Universidade
Estadual de LondRina

MARIANA HIDEMI TANNO

BACTERIOSCOPIA FECAL COM COLORACAO DE GRAM
COMO FERRAMENTA COMPLEMENTAR NO DIAGNOSTICO
CLINICO DE COELHO DOMESTICO (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Londrina
2025



Universidade
Estadual de LondRrina

MARIANA HIDEMI TANNO

BACTERIOSCOPIA FECAL COM COLORACAO DE GRAM
COMO FERRAMENTA COMPLEMENTAR NO DIAGNOSTICO
CLINICO DE COELHO DOMESTICO (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Londrina
2025



MARIANA HIDEMI TANNO

BACTERIOSCOPIA FECAL COM COLORACAO DE GRAM
COMO FERRAMENTA COMPLEMENTAR NO DIAGNOSTICO
CLINICO DE COELHO DOMESTICO (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Trabalho de Dissertacdo apresentada ao
Programa de Po6s Graduagdo Mestrado
Profissional em Clinicas Veterinarias do
Departamento de Clinicas Veterinarias da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial & obtencéo do titulo de Mestre
em Clinicas Veterinarias.

Orientador: Prof. Dr. Leandro Luis Martins

Londrina
2025



Tanno, Mariana.
BACTERIOSCOPRIA FECAL COM CDLDRA(:AO DE GRAM COMO
FERRAMENTA COMPLEMENTAR MNO DIAGNOSTICO CLINMICO DE
COELHO DOMESTICO (ORYCTOLAGUS CUNICULUS) / Mariana Tanno. -
Londrina, 2025,
5T 1

Orientador: Leandro Luis Martins.

Trabalho de Conclusgo Final (Mestrado Profissional em Ciéncia Animal) -
Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal, 2025.

Inclui bibliografia.

1. Disbiose - Tese. 2. Colonia bacleriana - Tese. 3. Pels ndo convencionais -
Tese. 4. Gram de feres - Tese. |. Martins, Leandro Luis . Il. Universidade Estadual
de Londrina. Centro de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-Graduacio em
Ciéncia Animal. l1l. Titulo.

CcDU 819




MARIANA HIDEMI TANNO

BACTERIOSCOPIA FECAL COM COLORACAO DE GRAM
COMO FERRAMENTA COMPLEMENTAR NO DIAGNOSTICO
CLINICO DE COELHO DOMESTICO (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos Graduacdo Mestrado Profissional em
Clinicas Veterinarias do Departamento de
Clinicas Veterinarias da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial
a obtencéo do titulo de Mestre em Clinicas
Veterinarias.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Leandro Luis Martins
Universidade Estadual de Londrina

Prof 2. Dra. Daniela Bortoli Becegatto
Universidade Estadual de Londrina

Prof 2. Dra. Mirian Siliane Batista de Souza
Universidade Estadual de Londrina

Londrina, 29 de julho de 2025.



AGRADECIMENTOS

Dedico este trabalho a Deus, Orixas, Santos, Anjos e a todas as

formas de divindade que me acompanha.

Aos meus pais Célia e Gilberto, que sdo meus maiores mentores
terrenos. Que me ensinam a amar a vida e ao proximo, meus valores e que nunca

sairam do meu lado e sempre estiveram me apoiando em meus sonhos.

Aos meus irmédos e cunhadas, Hugo, Vitor, Heloise e Wendy, que séo
meus irmaos que amo tanto. Que me presentearam com Jorge, Frederico, Lupita,

Mandy, Moti, Pedro e Felipe, que irradiam meu dia de felicidade.

Aos meu amigo e orientador Leandro, que felizmente a vida nos uniu
e pude ter um “pai académico” ao mesmo tempo que compartilho de uma amizade

sincera e muito importante para mim.

Ao professor Ulisses e toda a equipe do laboratério de microbiologia
da UEL por terem me acolhido e se prontificado em nos ajudar com essa pesquisa e

por terem dividido varios conhecimentos.

A professora Karina e toda a equipe do laboratério de patologia clinica
da UEL por terem todo o trabalho de rodar um exame de sangue nada convencional

da rotina clinica.

A professora Daniela, que além de ter sido uma excelente professora
durante a minha graduacdo, hoje esta presente na minha banca de mestrado. Sempre

muito competente e animada.
Ao professor Rafael, por ter contribuido para uma boa qualificacéo.
A professora Mirian, por ter aceitado o convite de boa vontade.

Aos técnicos do departamento de Anatomia da UEL e as funcionarias

da limpeza, que me ajudaram a organizar os dias de colheita.

Aos meus amigos, colegas de profissado, estagiarios e “Amazoners”
gue me estimularam a adentrar no mestrado, que me ajudaram a encontrar 0s
coelhos, que confiam no meu trabalho e que sdo os ouvidos quando preciso

desabafar, sem vocés, também néo teria conseguido.

Aos queridos tutores que nos confiaram seus bens mais preciosos



para que este projeto desse tudo certo.

A0s meus pacientes, que me ensinam todos os dias, que me dao

forgcas para sempre buscar o melhor.

A todos que de alguma forma, contribuiram para a realizagédo deste

trabalho.



TANNO, Mariana Hidemi. Bacterioscopia fecal com coloracdo de gram como
ferramenta complementar no diagndéstico clinico de coelho doméstico
(Oryctolagus cuniculus). 2025. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Clinicas
Veterinarias) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

RESUMO

7

O coelho doméstico é cada vez mais presente na rotina da clinica de pets néo
convencionais. E muito comum o animal chegar ao atendimento por erro de manejo,
principalmente alimentar, que manifesta problemas relacionados ao trato
gastrointestinal, como a estase gastrointestinal, cecoprofagia anormal, disbiose, entre
outros. Por ser uma presa, € um animal que comumente mascara os sinais clinicos,
fazendo com que cheguem ao atendimento muitas vezes quando a doenca ja esta
avancada. Este estudo teve como objetivo avaliar a utilidade da bacterioscopia de
fezes com coloracdo de Gram como ferramenta auxiliar na rotina clinica de coelhos
domeésticos, correlacionando seus achados com exames hematolégicos, bioquimicos
e semeaduras em placas com meios de Mueller-Hinton (MH) e MacConkey (MC).
Foram avaliados 31 coelhos, de ambos os sexos, com idades entre dois meses e trés
anos, dos quais foram colhidas amostras de sangue e fezes. Na analise microscopica,
com as laminas coradas foi realizado contagem manual de morfotipos bacterianos,
separando em sete categorias: cocos Gram positivos e negativos, bacilos Gram
positivos e negativos, bacilos pleomarficos, bacilos longos e leveduras. Estimou-se o
namero de bactérias por campo, a partir de cinco campos aleatérios por amostra,
possibilitando uma avaliacdo mais objetiva da morfologia e predominancia bacteriana.
Foi observado maior intensidade de bacilos Gram negativos e a minima presenca de
leveduras nas laminas. Os resultados evidenciaram correlacdo com 0s exames
laboratoriais realizados. Mesmo na auséncia de sinais clinicos, alteracdes
hematolégicas e bioquimicas, foram encontradas. Houve maior crescimento em
placas com meio MH em comparacdo com o meio MC. A partir do presente estudo
conclui-se que, isoladamente, a bacterioscopia fecal ndo se mostrou suficiente para o
diagnostico de disbiose, mas sua associacdo com exames hematoldgicos e
bioquimicos pode contribuir para uma avaliagdo clinica mais precisa, reforcando a
importéancia de exames laboratoriais como ferramentas de triagem em coelhos
assintomaticos.

Palavras-chave: Colbnias bacterianas. Microbiota intestinal. Disbiose. Gram de
fezes. Lagomorfos.



TANNO, Mariana Hidemi. Fecal bacterioscopy with Gram staining as a
complementary tool in the clinical diagnosis of domestic rabbit (Oryctolagus
cuniculus). 2025. 60 f. Dissertation (Master's Degree in Veterinary Clinical Sciences)
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ABSTRACT

The domestic rabbit is increasingly present in the routine of non-conventional pet
clinics. It is very common for the animal to arrive for consultation due to management
errors, mainly dietary, which manifest as problems related to the gastrointestinal tract,
such as gastrointestinal stasis, abnormal cecotrophy, dysbiosis, among others. As a
prey species, it is an animal that commonly masks clinical signs, often arriving for care
when the disease is already advanced. This study aimed to evaluate the usefulness of
fecal bacterioscopy with Gram staining as an auxiliary tool in the clinical routine of
domestic rabbits, correlating its findings with hematological, biochemical, and culture
tests on plates with Mueller-Hinton (MH) and MacConkey (MC) media. Thirty-one
rabbits of both sexes, aged between two months and three years, were evaluated, from
which blood and fecal samples were collected. In the microscopic analysis, stained
slides were used to manually count bacterial morphotypes, separated into seven
categories: Gram-positive and Gram-negative cocci, Gram-positive and Gram-
negative bacilli, pleomorphic bacilli, long bacilli, and yeasts. The number of bacteria
per field was estimated from five random fields per sample, allowing for a more
objective assessment of morphology and bacterial predominance. A higher intensity of
Gram-negative bacilli and minimal presence of yeasts were observed on the slides.
The results showed correlation with the laboratory tests performed. Even in the
absence of clinical signs, hematological and biochemical alterations were found.
Greater growth was observed in plates with MH medium compared to MC medium.
From the present study, it is concluded that, in isolation, fecal bacterioscopy was not
sufficient for the diagnosis of dysbiosis, but its association with hematological and
biochemical tests may contribute to a more accurate clinical evaluation, reinforcing the
importance of laboratory tests as screening tools in asymptomatic rabbits.

Key-words: Bacterial colonies. Intestinal microbiota. Dysbiosis. Fecal Gram stain.
Lagomorphs.
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1 INTRODUCAO

Os coelhos sdo mamiferos quadrupedes da ordem dos lagomorfos pertencente
a familia dos leporideos, em geral dos géneros Oryctolagus e Sylvilagus. S&o animais
de crescente procura como animal domeéstico, pelo seu comportamento docil e,
consequentemente, a busca por atendimentos especializados tem se intensificado
(Rodrigues et al., 2022). De carater evolutivo, para ndo demonstrar aos predadores, é
instintivo que os sinais clinicos da maioria das doencas sejam tardios, dificultando os
diagndsticos precoces e comprometendo os prognadsticos (Hill, 2009).

A microbiota do trato gastrointestinal de coelhos é complexa e exerce funcbes
essenciais na digestao, na absorcdo de nutrientes, na protecdo contra patbgenos e
microrganismos ambientais, além de influenciar o bem-estar, a funcéo neuroldgica e
a imunidade do hospedeiro. Esse sistema também estd diretamente relacionado a
diversos processos fisiolégicos, nutricionais, comportamentais e de resposta ao

estresse (Wlazlo et al, 2021).

De acordo com Jenkins (2009), os coelhos possuem essa microbiota complexa,
principalmente no ceco, onde ocorre a fermentacdo e a quebra das fibras vegetais
presentes na alimentacéo, e diferente da maioria dos outros mamiferos, dependem
desse microbiota para digestédo eficiente da celulose. Dito disso, essa espécie pode
ser comprometida por diversos disturbios digestivos, como por exemplo,
hipomotilidade cecocolica, disbiose e diarreia.

O exame de bacterioscopia por coloracdo de gram, é comumente utilizado e
relatado na medicina humana para diagndstico rapido de diarreia por Campylobacter,
como descrito por Kano (2021). Esse tipo de abordagem, também tem potencial de

aplicacdo em demais espécies, como os coelhos.

Este trabalho tem por objetivo dar importancia do exame de bacterioscopia de
fezes com coloragdo de gram na rotina clinica de coelhos domésticos, com sinais
clinicos digestivos e ou na auséncia deles. Pressupfe-se que esse exame pode ser
uma ferramenta Gtil para a detec¢ao precoce de alteracbes compativeis com disbiose,

especialmente quando relacionado a achados laboratoriais e cultura fecal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O COELHO DOMESTICO

Os coelhos (Oryctolagus cuniculus), lebres (Lepus sp), tapitis (Sylvilagus
brasiliensis), e lebres assobiadoras (Ochotona sp) pertencem a familia Leporidae, da
ordem Lagomorpha. Diferente dos roedores, possuem dois pares de incisivos
superiores. Com ancestrais do oeste da Europa e nordeste da Africa, o coelho
domestico (Oryctolagus cuniculus), conta com mais de 50 ragas (Pessoa, 2014).

Esta espécie tem uma expectativa de vida média entre 6 a 8 anos. Os coelhos
possuem diversas racas, sendo classificadas quanto ao peso. Um adulto pesando até
1,5kg, € considerado uma raca and, até 3kg raca pequena, entre 3kg e 5kg raca média
e acima de 5kg, raca gigante. Os mini coelhos sado os mais populares como pets, e se
engquadram nas ragas ana e pequena como por exemplo, 0os mini Lion, mini Rex, mini
Lop (na figura 1), Netherland (Machado, 2022). A procura por essa espécie tem
aumentado por serem silenciosos, pequenos, graciosos e de baixo custo de

manutencao (Heker, 2015).

Figura 1 - Imagem de coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus) da raca mini lop,
2025.

Fonte: Arquivo pessoal, imagem permitida peio tutor.
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2.1.1 Manejo alimentar

A casuistica de coelhos domésticos que ndo possuem uma alimentacao
adequada é demasiada na rotina clinica. A alimentagdo comumente relatada, é

composta por excesso de carboidrato e baixa quantidade de fibras (Sorensini, 2020).

A alimentacdo ideal do coelho pet, segundo Machado (2022), é composta por
racao propria para a espécie, vegetais, feno de boa qualidade e 4gua fresca a vontade.
A ingestdo de matéria seca deve ser entre 3 e 8% do peso corporal, variando conforme
o individuo, o ambiente e seu tipo de dieta. Uma dieta adequada devera conter tanto
volume como fibras digeriveis e ndo digeriveis para um bom funcionamento do trato
gastrointestinal (Fediaf, 2024).

Avaliando o manejo alimentar provido por tutores, Monteiro e Gomes (2023)
realizaram uma pesquisa com 400 responsaveis de coelhos pet. Cerca de 81,5%
afirmaram oferecer feno ou capim ad libitum, 47,6% fornecem entre 50 a 100 gramas
de racdo diariamente e 8,9% deixam disponivel o tempo todo, 37,3% oferecem de 50
a 100 gramas de verduras diariamente e 23% fornecem menos de 50 gramas. Oitenta
e um porcento dos responsaveis fornecem menos de 50 gramas por dia de legumes
e 91,8% fornecem menos de 50 gramas de frutas por dia. Além disso, 7,8% dos tutores
fornecem petiscos industrializados préprios ou ndo para a espécie, e 11,2% petiscos
naturais proprios ou ndo para coelhos. No mesmo estudo, mais da metade dos
entrevistados afirmaram que seu animal possuia algum diagndstico, flatuléncia
(44,5%), estase gastrointestinal (29,2%), pododermatite (15,5%), hipercrescimento
dentério (12,9%), sarna (5,3%), entre outros.

2. 2 Sistema digestorio

Segundo Oliveira (2021) os coelhos sdo herbivoros monogastricos e seu trato
gastrointestinal é ajustado para receber grandes quantidades de alimentos fibrosos.

O sistema digestério (Figura 2) € composto pela cavidade oral, es6fago,
estomago unicavitario, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso
(ceco, colon e reto) e glandulas anexas (glandulas salivares, pancreas e figado)
(Oliveira, 2021).
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Figura 2 - Desenho esquematico do sistema digestorio (eséfago, estdbmago, bile,
duodeno, jejuno, pancreas, intestino grosso, valvula ileocecal, apéndice cecal, ceco,
coélon,reto, anus) de coelhos.

Esofazo

Estémago
Paso: 20z
Contetdo: 50 -100g

Apéndice cacal Jejuno

Paso: 10g
Comprimento: 13 em
Conteudo: 1g Intestino Delzado
'Valvula ileocRal :;::i‘::: 20 - 40
Caco e :
Peso: 25

Comprimento: 40cm

Contetdo: 100 - 120g Colén proximal

Comprimento: 30em

Colon distal
omprimento: S0em

W1

Fonte: adaptado de The rabbit - Husbandry, health and production. Lebas, F; et al. p 31
(1997)

O estbmago apresenta dois diverticulos caracteristicos: a cardia e o piloro. A
cardia, na entrada do estbmago, € bem desenvolvida, o que impede o animal de
vomitar e o piloro, na saida para os intestinos, € bem proeminente. O estbmago nunca
€ encontrado vazio, sugerindo que a mecanica da chegada do alimento é quem
pressiona o conteudo para o duodeno, o que refor¢ca a importancia do animal sempre
ter alimento disponivel para garantir um bom funcionamento do trato gastrointestinal
(Ferreira, et al 2006; Da Silva, 2012). Responsavel pela maior parte de absorgéo de
nutrientes, o intestino delgado possui uma parede fina e altamente vascularizada
(Oliveira, 2021).

A fisiologia digestiva do intestino grosso (ceco, colon e reto) em coelhos se
difere de outras espécies, incluindo as herbivoras. E neste segmento que ocorre a
maior parte da digestao de fibras pela fermentacdo cecal, a selecéo e excre¢ao da
fibra e a cecotrofia. O ceco é bastante volumoso, tendo capacidade para conter 10

vezes mais conteudo do que o estdbmago. Além disso, possui uma camara
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fermentativa onde as particulas finas do alimento por meio da fermentacéo
microbiana, PH, temperatura adequada e uma anaerobiose se transformam em
cecotrofos. Enquanto as particulas grossas dos alimentos, prosseguem ao célon e
reto, formando as fezes duras (Oliveira, 2021).

A cecotrofia, ou seja, a ingestao do cecotrofo € um comportamento fundamental
do coelho, pois além de ser um alimento altamente nutritivo, faz parte de sua exigéncia
nutricional diaria (Paula, 2017). A quantidade produzida de cecotr6fos e sua
composicdo, € diretamente associada pela dieta do animal. Seu consumo, é
influenciado pela energia e proteina da dieta, quando mais baixa energeticamente,

maior o consumo de cecotréfos (Gouveia, 2019).

2.2.1 O papel da microbiota intestinal na saude do hospedeiro

A microbiota intestinal € um conjunto de microorganismos que habitam
naturalmente o intestino. Fatores como parto, idade, amamentacdo, uso de
antibioticos e principalmente alimentacédo, podem alterar essa microbiota (Heringer,
2023).

Zheng (2020), discorre sobre como o sistema imunoldgico precisa estar em
simbiose com o trato gastrointestinal em mamiferos. Este sistema, produz anticorpos
especificos para as bactérias benéficas dessa regido, impedindo disbiose. No entanto,
podem ocorrer desequilibrios devido a doencas em animais geneticamente

suscetiveis ou até por uma microbiota mal estabelecida devido ao desmame precoce.

2.2.2 Colonizacgao do trato digestério do coelho

De acordo com uma pesquisa realizada em 2020 por Cotozzolo e
colaboradores, detectaram-se 12 filos bacterianos no trato gastrointestinal de coelhos,
sendo Firmucutes o filo mais abundante e mais eficaz na degradacéo de celulose,
Bacteroidetes ocupando o segundo lugar e sendo responsavel por estimular o
desenvolvimento de tecido imune associado ao intestino. Quando esses dois filos
estdo em proporc¢des inadequadas, pode indicar disbiose em coelhos, assim como em
humanos e cavalos. Além desses filos, foi identificado os Verrucomicrobia,

Patescibacteria, Euryarchaeota, Actinobacteria, Cianobactéria, Proteobactérias,



19

Tenericutes, Epsilonbacteraeota, Lentosferas e Sinergistas. E importante destacar
gue pode haver diferencas na composicao e quantificacdo da microbiota ao longo do
trato digestorio, decorrentes de manejo ambiental, dieta, genética, ragas, drogas e em
animais doentes ou imunossuprimidos.

Conforme estudos realizados por Galilea (2018), o filo mais presente foi
Firmicutes representando mais de 76% nas fezes e ceco, Tenericutes 8,17% nas fezes
e 7,48% no ceco, e Bacteroidetes com cerca de 7% em ambos. As classes
predominantes em ambos foram Clostridia (76,14%), Mollicutes (7,54%) e Bacteroidia
(7,41%). Indicando que a composicao geral da microbiota intestinal de coelhos, € bem
préxima entre o ceco e as fezes.

Pesquisa desenvolvida por Eshar (2014), também, mostrou Firmicutes como o
filo mais dominante na microbiota fecal, seguido por Verrucomicrobia e outros
representando menos de 1% da colonizacdo, como o filo Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chlamydiae, Cyanobacteria, Deinococcus — Thermus, Fibrobacteres,
Fusobacteriota, Lentisphaerae, Plantomycetota, Espiroquetas, Sinergistetes,
Tenericutes. Dentro do Firmicutes, Clostridia foi a classe mais predominante.

Os estudos descritos acima tiveram a microbiota fecal e cecal de coelhos

exploradas pela técnica de analise molecular, como representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Filo bacteriano predominante em coelhos (Oryctolagus cuniculus) segundo
diferentes autores.

Autor (Ano) Filo Porcentagem
média (%) *
Eshar (2014) Firmicutes 66,6%
Eshar (2014) Verrucomicrobia 4,4%
Galilea (2018) Firmicutes 76,42%
Galilea (2018) Tenericutes 7,83%
Galilea (2018) Bacteroidetes 7,42%
Cotozzolo (2020) Firmicutes 45,9%
Cotozzolo (2020) Bacteroidetes 38,9%
Cotozzolo (2020) Euryarchaeota 30,05%

* Valores correspondem a meédia entre os limites minimo e maximo descrito nos

estudos.



20

2.3 Causas de dishiose

A diarreia € um sinal clinico comum, e pode ter diversas causas, incluindo
disbiose bacteriana em que h& um desequilibrio da microbiota intestinal, além de
infecgbes parasitarias e virais, doencgas sistémicas, neoplasias, disturbios metabdlicos
e nutricionais e até mesmo o uso de determinados medicamentos (Vetstream, 2023).
Além disso, um coelho que se alimenta de baixa quantidade de fibra indigestivel, ou
seja, celulose e lignina, e altos teores de amido e agucares, também estéo diretamente
relacionadas a ocorréncia de diarreia (Fediaf, 2024). Considerando sua relevancia
clinica, compreender as principais causas de disbiose que podem levar a esse quadro
é fundamental.

A disbiose é um desequilibrio de bactérias protetoras e agressoras do trato
gastrointestinal. Doencas hepéticas, disturbios neurolégicos e de comportamento,
artrite, imunidade, doencas cardiovasculares e cancer em colon retal, ja foram
descritas em humanos como doencas associadas a este desequilibrio (Pantoja, 2019).
Em coelhos, além dessas possiveis repercussées, outros fatores especificos podem
desencadear disbiose, sendo o0s principais descritos a seguir:

Hipomotilidade cecocdlica:

Coelhos que consomem quantidade insuficiente de fibra ndo digeriveis, podem
sofrer com hipomotilidade cecocdlica, provocando alteracdes fisiolégicas no intestino
e, consequentemente, tendo alteracbes na microflora presente. O excesso de
carboidratos, também, pode propiciar um ambiente proliferativo para patégenos, como

por exemplo Escherichia coli e Clostridium (Jenkins, 2004).

Enterotoxemia:

Causado pela exposicao de Clostridium spiroforme, € comum em filhotes recém
desmamados (3-6 semanas de idade), pois 0os mesmos, possuem uma flora
gastrointestinal de microflora subdesenvolvida, o PH gastrico mais alto, entre 5 — 6,5,
enguanto nos adultos € entre 1 — 2, 0 que permite a proliferacéo deste patdgeno (Silva,
2016; Cotozzolo, 2020; Oglesbee e Lord, 2020).

Disbiose secundaria a antibioticoterapia:

A administracdo de antibidticos em coelhos, requer cautela, principalmente por
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via oral, pois podem suprimir a flora gastrointestinal e causar enterite. Dentre eles,
pode-se citar a Clindamicina, lincomicina, ampicilina, amoxicilina, amoxicilina com

clavulanato, cefalosporinas, penicilinas e eritromicina (Carpenter, 2023).

Colite secundaria a antibioticoterapia:

Colite é a inflamacédo do célon, parte do intestino grosso que abriga uma
microbiota benéfica essencial para a homeostase intestinal (Collier, 2025). Em
equinos, alguns antimicrobianos podem causar efeitos adversos ao alterar a
composicao da microflora intestinal, resultando em disbiose. Essa alteracéo favorece
a proliferacdo de bactérias oportunistas e enteropatégenos comensais, levando a
diarreia e colite (Barr et al., 2013). De maneira similar, Carpenter (2023) relata que
coelhos tratados com penicilinas, sulfametoxazol-trimetoprima, tetraciclinas e
gentamicina apresentaram colite, evidenciando que a interferéncia na microbiota

intestinal € um fator central no desenvolvimento da doenca.

Estase gastrointestinal:

E uma das doencas mais comum em coelhos, geralmente causada por um
manejo errdneo, principalmente relacionado a dieta pobre em fibras ndo digeriveis. A
estase gastrointestinal se trata de uma sindrome de motilidade reduzida ou ausente,
e quando h& hipomotilidade cecocdlica, a microflora se altera e, consequentemente,
o PH cecal também, em condi¢des fisioldgicas apresenta valor aproximado de 6,5.
Essa alteracdo no ambiente cecal favorece a proliferacdo de microorganismos
patogénicos, como Clostridium e Escherichia coli, resultando em um quadro de
disbiose (Cotozzolo, 2020; Oglesbee, 2020).

2.2 BACTERIOSCOPIA DE FEZES COM COLORAGCAO DE GRAM

De acordo com Moreira et al. (2015), a bacterioscopia € um exame laboratorial
capaz de identificar uma bactéria causadora de um processo infeccioso por meio de
um diagnostico presuntivo, sendo a cultura necesséaria para um diagnostico
confirmatorio. Este método possibilita a analise da forma, organizagédo e agrupamento
das bactérias encontradas, como também podem ser encontrados leucdcitos, cistos
de protozoarios, larvas de helmintos, entre outros.

Tal exame, pode ser realizado tanto fresco quanto corado (para visualizacao
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de microorganismos vivos e mortos, respectivamente). Quando realizado a
bacterioscopia de fezes corado pelo método de Gram, deve se ter em mente que a
microbiota presente no intestino é diversa e numerosa, por isso, é observado se as
bactérias estdo em equilibrio ou se ha algum processo infeccioso acontecendo
(Moreira et al., 2015).

O exame de coloracéo de gram é simples, barato e rapido, comparado a outros
métodos diagndsticos, podendo ser realizado em até 5 minutos. Traz informacgdes
importantes como diagndstico presuntivo, triagem, gravidade do caso, detecta
microorganismos raros, incomuns e até presumiveis, auxiliando a escolha da terapia
medicamentosa inicial até o resultado de outros exames e/ou fornecendo dados em
que a escolha do antibiético podera ser mais cautelosa, evitando o uso dos de amplo
espectro ou até mesmo determinar um tratamento de urgéncia (Moreira, et al. 2015;
Boyanova, 2017).

Além de ser aplicado na medicina humana, € descrito em coelhos e ruminantes.
Em um estudo realizado em coelhos por Saleem (2022), o exame de bacterioscopia
fecal com coloracdo de Gram, foi essencial para separar e identificar algumas
espécies de bactérias, para entdo prosseguir com o0s testes bioquimicos e cultivos
bacterianos com muito mais assertividade.

Para realizar este exame, representado na figura 3, um esfregaco do material
ja seco e homogéneo sob a lamina de vidro é tratado com um corante primario (Cristal
violeta) por 1 minuto, em seguida escorrer a solu¢cdo com um filete de agua corrente,
cobrir com solucao de lugol por 1 minuto, retirar o excesso e escorrer também com
um filete de agua corrente, descorar com alcool-acetona, escorrer um filete de agua
corrente e por fim, cobrir a lamina com fucsina (diluido na proporgéo de 1:10), deixar
por 30 segundos, lavar com um filete de agua corrente. Apos todas essas etapas, 0
material deve ser secado naturalmente e observado a lamina em um microscopio no

aumento de 1000x (Costa; Esteves; Nogueira, 2024).
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Figura 3 - Fluxograma da técnica de coloracdo de Gram, adaptado da UFG,
bacteriologia basica, 2025.

Fonte: adaptado da UFG, bacteriologia basica.

2.2.1 AplicacOes da bacterioscopia de fezes com coloracéo de Gram

Em 2014, Evans et al, realizaram uma pesquisa em 21 Papagaio de Hispaniola
(Amazona ventralis) e adultos. Foi observado na coloracdo de Gram maior quantidade
de bactéria do que na cultura fecal; pelo fato de serem anaerodbicas, podem exigir uma
técnica de cultura especial, um meio especifico ou até mesmo ser influenciado pela
guantidade e qualidade da amostra, ja que para isolar as bactérias por meio de cultura
€ necessario um minimo de 103 ou 104 organismos e na coloracdo de gram apenas
1 ou 2. Os autores afirmaram que a coloracdo de Gram é mais rapida do que a cultura
guando se trata de uso de teste de triagem para avaliacdo da saude do animal. Além
da representacdo de maior abrangéncia de flora gastrointestinal do individuo.

Fontaine et al. (2015), publicaram o primeiro relatério comparando a precisédo
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dos métodos de cultura, coloracdo de gram e PCR na deteccao de bactérias provindas
de amostras de fezes de camundongos livres de germes. Nesse artigo observou-se
que em relacdo a sensibilidade, na cultura apresentou maior porcentagem, seguida
pela Coloracao de Gram e por fim, o gPCR. Na especificidade o gPCR obteve melhor
desempenho, seguido pela coloracdo de gram e por ultimo a cultura. E quanto a
precisao do teste, a coloracdo de GRAM e o qPCR obtiveram resultados semelhantes,
enquanto a cultura apresentou a menor porcentagem.

As aplicac6es do esfregaco de fezes corados por Gram é descrita em diversas
espécies como ferramenta diagndéstica de infeccbes. Em 2001, Marks relatou seu uso
em caes e gatos como meios diagndstico de Campylobacter jejuni, agente causador
de diarreia. Em 2021, Kano descreve de forma parecida a técnica em pacientes
humanos, permitindo diagndstico presuntivo de Campylobacter. Ja em 2022, Vieira

relatou dois casos de megabacteriose em calopsitas, utilizando a mesma técnica.

2.3 HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA

Em decorréncia do comportamento em mascarar doencas para evitar a
predacdo, tutores de coelhos podem acreditar que o animal esta seguro mesmo
gquando podem ter uma doenca grave acometendo o seu animal. A andlise
hematoldgica e bioquimica, pode mostrar o verdadeiro estado fisiologico em que o
paciente se encontra, auxiliando um diagndstico mesmo na auséncia de sinais clinicos
(Mitchell, 2010).

J& é descrito em humanos, que o hemograma pode mostrar informacdes sobre
se ha ou nao distarbios sanguineos, sendo possivel monitorar os niveis de glébulos
vermelhos, glébulos brancos e plaquetas, e se ha alguma anormalidade nas células
sanguineas, como anemia, infec¢des, disturbios de coagulagéo e até alguns tipos de
cancer (Popov, 2024).

Além disso, nessa espécie é importante saber que a idade, sexo, raga e ciclo
circadiano, podem alterar os parametros hematologicos e bioquimicos. Por exemplo,
a contagem de leucaocitos e de linfocitos oscilam durante o dia, sendo mais baixos no
fim da tarde e a noite, diferente dos heterofilos, eosinofilos, ureia e colesterol que
aumentam neste periodo. Os individuos com menos de 12 semanas de idade, podem
apresentar contagens mais baixas de globulos vermelhos e de leucécitos (Melilo,
2007).
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O estresse prolongado também pode induzir a heterofilia, linfopenia e
leucocitose. E a contencéo fisica em um animal arredio, pode elevar o lactato
desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e a creatina quinase (CK)
(Melilo, 2007).
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3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO

3.1 Objetivo geral:

Identificar a eficacia da bacterioscopia fecal com coloracdo de Gram na
identificacdo de disbiose em coelhos domésticos assintomaticos, associando 0s

achados ao hemograma, perfil bioquimico e cultura bacteriana fecal.

3.2 Objetivos especificos:

« Avaliar anormalidades na microbiota intestinal por meio da bacterioscopia com
coloragéo de gram.

o Apresentar os resultados da bacterioscopia com coloracdo de gram.

e Incluir a coloracdo de Gram na rotina de check-up do coelho doméstico.

o Criar valor de referéncia dos resultados da bacterioscopia de fezes com
coloracdo de gram em coelhos pet.
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4 MATERIAL E METODOS

Aprovacado do comité de ética
O trabalho realizado estd de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal adotados e assim, aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR (Protocolo
n°001.2024).

Animais

Para realizacdo desse trabalho foram colhidas fezes e sangue de 31 coelhos
domésticos higidos, sendo 7 coelhos de raca pequena, 24 de racas ana, na faixa etaria
de 2 meses a 3 anos de idade, sendo 20 fémeas e 11 machos. Durante a anamnese
realizada junto aos tutores, foram obtidas informacfes referentes a alimentacao
oferecida (tabela 2), idade, sexo, possiveis sinais clinicos, alteracbes de
comportamento e da consisténcia das fezes.

Os animais foram submetidos a avaliacéo fisica, que constava: afericdo da
temperatura corpOrea, auscultacdo pulmonar, cardiaca e do trato gastrointestinal,
além de palpacdo corporal. Nenhum dos animais apresentou alteracdo nesta

avaliacao.

Tabela 2 - Tipo de alimentacao dos animais segundo seus tutores, indicando niamero
de individuos e sua porcentagem. Londrina- PR (2025).

Alimentacéao Animais Porcentagem
%
Alimentac&o com feno, folhas verdes escuras e 22 70,97%

racao propria para espécie

Alimentac&o sem feno, com folhas verdes escuras 8 25,81%
e racao propria para espécie

Alimentacéo sem feno, sem folhas verdes escuras, 1 3,22%

somente com racao e leguminosas
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Preparacdo das amostras de fezes

ApOs a avaliacéo fisica do animal e a higienizacdo do ambiente com cloreto de
benzalcénio (Herbalvet ®), aguardou-se a defecacao espontdnea e as amostras ainda
frescas foram colhidas e armazenadas em coletores universais esterilizados.
Chegando ao laboratério, 1 grama de fezes foi pesada por uma balanca de precisdo
e acondicionadas em tubos estéreis de fundo cbnico, conforme apresentado na figura
4. Foi adicionado 9ml de solucéo salina estéril sob o material que foi homogeneizado
num agitador de tubos (diluicdo 1). Feito isso, distribuiu-se 900uL de solugao salina
estéril em 4 micro tubos eppendorf estéreis. Foi retirado 100uL da diluicdo 1 e injetado
no 1° micro tubo (diluicdo 2), apés homogeneizado, retirou-se 100uL da diluicdo 2 e
injetou no 2° micro tubo (diluicdo 3), e seguiu-se 0s mesmos passos até todos 0s
microtubos estarem com a mesma quantidade definida e conter material até a diluicdo
5.

Figura 4 - Imagem de fezes pesadas por uma balanca de precisdo e acondicionadas
em tubos estéreis de fundo conico (seta). UEL, Londrina, PR (2024).

Fonte: Arquivo pessoal.

Coloracéo de gram

Para a confeccdo das laminas, foram utlizadas laminas de vidro, para
microscopia (Precision®), identificadas com numero da amostra e sua dilui¢do,
totalizando 4 laminas para cada animal (diluicdo de 2 a 5). Com a lamina limpa e seca,
foi destilado de maneira estéril com o auxilio de uma micro pipeta, 30uL das diluicées
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homogeneizadas dos microtubos. Como mencionado por Tripathi (2025), a técnica de
coloracdo de Gram foi introduzida em 1882, e seguindo a mesma, o material foi seco
e fixado sobre o calor de uma chama, e posteriormente corado. Deixando as laminas
com a solugéo de cristal de violeta por 1 minuto, depois limpa com um filete de agua
corrente, cobriu-se com a solucdo de lugol por 1 minuto, depois foi passado
novamente na agua corrente, descoliu-se com alcool-acetona e logo em seguida na
agua corrente, por fim foi coberta com fucsina por 30 segundos e finalizamos
passando agua corrente. A técnica citada foi demonstrada na figura 3.

Apos a confeccdo das laminas, o material secou naturalmente para a
visualizagcdo no microscopio. No microscopio, utilizou-se o 6leo de imersédo para

otimizar as imagens microscoépicas.

Estimativa bacteriana e anélise morfologica

ApoOs a producao das laminas de material fecal, optou-se por realizar a analise
na diluicdo 2, uma vez que apresentou boa definicdo morfolégica e coloracao, como
apresentada na figura 5.

Por meio do uso do microscoépio, no aumento de 100x, foi realizada a contagem
manual dos morfotipos bacterianos e setorizado em sete grupos, sendo eles: cocos
Gram-positivo e negativo, bacilos Gram-positivo e negativo, bacilos pleomorficos,
bacilos longos e leveduras. A quantidade de cada morfotipo foi registrada
manualmente.

Seguindo a técnica de Harrison (2006), foi estimado o numero total de bactérias
por campo, padronizando uma quantidade de células bacterianas. Em seguida,
aleatoriamente, foram selecionados e relatados 5 campos, detalhando o nimero de
Gram positivas e negativas e sua morfologia. Posteriormente, foi calculada a média

para estudo estatistico.
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Figura 5 - Fotografia de lamina confeccionada e corada na diluicdo 2, no aumento de
100x, apresentando grande quantidade de bacilos Gram negativos. UEL- Londrina,
PR (2024).

Fonte: Arquivo pessoal.

Contagem de colbnias nas placas

Com o uso das mesmas dilui¢des realizadas para a confeccao das laminas, foi
realizado a semeadura em duas placas de petri descartaveis contendo meio Agar
Mueller-Hinton (MH) e meio Agar MacConkey (MC) desde a diluicdo 1 até a 4, notou-
se gue houve o crescimento de algumas bactérias, com mais de um tipo de colbénia

ou nenhuma, como ilustrado na figura 6.
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Figura 6 - Fotografia de placas de petri descartaveis ja semeadas. Em meio Agar
Mueller-Hinton (MH) (figura A) e na figura B, no meio Agar MacConkey (MC). UEL-
Londrina, PR (2024).

Fonte: Arquivo pessoal.

Colheita de sangue dos animais

Foi realizada a colheita de sangue dos animais, por meio da veia safena lateral
ou por meio da veia cefélica. O local escolhido foi limpo com alcool liquido 70° INPM,
e foi puncionado com agulha hipodérmica 13x0,45mm e colhido cerca de 1ml de
sangue de cada animal com uma seringa de 1ml. O sangue foi distribuido, conforme
a figura 7, nos microtubos coletores de tampa roxa, que contém o EDTA
(anticoagulante) e o de tampa amarela, que contém o gel separador e ativador de
coagulo.

Para os perfis sanguineos, foram analisados o Eritograma, Leucograma e
bioguimicos como alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), albumina,

ureia e creatinina.
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Figura 7 - Fotografia de microtubos coletores, os de tampa amarela (com gel
separador e ativador de coagulo) e os de tampa roxa (com EDTA). UEL- Londrina, PR
(2024).

Fonte: Arquivo pessoal.

Comparacéo de resultados

Comparou-se os resultados da coloracdo de Gram e os da de semeadura
bacteriana, para avaliar a concordancia entre a quantidade de achados de bactérias
Gram negativas em ambos 0s exames.

Foi realizado a colheita de sangue e fezes dos mesmos animais para comparar
o perfil sanguineo dos individuos com e sem disbiose. ApoOs a colheita, o material foi
destinado ao Laboratério de Microbiologia e Anadlises clinicas da Universidade
Estadual de Londrina (UEL).

Analise estatistica

Ao analisar a média e desvio padrdo do leucograma de 31 animais e 0s
bioguimicos de 30, foi elaborado um boxplot dos valores dos glébulos brancos e dos
bioguimicos, a fim de observar a concentracdo de valores da mediana, amplitude dos
dados e possiveis valores discrepantes (outliers) que podem expressar tanto variacao
individual, como algum processo patoldgico.

Para avaliacdo das possiveis associacdes entre microbiota fecal, parametros
laboratoriais e fatores dietéticos, foi realizada uma analise estatistica utilizando o
software R (v4.3.x), com a aplicagdo de testes de normalidade, testes nao

paramétricos (Kruskal-Wallis), correlagbes (Spearman) e andlise de agrupamento
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(Cluster).

O teste de Shapiro-Wilk, foi aplicado para todas as 19 variaveis continuas
(Colbnia MH, colénia MC, cocos Gram-positivos, cocos Gram-negativos, bacilos
Gram-positivos, bacilos Gram-negativos, bacilos negativos longos, bacilos
pleomdrficos, levedura, leucécitos totais, neutrofilos segmentados, linfocitos,
eosinofilos  segmentados, mondcitos, fosfatase alcalina (FA), alanina
aminostransferase (ALT), albumina, ureia, creatinina) com o objetivo de determinar a

distribuicdo dos dados e orientar a escolha dos testes subsequentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO EXAME DE COLORACAO DE GRAM DAS FEZES

Apbs a colheita das fezes, pesagem no laboratoério e diluicdo 1 das mesmas,
foi realizada a analise na diluicdo 2 dos esfregacos fecais, contabilizado e setorizado
os morfotipos em sete grupos, sendo eles: cocos Gram-positivos, com uma média de
7,55%, cocos Gram-negativos, com uma média de 9,06%, bacilos Gram-positivo com
a meédia de 1,30%, bacilos Gram-negativos com 82,11%, bacilos pleomorfos com
1,28%, bacilos longos com 5,87% e leveduras com uma média de 0,35%.

As médias, desvio padrdo e porcentagem relativa da bacterioscopia com

coloracdo de Gram de fezes diarreicas ou ndo, estdo detalhados na tabela 3 e 4.

Tabela 3 — Média (frequéncia absoluta), frequéncia relativa e desvio padrdo da
bacterioscopia com coloracdo de Gram, de 28 amostras de coelhos sem fezes
diarreicas. UEL- Londrina- PR (2025).

Categoria Média (frequéncia Frequéncia Desvio
absoluta) relativa padréo ()

Bacilos Gram negativos 475,82 81,85% +275,35
Cocos Gram negativos 9,78 10,01% +26,00
Cocos Gram positivos 40,53 7,43% +37,67
Bacilos longos 36,28 5,93% +29,48
Bacilos Gram positivos 6,07 1,37% +15,20
Bactérias pleomorficas 6,75 1,37% +7,85

Leveduras 1,32 0,38% +1,81
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Tabela 4 — Média (frequéncia absoluta), frequéncia relativa e desvio padrdo da
bacterioscopia com coloracdo de Gram, de 3 amostras de coelhos com fezes
diarreicas UEL- Londrina- PR (2025).

Categoria Média (frequéncia Frequéncia Desvio
absoluta) relativa padrédo ()

Bacilos Gram negativos 683,33 84,41% +175,48
Cocos Gram negativos 1,67 0,21% 0,94
Cocos Gram positivos 74 8,86% +62,57
Bacilos longos 37 5,38% +16,75
Bacilos Gram positivos 6,33 0,72% 3,68
Bactérias pleomorficas 4 0,53% +0,82
Leveduras 0,33 0,06% 0,47

Ao comparar a porcentagem relativa dos morfotipos bacterianos entre os
coelhos com fezes normais e diarreicas, observa-se que os bacilos Gram-negativos
permaneceram predominantes em ambos 0s grupos, com aumento discreto nos
animais diarreicos. Contudo, a propor¢cdo de cocos Gram-positivos, cocos Gram-
negativos, bacilos Gram-positivos e leveduras diminuiu, sugerindo uma possivel perda
de diversidade bacteriana em animais com disturbios entéricos, indicando um
desequilibrio da microbiota intestinal.

Apesar do predominio morfolégico de bacilos Gram-negativos neste trabalho,
os estudos realizados por Galilea (2018) e Cotozzolo (2021), o filo mais encontrado
nas fezes de coelhos foram os do filo Firmicutes, que possuem em sua grande maioria
a parede celular Gram positiva. Porém, Vesth (2013) afirma que o género Veillonella,
da classe dos Negativicutes, possuem coloracéo negativa, sdo anaerobios estritos e
€ um dos organismos mais abundantes da microflora oral e intestinal de animais, e de
humanos. Sendo assim, a grande quantidade de bacilos Gram-negativos neste estudo
pode estar relacionada ao género Veillonella, representando em termos morfologico,

um falso bacilo Gram-negativo.
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5.2 AVALIACAO DA CONTAGEM BACTERIANA NAS PLACAS

A andlise microbioldgica por cultivo em meios solidos, demonstrou diferencas
guanto ao crescimento bacteriano entre os meios utilizados.

Das 31 amostras avaliadas, observou-se crescimento bacteriano em 30 placas
de MH (96,77%), detalhadas no gréfico 1, e 20 placas de MC (64,52%), detalhados
no grafico 2. Notando de 1 a 5 colbnias distintas por amostra em MH e 1 a 3 por

amostra em MC. A média de col6nias distintas foi de 2,39 e de 1,19, respectivamente.

Grafico 1 - Numero de coldnias distintas encontrado nos meios de cultura Mueller
Hinton a partir das fezes de coelhos. UEL- Londrina- PR (2025).

QUANTIDADE DE COLONIAS
DISTINTAS EM MEIO MH

M 1 colonia M2 col6nias M3 col6nias

4 colonias m 5 colénias WO col6nias

Fonte: arquivo pessoal.
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Gréfico 2 - Numero de colbnias distintas encontrado nos meios de cultura MacConkey
a partir das fezes de coelhos. UEL- Londrina- PR (2025).

QUANTIDADE DE COLONIAS
DISTINTAS EM MEIO MC

M 1colonia M2 colonias M3 colonias MO coldnias

Fonte: arquivo pessoal.

Analisou-se que, no meio MH, 12 placas cresceram 2 colbnias distintas,
representando 39% da totalidade das placas. E 0 meio MC, 11 placas tiveram
crescimento de uma so6 coldnia, representando 35% da totalidade.

A diferenca, pode ser justificada pelos meios utilizados, 0 MH ndo € um meio
seletivo, podendo ter o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas como Gram-
negativas (Nunes, 2015), jA o meio de MC, é descrito por Quinn (2007) por ser um
meio seletivo de crescimento de enterobactérias e outras bactérias Gram-negativas,
e sua menor crescéncia comparado ao MH, condizendo com os trabalhos produzidos
por Galilea (2018) e Cotozzolo (2021) que afirmaram que o reino Firmicutes tenha
uma parede celular Gram-positiva.

De acordo com a predominancia dos coelhos possuirem a microbiota intestinal
composta por bactérias do reino Firmicutes, a menor quantidade de colbnias
encontradas em meio MacConkey, pode ser o reflexo da composicdo da parede
celular deste microorganismo (Galilea, 2018; Cotozzolo, 2021).

A presenca de até cinco coldnias por placa, sem alteracfes significativas das

fezes diarreicas, demonstra a diversidade microbiana fecal, mesmo em animais sem
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sinais clinicos e aparentemente saudaveis.
5.3 AVALIACAO DOS PERFIS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Para avaliar o estado clinico geral dos animais, foi realizado exame
hematoldgico (eritrograma e leucograma) em todos os coelhos e o bioquimico em 30
dos 31 animais, pois ndo houve quantidade suficiente de amostra de todos individuos.
Os dados do leucograma, estdo apresentados na tabela 5 e os dos bioquimicos, na
tabela 6.

Dentre os resultados hematolégicos, a neutropenia foi observada em 18 dos 31
animais (58,06%), podendo ser relacionado com uma imunossupressao por infec¢ao
bacteriana, inflamacdes e doencas autoimunes (Lopes, 2007; Silva, 2017). Em relacdo
a monocitopenia vinculada a 22 coelhos (70,97%) nao existe valor clinico importante,
podendo, de acordo com Silva (2017), chegar até o valor de 0 e ndo haver significancia
clinica nos animais.

A Leucopenia (29,03%) e a linfopenia (3,22%) sugerem uma imunossupressao,
podendo ter relacdo ou ndo com infec¢des virais, administracdo de corticosteroides,
drogas imunossupressoras, processos infecciosos grave ou até mesmo devido aos
corticosteréides enddégenos e exégenos, levando ao leucograma de estresse (Silva,
2017).

A eosinofilia (3,22%), € descrita por Sant'ana (2023) como uma resposta
inespecifica, podendo ser de origem parasitaria, hipersensibilidade, inflamacdo de
superficies epiteliais ricas em mastocitos (por exemplo, trato gastrintestinal, pele,

pulma&o, Utero), ou seja, sugestivo também de gastrenterites.
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Tabela 5 - Média e desvio padrao obtidos no leucograma de 31 coelhos de estimacéo.
UEL- Londrina- PR (2025).

Parametros Média Desvio padrao Valor de referéncia
(n=31) amostral (£) (Carpenter, 2023)
Leucdcitos totais 6.020,96 +1.800,36 5.000 a 12.000 / mm3
Neutrofilos 2.070,32 +1.475.43 1.750 a 6.600 / mm3
segmentados
Linfocitos 1.250 a 7.200 /mm3
3.712,90 +1.545,09
Eosindfilos
197,46 +197,59 0 a 6.000 /mm3
segmentados
Monécitos 61,24 +82,21 100 2 1.200 / mm?

Com base nos dados do leucograma dos 31 animais, a representacéo grafica
por meio de boxplots (Gréficos 3 a 7) permite visualizar a distribuicdo dos globulos
brancos, evidenciando a posi¢cao da mediana, a amplitude entre os valores (quartis) e
a presenca de possiveis outliers, que podem refletir tanto variacdes individuais quanto
alteracdes compativeis com processos patoldgicos.

A partir do grafico 3, houve somente um outlier, no valor de 10800 leucdcitos
totais. Os demais animais, estiveram com os valores entre o primeiro quartil (4650) e

o terceiro quartil (7100).
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Gréafico 3 - Boxplot dos valores de leucdcitos totais (/mms3) de coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

leucocitos_totais

T T T T T T T T T
3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000

Leucécitos totais/mm3

O grafico 4, mostra somente um outlier, no valor de 8208 neutréfilos
segmentados. Enquanto o primeiro quartil possui um valor de 1313.50 e o terceiro
quartil 2677.5.

Grafico 4 - Boxplot dos valores de neutrofilos segmentados (/mms3) de coelhos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

neutrofilos segmentados

T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Neutrofilos segmentados/mm?3
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O grafico 5, mostra dois outliers, nos valores de 7452 e 7614 linfocitos. O

primeiro quartil possui um valor de 2703.50 e o terceiro quartil 4458.

Gréafico 5 - Boxplot dos valores de linfocitos (/mms3) de coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

linfocitos

T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

linfécitos/mm3

O grafico 6 ndo possui outlier. O primeiro quartil possui um valor de 45 e o
terceiro quartil 319.
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Gréafico 6 - Boxplot dos valores de eosinofilos segmentados (/mm3) de coelhos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

eosinofilos segmentados

T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
eosinofilos seamentados /mm3

O gréfico 7, mostra um outlier no valor de 350 mondcitos. O primeiro quartil

possui um valor de O e o terceiro quartil 97.

Grafico 7 - Boxplot dos valores de mondcitos (/mm3) de coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

monocitos

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
mondcitos/mm3
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Dentre os achados bioquimicos, apresentados na tabela 6, se destaca a
hiperalbuminemia em 29 dos 30 coelhos (96,66%), sugerido, por Thrall (2015),
desidratacdo leve a moderada (pelo estresse ou ingestédo hidrica irregular). Elevacéo
da fosfatase alcalina (FA) em 12 de 30 animais (40%) e da alanina aminotransferase
(ALT) em 10 de 30 individuos (33,33%), podendo estar relacionada a problemas
hepéticos, resposta a alteragcdo metabdlica ou até mesmo o fator da idade em animais
jovens (Thrall, 2015). De acordo com Sant’ana (2023), a elevacdo da ALT, também
pode ser encontrado em animais assintomaticos e higidos.

A hiperuremia identificada em 5 coelhos (16,67%), pode ocorrer devido a
diversos fatores, entre eles a dieta, estado nutricional, funcdo hepatica, atividade
urease da microbiota fecal e até estado de hidratacdo do animal (Melilo, 2007). O
aumento da creatinina encontrada em dois individuos (6,66%), pode indicar
desidratacdo ou acometimento renal, por isso, é sempre importante estar
correlacionando com outros parametros bioquimicos e demais exames

complementares (Sant'ana, 2023).

O aumento dos niveis de albumina, ureia e creatinina, observada em alguns
individuos, podem estar relacionadas ndo apenas a processos fisiopatolégicos, mas
também a fatores externos ao exame. Parte dos animais eram jovens e, encontravam-
se em ambiente distinto de sua rotina, em dias de temperatura elevada. Favorecendo
0 estresse e uma leve desidratacdo no tempo de espera até a colheita.
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Tabela 6 - Média e desvio padréo dos bioquimicos de coelhos de estimacdo. UEL-
Londrina- PR (2025).

Parametros Média Desvio padréo Valor de referéncia
(n=30) amostral (£) (Carpenter, 2023)
Fosfatase Alcalina (FA) 108,8 +87,5 4,0 a 70,0 Ul/L
Alanina 72,97 +38,37 14 a 80 UI/L

aminotransferase (ALT)

Albumina 4,97 10,79 2,3a3,0 g/l
Ureia 41,57 +10,50 15 a 50 g/dI
Creatinina 1,13 10,82 0,5a 2,6 g/l

Os boxplots referentes aos parametros bioquimicos dos 30 coelhos avaliados
(Gréaficos 8 a 12) demonstraram a distribuicdo dos dados em torno da mediana,
destacando a amplitude dos valores observados (quartis) e a presenca de possiveis
outliers. Essas variacfes podem refletir tanto caracteristicas individuais dos animais
quanto alteracdes fisiolégicas ou patoldgicas.

Com dois outliers nos valores de 318 e 346, o grafico 8 possui o primeiro quartil

no valor de 56 e o terceiro quartil 147.5.
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Gréafico 8 - Boxplot dos valores de fosfatase alcalina (FA) (UI/L) de coelhos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

fosfatase_alcalina

50 100 150 200 250 300 350
Fosfatase alcalina Ul/L

O outlier no valor de 197, o grafico 9 possui o primeiro quartil no valor de 47 e
o terceiro quartil 92.
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Gréfico 9 - Boxplot dos valores de alanina aminotransferase (ALT) (UI/L) de coelhos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).
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No grafico 10, o dois outliers nos valores de 3.1 e 3 ficam abaixo do primeiro

quartil de valor 4.55, enquanto o terceiro quartil € 5.5.

Grafico 10 - Boxplot dos valores de albumina (g/dl) de coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).
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No grafico 11, ha cinco outliers nos valores 24, 60, 62, 63 e 65. O primeiro, fica
abaixo do primeiro quartil de valor 37, enquanto os demais ficam além do terceiro
quartil de 45.5.

Gréfico 11 - Boxplot dos valores de ureia (mg/dl) de coelhos domésticos (Oryctolagus
cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).

ureia
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No gréafico 12, ha um outlier no valor de 5. Com o primeiro quartil no valor 0,70

e o terceiro quartil de 1.3.
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Gréafico 12 - Boxplot dos valores de creatitina (mg/dl) de coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) assintomaticos. UEL- Londrina- PR (2025).
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade de Shapiro — Wilk, cujo
qual, observa-se, na tabela 7, que apenas 21,1% das variaveis (4/19) apresentaram
distribuicdo normal, indicando a necessidade de testes ndo-paramétricos para as

proximas analises.

Para realizar a comparacao entre grupos de alimentacéo, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis para comparar com contagens microbianas (tabela 8) e variaveis de

leucograma e bioquimicos (tabela 9).
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Tabela 7- Resultados do Teste de Shapiro - Wilk. UEL- Londrina- PR (2025).

Variavel Estatistica W p-valor Distribuicao Normal
Bacilos Gram-negativos 0,947 0,131 Sim
Leucocitos totais 0,962 0,335 Sim
Linfocitos 0,943 0,099 Sim
Albumina 0,948 0,149 Sim
Colonia MH 0,932 0,049 Nao
Colonia MC 0,864 0,001 Nao
Cocos Gram-positivos 0,763 <0,001 Nao
Cocos Gram-negativos 0,322 <0,001 Nao
Bacilos Gram-positivos 0,458 <0,001 Nao
Bacilos longos 0,908 0,011 Nao
Bacilos pleoméficos 0,699 <0,001 N3ao
Levedura 0,722 <0,001 Nao
Neutrofilos segmentados 0,764 <0,001 N3ao
Eosinofilos segmentados 0,854 <0,001 N3ao
Mondcitos 0,739 <0,001 N3ao
Fosfatase alcalina 0,807 <0,001 N3ao
Alanine aminotransferase 0,902 0,009 Nao
Ureia 0,920 0,027 Nao
Creatinine 0,621 <0,001 Nao

Na tabela 8, houve significAncia entre a alimentacéo do animal, para os Cocos
Gram-negativos e para os Bacilos pleomorficos. Além disso, nota-se que o p-valor da
levedura é de 1,000, ndo se tornando significativo o tipo de alimento e sua correlacéo

com a levedura encontrada nas fezes.
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Tabela 8 - Teste de Kruskal-Wallis para comparacéo entre alimentacao e contagens
bacterianas. UEL- Londrina- PR (2025).

Variavel Qui-quadrado p-valor Significancia
Cocos Gram-negativos 5,65 0,017 Sim*
Bacilos pleomorficos 4,13 0,042 Sim*
Col6énia MC 3,47 0,063 Nao
Col6nia MH 1,50 0,220 Nao
Bacilos longos 1,05 0,306 Nao
Bacilos Gram- positivos 0,37 0,542 Nao
Bacilos Gram-negativos 0,19 0,660 Nao
Cocos Gram-positivos 0,01 0,931 Nao
Leveduras 0,00 1,000 N3o

*p < 0,05

Na tabela 9, ndo houve nenhuma significancia entre a alimentagéo do animal e

as variaveis do leucograma e bioquimicos.

Tabela 9 - Teste de Kruskal-Wallis para comparacao entre alimentacao e variaveis do
leucograma e bioquimicos. UEL- Londrina- PR (2025).

Variavel Qui-quadrado p-valor Significancia
Albumina 2,18 0,140 N3o
Monocitos 2,11 0,146 Nao
creatinina 1,80 0,180 Nao

Leucocitos totais 1,88 0,170 Nao
Linfocitos 1,28 0,258 N3o
Alanine aminotransferase 1,04 0,308 N3o
Ureia 0,32 0,571 Nao

Fosfatase alcalina 0,27 0,603 N3o
Eosinofilos segmentados 0,05 0,827 N3o
Neutrofilos segmentados 0,00 0,965 N3o

Como o teste de Kruskal-Wallis (Tabela 8) indicou nenhuma relacdo entre o
tipo de alimentacéo e a presenca de leveduras nas fezes (p = 1,000), procedeu-se a
aplicacdo do teste de correlacdo de Spearman para investigar possiveis relacbes
entre as leveduras e as variaveis bioquimicas (Tabela 10) e hematoldgicas (Tabela
11).
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Tabela 10 - Teste de correlacdo de Spearman para comparacao entre leveduras e
variaveis bioquimicas. UEL- Londrina- PR (2025).

Variavel Coeficiente p p-valor Significancia
Ureia -0,633 <0,001 Sim***
Albumina -0,237 0,207 Nao
Alanine aminotransferase -0,225 0,231 Nao
Fosfatase alcalina 0,163 0,391 Nao
Creatinine 0,054 0,775 Nao
***p < 0,001

Tabela 11 - Teste de correlacdo de Spearman para comparagao entre leveduras e
variaveis de leucograma. UEL- Londrina- PR (2025).

Variavel Coeficiente p p-valor Significancia
Linfocitos 0,349 0,054 Tendéncia
Neutrofilos segmentados -0,331 0,069 Tendéncia
Eosinofilos segmentados -0,267 0,147 Nao
Leucocitos totais 0,035 0,853 Nao
Monocitos -0,009 0,962 Nao

Além disso, foi realizado a analise de correlacdo de Spearman entre leveduras
e quantidade de bacilos Gram-negativos. Demonstrando uma correlagdo negativa
fraca (p = -0,229) e sem significancia estatistica (p= 0,215). Indicando que mesmo que
haja uma tendencia na diminuicdo da quantidade de bacilos Gram-negativos nas
amostras com maior presenca de leveduras, a relacdo ndo pode ser confirmada

estatisticamente.

A andlise de cluster € uma técnica estatistica utilizada para agrupar individuos
com caracteristicas semelhantes, de forma que os animais de um mesmo grupo
apresentem maior homogeneidade entre si, buscando padrdes ocultos nos dados. No
presente estudo, a clusterizacdo foi aplicada para verificar se havia agrupamentos
naturais entre os coelhos com base em variaveis microbiologicas, hematologicas,
bioquimicas, alimentares e de idade, auxiliando na interpretagcdo dos achados e na
compreensdo de perfis distintos de saude ou predisposicdo a disbiose. Como
resultado, foram identificados dois grupos principais: o Cluster 1, com 14 animais
(46,7%), e o Cluster 2, com 16 animais (53,3%), cujas diferencas estéo apresentadas
na Tabela 12.
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Tabela 12 - Caracteristicas dos Clusters identificados e suas interpretacées. UEL-
Londrina- PR (2025).

Caracteristica Cluster 1 Cluster 2 Interpretagao
Tamanho (n) 14 16 -

Leveduras (média) 1,71 0,88 Cluster 1: 1 leveduras
Gram-negativos (média) 614 408 Cluster 1: T gram-negativos
Leucdcitos totais (média) 7.071 4.803 Cluster 1: 1 leucdcitos

Ureia (média) 35,6 46,8 Cluster 1: | ureia

Albumina (média) 4,64 5,27 Cluster 1: | albumina

% com feno 85,7% 56,2%  Cluster 1: 1 dependéncia de feno
% filhotes 57,1% 37,5% Cluster 1: 1 filhotes

O perfil do grupo de Cluster 1, possui maior contagem de leveduras e Gram-
negativos, mais leucacitos, reducdo de ureia e albumina, maior propor¢ao de filhotes
e dependéncia de alimentacédo com feno.
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6 CONCLUSAO

A bacterioscopia fecal com coloragcéo de Gram, quando utilizada isoladamente,
nao demonstrou utilidade clinica confiavel como método de diagnéstico de disbiose

em coelhos domésticos.

Quando associada a analise hematoldgica, a bacterioscopia revelou-se
promissora. A correlacdo do achado de ambos os exames, pode fornecer indicios de

quadro de disbiose, permitindo uma interpretacdo mais abrangente do quadro clinico.

Reforga-se a necessidade de trabalhos futuros com maior sintomatologia
variavel, principalmente de coelhos doentes e sintomaticos, a fim de estabelecer
parametros de referéncia e investigar possiveis padrées associados a disturbios da

microbiota intestinal em diferentes condic¢des clinicas.
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