7 1722,3 A
55 19018 18115 1200 -
57 1993,0 1906,5
59 2084,7 2008,3 1000 : : : : : : : : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
61 21814 2115,7 38 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63
63 2275,3 2223,5 .
— Idade/dias
Média 1714,2 1664,3
Figura Il - Evolucdo do peso médio dos coelhos, em gramas e a cada 48 horas, nos dois grupos de estudo - grupo

antibidtico (A) e grupo probidtico (P). a) Tabela descritiva das pesagens dos coelhos dos dois grupos, iniciada quando
estes tinham 38 dias de idade e finalizada aos 63 dias de idade. Calculo do valor da média dos pesos dos dois grupos.
b) Grafico representante da evolucdo do peso médio dos dois grupos de coelhos a cada 48 horas, mostrando o aumento

crescente do peso.
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a) b)
Idade Ganho de peso (g) (48h) 60 -
(dias) Grupo
A P 50
41 41,94 44,72 ] /\\ e
43 40,03 45,58 v
45 40,44 41,67 _ w0 T~
47 44,59 20,92 3
(<53
49 48,60 34,75 o 307 ——A
51 51,25 43,00 '8 P
53 48,17 43,67 £ 20 -
55 44,08 44,58 &
57 45,58 47,50 10 -
59 45,83 50,92
61 48,39 53,67 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
63 46,94 53,92 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63
Média 45,49 43,74 Idade/dias
Figura 111 - Evolucdo do ganho médio de peso dos coelhos, em gramas e a cada 48 horas, nos dois grupos de estudo -

grupo antibiotico (A) e grupo probiético (P). a) Tabela descritiva dos valores do ganho de peso dos coelhos dos dois

grupos, iniciada quando estes tinham 41 dias de idade e finalizada aos 63 dias de idade. Calculo do valor da média dos

pesos dos dois grupos. b) Grafico representante da evolucéo do ganho de peso médio dos dois grupos de coelhos a cada

48 horas.
a) b)
Consumo de alimento 600
Idade composto (g) (24h)
(dias) Grupo g’ 550 / ———
A P 3 -
41 403,0 379,0 g— 500 )
42 378,6 354,2 S
43 410,8 387,0 o 450
44 400,6 394,2 S
45 407,0 371,3 E 200
46 428,9 2755 s ——A
47 425,2 306,3 3 p
48 405,9 3624 g %0
49 475,9 388,6 =
50 484,6 437,2 S 300
51 489,8 4555 o
52 480,5 440,6 250
53 5015 406,5
54 488,6 4004 200
55 4830 4541 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63
56 518,7 479,9 )
57 520,8 504,8 Idade/dias
58 523,0 529,7
59 516,6 5155
60 518,3 521,0
61 555,5 557,8
62 551,1 557,8
63 551,0 556,0
Média 474,7 436,3
Total 109185 10034,9

Figura IV — Evolugédo do consumo de alimento composto pelos coelhos, em gramas e cada 24 horas, nos dois grupos de

estudo - grupo antibiético (A) e grupo probidtico (P). a) Tabela descritiva dos valores de alimento consumido, em

gramas, a cada 24 horas, pelos coelhos dos dois grupos. Registo iniciado quando estes tinham 41 dias de idade e

finalizada aos 63 dias de idade. Calculo do valor da média e valor total de alimento consumido pelos dois grupos.

b) Gréfico representante da evolugdo do consumo de alimento composto pelos dois grupos de coelhos a cada 24 horas.
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a) b)
indice de converséo 2,60 -
Idade alimentar (48h)
(dias) Grupo L 2407
A P § 220
43 171 1,41 %
45 1,68 1,49 8 2,00 1
47 1,59 2,44 e a0
[«5) s
49 1,63 1,86 P — A
51 1,59 1,77 8 160 | ~N——~" p
53 1,74 155 °
L 140 -
55 1,83 1,70 £
57 1,90 1,77 = 120
59 1,88 1,69 .
1,
61 1,91 1,73 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63
63 1,96 172 _
Média 1,77 1,74 Idade/dias

Figura V — Evolucéo do indice de conversdo alimentar (ICA) dos coelhos, a cada 48 horas, nos dois grupos de estudo -
grupo antibidtico (A) e grupo probidtico (P). a) Tabela descritiva dos valores de ICA, a cada 48 horas, dos coelhos dos
dois grupos. Registo iniciado quando estes tinham 43 dias de idade e finalizada aos 63 dias de idade. Calculo do valor da

média de ICA nos dois grupos. b) Gréafico representante da evolucao do ICA nos dois grupos de coelhos a cada 48 horas.

a) b)
Consumo de agua (mL) 750 -
Idade (24h)
(dias) Grupo 700 -
A p
41 3800 430,0 650 -
42 395,0 4550 _
43 4575 5025 % 600 1 RS N
44 450,0 5225 3
D 550 -
45 465,0 520,0 3
46 505,0 4325 B 500 A\
a7 520,0 480,0 2 o
48 530,0 500,0 2 450 -
49 572,5 520,0 5
50 595,0 5475 O 400 |
51 585,0 615,0
52 590,0 590,0 350 1
53 600,0 520,0 500
>4 572,5 647.5 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63
55 567,5 700,0
56 610,0 720,0 Idade/dias
57 632,5 687,0
58 587,5 685,0
59 585,0 682,5
60 620,0 662,0
61 627,5 692,5
62 647,5 720,0
63 6500 7250
Meédia 554,1 590,3
Total 127450 | 135765

Figura VI — Evolugdo do consumo de agua pelos coelhos, em mL e a cada 24 horas, nos dois grupos de estudo - grupo
antibiético (A) e grupo probiotico (P). a) Tabela descritiva dos valores de agua consumida, em mL, a cada 24 horas,
pelos coelhos dos dois grupos. Registo iniciado quando estes tinham 41 dias de idade e finalizada aos 63 dias de idade.
Calculo do valor da média e valor total de agua consumida pelos dois grupos. b) Gréafico representante da evolucédo do

consumo de agua pelos dois grupos de coelhos a cada 24 horas.
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2. Andlise microbiolodgica das fezes dos coelhos

No decorrer do estudo foram feitas recolhas de amostra de fezes de ambos os
grupos de coelhos, de forma a se proceder a uma analise microbiologica das mesmas.
Assim, neste processo foram feitas contagens de E. coli e Enterococcus spp. presentes nas
fezes. Analisando os resultados do grupo A, verificou-se que o nimero de E.coli presentes
foi superior ao numero de Enterococcus spp. ao longo de praticamente todo o estudo,
excetuando o periodo entre os 53 e os 59 dias de idade dos coelhos (Figura VII). No grupo
P, verificou-se que as contagens de E. coli foram quase sempre muito superiores as de
Enterococcus spp., com excecdo da respeitante a amostra colhida no dia 59 [Figura VII c),
d)].

Comparando as contagens de E. coli nos dois grupos, verificou-se que no grupo P
estes valores foram sempre muito superiores aos do grupo A, existindo no primeiro dia de
analise uma grande discrepancia nestes valores, razdo pela qual as estirpes de E. coli
utilizadas na constituicdo do probiotico deixaram de ser inoculadas no grupo P. Porém,
apesar de estas deixarem de ser inoculadas, os valores de E. coli continuaram a aumentar
no grupo P até ao dia 47, dia em que atingiram o seu pico, correspondente a 9.9x10°
UFC/g, comecando, a partir dai, a decrescer consideravelmente. No grupo A, os valores
foram sempre inferiores aos do grupo P, verificando-se um aumento até por volta dos 50
dias de idade, altura em que as contagens atingem o Seu pico maximo, correspondente a
1.7x10" UFC/g. A partir deste ponto, o nimero de E.coli foi progressivamente diminuindo
até aos 59 dias, momento em que voltou a aumentar até ao Gltimo dia de analise. Assim, a
contagem de E. coli foi, em média, de 5,1x10° UFC/g no grupo A e 2,4x10® UFC/g no
grupo P [Figura VII a), c); Figura V111 a)].

No caso de Enterococcus spp., estes foram encontrados, tal como as E. coli, em
maiores quantidades no grupo P, apesar de a discrepancia entre os dois grupos néo ter tdo
grande como o ocorrido para E. coli. No grupo P, o nUmero médio de Enterococcus spp.
foi de 8,3x10° UFC/g, enquanto no grupo A foi de 2,8x10° UFC/g [Figura VII a), c)]. No
grupo A, a contagem aumentou até ao dia 53, atingindo um pico de 9,3x10° UFC/g,
comecando entdo a diminuir gradualmente até ao final do estudo. No grupo P o0 numero de
UFC aumentou de forma mais gradual até ao dia 50, aumentando mais abruptamente entre

os dias 50 e 53, atingindo um pico de 2,1x10" UFC/g. Entre os dias 53 e 59, houve uma
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quebra no numero de UFC deste Género, observando-se um ligeiro aumento no ultimo dia
de andlise [Figura VIII b)].

Ao longo do estudo, verificou-se que as contagens de UFC/g tanto de E. coli como
de enterococos nos coelhos do grupo A se mantiveram mais regulares ao longo do tempo
[Figura VII a), b)], enquanto no grupo P existiram picos e quebras mais abruptas nestes
valores [Figura VII ¢), d)]. Observou-se, ainda, que os valores das contagens se tornaram
mais constantes no final do estudo, tanto para E. coli como para os enterococos (Figura
V).

a) b)
ldade Contagem de microrganismos 188407
- no grupo A (UFC/g) (72h) 168407
(dias) -
E. coli Enterococcus 14E407
41 4,4E+05 4,3E+04 Lot
44 1,1E+06 1,1E+05 Loeeor
a7 6,7E+06 8,7E+05 S —zai
50 1,7E+07 41E+06 |~ S
53 1,1E+07 9,3E+06 6.0E+06
56 2,3E+06 7,4E+06 4,0E406
59 9,2E+05 6,4E+05 2,0E+06
62 1,6E+06 1,3E+05 oy N
Média 5,1E+06 2,8E+06 4 44 47 ldade?gias 53 56 59 62
c) d)
ldade Contagem de microrganismos 126408
(dias) no grupo P (UFCIg) (72h) .
E. coli Enterococcus
41 2,3E+07 1,3E+05 8,0E+08
44 6,3E+07 1,8E+06
47 9,9E+08 2,6E+06 § 6,08+08 —zeh
50 6,0E+08 4,8E+06 > - e
53 2,1E+08 5,2E+07
56 1,3E+07 2,6E+06 208408
59 2,6E+05 9,8E+05
62 3,3E+06 1,3E+06 0,0E+00 +—— = : — e —
41 44 47 50 53 56 59 62
Média 2,4E+08 8,3E+06 Idade/dias

Figura VII - Contagens microbioldgicas de E. coli e Enterococcus spp. fecais, a cada 72 horas, nos dois grupos de
coelhos estudados - grupo antibidtico (A) e grupo probiético (P). a) Tabela descritiva das contagens de E. coli e
Enterococcus spp. nos coelhos do grupo A. Registo iniciado quando estes tinham 41 dias de idade e finalizada aos 62
dias de idade. Calculo dos valores diarios e médios de cada microrganismo. b) Grafico representativo da evolugdo das
contagens de E. coli e Enterococcus spp. nos coelhos do grupo A, entre 0s 41 e 62 dias de idade. ¢) Tabela descritiva das
contagens de E. coli e Enterococcus spp. nos coelhos do grupo P. Registo iniciado quando estes tinham 41 dias de idade e
finalizada aos 62 dias de idade. Calculo dos valores diarios e médios de cada microrganismo. d) Grafico representativo

da evolucéo das contagens de E. coli e Enterococcus spp. nos coelhos do grupo P, entre 0s 41 e 62 dias de idade.
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Figura VIII - Comparacgdo das contagens de E. coli e Enterococcus spp. fecais, a cada 72 horas, nos dois grupos de
coelhos estudados - grupo antibidtico (A) e grupo probidtico (P). a) Grafico representativo da evolugdo das contagens de
E. coli nos grupos A e P, a cada 72 horas. b) Gréafico representativo da evolugdo das contagens de Enterococcus spp. nos

grupos A e P, a cada 72 horas.

3. Analise da prevaléncia das estirpes constituintes do

probidtico ao longo do estudo
3.1. Andlise das estirpes de E. coli

3.1.1. Analise do fendtipo de resisténcia

O probiédtico administrado aos coelhos do grupo P apresentava na sua constitui¢ao
trés estirpes de E. coli, as quais foram analisadas relativamente ao seu fenétipo de
resisténcia. Analisando os resultados obtidos nos antibiogramas realizados, verificou-se
que a estirpe ECI 1 apresenta resisténcia aos antibioticos ampicilina, ciprofloxacina,
tetraciclina, acido nalidixico e sulfametoxazol/trimetoprim; a estirpe ECI 2 tem um
fendtipo de resisténcias muito semelhante ao ECI 1, apresentando resisténcia aos mesmos
antibioticos e, adicionalmente, a tobramicina; a estirpe ECD apresenta apenas resisténcia
ao antibidtico tetraciclina.

Ao analisar os perfis de resisténcia de todos os isolados recolhidos ao longo das trés
semanas, verificou-se a existéncia de 15 perfis diferentes (Tabela 1V). Através da analise
destes resultados verifica-se que as estirpes que apresentam perfil de resisténcia igual as
estirpes do probidtico (perfis 1, 8 e 9 Tabela 1V) foram todas recolhidas dos coelhos do
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grupo P, ou seja, dos coelhos que foram inoculadas com as mesmas. Verificou-se, ainda,
gue no primeiro dia de analise (dia 1) apenas dois destes trés perfis foram identificados (8 e
9 Tabela 1V), enquanto o perfil 1 apenas comecou a aparecer no dia 9. Estes perfis
continuaram a aparecer ao longo dos dias de estudo, até que no dia 22 (o ultimo dia dos
animais no biotério), dos perfis iguais aos das estirpes do probiotico, apenas os perfis 1 e 8

apareceram.

Relativamente ao dia 32, o dia em que os coelhos ja se encontravam todos juntos
numa pequena exploracdo caseira, verificou-se que todas as amostras recolhidas
apresentavam o mesmo perfil, sendo este completamente diferente dos perfis encontrados

enguanto os coelhos estavam no biotério (Tabela V).

Analisando as frequéncias de aparecimento dos varios perfis de resisténcia nos dois
grupos de coelhos (Tabela V), verifica-se que a frequéncia absoluta dos perfis de
resisténcia igual as estirpes do probidtico nos coelhos do grupo A é zero, pois nenhuma
estirpe com 0 mesmo perfil foi encontrada neste grupo de coelhos, apresentando-se valores
elevados nos coelhos do grupo P, o que mostra a prevaléncia destes perfis neste grupo de
coelhos. A frequéncia relativa dos perfis nos coelhos do grupo P mostra ainda que de todos
os perfis encontrados nestes coelhos, os trés perfis do probiotico sdo muito mais frequentes
do que os restantes perfis, 0 que parece mostrar que as estirpes do probiotico foram
capazes de colonizar o intestino dos animais do grupo P. Apenas trés perfis de resisténcia

foram comuns a ambos 0s grupos em estudo.

Tabela 1V - Perfis de resisténcia identificados ao longo do tempo de estudo (dias marcados de 1 a 32). As letras A, P e
AP representam o grupo de coelhos antibidtico, probidtico e a mistura dos dois, respetivamente. Os valores ao longo da
tabela correspondem ao ndmero de isolados com cada perfil de resisténcia em cada dia nos coelhos dos grupos
probidtico, antibidtico, e no ultimo dia. Os perfis foram contabilizados sob a forma de proporcéo na qual o valor do
denominador corresponde ao total de isolados recolhidos em cada dia em cada grupo. Os espacos em branco mostram a
auséncia de isolados com o perfil respetivo. Marcados a cinzento encontram-se os perfis de resisténcia as estirpes de E.

coli constituintes do probiotico.

Dias
N° perfil Perfil Resisténcia 1 9 12 16 19 22 32
P A P A P A P A P A P A | AP
1 TE 1:6 3:6 1:6 3:6
2 TE;S 2:6
3 CIP;NA 2:6
4 AMP;SXT 12:12
5 CIP;TE;NA 3:6 3:6 1:6 | 1:6 3:6
6 CIP; TE;NA;SXT 1:6 2:6 3:6
7 AMP;TE;S;SXT 1:6
8 AMP;CIP;TE;NA;SXT 3:6 3:6 1:6 1:6 2:6 1:6
9 AMP;CIP; TE;NA; TOB;SXT 2:6 1:6 1:6 2:6 1:6
10 AMP;CIP; TE;NA;SXT;K 1:6
11 AMP;CIP; TE;NA;C;SXT 1:6
12 AMP;CIP;TE;S,NA;C;SXT 2:6 2:6 1:6 2:6
13 AMP;CIP; TE;NA;C;SXT;K 6:6
14 AMP;CIP;TE;NA;C, TOB;SXT 1:6 | 2:6 1:6 3:6
15 AMP;CIP; TE;S;NA;C; TOB;SXT 1:6 1:6
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Tabela V - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis encontrados ao longo do tempo de estudo.
Perfis encontrados tanto no conjunto total dos isolados (Isolados totais) como nos grupos de coelhos antibiéticos (Grupo
A), probidticos (Grupo P) e mistura dos dois grupos no ultimo dia (Grupo AP). O sombreado a cinzento marca os perfis
de resisténcia das estirpes de E. coli constituintes do probidtico e, a negrito, estdo assinaladas as frequéncias absolutas das
trés estirpes administradas no probidtico nos coelhos dos grupos A, P e AP, salientando a prevaléncia destas estirpes nos

coelhos do grupo P. Tabela construida com base na analise dos resultados da tabela IV.

. Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo AP
N° perfil Perfil Resisténcia

FA |FR(%)| FA |FR(%)| FA |FR(®%)] FA |FR (%)
1 TE 8 9,52 0 0,00 8 11,11 0 0,00
2 TE;S 2 2,38 0 0,00 2 2,78 0 0,00
3 CIP;NA 2 2,38 0 0,00 2 2,78 0 0,00
4 AMP;SXT 12 14,29 0 0,00 0 0,00 12 16,67
5 CIP;TE;NA 11 13,10 10 13,89 1 1,39 0 0,00
6 CIP;TE;NA;SXT 6 7,14 5 6,94 1 1,39 0 0,00
7 AMP; TE;S;SXT 1 1,19 0 0,00 1 1,39 0 0,00
8 AMP;CIP; TE;NA;SXT 11 13,10 0 0,00 11 15,28 0 0,00
9 AMP;CIP; TE;NA; TOB;SXT 7 8,33 0 0,00 7 9,72 0 0,00
10 AMP;CIP; TE;NA;SXT;K 1 1,19 1 1,39 0 0,00 0 0,00
11 AMP;CIP; TE;NA;C;SXT 1 1,19 0 0,00 1 1,39 0 0,00
12 AMP;CIP;TE;S,NA;C;SXT 7 8,33 7 9,72 0 0,00 0 0,00
13 AMP;CIP; TE;NA;C;SXT;K 6 7,14 6 8,33 0 0,00 0 0,00
14 AMP;CIP;TE;NA;C; TOB;SXT 7 8,33 6 8,33 1 1,39 0 0,00
15 AMP;CIP;TE;S;NA;C; TOB;SXT 2 2,38 1 1,39 1 1,37 0 0,00

3.1.2. Andlise da caracterizagdo filogenética das estirpes constituintes do
probiotico

Através da analise do resultado da electroforese (Figura 1X) e da arvore dicotdmica
descrita por Clermont e colaboradores (2000) (Figura ) verifica-se que as trés estirpes
constituintes do probiético — ECI 1, ECI 2 e ECD - pertencem ao filogrupo B1, pois apenas
apresentam um produto de amplificagdo de 152 pb. Relativamente aos isolados recolhidos
ao longo do estudo, verificou-se que estes pertencem igualmente ao grupo filogenético B1
(Tabela VI). Desta forma, verificou-se que a frequéncia relativa de aparecimento deste
filogrupo é de 100%, sendo que nos grupos A e P esta frequéncia é de 42,86% e no Gltimo
dia, o grupo AP, apresenta uma frequéncia de 14,29%, o que corresponde as 12 amostras
recolhidas neste dia (Tabela VII).
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Figura IX - Imagem do gel de agarose obtido por electroforese dos produtos de amplificagdo do PCR para determinar
grupos filogenéticos. Os pogos referentes ao marcador de peso molecular (PM) e as estirpes de E. coli analisadas (ECI 1,
ECI 2 e ECD) encontram-se assinalados a branco. A esquerda encontram-se marcados os pesos moleculares das bandas.
A direita encontram-se marcados os locais das bandas correspondentes aos produtos de amplificacdo dos primers
utilizados. As trés amostras apresentam apenas produto de amplificacdo nos 152pb, o que corresponde ao primer

TspE4.C2, o que demonstra que pertencem ao filogrupo B1.

Tabela VI - Filogrupos identificados ao longo do tempo de estudo (dias marcados de 1 a 32). As letras A, P e AP
representam o grupo de coelhos antibi6tico, probidtico e a mistura dos dois, respetivamente. Os valores ao longo da
tabela correspondem ao nimero de isolados com cada filogrupo em cada dia nos coelhos dos grupos probidtico,
antibidtico, e no ultimo dia. Os isolados foram contabilizados sob a forma de propor¢do na qual o valor do denominador
corresponde ao total de isolados recolhidos em cada dia em cada grupo. Os espagos em branco mostram a auséncia de

isolados com o perfil respetivo. Marcado a cinzento encontra-se o filogrupo das estirpes de E. coli constituintes do

probidtico.
Dias
Filogrupo E. coli 1 9 12 16 19 22 32
P A P A P A P A P A P A AP
A
Bl 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 6:6 | 12:12
B2
D

Tabela VII - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos filogrupos encontrados ao longo do tempo de
estudo. Filogrupos encontrados tanto no conjunto total dos isolados (Isolados totais) como nos grupos de coelhos
antibiéticos (Grupo A), probidticos (Grupo P) e mistura dos dois grupos no ultimo dia (Grupo AP). O sombreado a
cinzento marca o filogrupo das estirpes de E. coli constituintes do probiético. Tabela construida com base na analise dos
resultados da tabela V1.

Filogrupo E. coli Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo AP
FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%)
A 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Bl 84 100,00 36 42,86 36 42,86 12 14,29
B2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
D 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
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3.1.3. Andlise da genotipagem por PFGE

Com a técnica de PFGE verificou-se que € possivel fazer uma distingao entre as trés
estirpes de E. coli constituintes do probiotico (Figura X), pelo que se procedeu a esta

técnica para a analise de todas as amostras recolhidas.

ECI1 ECI2 ECD

.

Figura X - Imagem do gel de agarose obtido por PFGE para genotipagem dos isolados de E. coli usados no probi6tico.

Os pogos referentes as estirpes de E. coli analisadas (ECI 1, ECI 2 e ECD) encontram-se assinalados a branco.

Atraves da analise do dendrograma (Figura XI) utilizou-se como cut off delimitador
da similaridade entre estirpes o valor de 90%, o que permitiu a construgdo de duas tabelas
que definem a proximidade filogenética entre as estirpes constituintes do probiético e as

restantes amostras isoladas ao longo do tempo de estudo (Tabelas VIl e VIX).

Durante o tempo de estudo foram encontradas estirpes semelhantes as estirpes ECI
1 e ECD apenas em coelhos do grupo P. Relativamente a estirpe ECI 1, esta foi encontrada
nove vezes em coelhos do grupo probiotico desde o dia 1 até ao dia 16, encontrando-se a
maior quantidade no primeiro dia de andlise (Figura X1 C; Tabela VIII). Todas as estirpes
pertencentes a este cluster pertencem ao mesmo filogrupo e apenas uma das amostras
recolhidas no dia 1 apresenta um perfil de resisténcia diferente do perfil da estirpe ECI 1
(Figura X1 C). Assim, as estirpes com perfil de resisténcia igual ao da estirpe do probiotico

sdo resistentes aos antibidticos ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina, &cido nalidixico e
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sulfametoxazol/trimetoprim (perfil 8 Tabela IV), enquanto a Unica estirpe diferente tem um
perfil semelhante excetuando a resisténcia a ampicilina (Perfil 6 Tabela V).

A estirpe ECD, a Unica estirpe de E. coli usada no probiotico cuja origem € uma
exploracdo diferente da dos coelhos utilizados, foi encontrada nove vezes nos dias 9, 12,
19 e 22 apenas em coelhos do grupo P (Figura XI A; Tabela VIII). Todas as estirpes deste
cluster pertencem ao filogrupo Bl porém, quando analisados os perfis de resisténcia,
verifica-se que uma das amostras apresenta um perfil diferente das restantes amostras
(Figura X1 A). Assim, verifica-se que a maioria das amostras deste cluster apresentam o
mesmo perfil de resisténcia que a estirpe ECD, sendo resistentes apenas a tetraciclina
(Perfil 1 Tabela V), enquanto a Unica amostra diferente, a qual foi recolhida no dia 9, é
resistente a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina e sulfametoxazol/trimetoprim (Perfil 7
Tabela IV).

A estirpe ECI 2, uma das estirpes cuja origem é a mesma exploracdo cunicula dos
animais usados no estudo, foi encontrada tanto em animais do grupo antibiotico como em
animais do grupo probidtico. Esta foi encontrada nove vezes nos coelhos administrados
com o probidtico e apenas trés vezes em coelhos alimentados com antibidtico.
Relativamente a presenca desta estirpe nos coelhos do grupo antibiotico, esta foi
encontrada apenas no dia 12, enquanto nos coelhos do grupo probiético esta foi encontrada
nos dias 1, 12, 16 e 19 (Figura X1 D; Tabela VIII). Os isolados constituintes deste cluster
pertencem ao filogrupo B1, porém verifica-se uma maior diversidade nos perfis de
resisténcia, encontrando-se quatro perfis de resisténcia diferentes entre as amostras deste
cluster. A estirpe ECI 2 apresenta resisténcia aos antibidticos ampicilina, ciprofloxacina,
tetraciclina, acido nalidixico, sulfametoxazol/trimetoprim e tobramicina (Perfil 9 Tabela
IV) e, com perfil de resisténcia igual, foram encontradas sete amostras recolhidas nos dias
1, 12, 16 e 19. Das amostras incluidas neste cluster recolhidas nos dias 12 e 19, quatro sao
resistentes a ciprofloxacina, tetraciclina e acido nalidixico (Perfil 5 Tabela IV). Nos dias 16
e 19, verifica-se a presenca de duas estirpes com resisténcia a um grande numero de
antibioticos, sendo a isolada no dia 16 resistente a ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina,
acido nalidixico, cloranfenicol, sulfametoxazol/trimetoprim e tobramicina (Perfil 14 Tabela
IV), enquanto a isolada no dia 19 apresentava, para além das resisténcias anteriores, ainda
resisténcia a estreptomicina (Perfil 15 Tabela 1V). Verificou-se, entdo, que a estirpe ECI 2

apresenta uma maior frequéncia relativa que as restantes estirpes quando analisado o
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conjunto total de isolados (14,19%), apresentando, porém, a mesma frequéncia relativa que
as restantes estirpes nos coelhos do grupo P (10,71%) (Tabela VIX).

Através da analise do dendrograma (Figura X1 B) verificou-se que as 12 estirpes
recolhidas no dltimo dia de analise, o dia 32, apresentam um perfil genético igual entre si e
completamente diferente das trés estirpes do probidtico (Tabela VI1II) e de todas as outras
estirpes recolhidas ao longo do estudo. Estas amostras apresentam ainda o mesmo
filogrupo e o mesmo perfil de resisténcia, sendo resistentes a ampicilina e ao
sulfametoxazol/trimetoprim (Perfil 4 Tabela 1V). No dia 32 os coelhos ja ndo se
encontravam nas mesmas condi¢es iniciais, tendo ja sido transportados para uma pequena
exploracdo cunicula caseira na qual os dois grupos de coelhos foram colocados juntos, pelo

que neste dia deixa-se de fazer a distin¢do entre grupo antibidtico e grupo probidtico.

Tabela VIII - Prevaléncia dos perfis genéticos das estirpes de E. coli constituintes do probiético ao longo do tempo de
estudo. As letras A, P e AP representam o grupo de coelhos antibidtico, probiético e a mistura dos dois, respetivamente.
Os valores ao longo da tabela correspondem ao nimero de isolados com um perfil genético semelhante a cada probi6tico
em cada dia nos coelhos dos grupos probiético, antibiético e no ultimo dia. Os espagos em branco mostram a auséncia de
isolados semelhantes ao probidtico respetivo. Tabela construida com base na analise dos resultados obtidos no
dendrograma em baixo (Figura XI).

Genotipagem Dias
hag 1 9 1 16 19 2 2
semelhante a:
P A P A P A P A P A P A AP
ECI1 4:6 3:6 1.6 1:6
ECI 2 2:6 1.6 3:6 3:6 3:6
ECD 2:6 3:6 1.6 3:6

Tabela VIX - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis genéticos semelhantes as trés estirpes de E.
coli constituintes do probi6tico encontrados ao longo do tempo de estudo. Perfis encontrados tanto no conjunto total das
amostras (Isolados totais) como nos grupos de coelhos antibiéticos (Grupo A), probidticos (Grupo P) e mistura dos dois

grupos no ultimo dia (Grupo AP). Tabela construida com base na analise dos resultados da tabela V111.

Genotipagem Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo P

semelhante a: FA |FR%)] FA |FR(%)] FA |[FR(%)] FA | FR (%)
ECI1 9 10,71 0 0,00 9 10,71 0 0,00
ECI 2 12 14,29 3 3,57 9 10,71 0 0,00
ECD 9 10,71 0 0,00 9 10,71 0 0,00
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Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%]

E. coli_PFGE E. coli_PFGE
g s g 2 Amostra Grupo Coelho  Dia Perfil Resisténcia Filogrupo
P2/1 2 3 12 T B1
P2/35 P 22 1 B1
|P2ns P 22 1 B1
 |P2i2s P 22 1 B1
ECD Probiético 1 B1
P2/3 P 9 1 B1 A
P2/2 P 9 7 B1
P2/1 4 P 19 1 B1
P2/2 2 P 12 1 B1
P22 P 12 1 B1
P23 G 16 B B1
P2/23 P 16 2 B1
AP/L6 AP 32 4 B1
|aPze AP 32 a B1
AP/3 6 AP 32 4 B1
a4 AP/4 6 AP 32 4 B1
|aPs6 AP 32 a B1
AP/6 6 AP 32 a B1 B
API7 6 AP 32 4 B1
|aPse AP 32 a B1
AP/9 6 AP 32 a B1
|APrioe AP 32 4 B1
AP/116 AP 32 4 B1
|apnze AP 32 4 B1
P12 & 5 B B1
P1/32 P 12 8 B1
P1/1 P 9 8 B1
P2/3 3 P 16 8 B1
= PD1 A5 P 1 8 B1 C
PD1 A6 P 1 6 B1
ECI1 Probidtico 8 B1
PD1 A3 P 1 8 B1
PD1 A4 P 1 8 B1
P2/1 P 9 8 B1
A2 2 A 12 12 B1
ALz 2 A 12 12 B1
AL2 4 A 19 12 B1
AL/3 4 A 19 12 B1
AL2 A 9 12 B1
A2/23 A 16 5 B1
AL3 A ° 12 B1
Al1S A 22 14 B1
AL3S A 22 14 B1
AL25 A 22 14 B1
P1/35 P 22 8 B1
AD1 AL A 1 13 B1
AD1 A2 A 1 13 B1
AD1 A3 A 1 13 B1
AD1 A4 A 1 13 B1
AD1 AS A 1 13 B1
AD1 A6 A 1 13 B1
A1 2 A 12 15 B1
. A113 A 16 14 B1
AL23 A 16 14 B1
AL A 9 10 B1
o) AL/ 4 A 19 14 B1
A2/25 A 22 5 B1
A2/35 A 22 5 B1
A2/13 A 16 6 B1
A2/33 A 16 6 B1
A2/15 A 22 5 B1
. A4 A 19 6 B1
. A224 A 19 6 B1
. A2i34 A 19 6 B1
P1/13 P 16 14 B1
P13 3 P 16 ° B1
P1/2 3 P 16 ° B1
A2/12 A 12 5 B1
A2/2 2 A 12 5 B1
A2/32 A 12 B B1 D
ECI2 Probicdtico 9 B1
PD1 AL P 1 ° B1
PD1 A2 P 1 ° B1
P1/12 P 12 9 B1
P1/14 P 19 ° B1
P1/2 4 P 19 5 B1
P1/3 4 P 19 15 B1
P2z 4 B 15 ] BT
 P2/34 P 19 8 B1
P1/2 2 P 12 11 B1
A3 3 A 16 12 B1
A2/1 A ° 5 B1
A2/2 A 9 B B1
A2/3 A ° 5 B1
P1/3 P 9 ° B1
P1/15 P 22 3 B1
P1/25 P 22 3 B1

Figura XI - Dendrograma construido de acordo com os 84 isolados de E. coli recolhidos ao longo de trés semanas e as 3
estirpes constituintes do probi6tico, usando o coeficiente de similaridade de DICE e o método UPGMA. Encontram-se
listadas as seguintes caracteristicas de cada amostra: Nome da amostra, grupo de estudo a que pertence (grupo antibiético
- A, grupo probiético - P e mistura dos dois — AP), dia em que foi recolhida, nimero do perfil de resisténcia
correspondente (Tabela IV) e filogrupo. A linha a vermelho delimita o valor de cut off (90%).A — Cluster das amostras
semelhantes ao probidtico ECD. B — Cluster das amostras recolhidas no ultimo dia de estudo, dia 32. C — Cluster das
amostras semelhantes ao probidtico ECI 1. D — Cluster das amostras semelhantes ao probidtico ECI 2.
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3.2. Analise das estirpes de Enterococcus spp.

3.2.1. Analise do fendtipo de resisténcia

Na constituicdo do probiotico estavam presentes quatro estirpes de enterococos, as
quais foram analisadas relativamente ao seu fenOtipo de resisténcia. Na analise dos
antibiogramas realizados, verificou-se que a estirpe Eal apresentava resisténcia aos
antibidticos tetraciclina, eritromicina e azitromicina; a estirpe Efal exibia resisténcia aos
antibidticos  quinupristina/dalfopristina,  tetraciclina,  eritromicina,  azitromicina,
cloranfenicol e ciprofloxacina; a estirpe EfaD apenas apresentava resisténcia ao antibiético
tetraciclina; por fim, temos a estirpe EfeD que era sensivel a todos os antibiéticos

analisados.

Através da analise dos perfis de resisténcia de todos os isolados recolhidos,
verificou-se a existéncia de 11 perfis de resisténcia diferentes (Tabela X). Os perfis de
resisténcia semelhantes aos perfis das estirpes do probidtico encontram-se com mais
frequéncia nos coelhos do grupo P, sendo que apenas o perfil 9 é encontrado nos coelhos
do grupo A (Tabela X). O perfil 1 (igual ao perfil da amostra EfaD) ndo é encontrado nas
recolhas dos dias 1, 9 e 12, estando presente nas amostras recolhidas nos dias 16, 19, 22 e
inclusive no dia 32, dia em que os coelhos ja ndo se encontravam no biotério. Este perfil
encontra-se apenas no grupo de coelhos P, representando 8,33% dos perfis encontrados
(Tabela X1). Relativamente ao perfil 7 (igual ao perfil da amostra Eal), verifica-se que este
foi encontrado nas recolhas dos dias 12, 16 e 22, aparecendo apenas trés estirpes com este
perfil, tendo sido as trés recolhidas do grupo P (Tabela X). A frequéncia deste perfil
representa 6,25% de todos os perfis encontrados (Tabela XI). O perfil 9 (igual ao perfil da
amostra Efal) estd presente nas recolhas dos dias 1, 9, 12, 16 e 22, sendo, encontrada
durante dois dias em coelhos do grupo A (tabela X). No entanto, a frequéncia de
aparecimento deste perfil nos coelhos do grupo P (14,58%) é superior a dos coelhos do
grupo A (8,33%) (Tabela XI). Por fim, o perfil 11 (igual ao perfil da amostra EfeD) apenas
foi encontrado em coelhos do grupo P das recolhas dos dias 9, 12, 16 e 19 (Tabela X). No
total foram encontradas cinco estirpes com este perfil, o que corresponde a uma frequéncia
de 10,42% de todos os perfis encontrados (Tabela XI). A frequéncia relativa dos perfis nos
coelhos do grupo P mostra ainda que de todos os perfis encontrados neste grupo, os quatro
perfis do probidtico sdo muito mais frequentes do que os restantes perfis, enquanto nos
coelhos do grupo A estas estirpes quase ndo aparecem (Tabela X), o que parece mostrar
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que as estirpes do probidtico colonizaram o intestino dos coelhos aos quais foram

administrados.

Relativamente ao dia 32, o dia em que os coelhos j& se encontravam todos juntos
numa exploracdo domeéstica, verificou-se que quatro das amostras recolhidas apresentam
perfil igual ao perfil da amostra EfaD (perfil 1), enquanto as restantes quatro estirpes
apresentam o mesmo perfil, o qual é diferente dos quatro perfis das amostras dos
probidticos, sendo um perfil apenas encontrado numa unica estirpe durante os dias de
biotério (Tabela X).

Tabela X - Perfis de resisténcia identificados ao longo do tempo de estudo (dias marcados de 1 a 32). As letras A, P e AP
representam o grupo de coelhos antibi6tico, probitico e a mistura dos dois, respetivamente. Os valores ao longo da
tabela correspondem ao nimero de isolados com cada perfil de resisténcia em cada dia nos coelhos dos grupos
probiético, antibiético, e no Ultimo dia. Os perfis foram contabilizados sob a forma de propor¢do na qual o valor do
denominador corresponde ao total de isolados recolhidos em cada dia em cada grupo. Os espacos em branco mostram a
auséncia de isolados com o perfil respetivo. Marcados a cinzento encontram-se os perfis de resisténcia as estirpes de

Enterococcus spp. constituintes do probidtico.

Dias
NO perfil Perfil Resisténcia 1 9 12 16 19 22 32
P A P A P A P A P A P A | AP
1 TE 2:4 1:4 1:4 4:8
2 F 1:4
3 TE;CIP 2:4
4 CN;CIP 1:4
5 QD;TE 1:4
6 TE;RD 1:4
7 TE;E;AZM 1:4 1:4 1:4
8 TE;RD;E;AZM 1:4 4:8
9 QD;TE;E;AZM;C;CIP 3:4 2:4 | 2:4 2:4 1:4 1:4
10 QD;TE;RD;E;CN;AZM;CIP 2:4 2:4 2:4 4:4 4:4 4:4
11 Estirpes sem Resisténcia 2:4 1:4 1:4 1:4

Tabela X1 - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis encontrados ao longo do tempo de estudo.
Perfis encontrados tanto no conjunto total das amostras (Isolados totais) como nos grupos de coelhos antibio6ticos (Grupo
A), probiéticos (Grupo P) e mistura dos dois grupos no ultimo dia (Grupo AP). O sombreado a cinzento marca os perfis
de resisténcia das estirpes de Enterococcus spp. constituintes do probidtico e, a negrito, encontram-se assinaladas as
frequéncias absolutas das quatro estirpes administradas como probi6tico nos coelhos dos grupos A, P e AP salientando a

prevaléncia destes perfis nos coelhos do grupo P. Tabela construida com base na analise dos resultados da tabela X.

oA Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo AP
Ne perfil Perfil Resisti
per erti Reskiencia FA [FR®)| FA [FR)| FA [FR®)| FA [FR(%)
1 TE 8 14,29 0 0,00 4 8,33 4 8,33
2 F 1 1,79 0 0,00 1 2,08 0 0,00
3 TE;CIP 2 3,57 2 4,17 0 0,00 0 0,00
4 CN;CIP 1 1,79 0 0,00 1 2,08 0 0,00
5 QD;TE 1 1,79 0 0,00 1 2,08 0 0,00
6 TE;RD 1 1,79 0 0,00 1 2,08 0 0,00
7 TE;E;AZM 3 5,36 0 0,00 3 6,25 0 0,00
8 TE;RD;E;AZM 5 8,93 0 0,00 1 2,08 4 8,33
9 QD;TE;E;AZM;C;CIP 11 | 19,64 4 8,33 7 14,58 0 0,00
10 QD;TE;RD;E;CN;AZM;CIP 18 32,14 18 37,50 0 0,00 0 0,00
11 Estirpes sem Resisténcia 5 8,93 0 0,00 5 10,42 0 0,00
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3.2.2. Andlise da caracterizacao das espécies

De forma a caracterizar as espécies de Enterococcus spp. utilizadas na constituicéo
do probidtico, testou-se cada uma das estirpes com quatro grupos de primers, de forma a
ser possivel identificar a espécies. Assim, verificou-se que o isolado Eal pertencia a
espécie E.aviam, pois apenas apresentou banda quando testada para o grupo 3, banda esta
com 368 pb; os isolados Efal e EfaD eram ambos E. faecalis, pois apresentaram uma
banda nos 360 pb quando testadas para o grupo 1; ja o isolado EfeD era um E. faecium,
apresentando uma banda nos 215 pb quando testadas para o grupo 1 (Figura XII).

20000 pb . PM Eal Efal EfaD EfeD PM

10000 pb
7000 pb
5000 pb

4000 pb
3000 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
700 pb

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

75 pb

Figura XI1 - Imagem do gel de agarose obtido por electroforese dos produtos de amplificacdo do PCR para determinar as
espécies de Enterococcus spp. constituintes do probidtico. Os pogos referentes ao marcador de peso molecular (PM) e as
estirpes de Enterococcus spp. analisadas (Eal, Efal, EfaD e EfeD) encontram-se assinalados a branco. A esquerda
encontram-se marcados os pesos moleculares das bandas do padrdo de peso molecular. A amostra Eal apresentava um
produto de amplificagcdo nos 368pb quando testada para o grupo 3, pelo que se tratava de um E. aviam; a Efal e a EfaD
apresentavam um produto de amplificacdo de 360pb quando testadas para o grupo 1, tratando-se de dois E. faecalis; a

EfeD apresentava um produto de amplificacdo nos 215pb quando testada para o grupo 1, tratando-se de um E. faecium.

As amostras recolhidas ao longo do estudo foram igualmente estudadas de forma a
identificar a sua espécie, pelo que se verificou que a maioria dos isolados recolhidos (41
em 56) eram E. faecalis, o que corresponde a 73,21% dos isolados (Tabela XIII). Esta
especie foi encontrada em todas as amostras, tanto em coelhos do grupo A como em
coelhos do grupo P (Tabela XII), encontrando-se, porém, em maior quantidade no grupo
A, perfazendo neste um total de 23 isolados, correspondentes a uma frequéncia relativa de
41,07%. No grupo P, 14 isolados foram especiados como E. faecalis, 0 que corresponde a

uma frequéncia relativa de apenas 25,00% (Tabela XIII). Esta espécie foi, ainda,
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encontrada no 32° dia de estudo, ou seja, apds os coelhos terem sido reagrupados e
instalados numa exploracdo domeéstica (Tabela XII). Em termos quantitativos, as espécies
mais encontradas (a seguir a E. faecalis), apesar de em muito menor quantidade, foram E.
faecium e E. gallinarum, sendo encontrados sete isolados de cada espécie, 0 que
corresponde a 12,50% dos isolados totais. Relativamente a E. faecium foram encontrados
maioritariamente em coelhos do grupo P, no qual foram detetados em seis amostras,
enguanto no grupo A apenas um isolado pertencia a esta espécie (Tabela XII). Assim, no
grupo A esta espécie representou apenas 1,79% do total enquanto no grupo P representou
10,71% (Tabela XI1I). A espécie E. gallinarum foi identificada em coelhos do grupo P e no
ultimo dia de estudo — Grupo AP, sendo de destacar que esta espécie apenas comegou a
aparecer a partir do dia 16, mantendo-se, entdo, até ao final do estudo. Entre o dia 16 e 0
dia 22 foi encontrado um isolado pertencente a esta espécie em cada dia, ja no dia 32 foram
encontrados quatro isolados (Tabela XII), o que corresponde a 7,14% dos isolados (Tabela
XII). A quarta espécie identificada foi E. aviam, porém esta espécie apenas apareceu uma
vez (amostra recolhida no dia 16, no grupo P) (Tabela XII), pelo que representou apenas
1,79% dos isolados totais (Tabela XIII).

Tabela XII — Espécies de Enterococcus identificados ao longo do tempo de estudo (dias marcados de 1 a 32). As letras
A, P e AP representam o grupo de coelhos antibidtico, probidtico e a mistura dos dois, respetivamente. Os valores ao
longo da tabela correspondem ao nimero de isolados de cada espécie em cada dia nos coelhos dos grupos probidtico,
antibiotico, e no Gltimo dia. Os isolados foram contabilizados sob a forma de proporgéo na qual o valor do denominador
corresponde ao total de isolados recolhidos em cada dia em cada grupo. Os espagos em branco mostram a auséncia de
isolados da espécie correspondente. Marcadas a cinzento encontram-se as espécies das estirpes de Enterococcus
constituintes do probidtico.

Dias
Espécie Enterococcus 1 9 12 16 19 22 32
P A P A P A P A P A P A AP
E. faecalis 4:4 3:4 2:4 4:4 4:4 4:4 1:4 4:4 2:4 4:4 1:4 4:4 4:8
E. faecium 1:4 2:4 1:4 1:4 2:4
E. aviam 1:4
E. gallinarum 1:4 1:4 1:4 4:8
Tabela X111 - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) das espécies encontradas ao longo do tempo de

estudo. Espécies encontrados tanto no conjunto total das amostras (Isolados totais) como nos grupos de coelhos
antibiéticos (Grupo A), probidticos (Grupo P) e mistura dos dois grupos no Gltimo dia (Grupo AP). O sombreado a
cinzento marca as espécies das estirpes de Enterococcus constituintes do probi6tico. Tabela construida com base na
analise dos resultados da tabela XII.

Espécie Enterococcus Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo AP
FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%)
E. faecalis 41 73,21 23 41,07 14 25,00 4 7,14
E. faecium 7 12,50 1 1,79 6 10,71 0 0,00
E. aviam 1 1,79 0 0,00 1 1,79 0 0,00
E. gallinarum 7 12,50 0 0,00 3 5,36 4 7,14
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3.2.3. Anédlise da genotipagem por ERIC-PCR

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada com o objetivo de fazer uma comparagédo
genotipica entre os isolados de enterococos recolhidos ao longo do estudo e 0s probidticos
administrados, de forma a analisar a prevaléncia destes ultimos na microflora dos coelhos
do grupo P. Com esta técnica verificou-se que as estirpes Efal e EfaD sdo muito
semelhantes entre si e diferentes das restantes estirpes constituintes do probidtico (Figura
XI1I). Esta distin¢éo entre as estirpes mostrou que esta técnica era adequada para verificar
a prevaléncia destas estirpes ao longo do tempo de estudo. Desta forma, todas as amostras
recolhidas ao longo das trés semanas foram sujeitas a uma analise por ERIC-PCR. Foi
utilizado o valor 90% como cut off para delimitar a similaridade entre os perfis genéticos
das amostras recolhidas e entre os probidticos administrados. Com base na analise do
dendrograma (Figura XIV) foram construidas duas tabelas que mostram a prevaléncia dos
perfis genéticos ao longo do tempo de estudo (Tabelas XIV e XV).
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Figura XIII - Imagem do gel de agarose obtido por ERIC-PCR para genotipagem dos isolados de Enterococcus spp.
usados no probidtico. Os pogos referentes ao marcador de peso molecular (PM) e as estirpes de enterococos analisadas
(Eal, Efal, EfaD e EfeD) encontram-se assinalados a branco. A esquerda encontram-se marcados 0s pesos moleculares
das bandas do marcador de peso molecular.
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Dice (Tol 1.0%-10%) (H>0.0% S>0.0%) [0.09-100.0%]
Enterococcus_ERIC-PCR Enterococcus_ERIC-PCR

8 Amostra  Grupo coelho Dia Perfil Resisténcia Espécie
A2/1 A 9 9 E. faecalis
A212 A 9 9 E. faecalis
AD1 A4 A 1 3 E. faecalis
AL/l A 9 10 E. faecalis
A1/2 A 9 10 E. faecalis
A2/15 A 22 10 E. faecalis
A2/25 A 22 10 E. faecalis
Al/15 A 22 10 E. faecalis
Al25 A 22 10 E. faecalis
Al/13 A 16 10 E. faecalis
Al/23 A 16 10 E. faecalis
A2/13 A 16 10 E. faecalis
A2/23 A 16 10 E. faecalis
All14 A 19 10 E. faecalis
Al2 4 A 19 10 E. faecalis
A2/14 A 19 10 E. faecalis
A2/2 4 A 19 10 E. faecalis
A2/12 A 12 9 E. faecalis
A2[22 A 12 9 E. faecalis
Al/12 A 12 10 E. faecalis
Al22 A 12 10 E. faecalis
P2/23 P 16 8 E. gallinarum
AD1 A3 A 1 3 E. faecium
[ Eal Probidtico 7 E. aviam |
I P1/24 P 19 6 E. gallinarum
- P1/15 P 22 2 E. faecium
. P1/25 P 22 7 E. gallinarum
N 18 (P23 P 16 11 E. faecium
B e ) |Pa P 19 11 E. faecium
L n *8  |p225 P 22 1 E. faecium
1 .l‘. i EfeD Probiético 11 E. faecium
i 108l P11 P ° 1 E. faecium
g L——+—— 'R || Pz P 9 [ E. faecium
4 AP/1 6 AP 32 8 E. gallinarum
AP/2 6 AP 32 8 E. gallinarum
AP/3 6 AP 32 8 E. gallinarum
4545{ AP/4 6 AP 32 8 E. gallinarum
P122 P 12 7 E. faecalis
AD1 AL A 1 10 E. faecalis
AD1 A2 A 1 10 E. faecalis
' AP/5 6 AP 32 1 E. faecalis
o = | APIT6 AP 32 1 E. faecalis
' AP/8 6 AP 32 1 E. faecalis
' AP/6 6 AP 32 1 E. faecalis
1 P2/24 P 19 1 E. faecalis
223 EfaD Probiético 1 E. faecalis
P2/22 P 12 1 E. faecalis
=4 i PUL2 P 12 1 E. faecalis
PD1 P4 P 1 4 E. faecalis
PDI P2 P 1 9 E faecalis |
PD1P3 P 1 9 E. faecalis
Efal Probiético 9 E. faecalis
P12 P 9 9 E. faecalis
P2/1 P 9 9 E. faecalis
P2/14 P 19 9 E. faecalis
P2/15 P 22 9 E. faecalis
PD1P1 P 1 9 E. faecalis
P2/12 P 12 11 E. faecalis
35 P2/13 P 16 5 E. faecalis
P1/13 P 16 7 E. aviam

Figura XIV - Dendrograma construido de acordo com os 56 isolados de Enterococcus spp. recolhidos ao longo dos 32
dias de estudo e as 4 estirpes constituintes do probidtico, usando o coeficiente de similaridade de DICE e o método
UPGMA. Encontram-se listadas as seguintes caracteristicas de cada amostra: nome da amostra, grupo de estudo a que
pertence (grupo antibidtico - A, grupo probidtico - P e mistura dos dois — AP), dia em que foi recolhida, nimero do perfil
de resisténcia correspondente (Tabela X) e espécie. A linha a vermelho delimita o valor de cut off (90%). A — Cluster das
amostras semelhantes ao probiotico Eal. B — Cluster das amostras semelhantes ao probidtico EfeD. C, D — Conjunto de
amostras recolhidas no ultimo dia de estudo, dia 32. E — Cluster das amostras semelhantes ao probi6tico EfaD. F —

Cluster das amostras semelhantes ao probi6tico Efal.
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O probiotico teve na sua constituicdo quatro estirpes de Enterococcus spp. dos
quais dois (Eal e Efal) eram provenientes da mesma exploracdo cunicula dos coelhos
usados, enquanto as outras duas (EfaD e EfeD) tinham origem em coelhos de racas

diferentes provenientes de uma exploracéo diferente.

Através da andlise dos resultados de genotipagem (Figura XIV; Tabela XIV),
verificou-se que a estirpe Eal ndo se propagou nos animais, uma vez que ndo foi
encontrada nenhuma estirpe semelhante ao longo dos dias de estudo (Figura XIV A). Ja as
restantes estirpes foram todas encontradas ao longo do estudo, porém apenas em coelhos
do grupo probidtico.

No caso da estirpe Efal, foram encontradas seis isolados semelhantes a esta estirpe
no grupo P, estando presentes nos dias 1, 9, 19 e 22. Todos os isolados semelhantes
apresentam o mesmo perfil de resisténcia e pertencem a mesma espécie da estirpe Efal
(Figura XIV F; Tabela XIV), ou seja, sdo E. faecalis resistentes aos antibidticos
quinupristina/dalfopristina, tetraciclina, eritromicina, azitromicina, cloranfenicol e
ciprofloxacina (Perfil 9 Tabela X). O numero de isolados encontrados corresponde a
10,71% dos isolados totais (Tabela XV).

Nos coelhos do grupo P encontraram-se nos dias 1 e 12 trés isolados com um
padrdo de bandas semelhantes a estirpe EfaD. Os trés isolados eram E. faecalis, tal como a
estirpe EfaD, porém apenas os dois isolados encontrados no dia 12 apresentam um perfil
de resisténcia equivalente ao da estirpe EfaD (Figura XIV E; Tabela XIV), exibindo apenas
resisténcia a tetraciclina (Perfil 1 Tabela X), enquanto a amostra do dia 1 apresenta
resisténcia aos antibidticos gentamicina e ciprofloxacina (Perfil 4 Tabela X). Estes isolados
correspondem a apenas 5,36% dos isolados totais (Tabela XV).

Relativamente a estirpe EfeD, um E. faecium, foram encontrados quatro isolados
semelhantes no grupo P nos dia 9, 16, 19 e 22 (Figura XIV B; Tabela XIV), o que
corresponde a 7,14% dos isolados totais (Tabela XV). Neste cluster encontrou-se apenas
estirpes pertencentes a espécie E. faecium e dois perfis de resisténcia (Figura XIV B). As
amostras recolhidas nos dias 9, 16 e 22 apresentam o0 mesmo padrdo de resisténcias que a
EfeD, ou seja, sdo estirpes que ndo apresentam resisténcia a qualquer antibidtico (Perfil 11
Tabela X), enquanto a amostra do dia 22 € resistente ao antibidtico tetraciclina (Perfil 1
Tabela X).

Nos oito isolados obtidos a partir da amostra recolhida no ultimo dia de estudo,

quando os coelhos se encontravam ja misturados numa pequena exploragdo cunicula,
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verificou-se que nenhum deles era semelhante a qualquer estirpe utilizada no probidtico
(Figura XIV; Tabela XIV). Quatro dos isolados apresentam um perfil genético semelhante
entre si e semelhante a uma estirpe isolada no dia 19. Este conjunto de cinco isolados
pertencia a espécie E. faecalis e apresentavam o mesmo perfil de resisténcia (Figura XIV
D), sendo resistentes a tetraciclina (Perfil 1 Tabela X). Os restantes isolados apresentam
um perfil idéntico entre si mas completamente diferente das restantes amostras recolhidas
ao longo do estudo, tratando-se de quatro E. gallinarum com o mesmo perfil de resisténcia
(Figura XIV C), sendo resistentes aos antibioticos tetraciclina, rifampicina, eritromicina e

azitromicina (Perfil 8 Tabela X).

Tabela XIV - Prevaléncia dos perfis genéticos das estirpes de Enterococcus spp. constituintes do probiético ao longo do
tempo de estudo. As letras A, P e AP representam o grupo de coelhos antibiético, probiético e a mistura dos dois,
respetivamente. Os valores ao longo da tabela correspondem ao ndmero de isolados com um perfil genético semelhante a
cada probidtico em cada dia nos coelhos dos grupos probi6tico, antibiético e no ultimo dia. Os espagos em branco
mostram a auséncia de isolados semelhantes ao probiodtico respetivo. Tabela construida com base na analise dos

resultados obtidos no dendrograma acima (Figura XIV).

Genoti Dias
enofipagem 1 9 1 16 19 2 2
semelhante a:
P A P A P A P A P A P A AP
Eal
Efal 2:4 2:4 1:4 1:4
EfaD 1:4 2:4
EfeD 1:4 1:4 1:4 1:4

Tabela XV - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) dos perfis genéticos semelhantes as quatro estirpes de
Enterococcus spp. constituintes do probiotico encontrados ao longo do tempo de estudo. Espécies encontradas tanto no
conjunto total das amostras (Isolados totais) como nos grupos de coelhos antibiéticos (Grupo A), probidticos (Grupo P) e

mistura dos dois grupos no dltimo dia (Grupo AP). Tabela construida com base na analise dos resultados da tabela XIV.

Genotipagem Isolados totais Grupo A Grupo P Grupo AP

semelhante a: FA |FR%)] FA |FR(®%)] FA |FR(%)|] FA |FR (%)
Eal 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Efal 6 10,71 0 0,00 6 10,71 0 0,00
EfaD 3 5,36 0 0,00 3 5,36 0 0,00
EfeD 4 7,14 0 0,00 4 7,14 0 0,00
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Capitulo I1V:

Discussao
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Durante 22 dias dois grupos de coelhos, diferenciados pela alimentagéo a que
tiveram acesso, foram estudados no que toca a crescimento, quantidade de agua e alimento
consumidos, sintomatologia de doencas e contagens de E. coli e Enterococcus spp. em
amostras fecais recolhidas regularmente. Os coelhos do grupo A foram submetidos a uma
alimentacdo composta aditivada com antibidticos enquanto a alimentagcdo dos coelhos do
grupo P, tendo exatamente a mesma formulagdo, ndo continha os antimicrobianos. Este
grupo recebeu, por via oral, um preparado empirico contendo estirpes de E. coli e
enterococos isolados a partir de amostras fecais recolhidas em coelhos adultos saudaveis
criados na exploracdo de origem dos laparos em estudo e, também, numa exploragédo

doméstica.

Os coelhos do grupo A ndo manifestaram quaisquer sinais patoldgicos durante todo
0 periodo de estudo e, apresentaram-se estaveis em todos os parametros avaliados. Estes
animais apresentaram um crescimento médio regular, aumentando o peso em cerca de 45g
por dia. Relativamente aos coelhos do grupo probiotico, verificou-se que 0s parametros
avaliados foram mais oscilantes, tendo ocorrido um crescimento mais variavel e marcado
pela desaceleracdo entre os 45 e os 47 dias de idade, periodo durante o qual se verificou
uma diminui¢do no consumo de alimento. Alguns dos coelhos deste grupo apresentaram
diarreias a partir dos 43 dias de idade e, uma vez que os animais ndo foram tratados, de
modo a que o uso de medicamentos ndo invalidasse os resultados do estudo, estes
permaneceram com sintomatologia durante quatro dias, ou seja, até os 46 dias de idade.
Assim, esta fase de menor consumo de alimento e menor ganho de peso coincidiram com a
fase de diarreias, clinicamente muito semelhante a casos de enteropatia epizootica, uma
vez que esta afecdo € caracterizada por uma distensao abdominal com emissdo de pequenas
quantidades de excrementos aquosos, seguidos por uma diminuicdo no consumo de
alimento e um elevado consumo de agua (Licois et al., 2005). Assim, a variabilidade
observada nos parametros avaliados nos coelhos do grupo P podera ser explicada com base
na sintomatologia digestiva ocorrida entre os 43 e o0s 46 dias de idade, a qual tera afetado a
atividade normal dos coelhos. Apos este periodo, estes animais comegaram a recuperar o
peso, atingindo um ganho de peso equivalente ao dos animais do grupo A aos 55 dias de
idade e, apresentando um maior ganho de peso (que o grupo A) a partir dessa fase e até ao
final do estudo. Esta observacdo deve-se a um fenomeno de extrema importancia na
producdo animal, denominado de crescimento compensatdrio, o qual foi estudado em
diversos animais, e definido como um crescimento mais rapido que o normal ap6s um
periodo de restricdo nutritiva (Bohman, 1955) . Um estudo realizado em coelhos, no qual
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um grupo teve a sua alimentacdo restringida entre os 35 e os 42 dias de idade, mostrou que
0s animais quando alimentados de forma restrita apresentam um crescimento
compensatério diario apés o periodo de restricdo, apresentando um ganho de peso 40%
superior ao dos coelhos cuja alimentacdo néo foi restringida (Tamova et al., 2002). Assim,
no final, observou-se que os coelhos do grupo P foram capazes de recuperar da
sintomatologia ocorrida sem recurso a antibidticos, permitindo que estes acabassem o
estudo com um peso médio de 2223,5 g. No caso de o estudo ter sido realizado num
periodo de tempo mais alargado, seria de esperar que 0s animais do grupo P
ultrapassassem o peso dos animais do grupo A. Assim, aos 63 dias de idade os coelhos do
grupo A pesavam em média 2275,3 g e os coelhos do grupo P 2223,5 g, uma pequena
diferenca que permite inferir que aquando da idade mais frequente de abate, frequente de
abate - 70 dias de idade - os dois grupos de coelhos teriam uma performance produtiva
semelhante. Alguns estudos mostram o beneficio do uso de probiodticos no ganho de peso
de coelhos, fixando em 9,6% o incremento de peso em coelhos ap6s seis semanas de
inoculagdo com um probidtico constituido por bactérias Lactobacillus acidophilus (Amber
et al., 2004). Um outro estudo utilizando E. faecium como probidtico, mostrou resultados
muito semelhantes, ocorrendo um ganho de peso nos coelhos de 9,5% (Simonova et al.,
2009). No presente estudo, os resultados ndo foram de encontro ao esperado, uma vez que
ndo se obteve um peso superior nos coelhos administrados com probidtico,
comparativamente ao grupo antibiotico. Porém, este resultado poderia ser melhor
esclarecido se tivesse havido a possibilidade de ter instalado um grupo controlo alimentado

com a mesma férmula, mas sem probiotico e sem antibidticos no alimento.

Juntando os dados de peso e alimento consumido, verifica-se que 0s animais do
grupo A comecaram o estudo com um peso médio de 1141,7 g e acabaram com 2275,3 g,
ou seja, estes coelhos aumentaram em média 1133,7 g durante as trés semanas em que se
encontraram no biotério, periodo no qual consumiram 3884,8g de alimento composto. Ja
0s animais do grupo P iniciaram o estudo com um peso medio de 1129,0 g e acabaram com
2223,5 g, ou seja, apresentaram um incremento de peso de 1094,5 g, consumindo uma
média de 3574,3 g. Assim, supondo gque 0s animais tinham sido enviados para abate ap6s o
periodo de estudo, e tendo como base o custo da alimentagdo (Alimentacdo Animal Nanta
S.A., Setembro 2013) e o preco de carcaca de coelho (ASPOC, Setembro 2013),
poderiamos estimar o rendimento economico dos coelhos dos dois grupos, contabilizando,
ndo o peso total, mas sim o incremento de peso. Sendo que o prego do coelho por peso
vivo é 2,08 €/kg, o preco de 1 tonelada de alimento composto é 300 € e o preco da
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suplementacdo de uma tonelada de alimento com antibidticos é cerca de 30 €, o
rendimento econémico por coelho no grupo A seria 1,08 € e por coelho do grupo P seria
1,20 €, ou seja, cada coelho do grupo P teria rendido mais 0,12 € do que cada coelho do
grupo A. Individualmente este valor parece irrelevante, porém quando aplicado a uma
grande exploracdo profissional constituida por 700 reprodutoras (Monteiro et al., 2013),
considerando uma média de oito partos por ano com uma prolificidade de 12 Iparos por
parto e uma taxa de mortalidade ao desmame de 30%, obteriamos uma diferenca anual de
cerca de 5376 € quando utilizados probidticos na alimentagdo animal em substituicdo de
antibioticos. Assim, este estudo sugere que a criagdo de coelhos inoculados com um
probidtico parece ser mais rentdvel do que a criacdo de coelhos suplementados com
antibioticos.

Ao longo do estudo verificou-se que a contagem média de E. coli como de
Enterococcus spp. fecais foram superiores nos coelhos do grupo probiotico, atingindo um
pico muito mais elevado que no grupo A. Este resultado seria de esperar devido a
inoculagdo dos animais com as estirpes bacterianas constituintes do probiotico. No caso da
contagem de E. coli, verificou-se a existéncia de um pico maximo muito elevado desta
espécie aos 47 dias de idade nos coelhos do grupo P, ou seja, na fase final em que os
coelhos apresentavam sintomas de afecdo digestiva. Este facto podera ser explicado pela
diminuicdo das defesas dos animais. Nos coelhos do grupo probidtico verificou-se uma
maior variabilidade nas contagens ao longo do tempo, observando-se picos mais abruptos
que nos coelhos do grupo A. Esta diferenca sugere que os antibidticos sejam mais eficazes

do que os probioticos na manutencdo e estabilizacdo da microflora intestinal.

Todos os isolados de E. coli foram analisados relativamente ao seu filogrupo,
verificando-se que tanto as estirpes constituintes do probiotico como as estirpes recolhidas
ao longo do estudo pertenciam ao filogrupo B1. As estirpes de E. coli pertencentes aos
diferentes filogrupos diferem nas suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas, parecendo
ter nichos ecoldgicos diferentes (Gordon and Cowling, 2003; Escobar-Paramo et al., 2006).
A maioria das estirpes de E. coli s&éo microrganismos comensais no trato gastrointestinal,
porém algumas estirpes sdo agentes patogeénicos oportunistas e causadores de infecGes
intestinais e extraintestinais. Estas estirpes patogenicas estdo essencialmente associadas aos

filogrupos B2 e D (Boyd and Hartl, 1998; Bingen et al., 1998). Ja os grupos filogenéticos
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A e B1 estdo mais associados as estirpes comensais (Duriez et al., 2001). Desta forma,
tendo em conta que as estirpes incluidas no probidtico foram isoladas a partir de animais
saudaveis, pertencendo todas a um filogrupo que agrega estirpes comensais, podera
justificar o facto de néo ter sido encontrado nenhuma estirpe pertencente aos filogrupos B2
e D. Apesar de os coelhos do grupo probidtico terem apresentado diarreia durante quatro
dias, 0 que poderia levar a pensar tratar-se de alguma estirpe patogénica, nenhuma estirpe
pertencente aos filogrupos mais patogénicos foi isolada neste grupo durante este periodo,
podendo-se assim excluir a sua presenca. Estudos anteriores mostraram que, excetuando
algumas estirpes difusamente aderentes e estirpes de E. coli enteropatogénicas, as estirpes
causadoras de diarreia ndo se tratam de estirpes B2 (Escobar-Paramo et al., 2004; Wirth et
al., 2006).

O probidtico inoculado aos coelhos tinha na sua constituicao trés estirpes de E. coli
e quatro estirpes de Enterococcus spp., tendo quatro estirpes (ECI 1, ECI 2, Eal e Efal)
sido isoladas a partir do efetivo de onde eram oriundos os coelhos alocados a ambos 0s
grupos, isto é, eram provenientes de coelhos adultos saudaveis da mesma exploracdo
cunicula. Por sua vez, quer os coelhos da exploracdo, quer os coelhos instalados no
biotério consumiram a mesma férmula alimentar. Neste contexto, seria expectavel que
todas estas estirpes pudessem ser encontradas em ambos 0s grupos em estudo. Porém
somente uma (ECI 2) destas quatro estirpes foi encontrada tanto em coelhos do grupo
antibiotico como do grupo probidtico. Este facto pode ter sido a consequéncia do processo
de selecdo das estirpes para a formulagdo do probidtico contemplar o estudo de muitos
isolados (procurando diversidade e estirpes com baixa frequéncia de resisténcias) e, como
tal, ter maior sensibilidade que o método usado para obtencdo de isolados a partir de
amostras de fezes dos coelhos em estudo e que visava apenas selecionar seis isolados em
cada amostra. Este resultado demonstra também que os cuidados higiénicos aplicados com
0 objetivo de evitar qualquer contaminacdo cruzada entre ambos 0s grupos tiveram
eficacia.

Relativamente aos coelhos inoculados com o probiotico, foi interessante verificar a
grande capacidade das estirpes inoculadas colonizarem o intestino dos coelhos. Este facto
foi particularmente significativo no caso de E. coli, em virtude de relativamente a esta
espeécie ter havido apenas uma inoculacdo. Relativamente a estes resultados € importante

manter presente que as estirpes inoculadas tiveram de competir com as previamente
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existentes no intestino dos coelhos. Porém, para um total de 36 isolados obtidos a partir de
amostras recolhidas no grupo probidtico, 27 (32,1%) tinham um perfil genético semelhante
as estirpes inoculadas. Igualmente relevante foi constatar que as estirpes “probioticas”
obtidas a partir de animais da exploracdo doméstica, também foram bem sucedidas na
colonizacdo do intestino dos animais inoculados. Este resultado devera ser melhor
explorado em trabalhos futuros, em virtude das estirpes isoladas em animais de produgéo
extensiva, com uma dieta mista (alimentos compostos, fenos e vegetais verdes) e expostos
a menos antimicrobianos serem colonizados por estirpes mais sensiveis € com menor
probabilidade de conterem determinantes genéticos de viruléncia (Kudva et al., 1997). A
estirpe de E. coli (ECD) e duas de Enterococcus spp. (EfaD e EfeD) recolhidas nestas
condicBes foram encontradas apenas em coelhos do grupo probiotico, o que mostra que
foram capazes de colonizar o sistema gastrointestinal dos animais, apesar de ndo serem
encontradas em todas as recolhas. Assim, estes resultados sugerem que este € um sistema
viavel pois, apesar de estas estirpes serem completamente estranhas ao organismo, foram
encontradas nos coelhos aos quais foram administradas, mostrando a sua capacidade de
colonizacdo. Das sete estirpes administradas no probidtico, apenas uma (a Eal -
Enterococcus aviam) ndo foi detetada nas amostras fecais colhidas ao longo do estudo. No
total de 56 estirpes de Enterococcus spp. isoladas, apenas um E. aviam foi encontrado na
amostra de fezes colhida no grupo P aos 16 dias de estudo, tratando-se, porém, de uma
estirpe diferente da estirpe Eal. Atendendo a que a estirpe probiética Eal foi isolada a partir
de fezes de coelhos adultos saudaveis criados na exploracdo de origem dos laparos em
estudo, e como tal, ser expectdvel uma boa adaptacdo ao bioma intestinal dos laparos
inoculado (grupo P), a explicacdo poderd residir num eventual efeito de “exclusdo
competitiva” exercido pelas restantes estirpes incluidas no probiotico. Estudos relativos a
microbiota de coelhos mostram que as especies enterocos predominantes sdo E. faecalis
(Linaje et al., 2004) e E. faecium (Simonova and Laukova, 2004; Simonov4 et al., 2005)
sendo ainda encontradas - porém em menor quantidade - E. durans (Linaje et al., 2004;
Simonova et al., 2005), E. gallinarum e E. casseliflavus (Simonovéa and Laukova, 2004). O
presente estudo vem confirmar a prevaléncia de E. faecalis na microflora de coelhos, e a
presenca em menor quantidade das espéecies E. faecium e E. gallinarum. Este estudo
sugere, ainda, que a espécie E. aviam ndo é uma espécie predominante na microflora
bacteriana dos coelhos, pelo que podera ndo possuir as melhores caracteristicas que lhe

permitam colonizar o intestino destes animais.
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As estirpes EfaD e Efal, ambas Enterococcus faecalis, mostraram ser 84%
semelhantes geneticamente, um valor de semelhanca curioso pelo facto de as duas estirpes
terem sido recolhidas em exploracGes diferentes. A exploracdo da estirpe Efal era
intensiva, na qual os coelhos apenas eram alimentados com alimento composto, enquanto a
exploracdo da estirpe EfaD se tratava de uma exploracdo extensiva, na qual os coelhos,
para além do alimento composto, tinham uma grande diversidade de suplementos. Porém,
o fornecedor de alimento composto era 0 mesmo para as duas exploragdes, pelo que o
alimento poderd ter sido uma fonte epidemioldgica comum. Assim, supde-se que 0
alimento possa ser suficiente para disseminar Enterococcus spp. (Martins da Costa et al.,

2007), o que explica a presenca desta estirpe nas diferentes exploragdes.

No ultimo dia de analise (dia 32), o dia no qual os coelhos ja se encontravam
misturados numa nova exploracdo cunicula, 0s animais encontravam-se com uma
alimentacdo diferente da fornecida durante a permanéncia no biotério, alimentando-se,
nessa altura, com uma mistura dos dois alimentos compostos (com e sem antibioticos)
usados durante o0 ensaio e 0s suplementos vegetais tipicos das exploracdes domésticas.
Neste dia verificou-se que, no caso das E. coli, as estirpes encontradas apresentavam um
perfil genético igual entre si e completamente diferente das restantes amostras isoladas ao
longo do estudo. No caso dos enterococos, verificou-se que quatro dos isolados
apresentavam um perfil genético semelhante entre si e a um outro isolado recolhido num
dia diferente, enquanto as restantes quatro apresentavam, tal como a E. coli, um perfil
genético diferente de todos os restantes perfis analisados. Isto demonstra que a alteracao da
alimentacdo, da fonte de &gua e do local, levam a altera¢cbes muito radicais da microbiota
dos animais através dos seguintes mecanismos:

a) No caso da alimentacdo, como o alimento pode constituir um veiculo de
microrganismos (Martins da Costa et al., 2007), estes podem colonizar uma variada
extensdo do trato gastrointestinal; para além disso, como o proprio substrato
nutritivo pode ser diferente, pode ocasionar o crescimento de bactérias com
necessidades metabolicas distintas;

b) Relativamente ao local, a microbiota especifica de cada infraestrutura pode
constituir a fonte de bactérias com diferentes potenciais de colonizagéo entérica;

c) Quanto a agua, proveniente de fontes diferentes, assoma-se como um veiculo muito

plausivel das estirpes assinaladas.
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O facto de os isolados do dia 32 apresentarem um perfil completamente diferente de todos
os restantes perfis encontrados, demonstra, ainda, que para que um probidtico constituido
por E. coli ou Enterococcus spp. seja eficiente, tera de ser administrado continuamente, de
modo a impedir que novas estirpes, provenientes de diferentes fontes, colonizem o

intestino do animal.

Uma das formas utilizadas para verificar a prevaléncia das estirpes constituintes do
probidtico ao longo do tempo foi o estudo dos perfis de resisténcia das amostras
recolhidas, de forma a verificar se era continuo o aparecimento de estirpes com as mesmas
resisténcias que as estirpes inoculadas no probiotico. Desta forma, observou-se o
aparecimento de estirpes com perfil de resisténcia igual ao das estirpes do probiotico,
porém com a analise por genotipagem verificou-se que, apesar da maioria das estirpes
semelhantes a estirpes do probidtico possuirem o mesmo perfil de resisténcia das mesmas,
observou-se a presenca de estirpes com perfil de resisténcia diferentes, bem como a
existéncia de estirpes com perfis de genotipagem diferentes e com o mesmo perfil de
resisténcia de estirpes do probiotico. Assim, este estudo sugere que a andlise dos perfis de

resisténcia ndo é suficiente para tirar conclusdes relativamente a semelhanca entre estirpes.

Os resultados obtidos parecem sugerir beneficios no uso de probidticos em
detrimento de antibidticos e, apesar do constrangimento na interpretacdo dos resultados
subsequente a enteropatia no grupo P, esse facto permitiu colocar em evidéncia o
fendmeno de crescimento compensatorio. Porém faltou neste trabalho um terceiro grupo de
coelhos de forma sincrona com os restantes grupos, para funcionar como grupo controlo,
ou seja, um grupo cuja alimentacéo era apenas o alimento composto sem inoculacdo de
antibidtico nem probiotico, de forma a permitir uma interpretacdo mais completa dos
resultados. Em trabalhos futuros haverd que estudar quais as melhores formulacbes de
probidticos, selecionando as estirpes mais capazes de colonizar, proteger os coelhos de
disbacterioses intestinais, garantir um impacto, pelo menos neutro, na produtividade e,

finalmente, garantir a excrecdo de menos fenotipos mutirresistentes.
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Capitulo V:

Conclusao
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A andlise de resultados permitiu verificar que a inoculacdo de coelhos jovens com
um probiotico constituido por estirpes de E. coli e Enterococcus spp. podera ser um
sistema viavel na substituicdo de antibioticos na alimentacdo animal. O facto de as estirpes
provenientes de uma exploragdo cunicula diferente da de origem dos coelhos terem sido
encontradas durante os varios dias de estudo, mostra que estas foram capazes de colonizar
o trato gastrointestinal dos animais. Desta forma, este estudo sugere que poderad ser
possivel selecionar estirpes ndo patogénicas e com um reduzido perfil de resisténcias a
antibioticos para, depois, administrar a coelhos de producdo, de forma a reduzir ou
eliminar o nimero de bactérias patogénicas no sistema intestinal dos animais, aumentando
os beneficios para o animal colonizado. Os resultados sugerem, ainda, que a espécie E.
aviam ndo parece ter uma capacidade de colonizacdo do biotopo semelhante a E. faecalis e
E. faecium. Para que um probidtico seja eficiente e permaneca no trato gastrointestinal, 0s

resultados apontam para que este deva ser administrado continuamente.

Em termos de performance zootécnica, o uso de probidticos parece influenciar
positivamente os coelhos estudados, mostrando potencial para promover o0 seu
crescimento. A confirmagdo genética da prevaléncia das estirpes administradas como
probidtico ao longo do tempo de estudo parece mostrar que estas estirpes colonizaram os
animais, pelo que os efeitos na performance zootécnica parecem estar relacionados com os
beneficios do uso do probidtico em detrimento de antibiotico. Este estudo sugere ainda que

0 uso de probioticos podera ser um método mais rentavel na producéo cunicula.

Este estudo sugere a importancia da investigacdo na area dos probioticos, que é
fundamental para a consolidacdo do conhecimento sobre a dindmica da colonizacéo
intestinal por microrganismos benéficos a saude animal e, consequentemente, a seguranca

sanitaria dos géneros alimenticios.
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