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Autora: Liliane Rudnik
Orientadora: Andréa Machado Leal Ribeiro
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RESUMO

Foi estudado o efeito das gemas de ovos de aves hiperimunizadas contra
Escherichia coli patogénica para suinos sobre a imunidade passiva (IP) de leitdes
recém-nascidos em uma unidade produtora de leitdes (UPL). Foram avaliados
densidade o6tica do ELISA (DO), peso corporal (PC) e ocorréncia de diarréia diaria
(OcD) em 137 leitdes recém-nascidos oriundos de 25 fémeas primiparas néo
vacinadas contra E. coli. De cada fémea, foram separados 6 leitdes recém-
nascidos de ambos os sexos, excluindo-se os mais leves e os mais pesados,
divididos em 3 tratamentos e 2 repeti¢cdes. A analise estatistica para DO e PC foi
realizada através de ANOVA, a comparacao de médias entre tratamentos pelo
Lsmeans e o teste do qui-quadradro para a OcD. As gemas estavam
armazenadas a -5°C, in natura e, minutos antes do fornecimento, foram
descongeladas e diluidas em 15 mL de uma solugdo tampao (PBS). Os
tratamentos foram fornecidos via oral, tendo sido os seguintes: T1: 2mL de PBS
(controle) em 2 doses, a primeira ao nascer e a segunda 2 horas apods o
nascimento; T2: 2mL de gemas de ovos com titulo de 100.000 de anticorpos (IgY)
contra E. coli em 2 doses, ao nascer e 2 horas apds o nascimento; T3: idem ao
T2, além de 2mL de gema de 3 em 3 dias até os leitdes completarem 12 dias de
idade. Foram realizadas duas coletas de sangue em 1 leitdo/tratamento/porca: a
primeira as 24 horas e a segunda aos 14 dias de idade. O titulo de IgY contra E.
coli dos soros foi determinado por ELISA. A DO do ELISA dos leitdes de T2 e T3
foi significativamente maior as 24 horas e aos 14 dias em relagdo ao controle
(P<0,0001). T3, T2 e T1 permaneceram 87, 79 e 72,5% do tempo estudado sem
diarréia (P<X20,0001). Os animais de T3 foram significativamente mais pesados
do que os do T1 (P<0,08), mas nao diferiram de T2. Os resultados deste estudo
sugerem que o uso de gemas de aves hiperimunizadas contra E. coli age
efetivamente na prevengado da diarréia dos leitdbes e 0 seu uso continuo € mais
vantajoso do que o fornecimento somente ao nascer.
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Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, marco de 2003. (81f.).
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HIPPERIMMUNIZED HEN YOLKS AGAINST SWINE Escherichia coli '

Author: Liliane Rudnik
Advisor: Andréa Machado Leal Ribeiro
Co-advisor: Claudio Wageck Canal

ABSTRACT

It was studied the effect of yolks from hipperimmunized birds against pathogenic
Escherichia coli (E. coli) for swine on the passive immunity (Pl) of newborn piglets
in a producer unit of piglets (PUP). It was evaluated ELISA optic density (OD),
body weight (BW) and the occurrence of daily diarrhea (OcD) in 137 newborn
piglets from 25 primiparous sows that were not vaccinated against E. coli. From
each sow, 6 piglets from both sexes were separated, excluding the lighter and the
heavier ones, divided in 3 treatments and 2 replications. The statistical analyses for
OD and BW were done by ANOVA, the comparison of averages among treatments
by Lsmeans and the chi-square was used for OcD. The yolks were stored in —5°C,
in natura, and some minutes before usage they were defrosted and diluted in 15mL
of a buffer solution (PBS). The treatments, supplied orally, were the following: T1:
2mL of PBS (control) in 2 doses, the first was given in the birth and the second 2
hours after the first dose; T2: 2mL of yolks with titer of 100.000 antibodies (IgY) in
2 doses, the first was given when they were born and the second 2 hours after
birth; T3: equal to T2, besides 2mL of yolks every 3 days until piglets were 12 days
old. Two blood levels were taken in 1 piglet/treatment/sow: the first 24 hours after
birth and the second, 14 days after birth. The IgY serum titer was analyzed by
ELISA. The OD for T2 and T3 was significantly higher in the first 24 hours and 14
days after birth compared to the control (P<0,0001). T3, T2 and T1 remained 87,
79 and 72,5% of the studied period without diarrhea (P<X20,0001). Due to the
lower OcD percentage, T3 piglets were significantly heavier than T1(P<0,08), but
did not differ from T2. The results of this study pointed to that the use of yolks from
hipperimmunized birds against E. coli acts effectively in the prevention of the
diarrhea and that the continuous usage is more effective than the supply only in the
birth.

'Master of Science dissertation in Animal Science — Faculdade de Agronomia —
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, March 2003.
(81f.).
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1. CAPITULO |

INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O sistema intensivo de criagdo pecuaria € uma realidade nos mais
diversos paises do mundo, desde aqueles desenvolvidos até os em
desenvolvimento. Esse sistema pressupde a existéncia de um grande numero de
animais em um espacgo relativamente restrito, o qual deve ser racionalmente
utilizado. Neste tipo de sistema, leva-se os animais a produzirem de acordo com o
seu maximo potencial genético, através de um eficiente manejo reprodutivo e
nutricional, entre outros.

A suinocultura esta presente em 46% das 5,8 milhdes das propriedades
existentes no Pais, sendo predominante nas pequenas propriedades. Em 2001,
foram exportados em todo o mundo 3,518 milhdes de toneladas de carne suina,
liderado pela Uniao Européia, Canada, Estados Unidos e Brasil, que saltou da 122
posicao no ranking dos exportadores para a 42 posi¢gao. O Brasil exportou 265 mil
toneladas, o que representou 7,5% do mercado mundial, um recorde até hoje para
o pais. O principal parceiro foi a Russia com 57,3% dos volumes embarcados,

seguem pela ordem Hong Kong (17,9%), Argentina (14,6%), Uruguai (3,2%) e



outros paises, como Africa do Sul, Cingapura, Georgia, Lituania, Paraguai e
Roménia os 7,0% restantes (ABCS, 2002).

Dentre alguns problemas, destaca-se o tradicional baixo consumo de
carne suina por habitante, que no Brasil € de apenas 10,5 kg/per capita/ano, um
indice muito abaixo do indice da China, Estados Unidos e Europa que sao de 30,
31 e 44 kg/per capitalano, respectivamente (Roppa, 2003). Entre os empecilhos
para um aumento ainda maior nas exportagcdes pode-se destacar restricbes de
ordem sanitaria e os subsidios as exportacdes praticados por alguns paises.

As maiores perdas na produgcdo suinicola sao encontradas do
nascimento ao desmame. Nas criagdes confinadas e/ou intensivas de suinos, a
eficiéncia da criagcao na fase de aleitamento pode ser avaliada pela ocorréncia de
diarréia, pela taxa de mortalidade e pelo ganho de peso dos leitdes. As diarréias
se apresentam sob forma de fezes pastosas, as vezes liquidas e, geralmente,
persistem por 4 a 8 dias, mesmo com o uso de antimicrobianos convencionais
(Mores et al., 1991). A importancia econdmica dessas diarréias se deve nao so6
pela morte dos leitdes, mas principalmente pelas consequéncias negativas sobre o
desenvolvimento, com o surgimento de refugos e pelos excessivos gastos com
medicamentos para seu controle. As causas dessa mortalidade sdo numerosas
interacdes entre o leitdo, meio ambiente e a baixa imunidade ao nascimento,
resultando em uma maior suscetibilidade a patdgenos, sendo esta uma variavel
que leva a baixa produgao (Gaskins e Kelley, 1995). A taxa de mortalidade média
de leitdes em aleitamento nas criagdes confinadas da Regido Sul do Brasil, é

estimada entre 15 e 20%. As medidas de controle das diarréias, baseadas no uso



de antimicrobianos, proporcionam resultados irregulares e temporariamente
satisfatorios (Mores et al., 1991).

As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas (IgY)
imunizadas com patégenos infecciosos tém demonstrado eficiéncia na prevengao
de infecgdes. Sugita-Konishi et al. (1996) ja mencionavam a possibilidade de isolar
a IgY de gemas de ovos de aves imunizadas para 26 tipos de bactérias. As IgY
agem efetivamente na terapia e profilaxia de leitdes recém-nascidos infectados
com a E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Zuniga et al., 1997), podendo ser usados
como fonte de anticorpos de custo baixo para a imunizagdo passiva contra
doencas infecciosas (Marquardt et al., 1999).

A Escherichia coli (ETEC) é o agente causador de diarréias nos
periodos neonatal e imediatamente posterior ao desmame, aderindo ao epitélio
intestinal, colonizando-o e causando um severo disturbio intestinal nos leitdes. A
E. coli ETEC causa uma perda econémica consideravel na suinocultura. Os
suinos infectados apresentam sinais clinicos que podem leva-los a morte, em
funcdo de uma severa toxicidade que se segue a colonizagdo pela bactéria no
intestino delgado e a producéo e liberagdo de quantidades abundantes de toxinas,
que sao capazes de interferir no fluxo de liquidos e eletrdlitos entre o citoplasma
celular e a luz intestinal (Zuniga et al., 1997).

O setor de producao animal faz o uso massivo de varios antimicrobianos
em doses subclinicas, constituindo-se no lider mundial de consumo desses
produtos. Existe uma preocupacao crescente sobre o fato de que a alimentacao

com antimicrobianos em dietas de animais possa contribuir para a formagao de



um estoque de bactérias entéricas resistentes a drogas, que sao capazes de
transferir a resisténcia para bactérias patogénicas ao homem, causando um risco
a saude publica. Além disso, nas regides onde predominam as pequenas
propriedades rurais, ha um conflito entre a necessidade do aumento da escala de
produgao para atender as exigéncias da globalizacdo da economia e a produgao
de alimentos agroecologicos que atendam a segurangca e a qualidade dos
alimentos e preservem o ambiente (Bellaver, 2000).

Este trabalho € a segunda etapa de um projeto que tem por objetivo
utilizar gemas de ovos de aves hiperimunizadas contra E. coli suina para serem
fornecidas a leitdes recém-nascidos (fornecimento da gema in natura via oral). Na
primeira etapa, foi realizada a imunizagdo de poedeiras leves, da linhagem H&N
nick chick, com 48 semanas de idade, tendo as aves sido vacinadas contra a E.
coli na 51% e 53% semana de idade, e os ovos coletados a partir da 2% vacinagao
(Kindlein, 2002).

Escherichia coli foi o patégeno escolhido como modelo de pesquisa.
Como ja foi comprovado por trabalhos anteriores que os anticorpos do soro das
aves sao eficientemente transferidos para a gema do ovo, tais ovos ricos em
imunoglobulinas podem ser utilizados como prevengcdo e terapia contra as
diarréias dos suinos, tanto naqueles cujo principal patégeno envolvido é a E. coli
quanto naqueles causadas pelos demais microorganismos. Desta forma, deve ser
ressaltada a importancia desta técnica como modelo para a produgcdo de ovos
ricos em imunoglobulinas especificas contra outros patégenos, quais sejam:

Staphylococus aureus, Staphylococus epidermidis, Streptococcus pyogenes A tipo



1, Streptococcus pyogenes A tipo 3, Streptococcus pyogenes A tipo 5,
Streptococcus pyogenes A tipo 8, Streptococcus pyogenes A tipo 12,
Streptococcus pyogenes A tipo 14, Streptococcus pyogenes A tipo 18,
Streptococcus pyogenes A tipo 22, Aerobacter aerogens, Escherichia coli,
Salmonella enteriditis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimurium, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Propionibacter acnes, Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans e Streptococcus agalactiae (Sugita-Konishi et al., 1996).

O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de gemas de ovos com
anticorpos especificos (IgY), produzidos através da imunizacédo de galinhas contra
Escherichia coli suina, como forma de imunizagdo passiva de leitdes recém-
nascidos em condicbes de granja comercial, avaliando a densidade o6tica do
ELISA para detectar IgY no soro destes leitdes, verificar distintos padrdes de
fornecimento das gemas e seu efeito na ocorréncia de diarréia e ganho de peso

durante um periodo de aleitamento de 14 dias.



1.1 Conceitos basicos em imunologia

O sistema imune ¢é composto por um conjunto de células
hematopoiéticas e por moléculas que se encontram na superficie destas células,
ou que sao secretadas transmitindo sinais entre as mesmas. O sistema apresenta
uma atividade interna, constante, que €& aumentada pelo contato com
macromoléculas apresentadas em um ‘contexto de infeccao’ (Abbas, 2000).

A resposta imune (RI) pode ser convencionalmente classificada em
natural e adaptativa, com o objetivo principal de discriminar os elementos
envolvidos na mesma. Ambas ocorrem de forma simultdnea, mas as células
envolvidas e a comunicagao bioquimica entre elas é diferente. Fagocitos, células
natural killer e citocinas derivadas de macréfagos relacionam-se a resposta imune
natural. Ja a Rl adaptativa possui, como elementos principais, os linfécitos T e B e
as citocinas produzidas por eles, todos pertencentes ao sistema hematopoiético.
Na RI adaptativa, um segundo encontro com o agente que desencadeou a
resposta, induz a uma reagdo mais rapida e mais forte, 0 que é chamado de
memoria imunolégica (Abbas, 2000).

A RI também pode ser dividida em fase indutora e fase efetora. A fase
indutora € composta por uma etapa cognitiva, na qual o antigeno (Ag), que é um
agente estranho ao organismo, é apresentado ao sistema imune, e por uma etapa
de ativacdo, durante a qual o Ag provoca uma série de reagdes de ativagao,
proliferacdo e diferenciagdo celular. Na fase efetora, o sistema imune gera
processos humorais e celulares que normalmente levam a eliminacdo do Ag

(Abbas, 2000).



O sistema imune adaptativo dos vertebrados € dividido em dois
segmentos funcionais; imunidade humoral e imunidade celular. A resposta imune
humoral caracteriza-se pela presenga de substancias soluveis, principalmente os
anticorpos, os quais sado produzidos por células B, enquanto que os linfocitos T
exercem um papel central no desenvolvimento da resposta imune celular (Abbas,
2000).

Os orgaos linféides primarios sdo os principais sitios de
desenvolvimento dos linfécitos no organismo. Neles os linfocitos se diferenciam a
partir de células tronco-linféides, proliferam-se e amadurecem em células
funcionais. Nos mamiferos, as células T amadurecem no timo e as células B, no
figado durante o periodo fetal e na medula éssea. E nos érgaos linféides primarios
que os linfécitos adquirem seu repertorio de receptores antigeno-especificos, apés
os linfécitos migram para os orgaos linféides secundarios (periféricos). Estes
tecidos secundarios podem ser classificados de acordo com as regides dos
organismos que elas protegem, como baco, os linfonédos e os tecidos linfoides
associados as mucosas, incluindo amigdalas e as placas de Peyer no ileo. As
respostas imunes de natureza celular e humoral ocorrem ao nivel dos tecidos
linféides secundarios, onde sao geradas células efetoras e de memoaria (Roitt et
al., 1999).

Os linfécitos T podem ser subdivididos em 3 populacdes: T helper, T
citotoxico e T supressores. Os linfocitos T helper tém uma fungdo fundamental de
regulacéo da R, interagindo com os linfocitos B e T citotéxicos, para controlar o

tipo e a intensidade da reagao imune (Abbas, 2000). As células T podem ainda ser



subdivididas em 2 subpopulagdes néo sobrepostas que participam da RI celular:
linfécitos T helper (CD4+), que tem a fungdo de induzir a resposta imune e
linfocitos T citotoxicos (CD8+). Uma vez que a T CD4+ reconhece os antigenos
especificos em associacdo a molécula de classe Il do MHC (Major
Histocompatibility Complex) e as células T CD8+ reconhecem os antigenos em
associagao as moléculas MHC de classe |, é a presenca de CD4 e CD8 que limita
ou restringe os tipos celulares com os quais os linfocitos T podem interagir (Roitt
et al., 1999). A funcdo do MHC classe | e classe Il é de apresentar antigénicos
estranhos aos linfocitos T-citotoxicos e sdo capazes de influenciar a natureza da
resposta imune (Roth, 1999). Devido a algumas diferengcas microanatémicas
funcionais do tecido linforeticular, as subpopulagdes de células linféides nos
suinos, possuem diferencas em relagdo as outras espécies (Jonijic et al., 1987).
Baseados na expressao de antigenos CD4 e CD8, os linfécitos T nos suinos sao
divididos em 4 subpopulagdes: CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4+CD8+ e CD4-CD8-.
A dupla positiva de linfécitos T CD4/CD8 sao raramente encontradas em humanos
e roedores. Nos suinos a dupla positiva e negativa CD4/CD8 compreende cerca
de 40 a 60% dos linfocitos periféricos nos suinos, isso faz com que o repertério de
linfécitos T nos suinos seja o mais heterogéneo de todos os mamiferos (Yang e
Parkhouse, 1996 citados por Blecha, 1998). Ja foram identificados 19 moléculas
CD na superficie dos leucdcitos suinos (Roth et al., 1999). O significado funcional
destas diferencas nos suinos ainda ndo € bem compreendido, mas pode haver
uma importante implicacdo relacionado com o atraso no desenvolvimento da

imunidade ativa (Gaskins e Kelley, 1995).



Os Ags sao convencionalmente definidos como macromoléculas, com
conformacgao diferente daquele das moléculas do organismo, e capazes de induzir
uma RI. Esta definicdo tem sido questionada, dando énfase ao contexto
‘infeccioso ou nao’, no qual uma molécula é apresentada ao organismo sendo sua
conformacgao de superficie, como determinante da ocorréncia ou ndo de resposta,
pois o sistema imune deve ser visto como um sistema autbnomo, cuja existéncia e
funcionamento independem da presenca do antigeno. Os Ags podem ser
classificados conforme peso, tamanho, forma ou o local de produgao. Antigenos
enddgenos sédo aqueles produzidos dentro de células do hospedeiro, como os
virus ou qualquer outro parasita intracelular. Ja os Ags exdgenos, como as
bactérias e os fungos, sao produzidos fora destas células. Os antigenos
convencionais sao timo-dependentes, ou seja, dependem da participacdo de
linfécitos T helper para induzir a produgao de anticorpos. Por outro lado, antigenos
timo-independentes (geralmente polimeros grandes com multiplas subunidades
repetidas) tém capacidade de ativar linfécitos B na auséncia de T helper (Abbas,

2000).

1.2 As imunoglobulinas (lgs)

O efeito protetor da imunidade humoral € mediado por uma familia de
glicoproteinas: os anticorpos ou imunoglobulinas (Igs). Essas substancias tém a
capacidade de se ligar de forma especifica aos antigenos na tentativa de inativa-
los, tanto por acéo direta como por intermédio de outros componentes do sistema

imune. Eles sao encontrados principalmente no soro, mas também em secregoes
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exocrinas e sao produzidos pelos plasmécitos derivados de linfocitos B
estimulados antigenicamente (Goldhardt et al., 1998).

As imunoglobulinas, sao proteinas tetraméricas, compostas por 2
cadeias polipeptidicas pesadas e 2 cadeias leves. As cadeias leves sdo unidas as
pesadas, e estas entre si, por ligagdes bissulfidricas. Em uma molécula, as 2
cadeias leves sao iguais, assim como as duas pesadas. E extremidade amino-
terminal possui uma sequéncia de aminoacidos unica, exclusiva para cada Ig
(regido variavel), enquanto a porgao carboxi-terminal apresenta a seqiiéncia mais
constante (regido constante). As Igs podem ser dividida em 5 classes ou isotipos,
conforme a sequéncia de aminoacidos na regiao constante (IgM, IgD, IgG, IgE e
IgA). Cada linfocito B s6 pode produzir um tipo de Ig e cada Ig s6 pode reconhecer
um epitopo ou determinante antigénico, o qual é a parte passivel de ser percebida
pelo sistema imune (Abbas, 2000).

A IgG é a classe de imunoglobulina predominante no soro e colostro
suino, perfazendo cerca de 60% do total. As duas principais classes de IgG sao
IgG1 e IgG2, a IgG1 é predominante no soro e colostro, enquanto que a IgG3 e
IgG4 sao encontradas em menores concentracbes (Roth, 1999). A IgM esta
presente no soro e colostro aproximadamente de 5 a 10% do total de
imunoglobulinas (Roth, 1999).

A IgA mais importante é a IgAs (IgA secretora) sua maior concentragao
esta presente nas secregdes exdcrinas (saliva, lagrima, colostro, leite, esperma e
secrecao vaginal). A IgE participa de fenbmenos alérgicos e reagdes anafilaticas,

encontradas no cordao umbilical, mucosas e colostro (Goldhardt et al., 1998). Os
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suinos diferem de ratos e humanos, pois ndo possuem a IgD, que também é
ausente nos bovinos, ovinos, coelhos e aves (Blecha, 1998). Nas aves, a
imunoglobulina correlata a IgG dos mamiferos, é a IgY, que também ¢é o tipo de
imunoglobulina isolada da gema. Outras classes de imunoglobulinas estao
presentes, mas em quantidades despreziveis (Schade et al., 1994). A importancia
da IgY ja tinha sido descrita a mais de 100 anos atras, onde anticorpos de aves
eram transferidos do soro para a gema do ovo conferindo uma imunidade passiva
aos embrides e neonatos (Klemperer, 1893, citados por Tini et al., 2001). No
entanto a IgY possui diferengas estruturais que a torna uma molécula mais
instavel e menos flexivel que a IgG (Krief et al., 2002). A IgY é uma molécula de
baixo peso molecular. Muitas das espécies que possuem a IgY sao oviparas tendo
sido encontradas no soro de passaros, répteis e anfibios, ao passo que a IgG
encontra-se somente nos mamiferos (Warr et al., 1995).

As aves de postura transferem todos os isotipos para o ovo, ou seja,
IgY, IgM e IgA. Estas proteinas podem ligar-se a antigenos especificos como
bactérias, virus e toxinas, neutralizando o efeito do antigeno (Sunwoo et al., 2000).
Existem duas possiveis rotas de transferéncia, a principal € que o anticorpo do
plasma sanguineo circulante €& secretado para dentro do foliculo em
amadurecimento (e posteriormente para a gema) e a segunda € que o anticorpo é
incorporado a clara do ovo no oviduto, junto com o albumem ali secretado (Losch
et al., 1986).

Estruturalmente a IgY contida na gema € idéntica a encontrada no soro.

Ha entretanto controvérsias sobre as concentragdes de IgY encontradas no soro e
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na gema. Larsson et al. (1993), verificaram que a concentragao de IgY na gema é
superior a concentragcao desta imunoglobulina no soro das aves. Segundo Losch
et al. (1986), apenas a IgY é secretada para dentro da gema, que contém de 3 a

25 mg de IgY/mL.

1.3 Comparagoes entre a IgY das aves e a IgG dos mamiferos

Primeiramente a IgY foi observada como homdéloga a IgG devido ao seu
baixo peso molecular, pois a IgY ja era bem conhecida mas nao haviam
evidéncias das diferencas entre as cadeias pesadas da IgY e IgG. A falta de
conhecimento da larga distribuicdo da IgY nos animais nao-mamiferos contribuiu
para que a IgY fosse denominada igual a IgG. Em 1969, os pesquisadores Leslie e
Clen propuzeram uma imunoglobulina predominante no soro das aves e a
denominaram de IgY. Como a IgM é a unica imunoglobulina distribuida em todos
os vertebrados, acreditava-se ser o ancestral de todas as classes de
imunoglobulinas. Técnicas de clonagem molecular tém recentemente provado
uma clara evidéncia que nao somente a IgY é a evolugado ancestral da IgG, mas
também da IgE. Por 3 motivos: a) fungdes dos anticorpos, b) estrutura dos
polipeptideos da cadeia pesada, c) estrutura e expressao dos genes da cadeia
pesada (Warr et al., 1995).

A cadeia pesada (y) da IgG tem peso molecular de 50.000 Da e consiste
de 4 dominios: dominio variavel (VH) e 3 dominios constantes (Cy1, Cy2, Cy3).

Em contraste, a cadeia pesada da IgY (v) tem peso molecular de 65.000 Da, n&o
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possui a regidao de dobradica, e possui 4 dominios constantes (Cv1l — Cv4) em

adicao ao dominio variavel (FIGURA 1).

Dobradica

Cv3 Cwv4

VH e VL = regiao variavel; Cy1, 2 e 3 e Cv1, 3 e 4 = regiao constante da cadeia pesada.

FIGURA 1. Diferencas estruturais entre IgY e IgG de mamiferos.

Estas diferengas estruturais ndo afetam a eficiéncia da IgY em ligar-se

ao antigeno, porém torna-a mais sucetivel que a IgG no que se refere a pH e

protedlise. Schmidt et al. (1989) reportaram uma perda de 5% de atividade da IgY

apos 1 hora de incubagdo em pH 4,0. Em termos fisicoquimicos a IgY difere da

IgG de mamiferos em peso molecular, ponto isoelétrico, suscetibilidade a
protedlise e ativagdo do sistema complemento em mamiferos (Li-Chan, 2000).

Quando um anticorpo reage com o antigeno um complexo imune é formado.

O complexo antigeno anticorpo ativa o sistema complemento. Ativando os

componentes desse sistema, ocorre uma resposta inflamatoria (Larsson et al.,
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1993). As imunoglobulinas interagem com Fc e receptores complementos no trato
gastrintestinal. Ja as IgY nao ativam o sistema complemento dos mamiferos e nao
mostram interagdo com receptores Fc, que poderia mediar uma resposta
inflamatdria no trato gastrintestinal (Carlander et al., 2000).

A IgY tem sido efetiva na imunidade passiva em bezerros recém-
nascidos desafiados pelo rotavirus, onde foi observada, reducdo da diarréia,
aumento de ganho de peso e diminuicdo de excrec¢ao do virus nas fezes (Kukori et
al., 1994; Kukori et al., 1997). Resultados semelhantes foram encontrados por
Bartz et al. (1980) em ratos desafiados pelo mesmo virus. Peralta et al., (1994)
relataram que a IgY inibe a aderéncia da Salmonella enteritidis no intestino
delgado em ratos, podendo ser usada no controle de samonelose em outras
especies animais.

A aplicagcao da IgY nao esta sendo pesquisada somente na area animal,
mas também em muitas areas meédicas, tais como: aplicagdo clinica da IgY na
inibicdo da rejeicdo em xenotransplantados, prevencao da placa dental e caries
pelo Streptococcus mutans em humanos (Hatta et al., 1997), alternativa ao uso de
antibiéticos como forma terapéutica e profilatica em leitdes (Carlander et al.,
2000), e devido a simplicidade de técnicas e de criagdo de aves seria possivel
também sua aplicacdo em criancas com diarréia em paises do terceiro mundo

(UNICEF 1988, citados por Wiedemann et al., 1991).
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1.4 Imunidade passiva

A imunizacado passiva produz uma resisténcia temporaria, transferindo
anticorpos de um animal resistente para um suscetivel. Estes anticorpos
transferidos passivamente fornecem protegdo imediata, mas como sao
gradualmente catabolisados, esta protecdo se desfaz e o receptor finalmente
torna-se novamente susceptivel a reinfeccdo. A imunizagao passiva exige que 0s
anticorpos sejam produzidos por um animal doador por meio de imunizagao ativa
e que estes anticorpos sejam administrados aos animais suscetiveis, para conferir
protecao imediata (Tizard, 1985). O colostro e o leite materno sdo exemplos de
imunizagao passiva, pois promovem a maturagcao e o desenvolvimento do epitélio
intestinal, onde os linfocitos do leite desempenham um papel importante na
modulagao neonatal na resposta imune (Kelley e Coutts, 2000).

O leitdo nasce praticamente sem nenhuma protegdo contra
microorganismos patogénicos existentes no seu novo ambiente, com os quais
nunca esteve em contato. Os fetos tém baixa capacidade de produzir anticorpos.
Eles tornam-se imunocompetentes somente a partir dos 70 dias de gestacéao, e
nao produzem anticorpos pelo fato de ndo entrarem em contato frequente com
agentes infecciosos durante a vida intra-uterina (Mount e Ingran, 1971 citados por
Mores et al.,, 1998). Porém algumas células do sistema imune e respostas
imunoldgicas podem ser observadas no feto suino ja em fases iniciais de
gestacdo. Segundo Tlakaslova-Hogenova et al. (1994), aos 28 dias de gestacéo,
podem ser detectadas células linféides na regido do timo, figado e sangue

periférico. Com o decorrer do periodo gestacional, outras evidéncias de resposta
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imune ja foram observadas, incluindo producdo de anticorpos antigenos-
especificos, ja aos 55 dias de gestacao, diante da imunizagdo no utero. Os
linfécitos expressam caracteristicas de célula B e T e estdo presentes na sexta
semana de gestagao. Entretanto, devido a placentacao epiteliocorial, o feto suino
€ protegido contra uma estimulagéo antigénica do meio externo. A placentagao
epiteliocorial ndo permite a passagem dos anticorpos maternais (Imunoglobulina
G) para o feto, sendo assim, de grande importadncia a protecao através da
imunidade passiva. O sistema imune do leitdo recém-nascido & também
anatomicamente e fisiologicamente imaturo, sendo sua sobrevivéncia dependente
da imunidade passiva através da transferéncia maternal das imunoglobulinas
contidas no colostro. O leitdo recém-nascido € dependente do balango entre
imunidade passiva e ativa durante as primeiras semanas de vida (Holland, 1990).
Altas concentragcdes de imunoglobulinas G, M e A estdo presentes no
colostro apds o parto. A principal imunoglobulina é a I1gG, que compreende 75%
total das Igs encontrada no colostro. A concentracédo de IgG, IgA e IgM diminui
drasticamente nas primeira 24 horas; esta rapida reducdo de Ig no colostro
enfatiza a importancia do neonato ingerir quantidades suficientes de colostro ricos
em Igs nas primeiras horas de vida, quando eles podem eficientemente absorvé-
las (Blecha, 1998). No 3° dia de lactag&o a IgA torna-se a principal imunoglobulina
presente no leite da porca, constituindo cerca de 50% do total de Ig secretada no
leite até o final da lactagdo. A predominancia da IgA no leite é reflexo da glandula
mamaria que torna-se o principal local de sintese e secreg¢ao de anticorpos no leite

(Bourne, 1978 citado por Blecha 1998).
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A IgA é mais resistente a degradacao intestinal. Altas concentragdes
desta imunoglobulina no intestino neutraliza virus, prejudica a aderéncia de
bactérias pela opsonizacdo ou promove a lise da bactéria (Blecha, 1998).
Entretanto a meia vida da Ig maternal no leitdo € de poucos dias ou semanas: IgA
dura de 2 a 3 dias; IgM de 2,5 a 3 dias; IgG de 6,5 a 22,5 dias. O repertdrio inicial
de anticorpos adquiridos pelo leitdo é restrito pela quantidade de antigenos que a
porca teve contato, conseqlentemente, porcas mais velhas conferem uma maior
protecdo em quantidade e qualidade de imunoglobulinas que as primiparas
(Blecha, 1998). A protecdo do leite materno é devido a IgAs. Entretanto o leite
contém outros componentes com atividade antimicrobiana, tais como carboidratos,
glicolipidios, glicoproteinas, mucina e oligossacarideos. A IgA e a mucina
previnem a aderéncia das fimbrias da E. coli devido a presenca de residuos de
acido sialico (Kelley e Coutts, 2000).

A maxima absor¢cdo de imunoglobulinas ocorre 4 a 12 horas apos o
nascimento e declina rapidamente até o fechamento das vilosidades intestinais
com 48 horas de vida. Esse processo previne que outras macromoléculas também
sejam absorvidas, como por exemplo, alguns patégenos (Westrom et al., 1985).
As imunoglobulinas absorvidas, entram na circulagdo (soro) e sao detectadas 3
horas apdés o nascimento, e 24 horas apd6s a absor¢cdo, a quantidade de
imunoglobulinas é similar a da porca (Holland, 1990). Svendsen et al. (1990)
estimam que o consumo inadequado do colostro nas primeiras 24 horas apos o
nascimento, poderia atrasar o fechamento das vilosidades intestinais, aumentando

a possibilidade de patdgenos entrarem na circulagdo. Sendo assim, ha um periodo
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curto e critico apds o nascimento onde o consumo do colostro é essencial para a
sobrevivéncia do leitdo.

O colostro também contém grandes quantidades de leucdcitos, incluindo
neutroéfilos, macréfagos e linfocitos, tendo sido observada com estes a absorgao
pelo trato gastrintestinal para o sistema circulatério, conferindo ao leitdo uma

imunidade celular (Roth, 1999).

1.5 Desenvolvimento do sistema imune no leitdo

Durante o periodo de gestacdo, o feto suino é protegido contra uma
grande variedade de antigenos do meio ambiente, embora ao nascer essa
protecdo seja perdida. O neonato € considerado imunodeficiente quando
comparado ao adulto (McCauley e Hartmann, 1984). Ha varios fatores que
contribuem para a imunodeficiéncia neonatal, uma delas é a baixa quantidade de
linfécitos B no sangue. O nimero de linfocitos B ao nascer (320 + 40 x 10° células
mi~") é menor que os niveis encontrados nos animais adultos (640 + 90 x 10°
células mI™") e permanece até os 10 dias apdés o nascimento e gradualmente
aumenta a niveis de um suino adulto em um periodo de 5 semanas (McCauley e
Hartamann, 1984). O neonato apresenta uma baixa expressao de MHC II (Major
Histocompatibility Complex) na superficie das APCs (Antigen-Presenting Cells)
(Morein et al., 2002). Um menor numero de APC também limita a resposta imune
(Kelly e Coutts, 2000).

Segundo McCauley e Hartmann (1984), a alta concentragdo de cortisol

no sangue do leitdo (193+11pg/litro™"), valor 12 vezes maior que no suino adulto
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(15,5+1,2pg/litro™")  contribui com a imunodeficiéncia neonatal, pois os
glicocorticéides suprimem a fungao imune (Hoskinson et al., 1990), interferindo na
dindmica dos leucécitos (McCauley e Hartamann, 1984). As concentragbes de
cortisol no plasma em leitdes diminui 50% do seu valor as 6 semanas de idade
(Hoskinson et al., 1990). A alta concentragdo de cortisol esta relacionada com o
inicio do parto e com o estresse do nascimento.

O numero de leucdcitos e neutrofilos sdo menores ao nascer 4470 *
3000 x 10° e 2380 + 310 x 10° células ml”", respectivamente. Apds o nascimento a
proporcao de linfécitos cai de 47,4 + 3,3% para 35,2 + 1,7 e permanece neste
nivel até aos 5 dias pds-parto. Essa proporgcdo aumenta para 65,6 £ 2,5% aos 20
dias pds-parto. Aos 10 dias a quantidade de leucdcitos passa de 2040 = 120 para
5940 + 550 x 10° células ml~". Dias ap6s o nascimento o nimero de neutrdfilos
aumenta (5370 + 580 x 10° células ml ") e esse nivel foi mantido até 10 dias pos-
parto. O bago do neonato ainda nido esta completamente desenvolvido, como de
um baco de um animal adulto (Morein et al., 2002).

As células B de mamiferos desenvolvem-se principalmente no figado
fetal e, a partir do nascimento, € na medula éssea que este processo continua ao

longo da vida.

1.6 Imunidade da mucosa intestinal
O epitélio intestinal possui uma extensa area superficial para a absorgao

e digestdo dos nutrientes, e simultdneamente apresenta uma barreira para um
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vasto numero de antigenos que continuamente passa através do trato digestivo. O
intestino envolve um complexo sistema imune para monitorar o antigeno e
combater o patégeno (Gaskins e Kelley, 1995). O desenvolvimento intestinal no
suino, como no humano, inicia durante o desenvolvimento fetal.

Abaixo do tecido da mucosa intestinal ha um grande numero de células
do sistema imune, em termos de células linféides. A mucosa intestinal é o maior
orgao imunolégico do organismo, e a secrecado de IgAs na superficie da mucosa
excede a producéao de IgG circulante. O tecido linféide associado com a superficie
da mucosa representa uma massa celular que excede o total de células linfoides
encontrados na medula éssea, timo, bago e linfonédos (Kraehenbuhl e Neutra,
1992). A melhor barreira imunoldgica descrita no intestino € a secrecdo da IgA
(Roth, 1999).

O trato digestério, respiratério e génito urinario sao localizagdes
freqientes dos agregados linféides nao encapsulados. O conjunto desses
agregados € chamado MALT (agregados linfocitarios associados a mucosas). O
tecido epitelial que recobre essas estruturas, como as placas de Peyer do
intestino, pode permitir a absorgdo de antigenos, para que 0s mesmos possam
chegar até o tecido linféide. As placas de Peyer sdo agregados linféides que se
extendem através da mucosa e submucosa do intestino delgado. Sao nas placas
de Peyer que ocorre a primeira diferenciacdo das células B que produzem os
anticorpos do tipo IgA (secretora) (Kagnof, 1993). Na lamina prépria existe uma
predominancia de macrofagos, que sao distribuidos nos vilos e na regido da cripta

€ ao nascimento esse numero é baixo. Logo apds ao nascer, ocorre um aumento
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de macréfagos que se acumulam na cripta da lamina prépria, e alcangam um valor
de um animal adulto as 5 semanas de idade (Gaskins e Kelley, 1995). As células
epiteliais da superficie da mucosa, particularmente os enterdcitos no intestino
delgado, expressam MHC classe Il, podendo atuar com APC, os enterdcitos in
vitro sdo capazes de processar os antigenos para as células T (Kraehenbuhl e
Neutra, 1992).

Antigenos sobre a superficie da mucosa sao separados das células do
tecido linfoide. O transporte do antigeno é realizado por células especializadas, as
células M, que se localizam no MALT no intestino, que sao transportados e
neutralizados pela IgAs (Kraehenbuhl e Neutra, 1992).

Embora os linfocitos B e T estarem presentes na lamina propria ao
nascer no leitdo, o numero de células dobra durante as primeiras 4 semanas apos
o nascimento. O numero de subtipos de linfécitos T CD4+ aumenta durante as
primeiras semanas poés-parto, enquanto que o numero de CD8+ é baixa ao nascer
e aumenta somente na 5 a 7° semana (Rothkotter et al., 1991).

A atividade imune na mucosa intestinal do suino ndo é desenvolvida até
4 a 7 semanas de idade. E nesse periodo de vida que o leitdo esta mais suscetivel
a exposicdo de bactérias entéricas (Gaskins e Kelley, 1995). Muitos dos
componentes do sistema imune do leitdo estdo presentes ao nascer, mas
funcionalmente ndo desenvolvidos e algumas semanas de vida sdo necessarias
para que o sistema imune torne-se completamente desenvolvido (Rooke e Bland,

2002).
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1.7 Imunizagao passiva através do fornecimento de gemas de ovos
(IgY) — uso preventivo e terapéutico.

O trato gastrintestinal oferece uma extensa area de superficie sobre a
qual ocorre um contato direto entre o animal e uma grande variedade de
nutrientes, microorganismos e toxinas exégenas. O intestino deve permitir a troca
de nutrientes entre o lumen e a circulagao sistémica, prevenindo ao mesmo tempo
a penetracao de agentes patogénicos. Se a microbiota natural do intestino for
eliminada ou sua composigdo drasticamente alterada (por tratamento com
antibidtico, por exemplo), resultam disturbios dietéticos e pode ocorrer
multiplicacdo de patdégenos potenciais (Tizard, 1985). Desta forma, estratégias de
imunizagdo da mucosa intestinal sdo de grande interesse na medicina humana e
animal (Sarrazin et al., 1997).

Com a conscientizagao dos problemas associados ao uso excessivo de
antimicrobianos para E. coli, alternativas para a prevencao da diarréia estdo sendo
requeridas. Varias substancias como anticorpos, probidticos e carboidratos tém
sido estudada a fim de proteger os leitdes contra o efeito patogénico da ETEC
(Jin., et al, 1998). A administracao oral de anticorpos derivados do soro e colostro
tem sido bem sucedida, porém com um custo elevado para obter a exigéncia
suficiente de anticorpos (Yokoyama et al., 1992).

A producdo convencional de anticorpos requer normalmente o uso de
laboratério animal e uma grande quantidade de animais, como coelhos, ratos e
suinos ou animais maiores como cavalos, ovelhas e cabras que sao capazes de

produzir maiores quantidades de anticorpos. Porém envolvem 2 passos, ambos
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causando estresse nos animais envolvidos: a) imunizacdo do animal (Schade et
al., 1994); e b) coleta de sangue, a qual requer tempo e um alto custo, onde é um
pré-requisito para a preparacao dos anticorpos (Larsson et al., 1993).

O uso de gemas de ovos como fontes de anticorpos possui varias
vantagens: nao € um meétodo invasivo, a quantidade necessaria de antigenos para
uma eficiente imunizacdo das aves € menor que para outros animais (Gassmann
et al., 1990), pode ser estocada a 4°C por mais de 1 ano, possui um baixo custo
para uma producao de “fonte verde” de anticorpos policlonais (Krief et al., 2002).
Em 1 semana uma poedeira imunizada produz o equivalente de anticorpos no
sangue de 180 a 200 mL, ja um coelho imunizado produz o equivalente no sangue
de 20 mL/semana (Larsson et al., 1993).

Gemas de ovos obtidos de aves imunizadas s&o uma interessante fonte
de anticorpos, tendo acao terapéutica e profilatica sobre os leitdes (Zuhiga et al.,
1997). Este principio ndo é novo, e muitos autores tém usado anticorpos de
gemas de ovos de galinha na prevencgao ou controle de infecgdo por rotavirus em
ratos e gatos (Yokoyama et al., 1992). Yokoyama et al. (1993) destacaram que o
valor pratico da imunizacdo passiva de mamiferos, utilizando a IgY, reside na
capacidade de ligacdo especifica da IgY aos antigenos que penetram no
organismo de um individuo n&o-imunizado ou imunodeficiente.

A IgY da gema de ovo de galinha pode ser absorvida e transferida tao
eficientemente quanto anticorpos colostrais pelo sangue de leitdes recém-

nascidos. Esta imunoglobulina tem uma meia-vida de 1,85 dias no soro destes
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recém-nascidos. Similarmente aos anticorpos colostrais, a absor¢cao de IgY cessa
por volta de 36 horas de vida (Yokoyama et al.,1993).

Sugita-Konishi et al. (1996) investigaram as fungbes imunoldgicas da
IgY isolada da gema de ovo de galinhas imunizadas com varias bactérias
infecciosas (26 linhagens de bactérias patogénicas tratadas com formalina). A IgY
inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, a produgao de enterotoxina A
do Staphylococus aureus e a adesao da Salmonella enteriditis a células intestinais
humanas em cultura. Concluiram que a IgY de galinhas imunizadas com multiplas
bactérias podem ser uteis na prevencao de doengas bacterianas.

Anticorpos especificos contra linhagens de E. coli enterotdxica,
depositadas na gema de ovos de galinhas imunizadas, foram expostos, in vitro, a
influéncia de varios fendmenos digestivos, como reducdo de pH e digestao
proteolitica. Schmidt et al. (1989) verificaram a atividade dos anticorpos
remanescentes através de teste ELISA. Os autores observaram que ja no
estdmago ocorre uma consideravel perda na atividade dos anticorpos (baixo pH e
clivagem péptica). Uma perda adicional ocorre devido ao efeito proteolitico das
proteases pancreaticas tripsina e quimiotripsina. No entanto verificaram que
anticorpos em solugdes ricas em proteina (como suspengdes de ovo ou gema)
foram mais resistentes do que aqueles purificados.

De acordo com investigagdes de Losch et al. (1986) sobre a resisténcia
da IgY ao acido gastrico, é possivel esperar que uma parte dos anticorpos de
gema sejam capazes de atingir intactos o intestino delgado, pelo menos em

animais jovens ou recém-nascidos.
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Jin et al. (1998) estudaram in vitro a agao da gema de ovos liofilizados
com titulo de 90000 na inibicao da adesao das fimbrias K88ab, K88ac
(UFC 10° ml ™) em amostras de intestino delgado de leitdes de 14 dias. Ocorreu
uma competicdo pela adesao entre as IgY e a K88 pelo receptor. Demonstrando
que a IgY inibe a adesao da K88 na mucosa intestinal em 84,6 a 97% quando as
gemas foram diluidas em PBS a 1:10 em um tempo minimo de 15 minutos. A
efetividade da IgY para a inibicao da ETEC ¢ influenciada por 2 fatores; dosagem
de anticorpos e concentracao de ETEC.

O mesmo foi encontrado por Zufiga et al. (1997), que desafiaram leitdes
desmamados de 23 a 30 dias com E. coli F18ab e F18ac e verificaram que o
consumo de 5,5 g de ovo liofilizado adicionado a ragao foi suficiente para diminuir
a quantidade de bactérias presente nas fezes. Resultados semelhantes foram
obtidos por Imberechts et al. (1997), que verificaram in vitro que anticorpos F18ab
inibem a adesao da bactéria na parede intestinal, pela neutralizagéo parcial ou
completa do potencial de colonizagao, sendo a excreg¢ao da bactéria reduzida.

A IgY tem pouca capacidade de deslocar a E. coli quando ela ja esta
ligada ao receptor, isto indica que a IgY tem baixa afinidade pelo receptor da
mucosa intestinal, sendo sua melhor agdo na forma profilatica (Jin et al., 1998).
Entretanto o efeito terapéutico da IgY em diarréias tem sido reportado com leitdes
recém-nascidos (Yokoyama et al., 1992, Wiedemann et al., 1991). Yokoyama et al.
(1992), avaliando o efeito terapéutico da IgY desafiaram leitdes 4 horas apds o
nascimento com 5 mL de 10" UFC com fimbrias K88, K99 e 987P e os privaram

do colostro e somente apds a ocorréncia da diarréia forneceu 3 vezes ao dia 4mL



26

de gemas purificadas e liofilizadas com trés titulagdes diferentes: 156, 625 e 2500
de anticorpos especificos. Os autores verificaram que nos grupos que receberam
os anticorpos nos titulos de 625 e 2500 a diarréia cessou em 2 a 3 dias apos o
tratamento, sendo os melhores resultados para os titulos de 2500 (P<0.01). A
quantidade de fimbrias de ETEC encontrada em amostras de suabes retais, foram
menores nos leitdes que receberam 4 mL de gemas com titulo de 2500 (P<0.01).
Ja Wiedemann et al. (1991), avaliando o efeito terapéutico em leitdes de 2 a 14
dias em granjas com alta incidéncia de diarréia, forneceram 4 g de gemas
liofilizadas de aves que foram imunizadas contra E. coli K88ac e gemas de aves
que nao foram imunizadas e diluidas em 5 mL de agua administrada oralmente
por 3 a 5 dias, e observaram que 43% dos leitdes foram curados apds o primeiro
dia, 41% no segundo dia e 6% no terceiro dia, sendo que o grupo controle,
permaneceu com diarréia, alguns leitdes morreram, e outros foram tratados com
antimicrobianos. Marquardt et al. (1999) demonstraram que em leitdes desafiados
pela K88 ocorreu uma perda de peso de 106 a 182 g enquanto nos nao
desafiados ocorreu um ganho de peso de 191 g, essa perda de peso foi atribuida
a diarréia. Os mesmos autores em 2000, desafiando leitdes por duas vezes com
21 dias, usando uma dosagem de 10'? UFC de E. coli K88, e tratados com 50 mg
de gemas (IgY) por trés vezes ao dia, por dois dias consecutivos, antes do 1°
desafio, observaram que os animais controle obtiveram uma perda de peso de
36 g. Ja os animais que receberam o tratamento com gemas, o ganho de peso foi
de 90,6 g, em um periodo de trés dias. O mesmo foi encontrado por Imberechts et

al. (1997) desafiando 2 grupos de leitbes desmamados. Ao primeiro grupo foi
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fornecido 30 g de gemas liofilizadas oriundas de aves imunizadas contra F18ac
misturadas na racdo, e para o segundo grupo, 3 ovos comerciais/dia/animal
(controle), 16 horas depois foram desafiados com 10° UFC (F18ab) e observados
durante um periodo de 22 dias. O grupo controle permaneceu por mais dias com
diarréia e com um ganho médio do grupo de peso na primeira semana de 0,52 kg,
ja a média de ganho de peso para os leitdes que receberam a gema hiperimune
foi de 0,70 kg.

Segundo O’Farrelly et al. (1992), as gemas de ovos podem ser
facilmente incorporadas em dietas animais e nao ha praticamente riscos de efeitos

secundarios toxicos da IgY (Carlander et al., 2000).

1.8 Escherichia coli como patégeno para suinos

Em 1885, o pediatra alemdao Theodore Escherich, descreveu pela
primeira vez uma bactéria que foi encontrada nas fezes de individuos saudaveis,
que inicialmente foi denominada de Bacterium coli commune (Escherich, 1885
citado por Broeck et al. 2000). Hoje em dia esse microorganismo € conhecido
como Escherichia coli; uma bactéria Gram-negativa, flagelada, de comprimento
variavel e com um didmetro com cerca de 1um da familia das Enterobacteriaceae
(Bertschinger e Faibrother, 1999). A E. coli faz parte da microbiota entérica de
mamiferos e aves (Broeck et al. 2000).

A E. coli é classificada de acordo com o fator viruléncia e sua

patogenicidade, tendo sido classificada como enteropatogénica (EPEC),
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enteroenvasiva (EIEC) enterohemorragica (EHEC) e enteroagregativa. A E. coli
que causa diarréia em leitdes, € a enterotoxigénica (ETEC) (Martineau et al.,
1995).

Existem varias maneiras de subdividir as E. coli. Por enquanto, os
sorotipos mostraram uma melhor associagcdo com certas caracteristicas de
viruléncia. Os sorotipos incluem a determinagcao de antigenos somaticos (‘O’),
capsulares (‘K’), flagelares (‘H’) e fimbriais (‘F’). Atualmente, sdo descritos no
minimo 173 antigenos somaticos, 80 antigenos capsulares e 56 antigenos
flagelares (Bertschinger e Faibrother, 1999).

A adesdo da bactéria no intestino delgado é mediado por estruturas
filamentosas na superficie, chamadas de fimbrias, que consequentemente
constituem o principal fator de viruléncia da E. coli. Baseado na sua propriedade
de hemaglutinagao, as fimbrias sao classificadas como sensivel a manose (SM) e
resistente a manose (RM). As fimbrias SM sao também chamadas de fimbrias tipo
I. As fimbrias tipo | sdo CFA/I, CFA/Il, K88, K99 e 987P que recentemente foram
denominadas de F1, F2, F3, F4, F5 e F6 respectivamente (Broeck et al. 2000).
Existem varias variantes antigénicas da fimbria F4 (K88) os trés principais

subtipos sédo F4ab, F4ac, e F4ad (Metcalfe et al., 1991).

1.9 Diarréia neonatal causada pela Escherichia coli
A E. coli é uma enterobactéria envolvida em uma grande variedade de
infeccbes em muitas espécies animais, atuando como agente primario ou

secundario. A bactéria pode exercer seu efeito patogénico no intestino delgado
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dos animais, sendo que dois mecanismos de viruléncia sdo fundamentais: a
aderéncia (mediada por fimbrias) e a capacidade de produzir toxinas (Barcellos et
al., 1998).

A diarréia neonatal associada com a E. coli é observada em leitdes de 0
a 4 dias, causada por cepas que produzem um ou mais tipos de enterotoxinas,
tendo sido designada E. coli (ETEC). A ETEC adere na mucosa do intestino
delgado por um ou mais tipos de fimbrias F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P), ou F41.
A E. coli produz um ou mais tipos de enterotoxinas. As toxinas envolvidas com as
diarréias sdo termolabeis (LT, LTl e LTIl) e termoestaveis (STa e STb) (Helie et
al., 1991).

Provas biologicas e imunologicas tém sido amplamente utilizadas para
caracterizar fenotipicamente as amostras de E. coli quanto a produgao de
enterotoxinas e citotoxinas, podendo ser identificadas genotipicamente por meio
da detecgao dos genes codificadores da producao das toxinas através de técnicas
de hibridacdo de DNA e da reagcado em cadeia pela polimerase. A enterotoxina STb
€ mais frequente entre amostras de E. coli isoladas em leitdes lactentes, seguida
das enterotoxinas STa, LT e suas associagdes (Baccaro et al., 1999).

As enterotoxinas ligam-se a um receptor especifico localizado na
membrana dos enterdcitos. Ocorre uma mudanga na absor¢gdo de agua e
eletrélitos, ocasionando secreg¢des de determinados ions e agua resultando em
um efluxo para lumen intestinal e uma diarréia aquosa (Buddle e Bolton, 1993).

A LT apods a ligacédo ao receptor, ativa o adenilato ciclase, que estimula

a producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Altos niveis de AMPc na
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célula resultam em um aumento de secregao de Cl, Na, HCO3; e H,O para dentro
do lumem (Buddle e Bolton, 1993).

Ja a toxina STa apods ligar-se a um receptor epitelial intestinal ativa o
guanilato ciclase, que estimula a producdao de GMPc (guanosina monofosfato
ciclica). Altos niveis de GMPc na célula inibe o sistema co-transportador de Na/Cl
reduzindo a absorgdo de agua e eletrdlitos no intestino delgado. Leitdes com
menos de 2 semanas de idade sdo mais sensiveis a STa, que leitdes mais velhos,
devido a diferencas nas concentracées de receptores especificos que variam com
a idade (Bertschinger e Fairbrother, 1999). O modo de acdo da STb ainda é
desconhecido, mas é diferente do modo de acdo da STa e LT. A STb causa
hipersecrecao de HCO3™ e induz a atrofia das vilosidades intestinais (Martineau et
al., 1995).

O (glicoconjugado que recobre as células epiteliais do intestino delgado
possui receptores especificos para a fimbria K88, sendo esses receptores
glicoproteinas (Jin et al., 1998). Os resultados do trabalho realizado por Conway et
al. (1990), indicam a possibilidade de que leitbes recém-nascidos sejam mais
sensiveis as fimbrias K88 que leitdes mais velhos, devido a maior quantidade de
receptores especificos para na K88 na mucosa intestinal, contribuindo para um
estado de infeccdo e uma adeséo inicial da fimbria ETEC no ileo. Em contraste,
leitdes com 35 dias de idade possui menor quantidade de receptores especificos

para K88 na mucosa ileal, prevenindo que a bactéria ligue-se aos enterdcitos.
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2. CAPITULO I

2.1 INTRODUGADO (especifica)

A diarréia causada pela Escherichia coli ETEC representa uma perda
econdmica consideravel na suinocultura, resultando em perdas, significativas aos
produtores. Um contexto infeccioso em um sistema de producédo animal € um
problema econdmico caro, pois estes animais crescem mais lentamente e sao
menos eficientes em converter alimento para ganhar peso, além de aumentar as
chances de mortalidade dos leitdes.

O sistema imune adaptativo dos vertebrados € dividido em dois
segmentos funcionais (imunidade humoral e imunidade celular). A resposta imune
humoral é caracterizada pela participagao de, principalmente, anticorpos das
classes IgG, IgM e IgA, que séo secretados por linfécitos B, enquanto que, na
resposta imune celular, sdo os linfécitos T que exercem um papel central na
efetivagdo da resposta imune celular (Abbas, 2000). Nas aves, a imunoglobulina
correlata a IgG dos mamiferos, € a IgY. Esta proteina pode ligar-se a antigenos
especificos, como bactérias, virus e toxinas, neutralizando o efeito do antigeno
(Sunwoo et al., 2000). O uso de gemas de ovos de galinhas principalmente como

fonte de produgdao de anticorpos representa uma redugdao no uso de outros
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animais para este fim (coelhos, roedores etc.), evitando assim a coleta de sangue.
A ECVAM (The European Centre for the Validation of Alternatives) é formado por
um comité cientifico que promove workshops a fim de encontrar alternativas ao
uso de animais de laboratorios para a produgao de anticorpos e também controla
a qualidade de produgdo dos mesmos, recomenda o uso de anticorpos contidos
nas gemas ao invés de anticorpos de mamiferos por questdes ligadas as de bem-
estar animal (Schade et al., 1994).

Devido a placentagao epiteliocorial, o leitdo nasce praticamente sem
nenhuma prote¢ao contra microorganismos patogénicos existentes no seu novo
ambiente, com o0s quais nunca teve em contato. Sendo assim, os leitdes nascidos
devem adquirir imunoglobulinas maternais do colostro e leite até que o sistema
imune torne-se completamente desenvolvido. A concentragao de IgG no plasma
do leitdo logo apds ao nascimento € correlata com a sua sobrevivéncia (Rooke e
Bland, 2002). A IgY da gema do ovo de galinha pode ser absorvida e transferida
tao eficientemente quanto os anticorpos colostrais pelo sangue de leitdes recém-
nascidos (Yokoyama et al., 1993)

A E.coli (ETEC) é o agente causador de diarréias nos periodos neonatal
e imediatamente posterior ao desmame. Os suinos infectados apresentam sinais
clinicos que pode leva-los a morte, devido a produgao e liberagdo de grandes
quantidades de toxinas, que sdo capazes de interferir no fluxo de liquidos e
eletrélitos entre o citoplasma celular e a luz intestinal (Zufiga et al., 1997). As E.
coli sdo classificadas de acordo com os seus fatores de viruléncia e sua

patogenicidade, tendo sido classificada como enteropatogénica (EPEC),
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enteroenvasiva (EIEC) enterohemorragica (EHEC). A E. coli que causa diarréia
em leitdes é a enterotoxigénica (ETEC) (Martineau et al., 1995).

O aumento no numero de bactérias resistentes aos antimicrobianos
enfatiza a necessidade de serem encontradas outras alternativas para o seu
controle. A imunoterapia oral com anticorpos especificos € um tratamento
estratégico que tem sido proposto em estudos laboratoriais (Carlander et al.,
2000). As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas (IgY)
imunizadas com patégenos infecciosos tém demonstrado eficiéncia na prevengao
de infecgbes (Sugita-Konishi et al., 1996), pois agem efetivamente na terapia e
profilaxia de leitdes recém-nascidos infectados com a E. coli ETEC (Zuhiga et al.,
1997), podendo ser usados como fonte de anticorpos de custo baixo para a
imunizagao passiva contra doengas infecciosas (Marquardt et al., 1999).

Devido a acéao profilatica e terapéutica da IgY contida na gema do ovo
da galinha, os objetivos do presente trabalho foram quantificar as imunoglobulinas
Y no soro dos leitdes recém-nascidos apos a ingestao de gemas de ovos, verificar
distintos padrbes de fornecimento das gemas e seu efeito na ocorréncia de

diarréia e desempenho.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma unidade produtora de leitdes
(UPL) de uma granja comercial localizada na Regidao da Serra Gaucha, com um
plantel total de 2400 matrizes suinas em regime de confinamento, durante o
periodo de 26 de margo a 21 de abril de 2002. A determinagédo do titulo de
imunoglobulinas nas gemas e densidade 6tica de um ELISA para E. coli nos soros
dos leitdes foram realizadas no Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia
Aviaria (CDPA) da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

O experimento foi executado em 2 galpbes de maternidade na mesma
propriedade. As fémeas foram alojadas em celas parideiras individuais de 3 a 5
dias antes do parto. Cada cela parideira possuia um comedouro, um bebedouro
tipo chupeta e um escamoteador para aquecer os leitdes. Foram selecionadas 25
fémeas (Dalland) primiparas nao vacinadas contra a Escherichia coli. De cada
fémea seriam utilizados 6 leitdes recém-nascidos, de ambos os sexos, totalizando
150 unidades experimentais. Desse numero, 137 leitdes foram utilizados para o
experimento, por motivos de mortalidade inicial. Os 137 leitdes foram utilizados
para peso inicial e DO e desse total 74 leitdes para P7, P14 e OcD. Sessenta e
trés leitdes foram descartados para P7, P14 e ocorréncia de diarréia devido a
medicacdo para diarréia fornecida pelos funcionarios nos primeiros dias do
periodo experimental.

As gemas dos ovos hiperimunizados foram obtidas do trabalho de

Kindlein (2002) da maneira resumida a seguir. A imunizagédo das aves foi feita via
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intramuscular, no musculo peitoral. Foram usados 0,5 mL de uma bacterina
comercial contra Escherichia coli suina, contendo cerca de 10° células
bacterianas/mL. A bacterina administrada as aves foi produzida a partir de 6
sorotipos de E. coli relacionados a colibacilose suina (K12:K88ab, O157;K88ac,
08:K87:K88ad, 987P, O101:K30:F41, K99) (Eterovac-S, Laboratério IRFA, Porto
Alegre - RS). Hidroxido de aluminio foi o adjuvante incluido na vacina. A segunda
imunizagédo, com o mesmo antigeno, foi feita 2 semanas apos a primeira, na 53 @
semana de idade das aves, periodo em que os ovos foram coletados para o
experimento (Kindlein, 2002).

Apds a coleta dos ovos, a clara foi separada da gema que foi
armazenada em aliquotas de 30g a -5°C, in natura. As aliquotas de gema foram
descongeladas e diluidas em 15mL de PBS (NaCl 0,15M e Na;P040,01M) minutos
antes do fornecimento aos leitdes recém-nascidos. O titulo de anticorpos (IgY) na
gema contra a bacterina foi de 100.000, determinado através de um ELISA
indireto.

Os tratamentos foram fornecidos via oral e estdo descritos a seguir.
Tratamento 1 (T1): 2 mL de PBS (tratamento controle) em 2 doses, a primeira ao
nascer e a segunda dose 2 horas apos o nascimento;

Tratamento 2 (T2): 2 mL de gema de ovo em 2 doses, ao nascer e 2 horas apos o
nascimento;

Tratamento 3 (T3): 2 mL de gema de ovo em 2 doses, ao nascer e 2 horas apos o
nascimento, e 2 mL de gema de 3 em 3 dias até os leitdes completarem 12 dias

de idade.



36

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso (DBC), em que cada
bloco foi uma porca, dividido em 3 tratamentos e 2 repeti¢des. O blocamento foi
realizado para controlar as varia¢des individuais de cada porca.

Ao nascer, os leitdes recém-nascidos foram limpos e secos. Os liquidos
fetais, bem como os restos de membranas que os envolviam, foram removidos
com maravalha, massageando o dorso e a regido pulmonar para ativar a
circulacao e a respiragao. Apos, o umbigo do leitdo foi cortado e desinfetado com
alcool iodado. Terminado esse processo, cada leitdo foi pesado individualmente,
tendo sido escolhido para o ensaio aqueles de peso similar. A seguir, foram
identificados através da mossa e, aleatoriamente, receberam o respectivo
tratamento através de uma seringa de 5 mL. Apds a 1% dose de gema, o leitdo foi
colocado junto a porca para ingerir o colostro materno.

No momento da coleta de sangue, os leitdes foram escolhidos
aleatoriamente, uma repeticdo de cada tratamento, tendo sido analisadas trés
repeticbes por porca. Foram realizadas duas coletas de sangue em 1
leitdo/tratamento/porca. A primeira coleta foi realizada 24 horas apds a
administragcao da segunda dose da gema e a segunda coleta aos14 dias de idade.
Apoés cada coleta, as amostras de sangue foram deixadas nas seringas por uma
hora em temperatura ambiente, a fim de facilitar a coagulagdo. O soro resultante
foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos, tendo sido os soros armazenados
em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL, identificados e conservados a -5C para
posterior analise. Os animais foram pesados individualmente ao nascer, no 7 e

14’ dia de idade do leitdo. Para a varidvel peso médio, foram utilizadas as médias



37

dos pesos corporais dos leitdes de cada tratamento. No caso em que havia um
nuamero diferente de leitdes por tratamento a cada pesagem, a variavel ganho de
peso foi calculada levando em consideragdo somente o peso dos leitdes
sobreviventes.

A ocorréncia de diarréia foi observada individualmente por leitdo,
diariamente, pelo periodo da manha, tendo sido utilizada uma classificagao
simples: com ou sem diarréia. Foi considerada diarréia a presenca de fezes
aquosas a pastosas e de coloragdo branco amarelada no anus do animal. A
medicacdo que foi adotada consistiu de um antimicrobiano, a colistina, caso o
leitdo apresentasse persisténcia na diarréia por 2 dias consecutivos, afim de evitar
maiores perdas econémicas para a granja.

O titulo de anticorpos nos soros e nas gemas foi determinado através de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A densidade o6tica (absorbancia)
do teste foi determinada em espectofotdmetro com filtro de 490nm. Seguiu-se o
seguinte protocolo: foram adicionadas as placas de ELISA (Maxisorp, Nunc,
Kkamstrub, Dinamarca) 100 uL da diluicdo da suspensao inativada de Escherichia
coli em tampdo de sensibilizagdo (0,1 M Na-carbonato pH 9,6) que foram
incubadas em camara umida a 4°C por 16 horas. As placas foram lavadas trés
vezes com 150 uL por pogo de tampao de lavagem (PBS pH 7,2; 0,05% Tween
20; 5% de leite em p6 desnatado Molico, Nestlé). O bloqueio foi realizado com
tampao de lavagem por uma hora a temperatura ambiente. Apés uma hora, foi

desprezado o tampéo e foram adicionados 100 uL das amostras de gema ou soro
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a serem testadas que foram diluidos 10 vezes, iniciando na diluicdo 1:10 até
1:10.000 em tampéao de lavagem por uma hora a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas 3 vezes com 150 uL de tampéo de lavagem. Foram adicionados
100 pL de solugdo do conjugado (anti-lgY de galinha conjugada a peroxidase —
Kirkegaard Perry Labs. Inc) diluido 1:500 em tampao de lavagem mais 100 uL de
soro normal suino por uma hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas
3 vezes com 150 uL por pogo de tampao de lavagem sem leite em p6 (PBS pH
7,2; 0,05% Tween 20). A reacao foi revelada por trinta minutos com 100 uL por
poco de uma solugdo com 3,4 mg de OPD (s-fenilenodiamino) e 20 uL de H,O,em
10 mL de tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0 (preparado recentemente) e
bloqueada com 50 uL por pogo de uma solugéo de H,SO4 12,5%.

A analise estatistica da DO do ELISA e peso dos leitbes foi realizada
através de ANOVA, comparacdo de meédias entre tratamentos pelo Lsmeans e
teste do qui-quadradro para a ocorréncia de diarréia, ambos utilizando o pacote

estatistico SAS.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias e os desvios padroes do peso corporal dos leitdes no inicio,
7° e 14° dia do experimento em fungdo do tratamento recebido, estédo
apresentados na TABELA 1. As anadlises de variancia estdo apresentadas nos

APENDICES 4 a 6. Os dados originais estdo nos APENDICES 1 e 2.
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Tanto os leitdes do T1 (controle), do T2 (gema ao nascer) quanto os
leitdes do T3 (gema de 3 em 3 dias) ndo mostraram diferengas significativas no
peso inicial (P<0,31) e no peso do 7° dia (P<0,69).

Considerar na analise estatistica as porcas como blocos para o controle
das variagdes de peso inicial, P7 e P14, possibilitou o controle das variagdes do
peso dos leitdes, de forma que foram observadas diferengcas entre blocos nas 3
pesagens (P<0,0001). No que diz respeito ao peso dos leitdes, nao foi verificada
diferenca significativa entre os tratamentos, tanto no 1° dia (P<0,31), quanto no 7°
dia (P<0,69). No 1° dia, este resultado era esperado, ja que foram escolhidos
leitdes com peso similar de uma mesma porca (bloco). No 7° dia, o efeito dos
tratamentos poderia ter sido observado, o que nao ocorreu.

Aos 14 dias, os leitdes do T3 que obtiveram peso médio de 3,81kg
diferiram significativamente dos leitdes de T1, com peso médio de 3,39 kg
(P<0,08). Ja os leitdes do T2, com peso médio de 3,64 kg, ndo apresentaram
diferencas estatisticas quando comparados ao tratamento controle e ao T3
(P<0,32). O peso corporal pode estar diretamente relacionado com a menor
percentagem de dias sem diarréia dos leitdes do T3.

Marquardt et al. (1999) demonstraram que em leitdes desafiados pela E.
coli K88, ocorreu uma perda de peso de 106 a 182 g enquanto que nos nao
desafiados ocorreu um ganho de peso de 191 g, tendo sido essa perda de peso

atribuida a diarréia.
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Os mesmos autores em 2000, desafiaram leitdes de 21 dias por duas
vezes, com 10" UFC da K88, e tratados com 50 mg de gemas purificadas e
liofilizadas (IgY) por trés vezes no dia, por dois dias consecutivos antes do 1°
desafio. Observaram que os animais controle obtiveram uma perda de peso de 36
g. Ja os animais que receberam o tratamento com gemas tiveram um ganho de
peso de 90,6g, em um periodo de trés dias. O mesmo foi encontrado por
Imberechts et al. (1997) que ao desafiar leitdes desmamados e fornecendo uma
alta dose (30g) de gemas liofilizadas com anticorpos anti-F18ac misturadas na
racao e observados por um periodo de 22 dias, verificaram que o grupo controle
permaneceu por mais dias com diarréia e houve um ganho médio do grupo tratado
de 0,52 kg na primeira semana. Ja a média de ganho de peso dos leitdes que
receberam a gema hiperimune foi de 0,70 kg. No caso do presente experimento,
usou-se gemas com titulo de 100.000 de IgY e doses de 2 gramas por leitdo

diluidas em solugao tampao (PBS).

TABELA 1. Médias e desvio padréo dos leitdes no inicio (Pl), aos 7 (P7) e aos 14
dias P14), nos diferentes tratamentos (T1, T2, T3).

Tratamento  N° de leitdes Pl P7 P14
T1 24 1,39 + 0,022 2,22+0,064 3,39+0,132b
T2 26 1,34 + 0,022 2,24 +£0,057 3,64+0,118 ab
T3 24 1,38 + 0,023 2,30+0,062 3,81+0,127 a
Total 74
cv 10,99 12,85 16,49
P 0,31 0,69 0,08

Médias nas colunas seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (P<0,08).

Pl = Peso inicial; P7 = Peso aos 7 dias de idade; P14 = Peso aos 14 dias de idade; T1 =
Tratamento controle; T2 = Doses de gemas somente ao nascer; T3 = Doses de gemas ao nascer e
de 3 em 3 dias até os 12 dias de idade do leitdo; CV = Coeficiente de variagéo; P = Probabilidade.
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Apesar do aumento do peso corporal dos animais do T3 ter sido maior
em relagdo ao controle e ao tratamento que recebeu somente doses de gemas ao
nascer, o peso observado foi inferior ao relatado pela literatura. No experimento de
Worobec et al. (1999), os pesos corporais médios de leitbes desmamados aos 14
dias de idade foram de 4,39 Kg, e o desempenho previsto para a progénie de
fémeas da genética Camborough % ¢ de 4,3 kg aos 14 dias, se houver boas
condi¢cdes de manejo. Talvez devido as condi¢gbes observadas na granja comercial
onde o experimento foi realizado, de falta de manejo adequado, outros patégenos
presentes, deficiéncia de higiéne e de numero de funcionarios insuficientes, sejam
a causa pela qual os leitdes do T3 e T2 ndao tenham expressado todo o potencial
genético para o ganho de peso.

Conforme os resultados das analises dos soros através de ELISA
(TABELA 2) observa-se que existiu diferenca estatistica significativa da densidade
otica (DO) do ELISA nos soros dos leitdes 24 horas apds a administracdo das
gemas, nos tratamentos 2 e 3 em relagcéo ao tratamento 1 (controle) (P<0,0001).
As andlises de variancia estdo apresentadas nos APENDICES 7 e 8. Os dados
originais estdo no APENDICE 3.

Aos 14 dias de idade, ainda foi verificada uma DO maior no T2, que nao
diferiu significativamente de T3, apesar deste tratamento ter mostrado
superioridade numérica e os leitdes estarem recebendo quantidades continuas de
gema (P<0,01). Este resultado é coerente com outros estudos que demonstraram

que a maxima absorgdo de imunoglobulinas ocorria nas primeiras 4 a 12 horas
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apos o primeiro aleitamento (Westrom et al., 1985), quando sdo absorvidas no
epitélio do jejuno (Holland, 1990). Entre 24 a 48 horas apdés o nascimento, as
paredes intestinais ja estdo fechadas para a absorcdo de macromoléculas e o
fornecimento continuo das gemas funcionaria na imunidade local sem absorcao
para os vasos linfaticos. Isto explica porque os leitdes do T3, apesar de estarem
recebendo doses continuas de gemas, nao diferiram estatisticamente dos valores
de DO do T2. No entanto, observou-se que, mesmo havendo menor absorcao, o
nivel de imunoglobulina presente no sangue permaneceu mais alto do que
aqueles animais que nao receberam gema (P<0,01).

Apds a ingestdo da IgY, sua concentragdo gradualmente diminui em um
periodo de 14 dias (Yokoyama et al., 1993), o que também pode ser observado

nos dados da TABELA 2.

TABELA 2. Valores médios e desvio padrao para a DO do ELISA no 1° e 14 ° dia,

nos diferentes tratamentos (T1, T2 e T3).

Tratamento DO (1 dia) DO (14 dias)
T1 0,1630 + 0,061b 0,2680 + 0,005b
T2 1,2112 + 0,063a 0,2838 + 0,005a
T3 1,1894 + 0,062a 0,2919 + 0,005a
CVv 37,04 8,51
P <0,0001 <0,01

Médias nas colunas seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (P<0,01).

DO = Densidade 6tica; T1 = Tratamento controle; T2 = Doses de gemas somente ao nascer; T3 =
Doses de gemas ao nascer e de 3 em 3 dias até os 12 dias de idade do leitdo; CV = Coeficiente de
variagao; P = Probabilidade.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Yokoyama et al. (1993),
que verificaram que em leitdes que receberam gemas de ovos apds 10 horas do
nascimento, as IgY ja podiam ser identificadas no soro 2 horas apds a
administragao oral, tendo o pico de concentragdo sido alcangado 24 horas apods
sua administracdo e gradualmente diminui em um periodo de 21 dias. Quando a
gema foi administrada 34 horas apds o nascimento, as IgY nao foram detectadas
2 horas apdés no soro, indicando que o trato gastrintestinal ja ndo estava
permeavel para as macromoléculas. Apds o pico de IgY, sua concentragdo no
soro vai diminuindo gradualmente até o periodo de 21 dias, pois sua meia vida &
de 1,85 dias. Este tempo € menor do que a meia-vida da IgG do colostro que é de
12 a 14 dias (Curtis et al., 1973) e segundo Kelley e Coutts (2000), essa meia-vida
varia de 6,5 a 22,5 dias. A diminui¢do da concentracdo de IgY no sangue ocorre
em funcao do catabolismo. Além das diferengas estruturais entre a IgY e IgG, a
IgY € menos rigida e mais instavel em pH baixo, e a passagem da molécula pelo
estdmago poderia afetar a estabilidade conformacional mais rapidamente que a
IgG dos mamiferos (Schmidt et al., 1989). Isso poderia explicar a rapida
diminui¢ao da IgY da circulagdo sanguinea do leitdo aos 14 dias. No entanto, as
IgY sdo absorvidas tao eficientemente quanto os anticorpos contidos no colostro
(Yokoyama et al., 1993).

No que diz respeito a diarréia dos leitdes, foram observadas diferencas
significativas em fungdo do tratamento fornecido (P<0,0001). A frequéncia

observada e esperada dos casos da diarréia durante o periodo experimental de 14
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dias e o equivalente percentual da freqliéncia observada estdo apresentados na
TABELA 3. As analises de freqliéncia que originaram esta tabela estdo no
APENDICE 10. Os dados originais estdo no APENDICE 9. Na FIGURA 2,
observa-se que os leitdes de T1 e T2 ficaram 72,5% e 79% do tempo estudado
sem diarréia, respectivamente. No entanto, os leitdes de T3 passaram mais dias
sem diarréia do que os leitdes de T1 (87% do periodo) (P<X?0,0001). A maior
percentagem de leitdes sem diarréia foi encontrada no tratamento que recebeu
doses continuas de gemas (T3), indicando que as imunoglobulinas ndo s6 agiram
imunizando passivamente os animais, como também através da imunidade local

(FIGURA 2).

TABELA 3. Frequéncia observada e esperada () e percentagem da frequéncia dos
leitbes com e sem diarréia durante os 14 dias do periodo
experimental, classificados em fungcdo dos tratamentos (dias com e

sem diarréia*tratamento).

Tratamento Observacéao diaria de Diarréia
Sem % Com % Total
T1 232 (254,5) 72,5 88 (65,5) 27,5 320
T2 288 (289,5) 79 76 (74,5) 21 364
T3 280 (256,1) 87 42 (66) 13 322
P <0,0001

T1 = Tratamento controle; T2 = Doses de gemas somente ao nascer; T3 = Doses de gemas ao
nascer e de 3 em 3 dias até os 12 dias de idade do leitdo; P = Probabilidade.

O T1 esta associado a 22 leitbes e 14 dias, totalizando 308, sendo que 2 leitdes morreram no 5°
dia e 1 leitdo no 2° dia, totalizando 12 observagdes = 320 observagdes em um periodo de 14 dias.
O T2 esta associado a 26 leitdes e 14 dias totalizando 364 observacoes.

O T3 esta associado a 23 leitbes e 14 dias totalizando 322 observacdes.
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T1 = Tratamento controle; T2 = Doses de gemas somente ao nascer; T3 = Doses de gemas ao
nascer e de 3 em 3 dias até os 12 dias de idade do leitdo.

FIGURA 2. Grafico com os valores percentuais de dias sem ocorréncia de diarréia

no periodo experimental de 14 dias.

Devido a diferenca estatistica (P<0,0001) apresentada na TABELA 3 e
FIGURA 2, realizaram-se comparagbdes entre os tratamentos controle e T2,
controle e T3 e T2 e T3. Na comparagao entre controle e T2, os leitdes que
receberam duas doses de 2mL de gemas ao nascer, permaneceram
significativamente com menos dias sem diarréia (P<0,04). As andlises de
freqiiéncia estdo nos APENDICE 11 e 12. A imunidade passiva obtida pelos
leitdes do T2 vem a confirmar os estudos de Jin et al. (1998), que mostraram o
efeito profilatico in vitro da gema de ovos liofilizados com titulo de 9000 na inibigao
da adesdo das fimbrias K88ab, K88ac (10° UFC mL ') em amostras de intestino

delgado de leitdes de 14 dias, tendo ocorrido uma competigdo pela adesao entre
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as IgY e a K88 pelo receptor na mucosa intestinal, demonstrando que a IgY inibiu
a adesao da K88 na mucosa intestinal. O mesmo foi encontrado por Zuniga et al.
(1997), que desafiaram leitdes desmamados de 23 a 30 dias, porém com fimbrias
F18ab e F18ac, e verificaram que o consumo de 5,5 g de ovo liofilizado adicionado
a racgao foi suficiente para diminuir a quantidade de bactérias presentes nas fezes.
Resultados semelhantes foram obtidos por Imberechts et al. (1997), que
verificaram in vitro que anticorpos F18ab inibem a adesao da bactéria na parede
intestinal.

Ao comparar o tratamento controle com o T3, os leitdes que receberam
duas doses de 2mL de gemas ao nascer mais o fornecimento continuo de gemas,
permaneceram por mais dias sem diarréia (P<0,0001). As anadlises de freqiéncia
estdo nos APENDICES 13 e 14. Os resultados comprovam a efetividade do efeito
profilatico, mas também sugerem um efeito terapéutico da gema, proposto por
Yokoyama et al. (1992) e Wiedemann et al. (1991).

Com relacdo a comparacao entre o tratamento T2 com o T3, o
tratamento com doses continuas proporcionou significativamente mais dias sem
diarréia aos leitdes (P<0,006). T3 permaneceu apenas 13% dos dias com
diarréia.T2 permaneceu 21% dos dias com diarréia, praticamente o dobro. As
analises de freqiiéncia estdo nos APENDICES 15 e 16.

Resultados de Yokoyama et al. (1992) validam, além do efeito
profilatico, também o efeito terapéutico da IgY. Estes autores desafiaram leitdes 4

horas apds o nascimento com 10'? UFC de E. coli com fimbrias K88, K99 e 987P
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e somente apds a ocorréncia da diarréia, forneceram 3 vezes ao dia 4mL de
gemas purificadas e liofilizadas. Os autores verificaram que nos grupos que
receberam gemas com anticorpos (lIgY) especificos para as fimbrias K88, K99 e
987P nos titulos de 625 e 2500, a diarréia cessou de 2 a 3 dias apds o tratamento,
obtendo os melhores resultados com o maior titulo (P<0,01). Estes resultados
contradizem Jin et al. (1998) que relataram que, in vitro, a IgY n&o seria capaz de
substituir a E. coli quando ela ja esta ligada ao receptor. Porém os resultados
foram obtidos de leitdes privados de colostro, fora das condi¢des de uma granja
comercial, diferente da situacdo do presente experimento. Ja Wiedemann et al.
(1991), avaliando o efeito terapéutico em leitdes de 2 a 14 dias em granjas com
alta incidéncia de diarréia, forneceram 4 g de gemas liofilizadas contra K88ac com
titulo de 9840, administrada oralmente por 3 a 5 dias, e observaram que 43% dos
leitdes foram curados apds o primeiro dia, 41% no segundo dia e 6% no terceiro
dia. O grupo controle permaneceu com diarréia alguns leitdes morreram, e outros
foram tratados com antimicrobianos.

Pode-se pensar que a imunidade passiva obtida pelos leitdes do T2 ndo
foi tao efetiva quanto a dos leitdes de T3, pela insuficiente dose de IgY em relagao
ao desafio do meio ambiente. De acordo com Jin et al. (1998), a inibi¢do da ETEC
€ influenciada por 2 fatores: a) dose de anticorpos e concentragcéo de ETEC.

Ao analisar os tratamentos em que foi necessario medicar devido a
persisténcia da diarréia por mais de 2 dias, foram observadas diferengas

estatisticas em funcao dos tratamentos (P<0,015) (TABELA 4). As analises de
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freqiiéncia estdo no APENDICE 17. Os dados que originaram esta tabela estéo no
APENDICE 9. Quatro por cento dos leitbes do tratamento controle e do T2
receberam antimicrobianos. Ao contrario dos leitdes do T3, dos quais, apenas
0,6% tiveram que receber um antimicrobiano durante o periodo experimental.
Ainda que o T2 tivesse tido o mesmo percentual de leitdes medicados que os
leitdes controle, eles permaneceram por menos dias sem diarréia em relagdo ao
controle (P<0,04). A medicagao também foi adotada por Wiedemann et al. (1991),
a fim de evitar maiores perdas econémicas na granja comercial na qual realizou o

experimento.

TABELA 4. Frequéncia observada e esperada () e percentagem da frequéncia dos
leitdes que receberam antimicrobiano (colistina) durante os 14 dias do

periodo experimental, classificados em fungao dos tratamentos.

Tratamento Sem Medicagao Com Medicacgao Total
Leitdes x dias % Leitdes x dias %
Controle 308 (312,07) 96 13 (8,92) 4 321
T2 351 (353,88) 96 13 (10,12) 4 364
T3 320 (313,05) 99,4 2 (8,95) 0,6 322
P <0,015

T1 = Tratamento controle; T2 = Doses de gemas somente ao nascer; T3 = Doses de gemas ao
nascer e de 3 em 3 dias até os 12 dias de idade do leitdo; P = Probabilidade.

2.4 CONCLUSOES
As IgY fornecidas oralmente, foram absorvidas eficientemente nas
primeiras horas apds o nascimento de leitdes, ja que a DO do ELISA dos soros

dos leitdes que receberam gemas hiperimunes ao nascer foi superior ao do
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controle. Apds este periodo, o fornecimento de gemas exerceu um efeito
terapéutico a nivel intestinal, mas ndo houve mais absorcéo.

A administracdo de gemas somente ao nascer e o fornecimento ao
nascer e de 3 em 3 dias foram eficientes na prevencao da diarréia, sendo que as
duas formas em conjunto, explicitadas no tratamento 3, mostraram mais eficacia,
possivelmente pela imunidade, no trato gastrintestinal.

Além disso, os leitdes que receberam doses continuas de gemas
apresentaram um peso corporal maior em relagdo ao controle. O peso corporal
pode estar correlacionado com a menor percentagem de dias sem diarréia e maior
DO no ELISA dos leitbes do T3. Os resultados sugerem que o fornecimento
continuo é mais vantajoso do que o fornecimento de somente duas doses ao
nascimento.

Conforme os resultados de DO e da percentagem de dias sem diarréia
dos leitdes recém-nascidos foi possivel concluir que a imunidade passiva e local
através do fornecimento de gemas de ovos agem efetivamente na prevencao da
diarréia, podendo ser uma opg¢ao para diminuir o uso massivo de antimicrobianos

em leitdbes recém-nascidos.
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4. APENDICES

APENDICE 1. Peso corporal dos leitdes no inicio do experimento.

Porca Tratamento Leitdo Galpao Peso inicial
516 1 1 1 1,200
516 1 4 1 1,100
517 1 9 1 1,200
517 1 12 1 1,320
523 1 14 1 1,300
523 1 17 1 1,240
524 1 19 1 1,330
524 1 22 1 1,160
526 1 27 1 1,380
526 1 30 1 1,320
533 1 32 1 1,400
533 1 35 1 1,640
529 1 37 1 1,520
529 1 40 1 1,700
525 1 45 1 1,140
535 1 55 1 1,360
535 1 58 1 1,460
538 1 63 1 1,500
538 1 66 1 1,620
539 1 68 1 1,200
539 1 71 1 1,600
540 1 73 1 1,420
540 1 76 1 1,460
550 1 81 1 1,220
550 1 84 1 1,400
547 1 86 1 1,500
551 1 88 2 1,600
551 1 91 2 1,600
546 1 96 1 1,400
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546 1 99 1 1,260
549 1 101 2 1,200
549 1 104 2 1,200
552 1 107 2 1,200
552 1 110 2 1,660
557 1 115 2 1,450
557 1 118 2 1,160
398 1 120 2 1,700
398 1 123 2 1,780
548 1 125 2 1,480
548 1 128 2 1,480
575 1 133 2 1,200
575 1 136 2 1,740
559 1 138 2 1,560
565 1 142 2 0,840
565 1 145 2 1,080
435 1 150 2 1,500
Porca Tratamento Leitdo Ipéo Peso
516 2 2 1 1,300
516 2 5 1 1,420
517 2 7 1 1,340
517 2 10 1 1,060
523 2 15 1 1,160
523 2 18 1 1,100
524 2 23 1 1,500
526 2 25 1 1,220
526 2 28 1 1,240
533 2 33 1 1,300
533 2 36 1 1,180
529 2 38 1 1,440
529 2 41 1 1,360
525 2 43 1 1,180
535 2 56 1 1,240
535 2 59 1 1,600
538 2 61 1 1,300
538 2 64 1 1,400
539 2 69 1 1,480
539 2 72 1 1,280
540 2 74 1 1,140
540 2 77 1 1,080
550 2 79 1 1,420
550 2 82 1 1,500
547 2 87 1 1,380
551 2 89 2 1,300
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551 2 92 2 1,200
546 2 94 1 1,460
546 2 97 1 1,520
549 2 102 2 1,380
549 2 105 2 1,200
552 2 108 2 1,680
552 2 111 2 1,520
557 2 113 2 1,460
557 2 116 2 1,320
398 2 121 2 1,740
398 2 124 2 1,700
548 2 126 2 1,420
548 2 129 2 1,480
575 2 131 2 1,500
575 2 134 2 1,260
559 2 139 2 1,320
565 2 143 2 1,000
565 2 146 2 0,740
435 2 148 2 1,540
435 2 151 2 1,740
Porca Tratamento Leitdo Ipéo Peso
516 3 3 1 1,100
516 3 6 1 1,440
517 3 8 1 1,120
517 3 11 1 1,540
523 3 13 1 1,320
523 3 16 1 1,160
524 3 21 1 1,160
524 3 24 1 1,500
526 3 26 1 1,600
526 3 29 1 1,480
533 3 31 1 1,300
533 3 34 1 1,400
529 3 39 1 1,640
529 3 42 1 1,740
525 3 44 1 1,200
535 3 57 1 1,200
535 3 60 1 1,720
538 3 62 1 1,560
538 3 65 1 1,600
539 3 67 1 1,460
539 3 70 1 1,200
550 3 80 1 1,280
550 3 83 1 1,260
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547 3 85 1 1,120

551 3 90 2 1,280

551 3 93 2 1,200

546 3 95 1 1,420

546 3 98 1 1,600

549 3 100 2 1,300

549 3 103 2 1,620

552 3 109 2 1,580

552 3 112 2 1,280

557 3 114 2 1,360

557 3 117 2 1,160

398 3 119 2 1,580

398 3 122 2 1,560

548 3 127 2 1,600

548 3 130 2 1,420

575 3 132 2 1,400

575 3 135 2 1,600

559 3 137 2 1,420

559 3 140 2 1,460

565 3 147 2 0,740

435 3 149 2 1,720

435 3 152 2 1,860

APENDICE 2. Peso corporal dos leitdes aos 7 e 14 dias.

Porca Tratamento Leitdo Galpéao P7 P14

538 1 63 1 2,420 3,100
538 1 66 1 2,480 3,700
539 1 68 1 2,040 3,140
539 1 71 1 3,060 3,960
540 1 73 1 3,000 3,900
540 1 76 1 2,600 3,640
550 1 81 1 1,700 2,300
550 1 84 1 NC NC

547 1 86 1 NC NC

551 1 88 2 2,500 2,500
551 1 91 2 2,500 4,100
546 1 96 1 2,060 3,800
546 1 99 1 2,540 4,600
549 1 101 2 2,000 2,280
549 1 104 2 1,700 2,740
552 1 107 2 1,940 2,860
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552 1 110 2 2,460 4,200
548 1 125 2 NC NC
548 1 128 2 2,380 4,600
575 1 133 2 1,640 2,500
575 1 136 2 1,980 2,480
559 1 138 2 2,500 3,780
565 1 142 2 1,700 2,620
565 1 145 2 1,700 2,560
435 1 150 2 2,420 4,300
Porca Tratamento Leitdo Galpéao P7 P14
538 2 61 1 2,200 3,080
538 2 64 1 2,460 2,120
539 2 69 1 2,380 4,140
539 2 72 1 2,200 3,400
540 2 74 1 2,260 3,040
540 2 77 1 2,220 3,680
550 2 79 1 2,020 3,200
550 2 82 1 1,880 3,060
547 2 87 1 2,060 4,100
551 2 89 2 2,100 3,980
551 2 92 2 1,700 3,540
546 2 94 1 2,360 4,100
546 2 97 1 2,480 3,840
549 2 102 2 2,100 3,660
549 2 105 2 2,100 3,100
552 2 108 2 2,940 6,000
552 2 111 2 2,800 4,700
548 2 126 2 2,420 4,100
548 2 129 2 2,140 3,780
575 2 131 2 2,060 3,280
575 2 134 2 2,220 3,400
559 2 139 2 2,440 3,620
565 2 143 2 2,080 2,520
565 2 146 2 1,700 2,520
435 2 148 2 2,700 4,420
435 2 151 2 2,500 4,180
Porca Tratamento Leitdo Galpao P7 P14
538 3 62 1 2,500 3,520
538 3 65 1 2,720 3,740
539 3 67 1 2,380 4,400
539 3 70 1 1,800 2,840
550 3 80 1 1,760 2,880
550 3 83 1 1,900 3,940
547 3 85 1 1,600 3,060
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2,180
1,860
2,080
2,320
2,240
2,400
3,100
2,220
3,100
2,440
2,100
2,000
2,960
1,700
2,800
2,740

3,600
3,220
3,400
3,680
3,760
4,300
5,800
3,980
5,100
4,720
2,380
3,240
4,500
2,640
4,840
4,980
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APENDICE 3. Densidade 6tica dos soros com 24 horas e 14 dias ap6s a 2° dose

de gema.

Porca Tratamento Leitao DO 24h DO14
516 1 4 0,1433 0,2571
517 1 12 0,1210 0,2382
523 1 17 0,1126 0,2635
524 1 22 0,1584 0,2581
526 1 30 0,1204 0,2560
533 1 32 0,0734 0,2670
529 1 37 0,1316 0,2855
525 1 45 0,1217 NC

535 1 55 0,2616 0,2735
538 1 63 0,1228 0,2735
539 1 68 0,1016 0,2535
540 1 76 0,1145 NC

550 1 81 0,1248 0,2502
550 1 84 0,1323 NC

547 1 86 0,1310 NC

551 1 88 0,1212 0,2688
546 1 96 0,2306 0,2914
549 1 104 0,2066 0,2965
552 1 110 0,1435 0,2492
557 1 115 0,1991 0,2822
398 1 123 0,2469 0,2552
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548 1 125 0,2750 NC

575 1 133 0,2649 0,2843
559 1 138 0,2185 0,3040
565 1 142 0,2201 0,2695
565 1 145 0,2830 0,2909
435 1 150 0,2910 0,2850
Porca Tratamento Leitao DO 24h DO 14
516 2 2 0,6654 0,2608
517 2 7 1,1766 0,2810
523 2 15 1,0059 0,2405
524 2 23 1,2007 0,3105
526 2 28 0,6259 0,2688
533 2 33 0,7061 0,2856
529 2 38 1,6150 0,3224
525 2 43 1,2930 NC

535 2 59 1,1020 0,3213
538 2 64 1,8123 0,2675
539 2 72 0,6323 0,2755
550 2 82 0,6425 0,2565
547 2 87 1,4292 0,2830
551 2 92 1,5428 0,3048
546 2 97 1,1259 0,3454
549 2 102 1,5668 0,2993
552 2 111 1,8053 0,3430
557 2 113 1,3607 0,2466
398 2 121 0,4141 0,2455
548 2 126 1,2293 0,2502
575 2 131 1,2616 0,2474
559 2 139 1,3509 0,2608
565 2 146 1,7663 0,3050
435 2 148 1,2271 0,3066
540 2 74 1,7233 NC

Porca Tratamento Leitao DO 24h DO 14
516 3 3 1,0663 NC

516 3 6 1,6651 0,3271
517 3 11 1,0165 0,2829
523 3 16 1,1902 0,2792
524 3 24 1,3024 0,2886
526 3 29 0,8264 NC

529 3 39 1,2930 0,2749
525 3 44 1,2657 NC

538 3 62 1,2971 0,3472
538 3 65 1,6037 0,3191
539 3 70 1,0837 0,2671
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75
80
85
93
98
100
109
114
119
127
132
135
137
149
147
31

1,4852
1,7543
1,9472
1,8606
1,1951
1,3548
1,6305
0,7147
0,1932
0,2049
1,4100
1,2920
0,9069
0,9865
1,6026
0,3075

64

NC
0,2574
0,2743
0,3122
0,2975
0,2994
0,3385

NC

NC
0,2546
0,2630
0,2761
0,3556
0,3066
0,2900
0,2511

APENDICE 4. Andlise da variancia do peso corporal dos leitbes ao inicio do

experimento.

Causas da variacao GL SQ QM F P
Tratamento 2 0,054 0,027 1,18 0,3107
Porca 24 3,270 0,136 5,91 <0,0001
Erro 110 2,536 0,023

Total 136 5,86

CV 10,99

APENDICE 5. Andlise da variancia do peso corporal dos leitdes sétimo dia do

experimento.

Causas da variacao GL SQ QM F P
Tratamento 2 0,062 0,031 0,37 0,691
Porca 13 5,592 0,430 5,08 <0,0001
Erro 55 4,661 0,084

Total 70 10,315

cv 12,85
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APENDICE 6. Analise da variancia do peso corporal dos leitdes no décimo quarto
dia do experimento.

Causas da variacao GL SQ QM F P
Tratamento 2 1,877 0,938 2,64 0,08
Porca 13 25,301 1,946 5,47 <0,0001
Erro 55 19,562 0,355

Total 70 46,743

CV 16,49

APENDICE 7. Analise da variancia da densidade 6tica 24 horas apds a segunda
dose da gema.

Causas da variacao GL SQ QM F P
Tratamento 2 18,738 9,369 93,79 <0,0001
Porca 24 4,544 0,189 1,90 0,027
Erro 52 5,194 0.099

Total 48 28,722

CcV 37,04

APENDICE 8. Andlise da variancia da densidade 6tica 14 dias apds a segunda
dose da gema.

Causas da variagao GL SQ QM F P
Tratamento 2 0,005 0,002 5,09 0,01
Porca 22 0,023 0,001 1,86 0,04
Erro 41 0,052 0,0005

Total 65 0,052

CcVv 8,51

APENDICE 9. Observacdo diaria de leitdes com e sem diarréia e fornecimento de
medicac¢ao durante os 14 dias do periodo experimental.

Porca T G Leitao Dia OcD Med |Leitdo Dia OcD Med
538 1 1 63 1 1 0 63 2 1 0
538 1 1 66 1 1 0 66 2 1 0
539 1 1 68 1 0 0 68 2 1 0
539 1 1 71 1 0 0 71 2 0 0
540 1 1 73 1 1 0 73 2 0 0
540 1 1 76 1 1 0 76 2 0 0
550 1 1 81 1 0 0 81 2 0 0
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538 3 1 65 1 0 0 65 2 0 0
539 3 1 67 1 0 0 67 2 1 0
539 3 1 70 1 0 0 70 2 0 0
550 3 1 80 1 0 0 80 2 0 0
550 3 1 83 1 0 0 83 2 0 0
547 3 1 85 1 1 0 85 2 1 0
551 3 2 90 1 1 0 90 2 0 0
551 3 2 93 1 0 0 93 2 0 0
546 3 1 95 1 0 0 95 2 0 0
546 3 1 98 1 0 0 98 2 0 0
549 3 2 100 1 1 0 100 2 0 0
549 3 2 103 1 0 0 103 2 0 0
552 3 2 109 1 1 0 109 2 1 0
552 3 2 112 1 0 0 112 2 0 0
548 3 2 127 1 0 0 127 2 0 0
548 3 2 130 1 0 0 130 2 0 0
575 3 2 132 1 0 0 132 2 0 0
575 3 2 135 1 0 0 135 2 0 0
559 3 2 137 1 0 0 137 2 0 0
565 3 2 147 1 0 0 147 2 1 0
435 3 2 149 1 0 0 149 2 0 0
435 3 2 152 1 0 0 152 2 0 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 3 1 1 63 4 1 0
538 1 1 66 3 1 1 66 4 1 0
539 1 1 68 3 0 0 68 4 0 0
539 1 1 71 3 0 0 71 4 1 0
540 1 1 73 3 0 0 73 4 0 0
540 1 1 76 3 0 0 76 4 0 0
550 1 1 81 3 0 0 81 4 1 0
550 1 1 84 3 NC NC 84 4 NC NC
547 1 1 86 3 1 1 86 4 0 0
551 1 2 88 3 1 0 88 4 0 0
551 1 2 91 3 1 0 91 4 1 0
546 1 1 96 3 1 0 96 4 1 0
546 1 1 99 3 0 0 99 4 0 0
549 1 2 101 3 1 0 101 4 0 0
549 1 2 104 3 1 0 104 4 0 0
552 1 2 107 3 0 0 107 4 0 0
552 1 2 110 3 0 0 110 4 0 0
548 1 2 125 3 1 0 125 4 1 0
548 1 2 128 3 0 0 128 4 0 0
575 1 2 133 3 0 0 133 4 0 0
575 1 2 136 3 1 0 136 4 0 0
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548 3 2 127 3 0 0 127 4 0 0
548 3 2 130 3 0 0 130 4 0 0
575 3 2 132 3 1 0 132 4 1 0
575 3 2 135 3 1 0 135 4 1 0
559 3 2 137 3 0 0 137 4 0 0
565 3 2 147 3 0 0 147 4 0 0
435 3 2 149 3 0 0 149 4 0 0
435 3 2 152 3 0 0 152 4 1 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 5 0 0 63 6 1 0
538 1 1 66 5 1 0 66 6 0 0
539 1 1 68 5 0 0 68 6 0 0
539 1 1 71 5 0 0 71 6 1 0
540 1 1 73 5 0 0 73 6 0 0
540 1 1 76 5 0 0 76 6 0 0
550 1 1 81 5 0 0 81 6 0 0
550 1 1 84 5 NC NC 84 6 NC NC
547 1 1 86 5 1 0 86 6 NC NC
551 1 2 88 5 0 0 88 6 0 0
551 1 2 91 5 1 1 91 6 0 0
546 1 1 96 5 0 0 96 6 0 0
546 1 1 99 5 0 0 99 6 0 0
549 1 2 101 5 0 0 101 6 0 0
549 1 2 104 5 0 0 104 6 0 0
552 1 2 107 5 0 0 107 6 0 0
552 1 2 110 5 0 0 110 6 0 0
548 1 2 125 5 1 1 125 6 NC NC
548 1 2 128 5 0 0 128 6 0 0
575 1 2 133 5 0 0 133 6 1 0
575 1 2 136 5 0 0 136 6 1 0
559 1 2 138 5 1 0 138 6 0 0
565 1 2 142 5 1 0 142 6 1 0
565 1 2 145 5 0 0 145 6 1 0
435 1 2 150 5 0 0 150 6 0 0
538 2 1 61 5 0 0 61 6 0 0
538 2 1 64 5 0 0 64 6 0 0
539 2 1 69 5 0 0 69 6 1 0
539 2 1 72 5 0 0 72 6 0 0
540 2 1 74 5 0 0 74 6 0 0
540 2 1 77 5 0 0 77 6 0 0
550 2 1 79 5 0 0 79 6 0 0
550 2 1 82 5 0 0 82 6 0 0
547 2 1 87 5 0 0 87 6 0 0
551 2 2 89 5 0 0 89 6 0 0
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551 2 2 92 5 1 1 92 6 0 0
546 2 1 94 5 0 0 94 6 0 0
546 2 1 97 5 0 0 97 6 0 0
549 2 2 102 5 1 1 102 6 0 0
549 2 2 105 5 0 0 105 6 0 0
552 2 2 108 5 0 0 108 6 0 0
552 2 2 111 5 0 0 111 6 0 0
548 2 2 126 5 1 0 126 6 0 0
548 2 2 129 5 1 0 129 6 1 0
575 2 2 131 5 1 1 131 6 1 0
575 2 2 134 5 0 0 134 6 1 0
559 2 2 139 5 0 0 139 6 1 0
565 2 2 143 5 0 0 143 6 1 0
565 2 2 146 5 0 0 146 6 0 0
435 2 2 148 5 0 0 148 6 0 0
435 2 2 151 5 0 0 151 6 0 0
538 3 1 62 5 1 0 62 6 0 0
538 3 1 65 5 1 0 65 6 0 0
539 3 1 67 5 1 0 67 6 0 0
539 3 1 70 5 0 0 70 6 0 0
550 3 1 80 5 0 0 80 6 0 0
550 3 1 83 5 1 0 83 6 0 0
547 3 1 85 5 0 0 85 6 0 0
551 3 2 90 5 0 0 90 6 0 0
551 3 2 93 5 0 0 93 6 0 0
546 3 1 95 5 0 0 95 6 1 0
546 3 1 98 5 0 0 98 6 0 0
549 3 2 100 5 0 0 100 6 0 0
549 3 2 103 5 0 0 103 6 0 0
552 3 2 109 5 0 0 109 6 0 0
552 3 2 112 5 0 0 112 6 0 0
548 3 2 127 5 0 0 127 6 0 0
548 3 2 130 5 1 0 130 6 0 0
575 3 2 132 5 0 0 132 6 0 0
575 3 2 135 5 1 1 135 6 0 0
559 3 2 137 5 0 0 137 6 0 0
565 3 2 147 5 0 0 147 6 0 0
435 3 2 149 5 0 0 149 6 0 0
435 3 2 152 5 1 0 152 6 0 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 7 0 0 63 8 1 0
538 1 1 66 7 0 0 66 8 0 0
539 1 1 68 7 0 0 68 8 0 0
539 1 1 71 7 0 0 71 8 1 0
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435 2 2 148 7 0 0 148 8 0 0
435 2 2 151 7 0 0 151 8 0 0
538 3 1 62 7 0 0 62 8 0 0
538 3 1 65 7 0 0 65 8 1 0
539 3 1 67 7 0 0 67 8 0 0
539 3 1 70 7 0 0 70 8 0 0
550 3 1 80 7 0 0 80 8 0 0
550 3 1 83 7 0 0 83 8 1 0
547 3 1 85 7 0 0 85 8 0 0
551 3 2 90 7 0 0 90 8 0 0
551 3 2 93 7 0 0 93 8 0 0
546 3 1 95 7 0 0 95 8 0 0
546 3 1 98 7 0 0 98 8 0 0
549 3 2 100 7 1 0 100 8 0 0
549 3 2 103 7 0 0 103 8 0 0
552 3 2 109 7 0 0 109 8 0 0
552 3 2 112 7 0 0 112 8 0 0
548 3 2 127 7 0 0 127 8 0 0
548 3 2 130 7 0 0 130 8 0 0
575 3 2 132 7 0 0 132 8 1 1
575 3 2 135 7 0 0 135 8 0 0
559 3 2 137 7 0 0 137 8 0 0
565 3 2 147 7 1 0 147 8 0 0
435 3 2 149 7 0 0 149 8 1 0
435 3 2 152 7 0 0 152 8 0 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 9 1 0 63 10 0 0
538 1 1 66 9 0 0 66 10 0 0
539 1 1 68 9 0 0 68 10 0 0
539 1 1 71 9 1 0 71 10 0 0
540 1 1 73 9 0 0 73 10 0 0
540 1 1 76 9 0 0 76 10 0 0
550 1 1 81 9 0 0 81 10 0 0
550 1 1 84 9 NC NC 84 10 NC NC
547 1 1 86 9 NC NC 86 10 NC NC
551 1 2 88 9 0 0 88 10 0 0
551 1 2 91 9 0 0 91 10 0 0
546 1 1 96 9 0 0 96 10 0 0
546 1 1 99 9 0 0 99 10 0 0
549 1 2 101 9 0 0 101 10 0 0
549 1 2 104 9 0 0 104 10 0 0
552 1 2 107 9 0 0 107 10 1 1
552 1 2 110 9 0 0 110 10 0 0
548 1 2 125 9 NC NC 125 10 NC NC
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549 3 2 103 9 0 0 103 10 0 0
552 3 2 109 9 1 0 109 10 0 0
552 3 2 112 9 0 0 112 10 0 0
548 3 2 127 9 0 0 127 10 0 0
548 3 2 130 9 0 0 130 10 0 0
575 3 2 132 9 0 0 132 10 0 0
575 3 2 135 9 0 0 135 10 0 0
559 3 2 137 9 0 0 137 10 0 0
565 3 2 147 9 0 0 147 10 1 0
435 3 2 149 9 1 0 149 10 0 0
435 3 2 152 9 0 0 152 10 0 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 11 0 0 63 12 0 0
538 1 1 66 11 0 0 66 12 0 0
539 1 1 68 11 0 0 68 12 0 0
539 1 1 71 11 0 0 71 12 0 0
540 1 1 73 11 1 0 73 12 1 0
540 1 1 76 11 1 0 76 12 1 0
550 1 1 81 11 0 0 81 12 0 0
550 1 1 84 11 NC NC 84 12 NC NC
547 1 1 86 11 NC NC 86 12 NC NC
551 1 2 88 11 0 0 88 12 0 0
551 1 2 91 11 0 0 91 12 0 0
546 1 1 96 11 0 0 96 12 0 0
546 1 1 99 11 0 0 99 12 0 0
549 1 2 101 11 0 0 101 12 1 0
549 1 2 104 11 0 0 104 12 0 0
552 1 2 107 11 0 0 107 12 1 0
552 1 2 110 11 0 0 110 12 1 0
548 1 2 125 11 NC NC 125 12 NC NC
548 1 2 128 11 0 0 128 12 0 0
575 1 2 133 11 0 0 133 12 0 0
575 1 2 136 11 0 0 136 12 0 0
559 1 2 138 11 0 0 138 12 0 0
565 1 2 142 11 1 0 142 12 1 0
565 1 2 145 11 0 0 145 12 0 0
435 1 2 150 11 0 0 150 12 0 0
538 2 1 61 11 0 0 61 12 0 0
538 2 1 64 11 1 0 64 12 1 0
539 2 1 69 11 0 0 69 12 0 0
539 2 1 72 11 0 0 72 12 0 0
540 2 1 74 11 1 0 74 12 0 0
540 2 1 77 11 1 0 77 12 0 0
550 2 1 79 11 0 0 79 12 0 0
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550 2 1 82 11 0 0 82 12 0 0
547 2 1 87 11 0 0 87 12 0 0
551 2 2 89 11 0 0 89 12 0 0
551 2 2 92 11 0 0 92 12 0 0
546 2 1 94 11 0 0 94 12 0 0
546 2 1 97 11 0 0 97 12 0 0
549 2 2 102 11 0 0 102 12 0 0
549 2 2 105 11 0 0 105 12 0 0
552 2 2 108 11 1 0 108 12 0 0
552 2 2 111 11 0 0 111 12 0 0
548 2 2 126 11 0 0 126 12 0 0
548 2 2 129 11 0 0 129 12 0 0
575 2 2 131 11 0 0 131 12 0 0
575 2 2 134 11 0 0 134 12 0 0
559 2 2 139 11 1 0 139 12 1 0
565 2 2 143 11 0 0 143 12 1 0
565 2 2 146 11 0 0 146 12 0 0
435 2 2 148 11 0 0 148 12 0 0
435 2 2 151 11 0 0 151 12 0 0
538 3 1 62 11 0 0 62 12 0 0
538 3 1 65 11 0 0 65 12 0 0
539 3 1 67 11 0 0 67 12 0 0
539 3 1 70 11 0 0 70 12 0 0
550 3 1 80 11 0 0 80 12 0 0
550 3 1 83 11 0 0 83 12 0 0
547 3 1 85 11 0 0 85 12 0 0
551 3 2 90 11 0 0 90 12 0 0
551 3 2 93 11 0 0 93 12 0 0
546 3 1 95 11 0 0 95 12 0 0
546 3 1 98 11 0 0 98 12 0 0
549 3 2 100 11 0 0 100 12 0 0
549 3 2 103 11 0 0 103 12 0 0
552 3 2 109 11 0 0 109 12 0 0
552 3 2 112 11 0 0 112 12 0 0
548 3 2 127 11 0 0 127 12 0 0
548 3 2 130 11 0 0 130 12 0 0
575 3 2 132 11 0 0 132 12 0 0
575 3 2 135 11 0 0 135 12 0 0
559 3 2 137 11 0 0 137 12 0 0
565 3 2 147 11 0 0 147 12 0 0
435 3 2 149 11 0 0 149 12 0 0
435 3 2 152 11 0 0 152 12 0 0
Porca T G Leitao Dia OcD Med. | Leitdo Dia  OcD Med.
538 1 1 63 13 0 0 63 14 0 0
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APENDICE 10. Analise de freqiéncia de ocorréncia de diarréias nos leitdes,
durante os 14 dias de experimento, classificados em fungcao dos

tratamentos (dias com e sem diarréia*tratamento).

Estatistica GL Valor do teste P
X2 2 20,655 <0,0001
Likelihood Ratio X2 2 21,191 <0,0001
Mantel-Haenszel X2 1 20,581 <0,0001
Phi coeficiente 0,143

Contigéncia Coeficiente 0,141

Cramer's V 0,143




APENDICE 11.
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FreqUéncia observada e esperada () e percentagem da freqtiéncia

dos leitbes com e sem diarréia durante os 14 dias do periodo
experimental, classificados em fungao dos tratamentos (dias com
e sem diarréia*tratamento). Comparagao entre o controle e T2.

Tratamento Sem Diarréia Com Diarréia
Leitdes x dias % Leitdes x dias %

Controle 232 (243,27) 72,5 88 (76,72) 27,5

T2 288 (276,73) 79 76 (87,27) 21

P 0,04

APENDICE 12. Analise de freqiéncia de ocorréncia de diarréias nos leitdes,
durante os 14 dias de experimento, classificados em fungcdo dos
tratamentos (dias com e sem diarréia*tratamento). Comparacéao
entre o controle e T2.

Estatistica GL Valor do teste P

X2 1 4,095 0,043

Likelihood Ratio X2 1 4,089 0,043

Mantel-Haenszel X2 1 4,089 0,043

Phi coeficiente -0,077

Contigéncia Coeficiente 0,077

Cramer’'s V -0,077

APENDICE 13. Freqliéncia observada e esperada () e percentagem da freqiiéncia

dos leitbes com e sem diarréia durante os 14 dias do periodo
experimental, classificados em fun¢do dos tratamentos (dias com
e sem diarréia*tratamento). Comparacgao entre o controle e T3.

Tratamento Sem Diarréia Com Diarréia

Leitdes x dias % Leitdes x dias %
Controle 232 (255,2) 72,5 88 (64,79) 27,5
T3 280 (256,8) 87 42 (65,20) 13
P <0,0001
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APENDICE 14. Analise de freqiéncia de ocorréncia de diarréias nos leitbes,
durante os 14 dias de experimento, classificados em fungcdo dos
tratamentos (dias com e sem diarréia*tratamento). Comparacéao
entre o controle e T3.

Estatistica GL Valor do teste P
X2 1 20,770 <0,0001
Likelihood Ratio X2 1 21,135 <0,0001
Mantel-Haenszel X2 1 20,738 <0,0001
Phi coeficiente -0,179

Contigéncia Coeficiente 0,177

Cramer’s V -0,179

APENCIDE 15. Freqiiéncia observada e esperada () e percentagem da freqiiéncia
dos leitbes com e sem diarréia durante os 14 dias do periodo
experimental, classificados em fungao dos tratamentos (dias com
e sem diarréia*tratamento). Comparagao entre T2 e T3

Tratamento Sem Diarréia Com Diarréia

Leitdes x dias % Leitdes x dias %
T2 288 (301,39) 79 76 (62,61) 21
T3 280 (266,61) 87 42 (55,38) 13
P 0,006

APENDICE 16. Andlise de freqiiéncia de ocorréncia de diarréias nos leitdes,
durante os 14 dias de experimento, classificados em fungédo dos
tratamentos (dias com e sem diarréia*tratamento). Comparacéo
entre T2 e T3.

Estatistica GL Valor do teste P
X2 1 7,365 0,006
Likelihood Ratio X2 1 7,476 0,006
Mantel-Haenszel X2 1 7,354 0,007
Phi coeficiente -0,103

Contigéncia Coeficiente 0,103

Cramer's V -0,103
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APENDICE 17. Andlise de freqiiéncia de ocorréncia de medicacdo dos leitdes,
durante os 14 dias de experimento, classificados em fungcdo dos
tratamentos (Medicacao*Tratamento).

Estatistica GL Valor do teste P
X2 2 8,310 0,015
Likelihood Ratio X2 2 10,520 0,005
Mantel-Haenszel X2 1 6,989 0,008
Phi coeficiente 0,090

Contigéncia Coeficiente 0,090

Cramer's V 0,090
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