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Avaliacao in vitro do papel do zinco no mecanismo
de adesao de Escherichia coliem suinos

In vitro avaliation of zinc in the Escherichia coli adhesion

Alvaro Menin', Gisele Branco? Sandra Ferraz® & Eliana Knackfuss Vaz*

RESUMO

Os distiirbios gastrintestinais e toxi-infeciosos causadas por Escherichia coli sio uma importante causa de morta-
lidade, atrasos no crescimento e decréscimo na taxa de conversdo alimentar em leitdes no periodo pds-desmame, gerando perdas
econdmicas severas. Dentre as estratégias de combate a estas formas de apresentacdo estdo a utilizacdo de antimicrobianos, pro-
bidticos e aditivos na dieta, como o 6xido de zinco. O zinco tem efeito promotor de crescimento, diminui a incidéncia de
diarréia e mortalidade de leitdes desmamados. O objetivo da realizagdo desse trabalho foi verificar, in vitro, o papel de dife-
rentes concentragdes de zinco na adesdo da E. coli aos enterécitos de suinos. O ensaio avaliou a eficdcia de quatro suspensdes:
zero (controle negativo), 1200, 2400 e 3000 ppm de 6xido de zinco. O teste de adesdo fundamentou-se na exposi¢éo de ente-
récitos suinos, a uma cepa patogénica de E. coli e ao zinco, simulando o que ocorreria in vivo. Nas condi¢ées in vitro em que
foi desenvolvido o experimento, o zinco nao foi capaz de inibir a adesdo de E.coli aos enterdcitos em nenhuma das concentragdes
utilizadas.

Descritores: suinos, adesdo, enterdcitos, zinco.

ABSTRACT

The disturbances gastrointestinais caused by Escherichia coli are an important mortality cause, decrease the growth
and the rate of alimentary conversion in pigs in the period post-weaning, causing severe economical losses. Among the strategies
are antimicrobials use, probiotics and addictive in the diet, as the oxide of zinc. The zinc has effect as growth promoter, reduces
the diarrhea incidence and mortality of weaned pigs. The aim of this study was to verify, in vitro, the role of different concen-
trations of zinc in the adhesion of the E. coli to the cells of intestinal wall of swine. This study evaluated the effectiveness of
4 suspensions: 0 (negative control), 1200, 2400 and 3000ppm of oxide of zinc. The adhesion test was based in the exhibition
of the cells of intestinal wall to pathogenic strain of E. coli and to the zinc, simulating what happened in the intestine. In the
conditions of that experiment, the zinc was not capable to inhibit the adhesion of E. coli to the cells of intestinal wall in none of
the used concentrations.

Key words: swine, adhesion, enterocytes, zinc.

Received: December 2005 www.ufrgs.br/favet/revista Accepted: May 2006

'PPG Ciéncias Veterindrias, Centro de Ciéncias Agroveterindrias (CAV) - UDESC, Lages, SC/Brasil. 2Médica Veterindria, Perdigdo S.A. *Depar-
tamento de Medicina Veterindria Preventiva, CAV/UDESC. *Departamento de Clinica e Patologia, CAV/UDESC. CORRESPONDENCIA: A. Menin
[alvaromenin @yahoo.com.br ; Fax: 49 2101 9114].



Menin A.,Branco G.,Ferraz S.& Vaz E.K.2006. Avaliagao in vitro do papel do zinco no mecanismo de adesao de Escherichia coli

em suinos.

Acta Scientiae Veterinariae. 34: 149-152.

INTRODUCAO

Os distdrbios gastrintestinais sdo resultados da
intensificacdo da produgfo e falhas no manejo dentro
da suinocultura [3]. A fase mais critica para os leitdes
¢é o periodo pds-desmame, pois uma série de eventos
estressantes atinge estes animais tornando-os predis-
postos a problemas entéricos [2,15,19,23]. As diarréias
sdo as mais importantes causas de mortalidade, atraso
no crescimento e decréscimo na taxa de conversdo ali-
mentar em leitdes no periodo pés-desmame, gerando
perdas econdmicas severas [13,18]. Cepas patogénicas
de Escherichia coli (E. coli) sao associadas com qua-
dros de diarréia por volta da terceira semana de vida
(Colibacilose da terceira semana) e toxi-infec¢@o
(Doenca do Edema) entre 4 e 15 dias pos desmame
[12,21]. Em ambos os casos, para que ocorra o estabe-
lecimento da patogenia, a E. coli precisa se aderir a
receptores especificos presentes nos enterdcitos da mu-
cosa do intestino delgado, através de apéndices fim-
briais protéicos, possibilitando a produgio das toxinas
especificas [3,5-8,21,24]. As estratégias de controle e pre-
vencdo englobam uso de antimicrobianos, probidticos,
restricdo alimentar e utilizacdo de aditivos na dieta,
como o Oxido de zinco, fonte mais comum de zinco
utilizada na suinocultura [2,9,22]. O zinco reduz a inci-
déncia de diarréia e a mortalidade causada por E. coli
em leitdes no periodo pés-desmame [2,4,11,13,17].

O objetivo deste trabalho foi verificar, in vitro,
o papel de diferentes niveis de zinco na adesdo da E.
coli enterdcitos de leitdes.

MATERIAIS E METODOS

Foram testados, in vitro, diferentes niveis de
zinco (a partir do Oxido de Zinco) na inibicdo da ade-
sdo da E. coli aos enterdcitos. O teste de adesdo foi
realizado expondo os enterdcitos com seus receptores
as bactérias e ao 6xido de zinco, simulando o que ocor-
reria in vivo. O ensaio avaliou a eficicia de quatro sus-
pensoes diferentes de 6xido de zinco em uma mistura
padrdo, contendo enterdcitos e E. coli em albumina
sérica bovina a 1%. As suspensdes utilizadas foram
zero (controle negativo), 1200, 2400 e 3000ppm de
6xido de zinco (puro para andlise) em 4gua destilada.
Um leitdo recém-nascido, antes da ingestdo do colos-
tro, para que ndo houvesse interferéncia da imunidade
passiva, filhos de mde com histérico de diarréia em
leitegadas anteriores foi eutanasiado, e o intestino del-
gado foi coletado. Ap6s ser congelado, uma porgdo de
aproximadamente 20 cm, foi cortada longitudinalmente
e submergido em solucdo hipotonica de EDTA. Uma

lamina de vidro foi utilizada para remover as células
intestinais que foram colocadas em 50 ML da solucdo
de EDTA fria, onde foram incubados por 30 minutos
a 4°C. A seguir, foi utilizado um gral para romper a
estrutura do tecido e o homogeneizado foi filtrado em
12 de vidro. Esta solugfo foi centrifugada a 1.200 g/
10 minutos/4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 ml
de PBS fria com pH igual a 7,4. Ap6s foi feita nova
centrifugacdo a 1.200 rpm/10 min/4°C e o pellet de
enterdcitos foi ressuspendido em 5 mL de PBS fria.

O teste de adesdo foi realizado da seguinte
maneira: 100 ml do soro teste foi misturado com 10 ml
de cultura bacteriana de E. coli E68 (1,5 x 10® CFU/ml).
Apds uma incubacdo de 45 min/37°C/50 rpm em agi-
tado orbital, foi adicionado 20 ml da suspensdo de ente-
récitos e novamente incubados a 15 min/37°C/140 rpm.
Seguiram-se trés centrifugacdes de 150 rpm/5 min e
o pellet ressuspendido em igual volume de PBS pH 7.4.
Foi feito um esfregaco e fixado pelo calor e corado
com corante de Giemsa. A leitura foi feita com micros-
copio Gtica e objetiva de imersao.

RESULTADOS

Os resultados foram obtidos pela avaliagdo
microscépica das laminas. Nestas, observou-se que a
E. coli estava aderida na superficie das células intes-
tinais, demonstrando que nenhuma das concentragdes
utilizadas (1200, 2400 e 3000 ppm de 6xido de zinco)
foi capaz de impedir esta adesdo. O controle negativo,
com albumina sérica bovina, mostrou 0 mesmo resul-
tado, ou seja, a maioria das bactérias encontrava-se
formando agregados na superficie dos enterdcitos, evi-
denciando sua ades@o.

Desta forma, fica demonstrado que, nas con-
dicdes em que o teste foi realizado, o zinco nas concen-
tragdes utilizadas, ndo foi capaz de impedir a adesdo
da E.coli as células intestinais.

DISCUSSAO

O fato das diferentes concentragdes de zinco
ndo impedirem a adesdo da E. coli aos enterdcitos pode
estar relacionado a possibilidade do ambiente in vitro
ndo estar simulando satisfatoriamente o que ocorre in
vivo ou que o zinco interfira em outros mecanismos
secretrios, por exemplo, da E. coli e ndo na adesdo [2].

O modo de atuagdo do zinco na reducgdo da
incidéncia de diarréia e mortalidade por doenca do
edema ainda ndo € conhecida [2,20]. Pesquisas in vivo
usando as quantidades de 2.400 a 3.000 ppm de zinco
na dieta de leitdes por 42 dias apds o desmame indica-
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ram que o zinco tem efeito promotor de crescimento,
atua beneficamente sobre o consumo de racdo e reduz
eficientemente a incidéncia de diarréia e mortalidade
por colibacilose no periodo apds o desmame [2,10,13,
14,17]. A adi¢@o de 2400 ppm na dieta de leitdes apds
o desmame promoveu o aumento do ganho de peso e
reduziu a incidéncia de diarréia, no entanto sua eficién-
cia variou de acordo com o grau de pureza da fonte
de zinco [11,16].

A adi¢do de diferentes niveis de zinco ndo foi
eficiente para o controle da diarréia pés-desmame
em leitdes [1,18] e o uso na dieta de 3000 ppm de zinco
no periodo de 21 a 42 dias apds o desmame leva a
sintomas de toxidez nos animais [2]. Além disso, ques-
tiona-se a inclusdo de altas dosagens de zinco nas die-
tas, pois grande parte do zinco consumido na forma
de 6xido € excretada nas fezes, gerando polui¢do am-
biental e conseqiiéncias graves para satide publica [18].

Alguns autores sugerem que o zinco atua au-
mentando a concentragdo intestinal de IgA e com isso
reduz a translocacgdo de bactérias do interior do intes-
tino para sitios extra-intestinais e diminui a multipli-
cacdo bacteriana [4]. A constante excrec¢do da E. coli,
associada a alta concentragdo de zinco nas fezes e
baixa ocorréncia de diarréia, indica que esse mineral
ndo inibe a multiplicacdo da bactéria no intestino e
sugere a existéncia de outros mecanismos de acido do
zinco na prevengdo da diarréia [1,16].

CONCLUSOES

Nas condig¢des in vitro em que foi desenvolvido
esse experimento, concentragdes de 6xido de zinco
de 1200, 2400 e 3000 ppm, testadas, ndo inibiram a
adesdo de Escherichia coli aos enterdcitos de suinos,
sugerindo outros mecanismos de a¢do do zinco no
desenvolvimento da patogenia da colibacilose.
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