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Sumaério

A componente experimental do estagio de final de curso, que deu origem a esta dissertacao de
mestrado foi realizada no biotério de coelhos e no laboratério de inspecédo, microbiologia e
tecnologia alimentar do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar (ICBAS) da
Universidade do Porto. Numa primeira fase, o objetivo centrou-se na avaliagdo do efeito de um
“auto-probidtico” na flora intestinal de coelhos durante a fase de crescimento. Motivou este
estudo a enorme pressdo que paira atualmente sobre o uso de antibiéticos em espécies
pecuarias. O estudo foi realizado recorrendo a 12 animais divididos por 2 grupos com o objetivo
de avaliar o efeito da substituicdo dos antimicrobianos vinculados no alimento composto por um
“auto-probidtico” com estirpes microbianas isoladas de fezes de coelhos saudaveis, oriundos
da exploracao que forneceu os coelhos para o estudo. Durante os quatro meses de estagio foi
também possivel acompanhar véarias exploragbes cuniculas, das quais foram analisados
amostras de cecos recolhidos em animais com suspeita de Enteropatia Epizodética, e amostras
de agua de consumo dos coelhos para uma andlise microbiol6gica. O estudo relativo ao efeito
do “auto-probidtico” nos coelhos como substituto aos antimicrobianos, revelou resultados
ambivalentes em virtude dos animais testados terem revelado, numa primeira fase, alteragbes
digestivas e um crescimento inferior ao grupo com antimicrobianos, embora na fase final dos
ensaios se tivesse observado um crescimento compensatorio. A desinfecdo das aguas de
consumo dos coelhos revelou-se um importante fator na reducdo da contaminacao fecal e total
das mesmas, estando associado as exploragbes que efetuaram o tratamento das aguas
melhores indices zootécnicos e sanitarios. Este trabalho representa uma primeira aproximagao
ao estudo do controlo da flora intestinal na producédo cunicula e na avaliagdo da relacdo entre

qualidade microbiol6gica da agua e produtividade.
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Parte I: Cunicultura e patologias dos coelhos

1. O Coelho e a Cunicultura
1.1. Taxonomia

Os coelhos sdao mamiferos da ordem Lagomorfos e da familia Leporidae, muitas vezes
erradamente incluidos na ordem dos roedores. Enquanto os roedores possuem apenas um par
de incisivos na maxila, os coelhos possuem dois pares, um em frente do outro. TéEm uma
fisiologia digestiva particular, caracterizada por uma dupla excrecéo fecal com a capacidade de
produzir e reingerir parte do material fecal, as denominadas fezes moles ou cecotrofos, o que
lhes permite um melhor aproveitamento de nutrientes, proteinas e vitaminas do complexo B,
dos alimentos vegetais. Na familia Leporidae existem varios géneros, dos quais podemos
nomear o Lepus (varias espécies de lebres), Caprolagus (coelho asiatico), Sylvilagus (véarias
espécies de coelho americano), Poelagus (coelho africano) e o Oryctolagus (coelho europeu)
(Mourédo, 2003). Existem mais de 100 espécies descendentes do coelho selvagem europeu,
sendo o Branco Neozelandés e o Californiano as espécies mais comuns usadas na producéo

cunicula na Europa.

1.2. Caracteristicas produtivas do coelho

O coelho proporciona ao homem diversos produtos. Embora a maioria da produgédo seja
vocacionada para producdo de carne, estes podem também ser criados com a finalidade de
produzir pele e pélo. Os coelhos sdo animais muito timidos e sensiveis: ruidos, cheiros,
mudangas ambientais, erros de maneio, mas condi¢des de higiene e degradacdo da qualidade
do ar tém um impacto negativo na produtividade, nomeadamente na mortalidade e no
crescimento dos animais. Varias caracteristicas produtivas do coelho estdo expressas no

Quadro 1. Quadro 1: Caracteristicas produtivas do coelho.

Parametro Produtivo Valor

N° de laparos nascidos/parto 8-11 (1-20)
Peso ao nascimento 50 a 64 gramas
Idade ao desmame 30 a 35 dias
Peso ao desmame 700 a 940 gramas
Ganho médio de peso/dia engorda 38 a 40 gramas
indice conversao engorda 25a3,0
Idade venda 61 a 73 dias
Peso venda 1,9a25Kg
Gestacgéo 29 a 32 dias
Intervalo entre partos 42 dias
Fertilidade 80 a 90%
Mortalidade ninhos 8 a20%
Mortalidade engorda 2a7%
Vida produtiva 1a3anos

Fonte: Adptado de Mourdo & Pinheiro (2004) e Rebollar (2007).



O numero de partos, a intensidade reprodutiva e a exposi¢cdo a temperaturas elevadas
sdo fatores que influenciam diretamente a prolificidade (Mourdo e Pinheiro, 2004). A
sazonalidade reprodutiva € também influenciada pela temperatura e pelas condi¢cdes sanitarias
da exploragéo.

A temperatura € um dos fatores mais importantes na producdo cunicula, situando-se nos
21°C a temperatura de conforto térmico dos coelhos. Quando os animais sdo expostos a
elevadas variacbes de temperatura na exploracdo, com muito frio durante a noite e muito
guente durante o dia, a producéo de calor ou dissipacdo de calor, respetivamente, tem que ser
realizada pelo coelho para manter uma temperatura corporal constante, implicando um gasto
energético suplementar (Finzi et al., 1992). Este gasto terd um grande impacto na fertilidade e
taxa de crescimento dos coelhos, e na produtividade da exploracdo (Eschborn, 1985). O
aparelho respiratério, a mucosa nasal e o pavilhdo auricular dos coelhos, sdo os principais
mecanismos de termorregulacao.

No verdo com o aumento da temperatura, hd um decréscimo drastico do consumo de
alimento composto. Aumenta a frequéncia respiratoria e a evaporacao corporal, assumindo os
coelhos uma posicdo ortopneica para conseguirem arrefecer. A ingestdo de uma maior
quantidade de agua também contribui para o arrefecimento. Por contraste, num ambiente com
uma temperatura abaixo de 10°C, os animais enrolam-se sobre si préprios para minimizar a
perda de calor, baixando também a temperatura dos pavilhdes auriculares. A baixas
temperaturas intensificam o consumo de alimento composto para manter a temperatura
corporal, resultando numa diminuicdo da conversdo do alimento em energia de reserva e
maiores gastos de alimento composto para o produtor. A temperatura da agua também
influencia o consumo de alimento composto, havendo na presenca de agua fria um aumento do
seu consumo. Flutuacdes de temperatura na producao cunicula podem levar ao aparecimento
de varios tipos de patologias, entre elas as enterites. Baixas temperaturas levam ao aumento
do consumo de alimento composto, a um aumento de carbohidratos no trato digestivo, e
consequente proliferagdo de patdgenos no intestino e toxinas por estes libertados. Os coelhos
toleram melhor baixas temperaturas do que altas temperaturas (Lebas & Matheron, 1982),
tendo dificuldade em regular a sua temperatura interna a partir dos 35°C; a partir dos 40°C
surgem desmaios, salivacdo e um grau de exaustao conduzindo & morte (Lebas et al., 1986).

Os coelhos sdo também muito sensiveis a qualidade do ar. Um ambiente com uma
humidade relativa elevada (> 80%) (Silva, 2002), com uma grande concentracdo de amoniaco
e com uma elevada circulacdo de ar na exploracédo favorecem o aparecimento de patologias do
foro respiratério. Todavia, uma ventilagdo minima de 0,1 a 0,2 m/s no Inverno e 0,2 a 0,4 m/s
no Verao (Silva, 2002), é necessaria nos pavilhdes de cunicultura para eliminar todos os gases
téxicos, principalmente o amoniaco, expelir o excesso de humidade, e dissipar o calor num

pavilhdo com grande densidade animal na época quente.
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As coelhas sao poliéstricas, com ovulacao induzida pela cépula, utilizando-se atualmente
a inseminacdo artificial apds estimulagdo prévia mediante a administragdo de uma
gonadotrofina. Os coelhos sdo animais sazonais, variando a sua atividade reprodutiva com o
fotoperiodo.

A alimentagcdo animal € outro dos fatores responsaveis por uma boa produgédo cunicula,
utilizando diferentes alimentos compostos nas varias fases de produgéo cunicula. A produgéo
de alimento composto para a cunicultura atingiu as 93 mil toneladas em 2011, com um
decréscimo de 2,1 % relativamente ao periodo homélogo de 2010. A producdo de alimento
composto para a cunicultura representa 3 % da producdo total de alimentos compostos em
Portugal (IACA, 2012).

O stress nos coelhos tem uma marcada influéncia no balanco entre bactérias benéficas e
bactérias patogénicas no trato digestivo, e consequentemente na performance produtiva.
Torna-os extremamente suscetiveis a distlrbios digestivos, principalmente durante o periodo
de desmame (Peeters et al., 1995). Este facto obriga a incorporagdo de antibioticos nos

alimentos compostos para coelhos.

1.2.1. Patologias emergentes em producdo cunicula

Atualmente a patologia cunicula esta a evoluir a um ritmo elevado, proporcionalmente a
profissionalizacdo e industrializacdo do sector de produgdo cunicula. Simultaneamente as
mudancas de maneio, de instalacdes e das técnicas de reproducdo ha o aparecimento de
novas patologias multi-factoriais nas exploragbes (Szili & Kdhalmi, 1980; Torres et al., 1992;
Percy & Barthold, 2001; Van Rooij et al., 2006).

A Pasteurelose é uma das patologias mais frequentes na cunicultura, contribuindo
bastante para a mortalidade de coelhos devido principalmente aos problemas respiratorios que
provoca (Rosell et al., 1992). O agente etiolégico é a Pasteurella multocida, um habitante
comensal do trato respiratério dos coelhos (Fotografia 1, Anexo V). A elevada densidade
populacional de laparos nas jaulas e as mas condicdes de ventilacdo promovem o
aparecimento desta patologia que tem uma maior incidéncia em animais imunodeprimidos, ou
sob stress fisico (parto, lactagdo, mau maneio) e/ou stress térmico (Camps, 1995). Tosse e
espirros sdo os primeiros sinais que se observam, seguindo-se as descargas ocular e nasal de
natureza mucosa (Frymus et al., 1991) (Fotografia 2, Anexo V). A maioria dos animais que
recuperam tornam-se portadores assintomaticos (Frymus et al., 1991).

A Coccidiose intestinal é uma patologia do foro intestinal provocada por protozoéarios do
género Eimeria spp.. No caso da E. stidae o figado também pode ser afetado. Os parasitas
desta patologia exercem uma acao destruidora sobre epitélios e endotélios do trato digestivo.
Os oocistos da Eimeria spp. tém a capacidade de resistir no solo e na 4gua de bebida. Quanto

menor a higiene do local e maior o niumeros de coelhos na mesma jaula, maior o perigo de



contégio. Os sintomas incluem perda de apetite, aumento do volume abdominal, diarreia e uma
diminuicdo do ganho médio diario (GMD). O conteudo intestinal apresenta um aspeto fluido,
espumoso, com estrias de sangue e, num estado mais avancado, um aspeto caseoso.

O Sindrome digestivo dos coelhos € o sindrome que mais perdas econémicas provoca na
exploracao intensiva animal (elevada morbilidade e mortalidade). Esté intimamente relacionado
com desvios nas condicdes de higiene, de maneio e de alimentagdo. Entre os agentes
etiologicos responsaveis destacam-se os serotipos de E. coli e protozoarios da Eimeria spp..
As principais manifestacdes deste sindrome vao desde uma diarreia (Enterite catarral,
Disenteria, Tifo-colite hiperaguda) a uma constipacdo (Parésia cecal, Enteropatia Epizootica,
Enterotoxémia), sendo a Colibacilose o processo mais comum. Afeta principalmente laparos
com 5 a 7 semanas de vida, com uma sintomatologia tipica de afecéo do trato digestivo.

A Necrobacilose plantar, ou “ Mal de Patas”, é provocada por Fusobacterium
necrophorum, S. aureus, Corynobacterium e outros géneros Gram-positivo. Leva a uma
dificuldade de apoio dos membros na jaula, a rejeicdo dos laparos por parte das mées e
consequente emagrecimento e diminuicdo da taxa de crescimento. As jaulas de malha
inadequada, um elevado peso dos animais e ambientes humidos com excesso de amoniaco
predispbem os animais na exploracdo a um desconforto geral e consequentemente a uma
baixa taxa produtiva. Os coelhos apresentam zonas ulceradas, hemorragicas e crostas na zona
plantar e palmar do pé. A prevencao desta patologia € muito simples, passando unicamente
pela colocacao de um tapete de plastico no fundo da jaula (Fotografia 3, Anexo V) (Ruiz et al.,
2001).

A Conjuntivite (Weepy Eye) dos coelhos é caracterizada por apresentar palpebras
inflamadas, com um lacrimejamento continuo. Os coelhos tendem a ficar com os olhos
fechados, e quando os abrem apresentam uma descarga purulenta, que leva a presenca de
uma superficie ocular opaca e a uma area peri-ocular hiumida. Afeta principalmente os jovens e
estd muitas vezes associado a uma infecdo bacteriana das palpebras, coligado as mas
condi¢cBes de higiene na explora¢do, como fumos, po e gases (principalmente amoniaco).

A Dermatofitose (Tinha) é provocada por fungos do género Tricophyton (T.
mentagrophites) e Microsporum (M. canis), atinge principalmente coelhos de crescimento,
aparecendo com zonas de alopecia circulares na cara, orelhas, membros e lombo. As fémeas
funcionam como portadoras assintométicas. O contagio desta zoonose pode dar-se de modo:
indireto, através de utensilios da exploracdo; de modo direto, da fémea para os laparos.
Ambientes hamidos, com elevada densidade populacional, presenca de animais estranhos e
ma higiene dos materiais da exploracéo, sdo a principal origem desta patologia na producgéo
animal. A principal consequéncia na exploragédo passa por um diminuicdo GMD, aumento dos

indices de conversao e descida da produtividade global (Fotografia 4, Anexo V).



Os principais agentes etiol6gicos da Sarna dos coelhos sdo o Psorops cuniculi (sarna
psoréptica), Sarcoptes scabiei (sarna sarcoptica) e Notoedres cuniculi (sarna notoédrica). As
exploracdes mais predisponentes sédo as que apresentam instala¢cdes humidas com deficiente
renovacao de ar e escassa iluminacdo. Uma elevada densidade animal nas jaulas e a presenca
de roedores na exploracdo predispdem ao aparecimento da Sarna dos coelhos. Prurido,
alopecias e crostas localizados nas extremidades (pavilhdo auricular, cabeca e membros), sdo
0s principais sintomas apresentados pelos animais.

O Staphylococcus aureus nos coelhos tem a capacidade de infetar pequenas feridas na
pele e invadir o tecido subcutaneo, sendo o agente responsavel pela Estafilocécia dos coelhos
(Rossi et al., 1995). A introducdo de novos animais infetados e os desvios na zona de conforto,
nomeadamente, uma ventilagdo desajustada (excesso de amoniaco, com uma humidade
relativa do ar elevada) uma utilizagdo de desinfetantes irritantes, deficiéncias em vitaminas (A e
do complexo B) e em oligoelementos (Zinco, Cobre, Manganésio, Cobalto), sdo alguns dos
fatores de risco para infe¢cdes com Staphylococcus aureus (Okerman et al., 1984). O contagio
pode ser: direto, entre o produtor e os coelhos ou entre coelhos; indireto, através de jaulas
sujas, do pélo ou do alimento. A introducdo de novos reprodutores na exploracdo é
provavelmente a principal causa de contagio (Rossi et al., 1995). A patologia manifesta-se
principalmente de duas formas: uma cutanea com a presenca de furinculos no abdémen,
membros, pescoco e dorso de laparos lactantes, com elevada mortalidade; uma forma
sistémica com mastites purulentas, otites médias e internas e infe¢cdes da conjuntiva ocular e
palpebras, muitas vezes associado a Pasteurella (Rossi et al., 1995).

A Doencga Virica Hemoragica € causada por um Calicivirus, transmitindo-se por via
respiratoria, digestiva e por feridas. Com um periodo de incubacéo de 2-3 dias, apresenta uma
forma aguda que afeta principalmente laparos a partir dos 45 dias de idade (fase de
crescimento), com mortalidade de 80 % a 100 %. Os animais apresentam-se prostrados, com
uma dispneia intensa, com incoordenagdo motora e convulsfes, resultando na morte do
animal. E frequente visualizar epistaxis nos coelhos afetados pela doenca virica hemorrégica.

A Mixomatose é a principal patologia virica de coelhos selvagens e domésticos,
transmitida pelo virus Leporipoxvirus, por contato direto ou indireto, através de vetores
artropodes. Encontra-se endémica na populagdo selvagem de coelhos (Fenner, 1994). Os
sintomas deste virus apresentam duas formas: forma classica nodular cutanea, que leva a um
edema da cabeca e a uma blefaroconjuntivite bilateral serosa a mucopurulenta e consequente
morte do animal apés 5 a 7 dias; forma respiratéria, com um periodo de incubacgéo de 7 a 21
dias, com sintomatologia tipica de trato respiratério. Elevadas taxas de aborto, mortalidade
perinatal e infertilidade anormalmente elevadas, sdo sinais que indiciam a presenca desta
patologia na exploracdo (Fenner, 1994). Existem no mercado vacinas para a doenca virica

hemorrégica e para a mixomatose.



A Enteropatia Epizodtica, anteriormente denominada como Enterite Mucoide, faz parte
das patologias intestinais que sdo as principais responsaveis por elevadas taxas de
morbilidade e mortalidade na producéo intensiva de coelhos. Descrita em maior pormenor no
Capitulo 2° o desconhecimento do seu, ou dos seus, agente(s) etioldgico(s) e a sua grande
facilidade de transmisséo e progressdo na exploracdo, tornaram-na numa patologia de elevado
interesse e estudo (Fotografias 5 e 6, Anexo 1V).

As patologias de foro intestinal, na sua maioria sdo tratadas com antibiéticos vinculados
nos alimentos compostos. Além de serem patologias emergentes da producéo cunicula séo a
principal causa de morte dos animais, acarretando elevados custos. Um mau maneio dos
laparos ao desmame, deficiéncias de higiene nas jaulas, frio e humidade excessivos,
canibalismo e abandono da ninhada, alteracdes na composi¢cdo dos alimentos (proporgéo
fibra/proteina) ou na &gua de bebida, ndo s6 levam a morte dos coelhos na fase de
crescimento, como muitos destes fatores tem um papel preponderante nas altas taxas de
mortalidade no ninho e nas elevadas taxas de infertilidade das fémeas (Fotografia 7 e 8, Anexo
V).

1.3. Producéo cunicula em Portugal

A escala mundial, a Europa é o principal produtor de carne de coelho (49,9 %), seguido
da Asia (40,5 %), Africa (7,7 %) e por fim América (1,9 %). A producdo comercial de coelho
esta presente em pelo menos 14 estados membros da UE, incluindo Republica Checa,
Eslovaquia, Polonia e Hungria. Os maiores produtores séo a ltalia, Franca e Espanha. Portugal
€ responsavel por cerca de 3,5 % da producédo Europeia e 1,8 % da producdo Mundial (Colin &
Lebas, 1996).

Segundo Pereira (2000) existiam em Portugal, 650 explora¢des industriais e cerca de 200
mil fémeas reprodutoras. Valores bastante superiores sdo apresentados por Lebas & Colin
(2000) cujas estimativas indicam a presenca de 700 mil fémeas, 19 mil distribuidas por cerca
de 100800 exploracdes, sendo a sua maioria (71 %) de reduzidas dimensdes (numero inferior a
20 fémeas). Recentemente, a producdo anual média de carne de coelho em Portugal foi
estimada por Xiccato & Trocino (2007) em 20 mil toneladas, colocando este pais na 9° posi¢édo
a escala mundial. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), a producdo de carne de
coelho tem vindo a diminuir ao longo dos ultimos anos, atingindo em junho de 2007 as 8.055 t.,
um decréscimo de 7,7 % relativamente ao periodo homélogo de 2008 (INE, 2008).

A producdo cunicula intensiva em Portugal concentra-se principalmente nas regifes
Norte e Centro do pais, apesar de se encontrarem exploragdes espalhadas por todo o pais.
Inicialmente predominavam nas zonas de Viseu, Leiria e Oliveira do Hospital, mas o
desenvolvimento desta atividade conduziu ao aumento da sua importancia em outras zonas

como Tras os-Montes e Minho.



Os novos pavilhdes cuniculas construidos em Portugal sdo fechados, o que permite
controlar as condi¢cdes ambientais e dota-los de um microclima favoravel ao crescimento
saudavel dos coelhos, incluindo aguecimento e arrefecimento, sistema de renovacao de ar por
ventilacdo assistida por extratores ou por ventilagdo com injecdo de ar, sistemas de iluminacéo
artificial e equipamento mecanico de remocédo de dejetos (Mateo, 2004) (Fotografia 9, Anexo
V). Por outro lado existem exploragbes mais antigas, as mais prevalentes em Portugal, do tipo
“semi ar livre”, que contém janelas, uma rede metalica ou rede de sombreamento nas paredes
laterais, revestindo essa regido com plastico durante o Inverno, e sem qualquer tipo de
ventilacao assistida (Fotografia 8, Anexo V).

Existem trés tipos de jaulas para exploragdes cuniculas, o modelo “Flat-deck” ou plano
Gnico, 0 mais popular em Portugal, o0 modelo Californiano ou planos escalonados e o sistema
de Baterias ou planos sobrepostos. Os ninhos, bebedouros e comedouros sdo na sua maioria
de facil limpeza e higienizacdo. A agua é fornecida por bebedouros de chupeta ou de taga
(Fotografia 10, Anexo V), sendo os comedouros (normalmente partilhados por varias jaulas) de
enchimento semiautomatico ou automatico a partir de silos situados no exterior da exploragéao.
Nas exploragbes existem normalmente depdsitos de armazenamento de &gua no exterior
(Fotografias 11 e 12, Anexo VI), utilizados para tratar a agua com cloro. Depdésitos de agua
colocados no interior dos pavilhdes sdo utilizados na preparacdo do medicacdo e tratamento
dos coelhos, alguns também associados ao tratamento das aguas de consumo com peroxido
de hidrogénio (Fotografia 13 Anexo VIl e Fotografia 14, Anexo VI). Na maioria das exploracdes
cuniculas em Portugal o abastecimento de agua provém de pocos privados (Fotografias 15 e
16, Anexo VI). O controlo microbiolégico das aguas de pog¢os para consumo exclusivo dos
coelhos raramente é efetuado. Nado existe nenhum diploma legal para controlo sanitario das
aguas destinadas a producao cunicula.

O sistema de producdo mais popular é o de maneio reprodutivo em bandas. A banda
Unica torna possivel a sincronizacdo reprodutiva de elevado niamero de fémeas e grupos de
coelhos em fase de crescimento com a mesma idade, com uma implementacdo generalizada
da inseminacao artificial. Este sistema baseia-se no principio “all in, all out” (sistema duo), que
permite uma melhor higienizacdo das jaulas e dos pavilhdes, com um controlo sanitario eficaz,
e melhoria do estado sanitario dos animais da exploragéo.

Em Portugal o coelho é abatido com aproximadamente 70 dias de idade, correspondendo
a 2,100 kg a 2,500 kg de peso vivo. A cobricdo das fémeas ocorre 11 dias apés o parto. A
idade ao desmame situa-se entre os 30 e 35 dias de idade. Posteriormente: as fémeas passam
para jaulas limpas, continuando os ldparos na mesma jaula - sistema duo; ou passando 0s

laparos para as jaulas de crescimento - sistema tradicional, até atingirem o peso de abate.



2. Enteropatia Epizodtica

Enteropatia Epizooética do coelho (EE) € uma doenca gastrointestinal aguda altamente
contagiosa, causando em coelhos jovens uma mortalidade que pode ascender a 30-40 % e 100
% de morbilidade (Licois & Coudert, 2005). Afeta principalmente os coelhos na periodo de
desmame e inicio da fase de crescimento, sendo nesta fase que se encontram as maiores
perdas para os produtores cuniculas. A EE é caracterizada por uma distensdo abdominal,
emissdo de pequenas quantidades de excrementos aquosos que se seguem apos uma
diminuicdo acentuada na ingestao de alimentos e um elevado consumo de agua (Licois et al.,
1998), nédo induzindo qualquer hipertermia nos animais (Jobert et al., 2001). Apesar do
aumento da mortalidade, a presenca de muco nas jaulas e a impactacdo cecal serem
considerados 0s sinais anatomo-patoldgicos mais comuns nesta patologia (Licois et al., 1998),
as denominacgbes como “Enterite Mucoide" ou "Enteropatia Mucoide", vulgarmente encontradas
na literatura, ndo sdo as mais adequadas para denominar esta patologia. A excre¢cdo de muco
e a impactacdo cecal sdo reages fisiopatologicas comuns a outras patologias em coelhos
(Licois et al., 2005). A EE é uma patologia do trato gastrointestinal que promove a paresia
intestinal e consequente dilatacdo intestinal e multiplicacdo de microrganismos oportunistas,

entre eles Escherichia coli, Klebsiella e Eimeria spp. (Barral et al., 2000).

2.1. Histéria

Entre o final de 1996 e o inicio de 1997 apareceu nas explora¢gfes cuniculas, da regido
oeste de Franca e da regido da Galiza, um novo e grave sindrome gastrointestinal (Coudert et
al., 2000). Esta nova patologia caracterizava-se por distensdo abdominal, fezes muito liquidas
e diminuicdo acentuada do consumo de alimento composto, originando taxas de mortalidade
entre 30% e 80%. Durante os anos que se seguiram, a patologia disseminou-se pelo resto de
Franca (Duval, 1998) e pelos restantes paises europeus, entre eles Portugal (Rossi et al.,
1999). Devido a sua rapida progressao tem a denominacdo de Enteropatia Epizodtica dos
Coelhos (EE). Atinge principalmente coelhos em crescimento, entre as 6 e 8 semanas de vida,
no final da fase de amamentacdo e inicio da fase de crescimento, porém animais adultos
também podem ser afetados. Em comparacdo com outras epizootias, a EE ndo esta presente

nos animais selvagens (Licois et al., 2000).

2.2. Etiologia

Como o surto de EE nas exploracdes cuniculas francesas nos anos 90 surgiu logo apos a
entrega de alimento composto por uma fabrica comercial, a alimentagéo foi inicialmente a
primeira suspeita. No entanto esta e outras hipoteses estudadas (e.g. pesticidas) ndo vieram a
ser confirmadas (Lebas et al., 1998). Posteriormente, foi demonstrado que a alimentagcéo seria

um vetor passivo (Duperray et al., 2000). Apesar de até agora, ndo estar definido qual o agente



etiolégico da EE (Licois D., 1998), véarios argumentos suportam uma hipétese viral,
nomeadamente pelo Rotavirus, particularmente devido a natureza epizootica, a difusdo do
agente patogénico, a transmissibilidade da doenca e a existéncia de lesdes pulmonares
histologicamente comprovadas (Marlier et al., 2005). O uso de culturas isoladas de Rotavirus
em coelhos néo reproduziu experimentalmente a EE. Por outro lado, uma hip6tese bacteriana é
apontada por outros autores (Licois et al., 2005; Dewrée et al., 2003) que excluindo quaisquer
estirpes de E.coli, conduziram a suspeita de estirpes de Clostridium, principalmente de
Clostridium perfringens, poderiam ser os responsaveis. No entanto, o papel desta bactéria
como um patogénico principal ainda € questionavel, uma vez que as estirpes bacterianas de
Clostridium spp., tal como acontece com o Rotavirus, ndo tém sido capazes de reproduzir
experimentalmente a patologia entérica (Licois & Coudert, 2005). Apesar destes insucessos,
atualmente é reforgcada a hipotese de uma etiologia bacteriana, estando a hipétese viral
praticamente revogada.

Neste estudo observamos que os coelhos com suspeita de EE, apresentam todos 0s
sinais clinicos caracteristicos, desde auséncia de consumo de alimento, perda de peso,
diarreias, aumento do consumo de &gua, e um aumento marcado da quantidade de
Escherichia coli nas fezes, acompanhado por um decréscimo no numero de Enterococcus spp.

(Quadro 2).

Quadro 2: Comparacdo das UFC/g de Escherichia coli, Enterococcus spp. e
Microrganismos totais a 30°C, de Cecos de coelhos com suspeita de Enteropatia
Epizodtica (n=3) e das fezes recolhidas no Biotério do grupo P2 ( ).

E.coli Enterococcus | M.T. 30°C

Bloterio Coelnos | 1,08+09 | 4,30E+06 [ 1,88E+09
Exploragao B 2,48E+08 3,93E+06 4,88E+08
Eporaio M | 2,90E+408 | 1,25E407 | 4,62E+07
Exploragdo L 1,30E+07 1,75E+05 2,75E+07




2.3. Diagnostico

No campo, o diagnéstico de EE podera ser duvidoso, colaborando para tal as precérias
condi¢cBes higiénicas gerais dos pavilhdes cuniculas e o pouco ou nenhum controlo sanitério
existente. A marcada distensdo abdominal e a impactacdo cecal (Fotografia 5, Anexo V), com
grandes acumulacdes de liquido e gas, e uma diarreia aquosa sdo 0s sinais clinicos que
auxiliam um diagnostico mais preciso da patologia. A diminuicdo acentuada da ingestdo de
alimento é um dos primeiros sinais observados nos coelhos, mas so possivel de identificar em
animais em meio experimental ou em exploracdes mais controladas (Coudert et al., 1997). Os
achados da necropsia revelam auséncia de lesdes macroscépicas Obvias da mucosa das
diferentes partes do trato digestivo, contudo um processo inflamatério agudo e congestivo do
intestino delgado, ceco e intestino grosso sdo as Unicas evidencias encontradas (Fotografia 6,
Anexo V). Lesdes histolégicas da mucosa intestinal caracterizam-se por uma ligeira a
moderada atrofia das vilosidades, associada a uma infiltracdo de células inflamatoérias na
mucosa. As alteragbes macroscopicas sdo uma ferramenta mais confiavel para fins de

diagndstico do que os achados histoldgicos (Licois D., 2004).

2.4. Tratamento e Prevencéo

No que respeita o tratamento e prevengdo, muito poucos antibidticos séo eficientes,
destacando-se a tiamulina e bacitracina como as principais moléculas com alguma taxa de
sucesso (Duperray et al., 2000). Neste contexto, foram feitos estudos onde a bacitracina, em
solucdo aquosa (0,657 g/l de 4gua de bebida), era administrada em coelhos antes (prevencéo)
e depois (tratamento) da contaminagcdo destes animais com um in6cuo constituido por
conteldo intestinal de coelhos com suspeita EE sem agentes patogénicos oportunistas (TEC),
mostrando que a administracdo de bacitrina era eficaz em ambos os casos, reduzindo a taxa
de morbilidade e mortalidade nestes animais (Duperray et al., 2000; Duperray J., 2003). Outros
estudos mostraram ainda que a tilosina (macrélido de amplo espectro) poderia ser aplicada
como tratamento alternativo (Maertens et al., 2005). Entre todas as explora¢des cuniculas
abordadas neste estudo a empresa responsavel pelo fornecimento do alimento composto era a
Alimentacdo Animal Nanta S.A., que nas exploracbes onde havia indicios de patologia
intestinal, ou mesmo Enteropatia Epizodtica, associavam a racao antibidticos, desde
macrolidos (tilosina) a polipeptidos (bacitracina e colistina) entre outros, no tratamento e
prevencéo da EE.

A longo prazo a antibioterapia ndo é a melhor solugéo, pelo que outras abordagens
devem ser exploradas, como a aplicacdo de métodos nutricionais (probidticos, restricdo

alimentar, etc.) podendo desempenhar um papel-chave na prevencgéo desta patologia.
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2.5. Impacto das Enteropatias nos coelhos de producéao

No caso das exploragBes cuniculas afetadas com enteropatia, a alta mortalidade foi o
fator que mais se realcou, associado a uma diminuicdo da quantidade de alimento composto
ingerido e a uma grande capacidade de disseminacdo entre os coelhos. Mesmo existindo
antibiéticos capazes de controlar a EE eficazmente, ainda é uma patologia que esta associada
a elevados custos econOmicos para o produtor. Muito embora se reconheca o progresso
notavel que se tem feito para controlar a EE, esta patologia ainda esta “descontrolada”, com
recidivas, especialmente no outono e na primavera. Focado na aplicabilidade de uma das
estratégias nutricionais que séo conhecidas, foi objetivo deste trabalho testar o efeito de um
“auto-probidtico” na melhoria da estrutura e funcao do trato gastrointestinal e na prevencao da
EE.
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Parte Il: Avaliagcao do impacto da utilizagcao de um “auto-probiotico”
na flora entérica e na produtividade durante a fase de

crescimento

3. Probiéticos e a producéo animal

A producédo animal tem como objetivo principal fornecer alimento seguro e de qualidade,
a populacdo humana, preservando o bem-estar animal e respeitando o ambiente. Para o
produtor o objetivo passa por maximizar a producdo, sendo importante que os alimentos
compostos fornegcam todos o0s nutrientes necessarios para que 0s animais expressem todo o
seu potencial e para que todas as funcgdes fisiolégicas estejam em equilibrio com o ambiente.
No passado, a producdo animal era baseada na utilizacdo de antibioticos (AB) em doses
subterapéuticas, atuando como promotores de crescimento (Dibner & Richards, 2005). Os AB
inibem e modificam a flora microbiana, promovendo um aumento da disponibilidade de
nutrientes e da “saude animal”’, com o consequente incremento do crescimento. A preocupagao
do desenvolvimento de resisténcias aos antimicrobianos (ABR), a possibilidade da
transferéncia de genes de resisténcia antibiética dos animais para os humanos (Mathur &
Singh, 2005; Salyers et al.,, 2004), associado a um risco de saude publica, aumentou a
contestacdo a sua utilizacdo (Fonseca et al., 2004), e p6s fim ao uso de AB como promotores
de crescimento na UE, desde 1 de janeiro de 2006 (EC 2001, 2003).

Uma das consequéncias da exclusdo dos AB como promotores de crescimento, foi o
aumento do seu uso a nivel terapéutico (Casewell et al., 2003). Durante muito tempo os AB
além de funcionarem como promotores de crescimento, funcionavam como terapia profilatica
para um conjunto vasto de patologias, quer do foro intestinal, quer do aparelho respiratério ou
dérmicas. H4 atualmente um novo objetivo dos produtores de animais que passa pela redugéo
do uso de AB a nivel terapéutico e a procura de alternativas viaveis que possam melhorar os
mecanismos de defesa dos animais e assim melhorar, também, a sua produtividade.
(Verstegen & Williams, 2002). Uma dessas formas é através da utilizagdo de aditivos
alimentares especificos ou matérias-primas que afetam favoravelmente o desempenho animal
e 0 seu bem-estar, nomeadamente através da modulacédo da flora microbiana intestinal, que
desempenha um papel critico na manutencdo da saude do hospedeiro (Tuohy et al., 2005).
Uma flora intestinal equilibrada estabelece uma barreira eficaz contra a colonizagdo de
microrganismos patogénicos, produz substratos metabdlicos (e.g. vitaminas) e estimula o
sistema imunitario. Probi6ticos, prebibticos, enzimas digestivas e acidos organicos podem ser
solucdes exequiveis. (Choct, 2009; Williams et al., 2001).

O funcionamento normal do trato gastrointestinal e a satude da sua flora bacteriana é vital

para o bem-estar do coelho, mas com um sistema digestivo tdo complexo, qualquer
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perturbacdo pode levar a um estado patolégico, que rapidamente se pode tornar fatal. O
aparelho digestivo dos coelhos esta adaptado a uma dieta tipica de herbivoro, com adaptagdes
especificas que vao desde os caracteristicos dentes incisivos, até a um segmento ceco-célico
muito desenvolvido e com uma flora microbiana especifica que separa o conteudo fecal,
permitindo a cecotrofia. Em circunstédncias naturais ha um vasto numero de bactérias
comensais do aparelho intestinal, essenciais a saude e nutricdo do hospedeiro com capacidade
de estimular o sistema imune e promover a homeostasia intestinal (O'Hara & Shanahan, 2007).

Os géneros microbianos principais dos monogastricos, tal como o porco, o frango e o
coelho sao: Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus,
Enterobacteriaceae, Streptococcus, Fusobacterium, Peptostreptococcus e Propionibacterium. A
propor¢do da flora microbiana intestinal varia com a idade, o estado saude, e o tipo de dieta a
gque estes animais estao sujeitos (Abt & Artis, 2009). A perda do equilibrio da flora intestinal
leva a um aumento progressivo da permeabilidade intestinal e, consequentemente, a um
desequilibrio da digestdo e a presenca de patologia (Frank et al., 2007). Toxinas e outras
classes de substancias, como mucinases e adesinas, produzidas/libertadas por bactérias
patogénicas interferem com o metabolismo da mucosa intestinal, provocando alteragbes na
flora deste 6rgdo. Um aumento das bactérias patogénicas e uma consequente diminuicao das
bactérias comensais do intestino, tais como as bifidobactérias e lactobacilos, que
demonstraram ter a capacidade de fornecer protecdo contra infe¢cdes entéricas, desempenham
um papel importante na promogdo e manutengéo da inflamacgéo intestinal (Andoh & Fujiyama,
2006).

3.1. Probidticos e outros aditivos alimentares

A Organizagdo Mundial de Saude define probidticos como “organismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2002). Podem ser componentes de alimentos presentes no mercado como leites
fermentados e iogurtes, ou podem ser encontrados na forma de p6. Os organismos probioéticos
procariotas sdo normalmente bactérias 4cido-lacticas, sendo os mais comuns os Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus spp., que ao contrario da microbiota residente, ndo colonizam
0 intestino, mas ajudam a atingir o equilibrio das populagbes microbianas naturais do
hospedeiro.

Para o probidtico ser eficaz e ter valor tem que ter as seguintes caracteristicas:
sobreviver no trato gastro-intestinal (TGI); aderir as células epiteliais intestinais ou localizar-se
na mucosa intestinal temporariamente; ser resistente ao pH do suco gastrico e enzimas
proteoliticas digestivas; excluir ou reduzir a aderéncia de patdgenos; ajudar a atingir o equilibrio
das popula¢tes da microbiota normal; ser seguro, ndo ser invasivo, ndo carcinogénico e nao

patogénico para o animal; ter a sua eficacia comprovada, ser estavel e sobreviver no produto
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(Gueniche et al., 2006). Entre varios mecanismos de ac¢do propostos dos probioticos, varios
autores sugerem uma diminuicdo das reacdes metabdlicas que produzem substancias toxicas
por estimulagdo das enzimas do hospedeiro (Hooper et al., 2002), produgédo de vitaminas e
substancias antimicrobianas (Simon et al., 2003), normalizagdo da homeostasia microbiana
intestinal (Salminen et al., 1996), producdo de bacteriocinas (Mazmanian et al., 2008.),
competicdo pela adesdo as células epiteliais, aumento da resisténcia a colonizacao,
estimulacdo do sistema imune do hospedeiro (Salzman et al., 2003) e interferéncia com a
capacidade de patdgenos colonizarem e invadirem a mucosa entérica (Gill, 2003).

O principal objetivo dos probi6ticos ndo passa pela destruicao/substituicdo das bactérias
patogénicas, mas sim pela estimulacdo das barreiras naturais de defesa do hospedeiro contra
bactérias patogénicas, assegurando uma fungdo e um tempo de transito intestinal 6timo, de
modo a garantir uma eficiente utilizacdo do alimento composto por parte dos coelhos (Maertens
et al., 1994). Os efeitos benéficos dos probidticos no microbismo intestinal dependem do
namero de bactérias ativas que colonizam temporariamente o TGI, onde o0 seu tempo de semi-
vida varia com o local de colonizagdo. Segundo Guillot (2001), os organismos probioticos tem
que atingir concentracdes na ordem dos 10°a 10’ /g no contetdo intestinal para ter qualquer
efeito observavel. A idade dos animais, principalmente durante os primeiros anos de vida,
torna-os mais suscetiveis a patégenos ambientais, onde uma colonizacdo precoce do
hospedeiro por bactérias € capaz de modular a expressdo de genes em células epiteliais,
criando um habitat favoravel para a multiplicagdo de uma flora entérica saudavel (Siggers et al.,
2007). A dose, altura e duragédo da administracédo dos probidticos, séo fatores que influenciam
a sua eficacia na prevencao de patologias e no efeito sobre a produtividade.

3.2. Alternativas para a producédo Cunicula

Comparativamente a outros grupos de animais de producdo monogastricos, estudos
sobre o uso de probidticos na producdo dos coelhos sdo escassos e na sua maioria antigos.
Na sua grande maioria, verificou-se um aumento do ganho médio diario de peso, uma reducéo
do indice de converséao alimentar e uma diminuicao da mortalidade dos coelhos com o uso de
probidticos na producao cunicula (Falcdo-e-Cunha et al., 2003).

Os efeitos dos probiéticos no que concerne a sua capacidade de promover um equilibrio
da flora microbiana intestinal foram abordados por diferentes autores, que produziram
conclusdes dispares: desde ndo encontrarem qualquer efeito gastrointestinal (Gippert et al.,
1992; Luick et al., 1992); um aumento da digestdo de fibras ap6és 8 a 12 semanas da
administracdo de probidticos (Yamani et al., 1992). Como os probioticos influenciam a
microbiologia da flora intestinal, varios autores pesquisaram os seus efeitos sobre a microbiota
cecal, seja por contagem de bactérias (Amber et al., 2004) ou pela quantificagdo dos seus

produtos: acidos gordos volateis (AGV), em particular (Maertens et al., 1994). No estudo de
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Amber et al. (2004), o probidtico aumentou significativamente as contagens de bactérias
celuloliticas (UFC/g) enquanto, ao mesmo tempo, diminuiam as contagens de agentes
ureoliticos, ndo afetando o pH cecal. No estudo de Maertens et al. (1994), o probiotico
“Paciflor” ndo afetou o pH nem os niveis de AGV no ceco.

Uma outra alternativa ao uso dos AB € a utilizagdo de prebiéticos na producédo de
coelhos. S&o essencialmente constituidos por oligossacarideos, que ndo sendo digeridos pelas
enzimas do hospedeiro estimulam seletivamente certas espécies de bactérias do hospedeiro,
tal como bifidobacterias e lactobacilos. Estas bactérias apresentam beneficios para a saude
animal, dificultando a coloniza¢céo por bactérias patogénicas. O estudo do seu uso em coelhos
€ reduzido e inconclusivo. Como a dieta dos coelhos é composta principalmente por alimentos
fibrosos, e consequente elevadas quantidades de oligossacarideos, a quantidade necesséria
de oligossacarideos para as diferentes fases de crescimento dos coelhos podem ser
rapidamente solucionadas pela escolha acertada das fibras alimentares.

A ideia de associar enzimas nos alimentos compostos ja tem alguns anos, contudo o seu
uso como alternativa aos AB sO ocorreu a partir dos anos 80 (Choct, 2006). Antes deste
periodo as enzimas s6 eram usadas em produtos de limpeza, ndo eram termo-estaveis, ndo
resistiam a acidez gastrica nem aos processos digestivos do hospedeiro. As primeiras enzimas
a serem acrescentadas a alimentos compostos com sucesso foram as beta-glucanases e as
xilanases, que catalisam a hidrélise parcial da fibra de centeio, aveia, trigo e cevada. Os seus
beneficios foram demonstrados na producdo aviaria, com uma maior absorcdo de nutrientes,
uma melhor qualidade da cama e limpeza dos ovos, e uma reducdo dos substratos para a
proliferagdo microbiana no ileo e ceco (Bedford, 2000), sendo desde entdo, 0 seu uso
comercial generalizado. O uso na producédo cunicula ndao tem um efeito significativo, devido a
peculiar fisiologia digestiva dos coelhos e ao facto da cecotrofia projetar enzimas microbianas
ao longo de todo o sistema digestivo (Marouneck et al., 1995), restringindo o seu uso em
determinadas fases de producéo de coelhos.

Outra alternativa viavel ao uso de antibidticos sdo os acidos organicos, que possuem ja
um sucesso consideravel principalmente na produco suina. Acido férmico, acético, propionico,
butirico, lactico, sérbico, fumarico, tartarico e 4cido citrico sdo os mais promissores (Partanen &
Mroz, 1999). A acidificacdo dos compostos alimentares ativa enzimas proteoliticas, desnatura e
desdobra proteinas para alimentacdo animal, e tém um efeito de protecdo contra
microrganismos presentes na ragdo. Ndo ha muitos estudos que apoiem o uso de &cidos
organicos nos coelhos, contudo alguns autores demonstraram que a adi¢cdo de 1,5 % de acido
fumarico a ragéo dos coelhos, parece melhorar o seu ganho médio diario (GMD), bem como a
conversao alimentar, contudo sdo resultados ainda preliminares (Scapinello et al., 2001;
Michelan et al., 2002; Hollister et al., 1990).
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4.Material e Métodos (1)
4.1. Biotério Coelhos

Dois grupos de 6 coelhos com 37 dias de idade, um grupo com alimento composto com
antibiético (Grupo A) e outro grupo com alimento composto sem AB mas com a inoculagéo de
probidtico (Grupo P), chegaram ao ICBAS no dia 22 de dezembro de 2011 por volta das 18h
(Fotografia 17, Anexo V), provenientes da exploracdo cunicula M, onde um estudo de campo
com 0s mesmos probioticos estava a ser conduzido. A sua espera estava uma sala de biotério
pré-aquecida a 17°C e uma humidade relativa de 80 %. Todos os coelhos foram pesados e
divididos por duas jaulas separadas. A jaula do grupo P tinha sido previamente aspergida com
o probiodtico horas antes dos coelhos chegarem. Durante 5 dias, ambos 0s grupos receberam
agua ad libitum (rede publica do Porto) e alimento composto. O alimento composto para a fase
de crescimento dos coelhos foi fornecido pela Alimentagdo Animal Nanta S.A., sendo
constituido por: 30% de Trigo, 19% Girassol, 15% Luzerna, 15% Polpa beterraba, 8% Polpa
citrinos, 5% palmiste, 3% Melaco e 2% de Palha. O grupo A tinha ainda suplementado os
antibiéticos: Colistina, Oxitetraciclina e Valnemulina (EcoNor®), no alimento composto. No dia
26 de dezembro de 2011 os coelhos foram divididos em 4 grupos. Os grupos antibiotico Al e
A2 (Fotografia 18, Anexo 1IV), e os grupo probidtico P1 e P2 (Fotografia 19, Anexo V),
separados em quatro jaulas distintas, onde cada conjunto do mesmo grupo se encontrava na
mesma torre de jaulas (Fotografia 20, Anexo V). Os grupos A (Al e A2) e os grupos P (Pl e
P2) foram mantidos nas mesmas condi¢cfes experimentais, variando unicamente a posicédo dos
coelhos na torre de jaulas, a presenca de antibiético no alimento composto e o fornecimento de
probidtico.

Todos os coelhos foram devidamente identificados com marcador no pavilhdo auricular.
Durante as trés semanas seguintes, o valor médio de coelho/jaula de consumo de agua e
consumo de racdo foram registados todas as 24h. Todos os animais foram individualmente
pesados de 48h em 48h.

O probidtico foi administrado duas vezes por semana individualmente a cada coelho dos
grupos P (P1 e P2) com o auxilio de uma seringa. Antes de cada inoculacdo as colGnias eram
preparadas no dia anterior mediante incubag&o em Muller Hilton (M-H) (Oxoid®, Reino Unido) a
37°C durante 24h das espécies e estirpes selecionadas (Figural, anexo I). O Probiético era
preparado no dia, num frasco com 50 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) (Oxoid®).
Com o auxilio de uma Zaragatoa retirhvamos proporc¢des equivalentes das bactérias, que se
encontravam nas placas de M-H, para o frasco de APT. Foram inoculados aproximadamente
cerca de 3 mL do preparado probiético a cada coelho.

Os 17 isolados bacterianos utilizados na preparacdo do probidtico foram recolhidas

aleatoriamente das fezes de coelhos saudaveis de uma exploragdo cunicula, tendo sido
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incluidas trés estirpes de E. coli (a;, a, e b;) (Fotografia 21, Anexo Il), quatro estirpes de
Enterococcus spp. (as, a4, b, e bs) (Fotografia 22, Anexo Il), seis estirpes recolhidas em MRS
(c1, €y, C3, C4, Cs € Cg) (Fotografia 23, Anexo Il), e quatro recolhidas em M17 (bg, Co, as € ag)
(Fotografias 24 e 25, Anexo Il). Com base na coloracdo Gram, testou-se o fendtipo de
resisténcia de todos os isolados. Estes resultados sdo apresentados no Quadro 3, Anexo lll.
Durante a primeira semana, as duas primeiras administragées do probidtico incluiram todas as
estirpes referidas. Na avaliacdo dos resultados de analise microbiolégica de cecos
provenientes de coelhos com suspeita de Enteropatia Epizo6tica (Quadro 2), apoiado com 0s
dados do estudo de campo na exploragdo M com o0s mesmos probidticos utilizados neste
trabalho, verificou-se um aumento significativo no numero de Unidades Formadoras de
colénias (UFC) de E. coli por grama de conteudo cecal/fezes. Consequentemente nas
administracdes de probidtico que se seguiram, foram excluidas as estirpes de E. coli (a1, a2 e
b1).

A recolha de fezes e respetiva analise microbiol6gica ocorreram duas vezes por semana.
Os coelhos abandonaram as instalagdes no dia 16 janeiro de 2012, com 62 dias de idade,
tendo sido levados para uma exploragéo domeéstica, onde no dia 26 de janeiro de 2012 a Gltima
amostra de fezes foi recolhida. A sala de biotério esteve sempre a uma temperatura de
aproximadamente de 18 a 19°C, sempre com a ventilagdo ligada com extracdo de ar. A
limpeza dos tabuleiros de recolha de fezes era feita duas vezes por semana. A limpeza da sala

do biotério era feita uma vez por semana.

4.2. Processamento microbioldgico das fezes e cecos de Coelho

As fezes/contetudo cecal depois de recolhidos foram imediatamente processados no
laboratério. De cada amostra recolhida pesaram-se 10 g e adicionaram-se 90 mL de APT a
temperatura ambiente. De seguida a suspensao foi homogeneizada no “Stomacher, e deixada
a repousar a temperatura ambiente, durante 1h em cima da bancada do laboratério.
Posteriormente, efetuaram-se diluicdes decimais usando oito tubos com 10 mL de Tryptone
Soya Agar (TS) (Oxoid®), procedeu-se & preparacéo das diluicdes a partir da suspenséo inicial,
até atingir a diluicdo de 10™.

Através da técnica de inoculagdo por gota (20 pl), foram efetuadas contagens de E. coli
em meio TBX agar (TBX) (Oxoid®), de enterococos em meio Slanetz and Bartley Medium (S-B)
(Oxoid®) e de microrganismos aerébios meséfilos totais em meio Plate Count Agar (PCA)
(Oxoid®) (Figura 2, Anexo 1). Depois das placas secarem a temperatura ambiente, foram
colocadas na estufa a 37°C as placas de TBX e S-B, respetivamente durante 24h e 48h, e na
estufa a 30°C as placas de PCA, durante 72h. Apdés o tempo de incubacédo efetuou-se a
contagem das coldnias presentes em cada in6cuo (Fotografias 26, 27 e 28, Anexo I), com o

auxilio de uma lupa, e registado o seu valor. Os ensaios foram realizados em duplicado.
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5. Resultados

Os coelhos chegaram ao ICBAS com um peso médio de 1,07 kg. Durante todo o periodo
de experimentacdo os animais ndo apresentaram sinais de doenca, com a excec¢do dos dois
grupos P, que apresentaram aos 43 dias de idade (6 dias depois da chegada) sintomatologia
digestiva, suspeita de Enteropatia Epizodtica, com diarreias, quebra no consumo de alimento,
aumento do consumo de agua e perda de peso. Na Fotografia 29, Anexo IV, é possivel
observar a presenca de sinais de diarreia na jaula dos coelhos do grupo P2. Este estado
perlongou-se durante 4 dias, ndo se efetuando qualquer tipo de tratamento aos coelhos dos
dois grupos P. Este acontecimento influenciou, no periodo acima indicado, todos os valores
obtidos dos varios parametros avaliados nos grupos P, principalmente no grupo P2. Desde o
inicio da experiencia as fezes dos coelhos submetidos a inoculagéo do probiético apresentaram
um cheiro frutado caracteristico e uma consisténcia mais mole, comparativamente com as
fezes do grupo A.

A evolucdo do peso meédio ao longo do periodo experimental esta descrito na Figura 3,
Anexo lll. No inicio, ambos 0s grupos apresentaram um peso médio idéntico, contudo a partir
dos 44 dias de idade os animais do grupo P cresceram a um ritmo mais lento, o que se
prolongou até aos 47 dias de idade. Esta diferenca esta evidente no Gréfico 1, Anexo Ill, em
gue no mesmo periodo, o grupo P teve um crescimento médio muito préximo de zero. O grupo
P2 foi aquele que teve mais coelhos a apresentarem menor crescimento (Figura 3, Anexo llI).
Ap6s o periodo de quebra, houve uma recuperacdo por parte dos coelhos do grupo P,
concretizada a partir dos 55 dias de idade, onde apresentaram um pico de crescimento,
estabilizando no final do periodo experimental. O crescimento médio dos dois grupos esta
exposto no Grafico 1, Anexo Ill. Os animais do grupo A apresentaram um crescimento médio
diario relativamente constante, com valores a rondar os 50 g de ganho de peso, ao longo de
toda a experiéncia. Os grupos P tiveram um crescimento médio muito variavel, como ja descrito
anteriormente.

Relativamente ao consumo médio de &gua e alimento composto, os valores
apresentados nas Figuras 4 e 5, Anexo Ill, demonstram um maior consumo médio de agua
para 0os animais do grupo P, e um maior consumo médio de alimento composto para o0s
animais do grupo A. No periodo experimental em que os coelhos do grupo P apresentaram
crescimento inferior, ja referido, nota-se um evidente abaixamento no consumo de alimento
composto, acompanhado por um aumento do consumo de &gua, como observavel no Grafico
3, Anexo Ill. O grupo A apresenta um consumo médio de alimento composto e de agua
crescente em relacdo a idade.

Houve uma clara recuperagédo do consumo de alimento composto por parte dos animais

do grupo P no final do periodo experimental, coincidente com um grande incremento no
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crescimento apresentado nesse periodo. O Gréfico 3, Anexo lll, descreve 0 quociente entre
consumo médio de a&gua e o consumo médio de alimento composto nos dois grupos
experimentais, verificando-se que este quociente foi em quase todo o tempo superior no grupo
P. Todavia é também evidente que a relacao entre o consumo meédio de agua e alimento foi no
grupo P mais elevada no periodo em que 0s animais apresentaram sinais de enteropatia,
baixando nos dois periodos em que os coelhos deste grupo revelaram maior recuperagdo no
peso.

A conversao alimentar média apresentada pelos dois grupos esta expressa no Grafico 2,
Anexo Ill. Ambos os grupos apresentaram um indice de conversao alimentar (médio) entre 3 a
3,5. Houve um claro pico no indice de conversdao alimentar no periodo de quebra do
crescimento, ja referindo anteriormente, para os animais do grupo P. ApGs este pico, os valores
de conversdo alimentar mantiveram-se muito idénticos ao longo de todo o periodo
experimental. No final do periodo experimental os animais do grupo P apresentam um ligeiro
decréscimo no indice de conversdo alimentar, justificAvel pelos dados ja descritos de
crescimento e peso médio dos animais nesse periodo.

Durante o estudo recolheram-se amostras de fezes dos quatro grupos, para analise
microbiolégica das mesmas. O numero de E. coli nas fezes dos coelhos dos quatro grupos
estao expressas na Gréfico 5, Anexo lll. H4 um claro aumento no nimero de E. coli no inicio da
experimentacdo, principalmente no grupo P2, evidente aos 49 dias de idade, e em menor
proporcao no grupo P1l. Este elevado numero de UFC/g foi reduzindo ao longo do periodo
experimental, até atingir valores mais estaveis no final. As contagens de UFC/g para os
coelhos do grupo A mantiveram-se mais regulares ao longo de todo a experiéncia.

Com os resultados obtidos da analise microbiolégica dos Enterococcus spp. Gréfico 6,
Anexo lll, pode-se inferir que, a semelhanca de E. coli, as contagens iniciais do grupo P,
principalmente do P2, apresentaram valores elevados, com um pico aos 52 dias de idade.
Houve uma clara diminuicdo no niumero de Enterococcus spp. em todos 0s grupos ao longo do
periodo experimental, com valores superiores no inicio no grupo Al. Em conformidade com as
contagens de E. coli, os quatro grupos (Al, A2, P1 e P2) apresentaram para 0S enterococos
valores muito baixos e constantes no final da experiéncia.

As contagens do numero de Microrganismos Totais (M.T.) acompanharam o resultado
das contagens de E. coli e Enterococcus spp. (Grafico 4, Anexo llI).

No Quadro 2, estdo expostos os resultados obtidos da analise microbiol6gica de trés
amostras de conteldo cecal de coelhos provenientes de explorag@es distintas com suspeita de
Enteropatia Epizodtica (i.e., os coelhos apresentaram diarreia aquosa e distincdo abdominal).
Os resultados obtidos mostram contagens de E. coli muito elevadas. Curiosamente com

valores proximos aos observados na amostra do dia 3 de janeiro de 2012 recolhida no grupo
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P2. Também a semelhanca do sucedido no Biotério, as contagens de Enterococcus spp.
acompanharam os valores de E. coli, contudo com um numero de UFC/g mais baixo.

Segundo Michelland et al. (2009), as bactérias presentes nos cecos dos coelhos séo
similares as presentes nas fezes, podendo-se usar estas Ultimas para inferir nas variacdes da
comunidade de bactérias cecais no coelho.

Os resultados observados no estudo de campo efetuado com o mesmo probidtico, obteve
resultados similares, quando os coelhos do grupo probiético apresentaram sinais de EE, a
partir do dia 15 de Novembro de 2011 (N6) (Grafico 7, Anexo lII).

6. Discussédo/Concluséo Probidticos e Enteropatia Epizodtica

Todos os animais chegaram ao final da experiéncia em boa condi¢éo fisica, e saudaveis.
Houve uma clara quebra das performances produtivas por parte dos coelhos do grupo P,
devido ao aparecimento de patologia de foro intestinal, com suspeita de Enteropatia Epizodtica.

Apbés um decréscimo no consumo de alimento composto, e consequente quebra no
crescimento, houve um periodo de recuperagdo, conseguindo aproximar-se do peso meédio
final dos animas do grupo A. Seria expectavel que havendo continuidade desta experiéncia, 0s
animais do grupo P iriam ultrapassar o peso dos animais do grupo A.

Os animais abandonaram as instalagdes do biotério com 62 dias de idade, apresentando
uma média de peso de 2230 g para o grupo A, e de 2169 g para o grupo P. No final do periodo
experimental houve uma estabilizagdo dos valores médios do crescimento e do indice de
conversao alimentar, onde os animais do grupo P apresentavam valores de crescimento médio
superiores e indices de conversdo mais baixos, corroborando uma clara recuperacdo dos
animais do grupo P, podendo deduzir uma performance produtiva idéntica dos animais com
probidtico e antibiético aos 70 dias de idade, correspondente a idade de abate mais frequente,
assumindo um crescimento constante e a auséncia de patologias

Durante os 25 dias do periodo experimental, os coelhos do grupo A tiveram um
incremento de 1160 g de peso médio (Peso final — Peso inicial) com um consumo médio de
alimento composto suplementado com antimicrobianos de 3322 g; o grupo P obteve 1099 g de
incremento peso médio e um consumo médio de 3033 g alimento composto. Se os coelhos em
vez de serem encaminhados para uma exploragdo doméstica, tivessem sido enviados para
abate, efetuando um calculo do rendimento econdmico alcancado durante a fase de
crescimento, tendo como base a informacdo econdmica prestada pela Alimentagdo Animalil
Nanta S.A. (janeiro 2012): 1 tonelada de alimento composto custa 300 €; antimicrobianos por
tonelada de alimento composto custam 31 €; e um valor de 1,70 €/kg de peso vivo (ASPOC -
janeiro 2012), os coelhos do grupo A teriam um rendimento médio de 0,87 € por coelho,
enquanto o grupo P um rendimento médio de 0,96 € por coelho, considerando unicamente os

gastos de alimentagdo como 0s Unicos custos associados ao crescimento dos coelhos. Numa

20



exploracdo pequena esta diferenca ndo € muito significativa, contudo numa exploracdo com
700 reprodutoras, com uma meédia de 8 partos num ano e uma média de 8 laparos por coelha
na fase de crescimento, a diferenca de rendimentos na exploragéo entre o uso de alimento
composto suplementado com antimicrobianos e o uso de probiéticos, como substituto dos AB,
atingiria um valor de 4032 € num ano, contabilizado como custos de producdo unicamente a
alimentacdo dos animais. Os coelhos do grupo P, neste estudo, demonstram ser mais
rentaveis para um produtor cunicula, além de desempenharem um papel importante nas
popula¢cBes em termos de saude publica.

As contagens muito elevadas de E. coli, acompanhadas pelas de Enterococcus spp., has
amostras recolhidas aos 49 e 52 dias de idade, respetivamente, estdo diretamente associadas
a sintomatologia apresentada pelos animais dos grupos P, principalmente P2: diarreias, perda
de peso e diminuigdo do consumo de alimentos compostos. O stress dos animais no transporte
até ao biotério, a idade dos mesmos (pés-desmame) e o stress associado a adaptacdo ao novo
local/ambiente/microbismo sdo fatores que podem explicar as contagens elevadas de E. coli,
Enterococcus spp. e M.T. nos animais do grupo P (especialmente do grupo P2), no inicio da
experiencia. A coincidéncia das contagens microbianas (sempre muito elevadas) entre as fezes
do grupo P e o conteudo cecal de coelhos com Enteropatia Epizoética, corroboram a existéncia
de um quadro de Enteropatia Epizodtica no periodo de 29 de dezembro de 2011 (44 dias de
idade) a 1 de janeiro 2012 (47 dias de idade), possivelmente associado a uma diminuicdo das
defesas dos animais devido ao transporte e por se apresentar em idade de desmame. O que
demonstra a melhor efichcia dos AB para estabilizar a microflora digestiva nestas
circunstancias. Infelizmente ndo existem critérios analiticos para demonstrar a EE em coelhos,
porque o facto dos coelhos do grupo A (e em certa medida, também os do grupo P1) nédo
apresentarem nem sinais de enteropatia nem alteracfes relevantes nas contagens
microbianas, demonstram que ndo houve verdadeira EE no grupo P2 ou, entdo, a designacao
“epizodtica” esta mal aplicada a esta patologia em virtude de coelhos co-habitantes de animais
afetados ndo terem apresentado quais quer sinais.

Os animais com antibiético foram aqueles que menos variaram ao longo de toda a
experiéncia.

Sendo o principal objetivo dos probidticos a estimulacdo das barreiras naturais de defesa
do hospedeiro contra bactérias patogénicas e promover a estabilizagdo da flora intestinal dos
coelhos, verificou-se uma maior suscetibilidade a patologias digestivas conforme se pode
constatar da grande variabilidade dos valores de crescimento e conversdo alimentar ao longo
da experiencia para os animais do grupo P. Fixando a andlise nos resultados finais, o
crescimento e o indice de conversao alimentar favoraveis para o grupo P, podemos concluir
que os probidticos tém um potencial que pode e deve ser explorado na producéo cunicula. E

de evidenciar que independentemente do controlo ambiente, as patologias sdo um importante
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entrave na utilizagdo de um probibtico, pois estes ndo estdo ainda suficientemente
desenvolvidos para garantirem uma melhor resisténcia as diversas patologias de foro intestinal,
como a Enteropatia Epizodtica. Provavelmente esta nunca vira a ser a fungéo dos probidticos,
da mesma maneira que os antibioticos ndo deveriam ser empregues para substituir a
biosseguranca ou o bom maneio.

E importante realcar, que os animais foram mantidos num ambiente controlado, desde
temperatura a humidade, e que sendo um pequeno grupo experimental, a verdadeira
proporcdo de uma producdo cunicula ndo pode ser reproduzida. Todavia é ainda bastante
prematuro fazer um estudo em grandes exploracoes.

Faltou também neste trabalho a existéncia de um grupo Controlo, i.e., sem
antimicrobianos e sem probidtico. Este grupo teria proporcionado uma interpretacdo mais

completa dos resultados.
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Parte Ill: Monotorizacdo da qualidade microbiol6gica da agua em

exploracdes cuniculas

7. Agua e producéo cunicula

A 4gua é um recurso essencial a vida, indispensavel para a humanidade mas também
para 0s outros seres vivos e organismos, fundamental na manutencéo da integridade e funcdes
dos ecossistemas (Ferreira, 2010). Para além de ser um elemento fundamental para um
desenvolvimento sustentavel dos paises, onde uma boa qualidade de &gua se traduz numa
boa qualidade de vida das popula¢cdes. A qualidade da 4gua é de maxima importancia para um
triunfo econdémico e social, e neste caso na producdo animal, especificamente na producédo
cunicula. A atividade humana direta ou indiretamente, € a principal responséavel pela diminuigéo
da qualidade da &gua, tornando-a impropria para determinados fins, isto €, diminui a
quantidade e a qualidade de agua usada em atividades de produg&o. O conceito de qualidade
da agua é relativo, jA que depende do uso a gque se destina ou do objetivo dado pelo seu
utilizador. A qualidade da agua é definida, para fins especificos, como o conjunto de
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas adequadas a sua utilizagcdo para determinado uso.
Para cada uso da agua é necessario estabelecer as exigéncias relativas a sua qualidade, isto
é, definir parametros de qualidade e estabelecer os seus valores-limite (Ferreira, 2010).

Na Unido Europeia (UE) ndo existe atualmente nenhum regulamento especifico para
controlo de qualidade microbiolégica, e quimica, das aguas a administrar aos animais de
producdo. Contudo existe legislacdo especifica para as aguas de consumo humano. Segundo
o Decreto-Lei 243/2001 de 5 de Setembro, que regula a qualidade da agua destinada ao
consumo humano e tem por objetivo proteger a saide humana dos efeitos nocivos resultantes
de qualquer contaminacdo da agua destinada ao consumo humano, assegurando a sua
salubridade e limpeza. Como o objetivo primordial das sociedades atuais é assegurar a
qualidade da agua para consumo humano, a agua destinada ao consumo humano é definida
como: a) toda a agua no seu estado original, ou apds tratamento, destinada a ser bebida, a
cozinhar, a preparagdo de alimentos ou a outros fins domésticos, independentemente da sua
origem e de ser fornecida a partir de uma rede de distribuicdo, de um cami&o ou navio-cisterna,
em garrafas ou outros recipientes, com ou sem fins comerciais; b) toda a agua utilizada numa
empresa da industria alimentar para o fabrico, transformacao, conservacao ou comercializagdo
de produtos ou substancias destinadas ao consumo humano, exceto quando a utilizacdo dessa
adgua ndo afeta a salubridade do género alimenticio na sua forma acabada, cabendo & Dire¢éo
Geral de Saude (DGS) a lista das utilizagBes nas indastrias alimentares, em que a salubridade
do produto final ndo é afetada pela qualidade da agua utilizada. A agua destinada ao consumo
humano deve ser assim salubre e limpa, competindo assim a entidade gestora assegurar que a

agua destinada ao consumo humano satisfaca as exigéncias de qualidade constantes no
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Quadro 4, que faz parte integrante do diploma, ndo podendo, em caso algum, apresentar sinais

de deterioracdo da sua qualidade.

Quadro 4: Parametros microbiolégicos para a agua de consumo humano, segundo «Diretrizes para a
qualidade da agua potavel» da Organizagdo Mundial da Saude.

Parametros microbiolégicos
2 — Para as aguas postas a venda em garrafas ou

1 — Para a 4gua destinada ao consumo humano for- L.
outros recipientes:

necida por sistemas de abastecimento publico, redes de

distribuicao, camides ou navio-cisterna, ou utilizada
numa empresa da inddstria alimentar: Parimetro paramico Unidades
Parametro pm;/':lé"[’r ico Unidades Escherichia coli (E. coli) ............ 0 Niimero/250 ml
Enterococos ............cooiiiii.. 0 Nimero/250 ml
Pseudomona aeruginosa . . .......... 0 Numero/250 ml
Escherichia coli (E. coli) ............ 0 Niimero/100 ml ~ Ndmero de colénias a 22°C ......... 100 Nimero/ml
Enterococos ......vviiiiiiiii 0 Ntmero/100 ml ~ Namero de colénias a 37°C ......... 20 Numero/ml

No caso das exploracdes cuniculas, onde na maioria o fornecimento de agua provem de
pocos, furos privados, a autoridade competente determina a isen¢édo da aplicacdo das normas
constantes no diploma atras referido, pois ndo existe qualquer regulamentagéo para controlo
da qualidade de agua quer microbiologica, quer quimica nas produ¢des de animais.

Contudo vérios autores defendem que a agua destinada ao consumo animal deve ter as
mesmas caracteristicas microbioldgicas e quimicas da agua potavel consumida pelos seres
humanos, com baixo nivel de iGes calcio e magnésio em solucdo e pH entre 6 e 8. Uma
producdo animal de qualidade da a 4gua uma importancia semelhante, ou mesmo superior, a
que se da a outros fatores de producdo, como as instalacdes, alimentacdo e maneio (Viana,
1978).

7.1. Controlo microbiolégico da agua

A qualidade microbioldgica da agua de consumo é avaliada através de indicadores
bacterianos de poluicdo fecal, provenientes do metabolismo dos animais homotérmicos,
estando a sua concentracao relacionada com o grau de poluigéo fecal da agua.

O numero de microrganismos presentes na matéria fecal € muito elevado, dos quais
somente alguns sédo patogénicos, sendo na sua maioria comensais do aparelho digestivo do
hospedeiro. Em virtude de serem simultaneamente microrganismos patogénicos e nao
patogénicos, ou de patogenia limitada, a presenca ou auséncia dos mais abundantes
microrganismos entéricos (maioritariamente ndo patogénicos) indica se a agua em questao foi
ou ndo contaminada por fezes, isto é, se apresenta o0 perigo de conter microrganismos fecais
patogénicos.

A escolha dos indicadores de qualidade microbioldgica da agua obedece a varios
critérios, entre eles: (1) a concentragdo do microrganismo indicador na agua contaminada deve
ter uma relacao direta com o grau de contaminacéo fecal; (2) o microrganismo indicador deve
ser suficientemente conhecido, de forma a permitir a atribuicdo de valores-limite; (3) devem

existir em numero superior aos microrganismos fecais patogénicos; (4) ndo devera reproduzir-
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se em meio aqudatico, apos desinfegbes; (5) deve distribuir-se de forma aleatéria na massa de
agua; (6) ndo deverd ter o seu crescimento inibido pelo crescimento de outros organismos; (7)
a sua andlise deve ser rapida, inequivoca e de baixo custo; (8) as técnicas laboratoriais de
identificacdo deverdo ter uma grande especificidade e sensibilidade e ser passiveis de detetar
baixos niveis do indicador; (9) o microrganismo indicador deve ser mais resistente aos agentes
desinfetantes que os microrganismos patogénicos; (10) deverd ser apropriado para a andlise
de todos os tipos de &gua; (11) devera ser inofensivo para o ser humano (Ferreira, 2010).

Entre os indicadores classicos de contaminacao fecal, tém vindo a ser utilizados o grupo
dos coliformes fecais e néo fecais, 0os Streptococcus fecais do grupo D, e mais tarde o grupo
dos Enterococcus spp., Clostridium perfringens, e o ndmero total de microrganismos com
crescimento a 22°C e a 37°C. Além das bactérias fecais outros microrganismos estao
presentes na agua, como virus, helmintas e protozoarios, que podem representar perigos para

as populagdes animal, mas ndo fazem em geral parte da analise microbiologica.

7.1.1. Coliformes

s

O grupo dos coliformes é constituido por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
habitantes do aparelho intestinal do homem e de outros mamiferos, correspondendo a cerca de
10% dos microrganismos presentes no intestino destes seres vivos. Sao bactérias Gram-
negativas, em forma de bacilo, ndo esporuladas e oxidase-negativa, que crescem em
condicbes aerbbias ou anaerodbias facultativas, em meio de cultura seletivo contendo sais
biliares. Sdo capazes de sintetizar a enzima B-galactosidase, e de fermentar lactose a 35 -
37°C com libertagcéo de gas, acido e aldeido em 24 a 48h.

Tradicionalmente o grupo coliforme é constituido pelos géneros: Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter, Serratia, Klebsiella e Edwardsiella. E um grupo heterogéneo, pois inclui bactérias
que fermentam a lactose, como Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii, que podem ser
encontradas nas fezes, no solo, e em agua rica em nutrientes. Existem também espécies que
tém uma origem ambiental, ndo fecal, como solos e vegetacdes e que podem mesmo crescer
em ambientes aquaticos, como as bactérias coliformes Serratia fonticola e Klebsiella terrigena,
gue sdo comummente encontradas nas aguas. Estdo incluidos também neste grupo o0s
géneros Budvicia e Rahnella, que nunca estdo presentes nas fezes dos mamiferos.

A diferenca entre coliformes fecais, ou mais corretamente, coliformes termotolerantes dos
ndo fecais perpetua-se na capacidade destes fermentarem lactose a 44,5°C, sendo
constituidos, na sua grande maioria, pelo género Escherichia coli e, numa propor¢cdo mais
reduzida, pelos géneros Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella, que sédo encontrados nas fezes,

mas também em ambientes extraintestinais como solos e aguas (Edberg et al., 2000).
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Escherichia coli € um coliforme termotolerante, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
que esta sempre presente nas fezes dos mamiferos e aves em grande namero, ndo sendo
encontrada em &guas ou solos ndo expostos a uma contaminacgéo fecal (Fujioka et al., 1999).
Historicamente foi o primeiro indicador da contaminacao fecal tanto da agua tratada como da
ndo tratada. Caracterizada pela presenca da enzima 3-galactosidase e -glucuronidase, tem a
capacidade de fermentar a lactose ou manitol a 44 + 0,5°C durante 24h, e produz indol a partir
do triptofano. E uma bactéria catalase-positiva, oxidase-negativa, ndo usa citrato, ndo produz
H,S ou lipase, e nao hidrolisa a ureia (Williams & Wilkins, 1994).

E. coli é o unico bidtipo da familia Enterobacteriaceae que é exclusivamente de origem
fecal (Edberg et al., 2000), representando até 95% da familia de bactérias Enterobacteriaceae
presentes nas fezes (aproximadamente 10° UFC/g) (Waite, 1985). Sendo essencialmente uma
bactéria comensal algumas estirpes podem ser patogénicas, causando toxinfeccdes
alimentares e diversas infecgdes extra-intestinais, como pneumonias, meningites, septicémias,
infecgcbes do trato urinario. A sua frequéncia, patogenicidade e impacto economico sao
equiparaveis as de outros microrganismos patogénicos.

Devido a presenca da enzima [(-galactosidase é possivel detectar, numa Unica etapa e
eficazmente, a presenca de bactérias coliformes termotolerantes atraves substratos
fluorogénicos ou cromogénicos. Bioquimicamente E. coli formam coldnias lactose-positivas,
oxidase-negativas, indol-positivas (apresentam cor vermelha a superficie do meio com 0,2 a
0,3 ml de reagente Kovacs), apresentam fluorescéncia a luz ultravioleta no meio de cultura
MUG (por hidrolisar o 4-metillumbeliferil-B-D-glucuronidase) formam col6nias azuis no meio
TBX agar (Tryptone Bile X-Glucuronide) a 44,5°C.

A espécie bacteriana E. coli é a preferida como indicador de contaminacgéao fecal recente,
contudo também é utilizada como indicador da eficacia do tratamento, embora como outros
indicadores coliformes é sensivel a desinfecdo, principalmente se compararmos com virus e

protozoarios.

7.1.2. Enterococcus

Os enterococos sdo cocos Gram-positivos, que se agrupam aos pares ou em cadeias
curtas. S&o0 catalase-negativos e oxidase-negativos, ndo esporulantes, capazes de crescer em
condigbes aerbdbias, ou anaerbbias facultativas, em meio de cultura contendo maltose ou
lactose como fonte de carbono e energia, e em solu¢cdes com Azida de sédio (inibe o
crescimento de bactérias Gram-negativa). A sua propensdo para crescer em meios com 6,5 %
de cloreto de sddio (NaCl) em pH alcalino e a uma temperatura de 45°C, bem como a sua
capacidade de hidrolisar a esculina na presenca de 40% sais biliares, juntamente com o teste
da catalase, posibilita 0 seu isolamento e identificagéo eficaz e preciso.

Os meios mais comuns utilizados no seu isolamento séo o Slanetz-Bartley medium (S-B)
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e o Kanamycin aesculin azide agar (KAA). A sua grande resisténcia aos agentes fisicos,
permite-lhes crescer e sobreviver em ambientes hostis, tornando a sua presenca comum em
quase todos os produtos biolégicos e ambientais, desde solos, alimentos, aguas, e animais. A
sua presenca nas fezes atinge valores na ordem dos 10° UFC/grama.

Enterococcus Faecalis e Enterococcus Faecium sdo as espécies mais abundantes. Até
um passado recente, 0 seu poder invasivo e patogénico era bastante escasso, no entanto o
uso generalizado de antimicrobianos tem modificado substancialmente a sua relacdo com o
homem. A elevada resisténcia a acdo de detergentes e as resisténcias natural e adquirida aos
antibioticos, confere vantagem em ambientes onde o uso de antibidticos € frequente.

Os enterococos sdo comensais do trato intestinal e no aparelho urinario de seres
humanos e animais de sangue quente, sendo usados também como indicadores da
contaminacdo fecal em agua. Os enterococos de origem fecal ndo se multiplicam na agua,
porém sdo mais resistentes ao stress ambiental do que Escherichia coli, e bactérias coliformes
em geral, persistindo durante muito tempo no ambiente, particularmente nas aguas, sendo

usados como indicadores de uma contaminac¢ao antiga naquele recurso hidrico (WHO, 2008).

7.1.3. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens € uma bactéria Gram-positiva, em forma de bacilo, anaerdbica,
esporulada que reduz sulfito em sulfureto. E um membro dos “clostridium sulfito redutor”, ndo
movel, com a capacidade de fermentar a lactose, reduzir o nitrato e liquefazer gelatina. A
maioria dos clostridiuns sdo bactérias ambientais, muitas sao saprofitos, habitando no solo,
dgua e em matéria organica.

O Clostridium perfringens é um habitantes do intestino do homem e de animais
homotérmicos. Representa cerca de 95% dos organismos anaerobios redutores de sulfito,
presentes nas fezes e aguas residuais, mas em menor numero do que os coliformes e que 0s
enterococos fecais. Esta bactéria foi usada como indicador de poluigcéo fecal antiga, devido ao
seu longo tempo de permanéncia na agua e a grande capacidade de sobrevivéncia dos seus
esporos ao tratamento convencional de cloro nas aguas (Ferreira, 2010). Atualmente nao é
usada na avaliagdo microbiologica das aguas de consumo, sendo sido substituido pelos

Enterococcus spp.

7.1.4. Microrganismos Totais a 22°C e 37°C

O numero de UFC a 37°C e 22°C permite uma contagem das populacdes bacterianas
heterotréficas na dgua. Ndo € usado como um indicador especifico de contaminacédo fecal,
embora historicamente, a contagem a 37°C foi tomada para dar uma indicacdo de
contaminacdo fecal. Sdo de pouca importancia sanitéria, porém sao Uteis na avaliagdo da

eficiéncia do tratamento das aguas, dos processos de filtracdo, da qualidade da desinfecéo e
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coagulacdo, principalmente nas EstacBes de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR). S&o
muito Gteis na avaliacdo da limpeza e integridade do sistema de distribuicdo de &guas no
fabrico de produtos alimentares e bebidas, e na producdo alimentar, neste caso na producao
cunicula, onde o objetivo é manter as contagens tdo baixas quanto possivel.

Na &gua ainda podemos encontrar outros microrganismos, como helmintos ou mesmo
protozoarios, que podem representar um perigo para a saude dos humanos e animais. Com a
evolucdo e aprofundamento dos estudos microbiologicos, atualmente utilizam-se novos
indicadores a adicionar aos indicadores classicos. A bactéria Escherichia coli substituiu, na
legislacdo atual, os coliformes fecais como indicadores de contaminacéo fecal. A bactéria
Pseudomonas aeruginosa € outro dos chamados novos indicadores. Ndo é um habitante
especifico do intestino mas aparece em 12 % da populagdo. E uma bactéria oportunista,
aerdbia, Gram-negativa, patogénica e com elevada resisténcia a antibiéticos (Ferreira, 2010).

Entre os varios testes analiticos para avaliagdo da qualidade da agua, o mais eficaz e o
mais comum € a técnica de filtragdo em membrana, onde a amostra de adgua passa através de
uma membrana com poros de 0,45 uym de didmetro, que posteriormente é colocada na
superficie de meios de cultura sélidos, seletivos para o grupo de bactérias a quantificar. Os
resultados sdo expressos em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por 100 mL de amostra
de 4gua. Esta técnica € aplicavel essencialmente a 4guas de abastecimento, Aguas naturais de
superficie ou subterraneas, com uma turvagdo reduzida. A sua pratica implica o uso de uma
lupa para quantificar as UFC na superficie da membrana, sendo uma técnica de facil execucao

e custo moderado.

7.2. Desinfecéo e Sanitizacdo das aguas de consumo dos coelhos

“A desinfe¢do da agua assegura a proteg¢ao contra o risco de contrair doencas infeciosas
de origem hidrica, sendo este um objetivo prioritario e indispensavel” (IRAR, 2007), para os
seres humanos como para a producao animal. A desinfecao da agua pode ser feita através de
processos fisicos, como a ebulicdo ou radiacao ultravioleta, ou quimicos, como o cloro, diéxido
de cloro, monocloramina e o peréxido de hidrogénio. Qualquer dos métodos apresenta
vantagens e desvantagens, sendo o cloro o desinfetante mais utilizado e o perdxido de

hidrogénio o novo produto em voga na producao cunicula.

7.2.1. Cloro

O uso de cloro no tratamento da &gua tem como objetivo principal a desinfecédo
(destruindo microrganismos patogénicos) e a oxidacdo dos compostos presentes na agua. O
cloro e seus compostos sdo fortes agentes oxidantes, diminuindo o seu poder reativo com o
aumento do pH e a diminuicdo da temperatura (Bazzoli, 1993). O cloro reage rapidamente em

contato com compostos inorganicos, como sulfitos, sulfetos e nitritos. Por outro lado, em
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contato com compostos organicos, necessita de varias horas para reagir. A reacao do cloro
com alguns compostos organicos origina subprodutos da desinfecdo, entre eles de
trihalometanos, como o cloroférmio, que séo téxicos e agentes cancerigenos para humanos e
animais (Souza et al., 2008).

Nas exploragdes cuniculas o cloro é um dos principais desinfetantes utilizados,
normalmente em forma de pastilhas, colocadas nos reservatérios de agua da exploracdo
(Fotografias 30 e 31, Anexo VI). Além de terem um poder oxidativo e desinfetante provado, a
facil dosificagéo, facil colocacdo nos reservatdrios e 0 seu baixo preco, tornaram-no um produto
popular entre os produtores. O cheiro e o0 sabor caracteristico que confere as aguas, bem como
a dificuldade do produtor quantificar a proporcdo de desinfetante que tem nas tubagens,
associado ao baixo tempo de semi-vida, ao perigo cancerigeno e a sua baixa eficacia,
comparada com outros produtos presentes no mercado como o peroxido de hidrogénio,
tornam-no num produto de risco, que s6 compensa ser usado pelo seu baixo custo e facilidade

de aquisicao.
7.2.2. Per6xido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio é um agente oxidante, que durante anos foi muito usado
unicamente no tratamento de efluentes (Ayling & Castrantas, 1981). Atualmente ainda é usado
no tratamento de efluentes, mas como apresenta um elevado poder biocida - extremamente
reativo em contato com a matéria organica - esta em voga 0 Seu uso na sanitizacao das
canalizacdes de agua de consumo na producdo animal. Mais estavel em condi¢des acidas do
que alcalinas, perde o seu potencial de oxidacdo a valores de pH superiores a 5 (Neyens &
Baeyens, 2003), mas também a pH muito baixos (pH < 2) (Cruz, 2000). E efetivo com matéria
organica, elimina biofilmes, nédo € corrosivo e é estavel a qualquer temperatura, ndo alterando o
sabor da agua nem deixando odores.

A concentracdo a que € usada depende do uso a que se destina, usado em modo
continuo nas aguas de consumo dos coelhos numa concentragdo de 30 ppm (30 ml de
peroxido para 1000 L de agua) aumentando para 50 ppm nas tubagens e canalizacéo, de
modo a exercer um fator de sanitizacdo e desinfecdo. Em presenca de dguas muito alcalinas
h& no mercado formulacdes associados com acidificantes. As formulacdes de peroxido de
hidrogénio existentes no mercado ja estdo previamente preparadas para 0 uso a que se
destinam, atuando em sinergia com acidos orgéanicos, estabilizantes e surfactantes, variando
unicamente a propor¢cdo de perdxido em cada produto. H& no mercado varios produtos
especificos utilizados para o tratamento das dguas de consumo dos coelhos e para a limpeza
das tubagens.

O perodxido devido ao seu elevado poder oxidativo tem a capacidade de neutralizar o

efeito dos AB, contudo como a concentracéo de peréxido utilizada estd muito diluida na 4gua, a
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sua real propor¢cdo é bem mais baixa que a do AB presente para os coelhos, promovendo
unicamente uma ligeira oxidacdo do antibidtico. O uso de peroxido interfere significativamente
com o0s probidticos, pois sendo este um biocida havera uma neutralizacdo da acdo do
probidtico. O perdxido é efetivo na sanitizacdo intestinal, isto €, impede a multiplicacdo de
espécies microbianas, mesmo as comensais que se encontrem numa propor¢do anormal no
trato digestivo do coelho.

O peroxido de hidrogénio € um desinfetante caro e que implica o uso de um dosificador
(Fotografia 13, Anexo VII). Por outro lado, tem um poder de oxidacdo muito elevado,
eliminando biofilmes e promovendo a “sanitizacdo” intestinal dos coelhos, sendo assim um
produto mais eficaz que o cloro e também mais seguro, na quantidade correta, em virtude de
ndo serem conhecidos nenhuns produtos da degradagdo da matéria organica. E possivel
guantificar a quantidade de peroxido existente nas tubagens da agua de consumo dos coelhos
(Fotografia 32, Anexo VI), dando ao produtor uma ferramenta para o controlo da desinfegéo
das aguas na sua produc¢éo cunicula.

E importante realgar que a diluicdo do peroxido de hidrogénio é de extrema importancia,
devido ao seu grande poder oxidante; na presenca de uma sobredosagem pode levar & morte
de um elevado numero de animais. Os coelhos aparecem com Ulceras na boca e estdbmago
(Fotografia 33, Anexo VII), congestdo vascular periférica (Fotografia 34, Anexo VII), congestéao
cardiaca (Fotografia 35, Anexo VII), congestdo renal com lesdes compativeis de nefrite
intersticial (Fotografia 36, Anexo VII), hepatomegalia e uma urina com cloragéo acastanhada
(Fotografia 37, Anexo VII), revelando, ap6s andlise laboratorial, grande quantidade de
uroporfirina na urina dos coelhos. Estes sinais clinicos foram observados numa das
exploragcdes monitorizadas nesta tese (Exploracdo B), em que houve uma sobredosagem de

peréxido de hidrogénio.

8. Material e métodos (II)
8.1. Analise microbioldgica 4gua

As amostras de agua das exploragfes vieram acondicionadas em garrafas de plastico
acondicionadas em bolsas térmicas, com volumes que poderiam variar entre 1 e 2 L. A agua
era de imediato analisada através de um sistema de filtragdo por vacuo, constituido por um
kitasato, pinca fixadora, suporte para a membrana filtrante, copo graduado, bomba de vacuo e
membrana filtrante com poros de 0,45 um. Antes de colocar a amostra de agua no copo de
filtracdo graduado, a amostra era agitada seis vezes.

De cada amostra de agua filtraram-se 200 mL para uma placa de TBX, 100 mL para uma
placa de TBX enriquecida com ampicilina, 100 mL para uma placa de TBX enriquecida com
ciprofloxacina e 200 mL para uma placa de S-B. As placas foram incubadas a 37°C durante

24h as placas com TBX (Fotografia 38, Anexo VIII) e durante 48h na placa de S-B. O meio de
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cultura PCA preparado previamente (hidratado e esterilizado) era estabilizado a 48-50°C num
banho-maria. Posteriormente volumes de 1 mL, 100 yL e 10 yL da amostra foram semeados
por incorporagdo em PCA. Nas amostras em que era expectavel uma baixa contaminacao
microbiana, filtraram-se volumes de 10 mL e 100 mL; os filtros eram incubados sobre PCA. As
placas incubadas a 22°C eram contadas ao fim de 72h e as incubadas a 37°C foram contadas
as 48h.

Para a confirmar a presenca de Enterococcus spp., as membranas filtrantes foram
transferidas para placas de KAA (Oxoid®) e incubadas a 44°C durante um méaximo de 4h.
Nesse intervalo eram contadas as colénias esculina-positivas, apresentando coloracdo negra
(Fotografia 39, Anexo VIII).

9. Resultados

Na sua maioria a recolha das amostras de agua foram acompanhadas por uma visita as
exploracdes, onde se observaram as condi¢Bes gerais de higiene da exploragdo, o sistema de
recolha e tratamento de aguas, bem como os locais de recolha das amostras (Fotografias 11,
12, 14, 15 e 16 Anexo VI). Todas as amostras foram processadas do mesmo modo, obtendo-se
resultados muito diversos em relagdo a origem, ao estado sanitario e de produtividade da
exploracdo, mas também em funcdo da altura do ano que se fazia essa recolha. As
exploracdes B e F s@o as Unicas onde o tratamento das aguas é efetuado com o peréxido de
hidrogénio. As restantes exploracdes efetuaram o tratamento com cloro.

Os resultados das andlises microbiol6gicas da agua de consumo dos coelhos antes de
efetuar o tratamento (desinfecdo) das aguas estdo descritos no Quadro 4, e apds o tratamento
das aguas no Quadro 5, Anexo VIII. As exploracdes G e F (Dez. 2011) apresentaram a maior
contagem de UFC/100mL de Enterococcus spp. nas aguas de consumo dos coelhos, atingindo
um valor de 139 UFC/100mL. Na exploracdo F observou-se um aumento consideravel das
UFC/100mL de E. coli, Enterococcus e microrganismos totais em dezembro de 2011,
comparativamente a andlise inicial efetuada em outubro de 2011.

Verificou-se uma clara diminuigcdo nas contagens bacterianas apos a desinfe¢cao da agua
de consumo dos coelhos relativamente as exploragfes sem tratamento de aguas (n=4), com a
excec¢do da exploracado |, em que as UFC/100mL totais aumentaram. Na exploragdo M a agua
foi sempre tratada com cloro, o que justifica os excelentes resultados na qualidade da agua de
consumo dos coelhos.

Recolheram-se nas exploragcdes amostras dos dados relativos a alguns indicadores
zootécnicos, nomeadamente fertilidade, média de nascidos vivos, mortalidade no ninho e
mortalidade na fase de crescimento. Estes indices de produtividade, apresentados nos Quadro
4 e 5, Anexo VI, acompanharam a melhoria da qualidade das aguas de consumo dos coelhos,

com aumentos significativos na fertilidade em todas as explora¢gfes, bem como na média de
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nascidos vivos. A mortalidade nos ninhos e na fase de crescimento acompanharam os dados
da qualidade de agua, excetuando nas exploracbes D e O, em que 0 seu valor aumentou
ligeiramente.

Verificamos também uma relagdo direta entre a pluviosidade e a qualidade da agua. Em
todas as exploracbes a agua de consumo dos coelhos € proveniente de pocos privados,
verificando-se nos meses chuvosos, como de novembro e dezembro de 2011, bem como uma
primavera de 2012 ligeiramente chuvosa, um maior arrastamento de bactérias presentes no
solo e consequentemente, um aumento significativo do niumero de E. coli, Enterococcus spp. e
de microrganismos totais nas aguas de consumo dos coelhos.

O aumento do indice de mortalidade do ninho e na fase de crescimento, observado em
algumas exploracdes apds o tratamento de agua, é devido a uma sele¢cdo efetuada nas
exploracdes, onde os coelhos mais pequenos e menos desenvolvidos sao retirados das jaulas,

e incorporam como mortalidade na fase de crescimento os coelhos rejeitados no matadouro.

10. Discusséo/Conclusdo Agua de consumo dos Coelhos

Em todas as exploragbes a agua de consumo dos coelhos é proveniente de pogos
privados, ndo sujeitos a qualquer controlo microbiolégico, justificando as contagens elevadas
dos microrganismos contaminantes.

E importante frisar que, quando um produtor se preocupa com a qualidade microbiolégica
da agua de consumo dos coelhos, este é também pré-ativo em outros dominios, procurando
sempre melhorar os indices de produtividade, presando a biosseguran¢a, o0 maneio e a saude
dos animais da exploracdo. E, como tal, ousado afirmar que a totalidade do incremento nos
indices de producédo se deve exclusivamente ao controlo das 4guas. Mesmo conceptualmente,
a desinfecdo das aguas nao provoca qualquer incremento na produtividade. O que
verdadeiramente estd em causa € em minimizar os efeitos negativos que a agua possa ter na
saude dos animais.

A desinfecdo correta das aguas de consumo dos coelhos, com cloro ou perdxido,
relevou-se um importante fator na reducdo da contaminacdo fecal, e no aumento da
performance produtiva das exploragdes. A maioria das exploracoes ja efetuava tratamento das
dguas com cloro, contudo esse tratamento ndo era monitorizado, nem era controlado
corretamente a utilizacdo dos desinfetantes nas 4guas de consumo dos coelhos ou realizado a
andlise microbioldgica periddica.

Um controlo deficiente na concentracdo de desinfetantes também se pode revelar fatal
para os coelhos. Num caso paradigmético envolvendo uma exploracdo em que houve sobre-
dosagem de peréxido hidrogénio, os coelhos apareceram com hemorragias varias (Fotografia
40, Anexo VII), congestdo cardiaca e renal, e uroporfirinas na urina associados a uma perda

drastica da condigéo fisica, resultando num elevado indice de mortalidade de animais adultos e
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laparos na exploracdo. Este caso observado na exploracdo B em maio de 2012, resultou de
uma deficiéncia no mecanismo de dosificacdo do peroxido e da consequente sobre-dosagem
deste agente oxidante (Fotografia 13, Anexo VII).

As chuvas tém uma relacdo direta com a qualidade da agua de consumo dos coelhos:
meses mais chuvosos traduzem maior contaminagdo das aguas no ponto de captacdo. O
arrastamento de bactérias presentes no solo provocado pelas chuvas contaminam os pogos e
consequente, vao contaminar a agua de consumo dos coelhos. Atendendo a que o
doseamento do desinfetante é constante ao longo do ano, um aumento na carga microbiana na
captacao pode ultrapassar a capacidade digenésica da concentragdo utilizada.

O cloro como desinfetante eficaz e econdmico é o mais comummente usado em
producdo animal. O cloro é eficaz na redugcdo dos microrganismos presente nas aguas de
consumo, sobretudo nos microrganismos patogénicos. Contudo o perigo téxico que apresenta
para os animais, e a dificuldade de o quantificar na 4gua sdo importantes limitagbes ao seu
uso. Em contraste o perdxido de hidrogénio revelou-se um excelente biocida, bem como muito
facil de quantificar na agua tratada através do uso de tiras reativas. Ndo apresenta em
gquantidades controladas qualquer perigo para os animais, e nem deixa qualquer cheiro na
agua, contudo quando o doseamento nao € efetuado de modo correto pode ter implicacbes
graves.

O tratamento das aguas, e o0 seu controlo microbiolégico deve ser sempre efetuado nas
exploracdes de producao intensiva de coelhos, bem como noutros tipos de producdo animal. A
gualidade da agua é um fator de extrema importancia na producdo animal, devendo os
produtores controlarem a sua qualidade. Para tal seria importante que se criassem
instrumentos legais sobre a qualidade e sobre os controlos microbiolégicos as aguas de

CONsSumMo para espécies pecuarias.
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11. Observacéao Final

As patologias, principalmente do foro entérico, s&o um importante entrave na utilizacéo
de um probidtico. Importa como tal desenvolver esfor¢os na genética, nutricdo, biosseguranca,
maneio animal e controlo veterindrio para minimizar o impacto que a intensificacdo produtiva
possa ter na ecopatologia dos coelhos. Os probidticos serdo uma ferramenta contribuindo para
este objetivo, e ndo a solugdo Unica. Os AB tém ainda um papel importante no controlo dos
estados mérbidos desencadeados por agentes infeciosos ou desequilibrios da microbiota com
0 seu hospedeiro. Importa também verificar a complementaridade e compatibilidade das
diferentes estratégias. Por exemplo, tratamento das aguas e o uso de probidticos na 4gua néo
€ exequivel em conjunto. Qualquer tipo de desinfetante usado no tratamento de aguas de
consumo tem um efeito biocida contra contaminantes existentes na agua, e um efeito de
“sanitizagao” da flora entérica dos animais interferindo com os beneficios que os probidticos
possibilitam.

Com os resultados obtidos a nivel de produtividade com tratamento correto das aguas,
revelou-se muito mais vantajoso, e com resultados mais promissores para uma producao
cunicula mais segura, rentavel e menos dependente de antimicrobianos.

O uso de probiodticos na producdo cunicula implica mais investigacdo, contudo €
necessario primeiro assegurar exploragdes com um correto controlo sanitario e produtores pro-

ativos em matéria de biosseguranca.
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Anexo |

TBX

B

Figura 1: Meios de cultura empregues no isolamento das
estirpes do probiético.

Figura 2: Esquema da “Técnica da Gota” utilizado na
analise microbiologica das Fezes e Cecos dos Coelhos.

Fotografia 26: Col6nias de Escherichia coli isoladas
em meio TBX através da técnica da gota em
diferentes dilui¢des.

Fotografia 28: Colonias de bactérias isoladas em
meio PCA através da técnica da gota em diferentes
diluigGes.

| __——
Fotografia 27: Colénias Enterococcus spp. isoladas
em meio S-B através da técnica da gota em

diferentes dilui¢des.



Anexo |l

Fotografia 21: Gram de E. coli - Bactéria Gram-
negativa, em forma de bastonete, comumente encontrada no
intestino grosso de seres vivos de sangue quente. A maioria das
estirpes de E. coli sdo inofensivas, mas alguns estirpes podem
levar a patologias, principalmente a nivel intestinal, nos humanos e
animais. As estirpes inofensivas fazem parte da flora comensal do
intestino, e beneficiam os hospedeiros produzindo vitamina K2
(Bentley et al., 1982), e impedindo o estabelecimento de bactérias
patogénicas no intestino (Reid et al., 2001).

\\)‘ , ﬁ‘\\:’;

AN

Fotografia 24: Gram Lactobacillus — Bactéria
isolada em meio M17, Gram-positiva, anaerébio facultativa,
em forma de bastonete. Sdo uma parte importante do
grupo das bactérias &cido lacticas, com capacidade de
converter lactose e outros aglcares em &cido l4ctico.
Algumas espécies sdo utilizadas para a producdo de
queijo, iogurte, cerveja (L. casei e L. Brevis), vinho, cidra,
cacau, e outros alimentos fermentados, bem como
alimentos para animais, tais como a silagem. Foi
recentemente demonstrado que algumas estirpes de
Lactobacillus spp., juntamente com outras bactérias
lacticas, possuem potenciais propriedades terapéuticas,
incluindo anti-inflamatérias e anticancerigenas (Chen et al.,
2009).

I1

género de bactérias lacticas, cocos Gram-positivos que
ocorrem frequentemente em pares ou cadeias curtas,
comensais do aparelho digestivo e urinario dos animais.
Duas espécies sdo comensais nos intestinos de humanos e
animais, E. faecalis e E. faecium.

Fotografia 25: Gram Leuconostoc — Bactéria
isolada em meio M17, Gram-positiva, pertencente & familia
de Leuconostocaceae. Geralmente dispostas em cadeias
de cocos ovais. S&do intrinsecamente resistentes a
Vancomicina e Catalase-negativa (que os distingue dos
estafilococos). Todas as espécies deste género sédo
heterofermentativas e séo capazes de produzir dextrano a
partir da sacarose.

Fotografia 23: Gram Streptococcus —
bactéria isolada em MRS, Gram-positiva, esférica,
pertencente ao grupo das bactérias acido lacticas, que
se agrupam em cadeias ou pares, gerando
aglomerados de células como uma uva. A maioria dos
estreptococos sdo oxidase e catalase-negativos, e
muitos séo anaerobios facultativos.
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Peso (g)
Idade (dias) Al | A2 | Pl | P2 PESO
38 1080 | 1120] 1033 | 1047
39 2500
40
41 1254 | 1281 | 1279] 1260
42
43 1335] 1360 | 1385 1345
44 2000 -
as 1415 | 1442 1468 1424
46
47 1484 | 1539 [ 1527] 1389
a8 g
49 1599 | 1636 | 1626 1478 E 1500 1
S0 ° .
51 1700 | 1740] 1708 ] 1578 —
52
53 1780 1847 | 1789 1648
54 1000 1
55 1865 | 1939] 1854 | 1736
56
57 1955 | 2034] 1977 ] 1852
58
59 2028] 2131] 2066 | 1944 500
60 EL] a1 43 45 a7 49 51 53 55 57 59 61 62
61 2122 2238] 2171 ] 2058 \dade (dias)
62 2169 2291 2224 2115

Figura 3: Evolugdo do peso médio nos grupos em estudo: Grupo Probidtico (P1 e P2), Grupo Antibiético (Al e A2).
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Gréfico 1. Crescimento médio apresentado nos grupos em estudo: Grupo Probidtico
(P1 e P2), Grupo Antibidtico (Al e A2).
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‘Gréfico 2: indice de convers&o alimentar apresentada nos grupos em estudo: Grupo'
Probidtico (P1 e P2), Grupo Antibidtico (Al e A2).
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Consumo Alimento composto (g/24h)

Idade (dias) A1 | A2 | P1 P2 ALIMENTO COMPOSTO

= 200

40

41

42 125 128 114 122 180

43 101 173 129 129

44 128 139 125 138

45 130 141 131 116 160

46 143 143 138 45

a7 125 159 118 86

48 115 155 131 110 =

49 155 162 149 110 ;am

50 159 164 146 145

51 159 168 155 148

52 158 162 152 142 130

53 162 172 140 131

54 157 168 129 137

55 153 169 152 151

56 170 176 150 170 100

57 167 180 163 173

58 165 184 176 177

59 165 179 173 171 50

22 igg :]I:g: i;: :;i 42 43 44 45 46 4T 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62

62 172 195 184 188 teade (diac)
Figura 4: Evolugdo do consumo de alimento composto nos grupos em estudo: Grupo Probiético (P1 e P2), Grupo Antibiético (A1
e A2).

Consumo Agua (mL/24h)

Idade (dias) Al A2 P1 P2 CONSUMO DE AGUA

38 260

39

40

41 240

42 137 127 170 133

43 fin5) 150 190 158

a4 147 153 180 168 0

45 157 153 178 168

46 170 167 178 110 a0

a7 167 180 183 167

48 167 187 217 193 5

49 198 183 198 148]| S 10

50 200 197 178 187 £

51 210 180 233 177

52 180 190 228 180 e

53 203 210 167 165

54 190 192 247 185 140

55 183 195 250 217

56 200 207 257 237

57 210 212 229 222 Lo

58 182 210 235 222

59 190 200 242 213
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Idade (dias]
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Figura 5: Evolugdo do consumo de agua nos grupos em estudo: Grupo Probiético (P1 e P2), Grupo Antibiotico (Al e A2).
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‘Gréfico 3: Evolugdo do consumo médio de agua / consumo médio de ragéo nos
grupos em estudo: Grupo Probiético (P1 e P2), Grupo Antibiético (Al e A2).
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Grafico 5: Contagens das UFC/mL de E. coli presente nas fezes dos coelhos dos grupos em estudo: Al, A2, P1 e P2.
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Grafico 6: Contagem das UFC/mL de Enterococcus spp. presente nas fezes dos coelhos dos grupos em estudo: Al, A2, P1 e P2. .
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Gréfico 4: Contagem dos Microrganismos Totais presentes nas fezes dos coelhos dos grupos em estudo: Al, A2, P1 e P2.

Escherichia coli

Enterococcus spp.

Estirpe Perfil de resisténcia
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Quadro 3: Fendtipos de resisténcia das estirpes e das espécies utilizadas
no preparado probiético.

UFC/ml
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Grafico 7: Comparag&o entre o numero de Escherichia coli no grupo com antibiético e no grupo probidtico, num estudo efetuado
no campo. As setas indicam o momento da aplicacéo do probiético.
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Anexo IV

-2

de EE.
Fotografia 5: Cecos de coelhos com suspeita de EE.

Fotografia 29: Jaula dos coelhos do grupo P2, com indicios
de diarreia na superficie da jaula.

Fotografla 20: Conjunto de Jaulas do Biotério do grupo
Antibiético (Al e A2).

Fotografia 17: Coelhos do grupo probiético no dia de
chegada ao biotério.

Fotografia 19: Jaula dos coelhos do grupo Probiético (P1).

Fotografia 18: Jaula dos coelhos do grupo Antibiético (A1).
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Anexo V

Fotografia 1: Pulm&o de coelho com aspeto tipico de Fotografia 2: Coelho afetado com descarga nasal purulenta,
Pasteurelose (Pasteurella multocida). suspeita de Pasteurelose.

Fotografia 4: Coelho com Tinha provocada por Fotografia 3: Tapetes de plastico utilizados na prevengdo
fungos do género Tricophyton ou Microsporum. da Necrobacilose plantar, ou “ Mal de Patas”.
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Fotografia 10: Coelhas em jaula com “pousa patas e

Fotografia 9: Pavilhdo ‘de produgo cunicula fechado, com
bebedouros de taca.

controlo do ambiente de producao.

Fotografia 8: Pavilhao de produgéo cunicula do tipo “semi ar livre”, Fotografia 7: Pavilhdo prodgéo cunicula
sem ventilag&o assistida e sem controlo do ambiente de produgéo. com acumulagéo de pélo nas jaulas.
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Anexo VI

PROSE L 3 Al 2 P = | 1N Ve .
F0t99f3ﬂ a exploragéo Fotografia 15: Interior do pogo privado que fornece
cunicula. agua a producédo cunicula.

Fotografia 11: Reservatérios de agua exteriores. Fotografia 12: Reservatorios de agua exteriores.

a

Fotografia 14: Reservatério de agua no
interior da exploragao.

Fotografia 30: Cesto artesanal com pastilha de
cloro no interior. Colocado no interior dos
reservatorios de agua.

LS - o~
Fotografia 32: Tiras reativas para mensuracao de Peroxido de Fotografia 31: Pastinhas de cloro.
Hidrogénio. Quantificacdo da sua concentrac&o nas linhas de
consumo dos coelhos.
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Anexo VIl

Fotografia 34: Congestéo vascular periférica.

N R

Fotografia 40: Extensa hemorragia
interna, com congestéo cardiaca
evidente.

Fotografia 36: Rim
congestionado.
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Fotografia 37: Amostra de urina normal
(esquerda) e amostra com elevada
quantidade de uroporfirinas (direita).

Fotografia 13: Deposito para a preparagdo de medicagdo, a administrar
pela dgua de consumo; associado a um dosificador de Peroxido de
Hidrogénio.

X



Anexo VIII

Aguas de Consumo sem tratamento Dados de Produtividade sem tratamento
exploragdo Uféﬁ;ﬁ_ En{?gﬁgﬁfu‘s 220I\(.3'1.T “|00m;-uc Fertilidade |Média de Nascidos Vivos| Mortalidade Ninho | Mortalidade Engorda

Exploragao A (Out.2011) 0 0,5 753960 5040 87% 8,8 11,8% 6,2%
Exploragao B (Out.2011) 0 0 80 301 90% 9,8 6,2% 2,6%
Exploragao C (Out.2011) 0 0 0/10mL 0
Exploragao D (Out.2011) 0 3 6283000 2832500 60% - - 30%

E (Out.2011) 1 3 721000 34000) 75% 10 20% 10%
Exploragao G (Out.2011) 0,5 139 850000 250000
Exploragao H (Nov2011) 0 0 61050 130
Exploragao | (Nov.2011) 0 0 | 30] 18
Exploragdo J (Nov.2011) 0 0 21000 5948
Exploragao K (Nov.2011) 0 0 192700000 165010000

74% - 84% - - 18% - 50%

Exploragao L (Dez.2011) 0 0 93000 2200 88% 10,4 5,4% 2%
Exploraao M (Dez.2011) 0 0 0/1mL 0/1mL 95% 10,85 5,7% 1,55%
Exploracao N (Jan.2012) 0 0 6266900  2021300f 90% 10 6% 4,6%
Exploragao O (Mar2012) 0 4 15341000 10302250 87% 9,8 22% 11,6%
Quadro 4: Controlo microbiolégico das aguas de consumo dos coelhos sem tratamento, ou com um tratamento incorreto; e

respetivos dados de produtividade do mesmo periodo.

Dados de Produtividade com tratamento
exploragéo UFEC.t?OOOIrLL Enﬁig%ggf” 22021‘1- ."100m3|._7°C Fertilidade |Média de Nascidos Vivos| Mortalidade Ninhe | Mortalidade Engorda

Exploragao A 98,4% 9,7 12,6% 6%
Exploragao B 91% 9,8 7,2% 2,3%
Exploragao C
Exploragao D 80% - - 1%)

E (Jan.2012) 0 0 7200 7000 86% 10 7.2% 10%
Exploragao G
Exploragao H
Exploragio | (Dez.2011) 0 0 22330000/ 8158000
Exploragéo J
Exploragio K

75% - 83% - - 10% - 20%

Exploraggo L (Mai.2012) 0 0 142 84 95% 11,8 12,4% 4,7%
Exploragdo M (Mai.2012) 96% 11 ,1 8 4% 3%
Exploragao N 92% 9,75 6,5% 4,1%
Exploragao O 87% 10,8 10% 10%

Quadro 5: Controlo microbiolégico das aguas de consumo dos coelhos ap6s efetuado tratamento, ou corrigido o tratamento; e
respetivos dados de produtividade do mesmo periodo.

Fotografia 39: Resultado da analise microbioldgica de aguas com filtro Fotografia 38: Resltado da analise
em placas de S-B, com a transferéncia do filtro para KAA. microbioldgica de aguas com filtro em

placas de TBX.
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