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1AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DE OVOS HIPERIMUNIZADOS (IGY) NO 
CONTROLE DE DIARREIA PÓS-DESMAME EM LEITÕES 
Autor: Daniele Pozzebon da Rosa 
Orientadora: Prof. Andréa Machado Leal Ribeiro 
Co-orientadora: Maitê de Moraes Vieira 
 
RESUMO 

A mudança na alimentação de leitões, no desmame, está associada 
a um período de estresse e jejum que resulta em depleção do trato 
gastrointestinal prejudicando a absorção de nutrientes e também oportunizando 
a multiplicação de bactérias patogênicas causadoras de diarreia. Escherichia 
coli enterotoxigênica (ETEC) é uma das principais causas de diarreia pós 
desmame em leitões e acarreta grandes perdas econômicas na fase de creche. 
Com a restrição gradual do uso de antibióticos pelo mercado, é necessário 
pesquisar aditivos alimentares que proporcionem proteção aos leitões e evitem 
quedas de desempenho. A imunização passiva, através do uso de gemas de 
galinhas hiperimunizadas (IgY) é uma alternativa atraente aos antibióticos. O 
objetivo do presente estudo foi avaliar a eficácia de um produto comercial 
chamado GLOGIGEN® Jump Start, à base de gemas de ovos de galinhas 
hiperimunizadas (IgY), no controle à diarreia causada por Escherichia coli 
enterotoxigênica (ETEC) F4 e F18 em leitões recém-desmamados. Os animais 
foram desafiados com 1010UFC/leitão de E. coli F4 e F18 e ciclos de calor por 
três dias consecutivos a partir do primeiro dia de experimento. Com 22 dias de 
idade, 32 leitões recém-desmamados foram distribuídos em grupos. O grupo I, 
como controle negativo não foi desafiado com ETEC e recebeu colistina como 
antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco e sulfato de cobre. Os 
outros três grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® 
na dieta (Grupo II), 4% de inclusão de PSS (Grupo III) e um controle 
positivo(Grupo VI). Avaliou-se o desempenho por 24 dias, escore e matéria 
seca fecal a partir do segundo dia de inoculação, por 10 dias consecutivos. 
Também foram recolhidas amostras de fezes durante os oito primeiros dias de 
experimento, no 15º e no 24º dias para determinar o número de células de 
ETEC excretadas, pela técnica de PCR quantitativo e para a detecção da 
presença das fímbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, STb e LT pela reação 
de cadeia polimerase (PCR) multiplex. O Grupo II apresentou maior peso 
corporal e ganho de peso (p<0,05) do que o Grupo VI e não diferiu do Grupo I 
(p>0,05) e melhor eficiência alimentar do que o Grupo III (p<0,05). O uso do 
GLOBIGEN® resultou em fezes moles (escore ≤ 1) que os animais do Grupo III 
e IV (p<0,05) e reduziu a excreção de F4 e F18 (p<0,05) em relação ao Grupo 
VI. A presença das enterotoxinas foi menor no Grupo II provavelmente 
relacionada à menor excreção das ETEC. A associação F18/STa/STb e F4/LT 
foi observada. Os resultados deste estudo sugerem que o GLOBIGEN® age 
eficientemente no controle à diarreia podendo ser uma alternativa ao uso de 
antimicrobianos em leitões recém-desmamados. 

 

                                                           
1
 Dissertação de Mestrado em Zootecnia – Produção Animal, Faculdade de Agronomia, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (98p). Marco, 2014. 
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2 EVALUATION OF THE EFFICACY OF EGGS HIPERIMMUNIZED (IGY) IN 

CONTROL OF DIARRHOEA IN POST-WEANED PIGLETS 

Author: Daniele Pozzebon da Rosa 
Adviser: Prof. Andréa Machado Leal Ribeiro 
Co-adviser: Maitê de Moraes Vieira 
 

ABSTRACT 

The change in the piglets’ feeding, at weaning, is associated with a stress and 
fasting period that results in depletion of the gastrointestinal tract impairing the 
absorption of nutrients and also giving opportunity to the multiplication of 
pathogenic bacteria causing diarrhea. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) 
is a major cause of diarrhoea in piglets after weaning and brings great 
economic losses in the nursery phase. With the gradual restriction of the use of 
antibiotics by the market, it is necessary to search for food additives that 
provide protection to piglets and avoid performance drops. Passive 
immunization through the use of egg yolks of hyperimmunized chickens (IgY) is 
an attractive alternative to antibiotics.The objective of this trial was to evaluate 
the effect of a commercial product based on egg-yolk from hens 
hyperimmunized (GLOBIGEN® Jump Star) to control diarrhoea caused by 
enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) F4 and F18 in weaned pigs. The 
animals were challenged with both 1010 CFU/piglet E. coli F4 and F18 and heat 
cycles for three consecutive days from the first day of the experiment. Thirty-two 
22-d-old weaned piglets were divided into groups. Group I as a negative control 
was unchallenged and received colistin as growth promoter, zinc oxide and 
copper sulfate. The other three groups were challenged with ETEC were fed a 
diet with 0.2% GLOBIGEN ® (Group II), including 4% DPP (Group III) and a 
positive control (Group VI). For 24d evaluated the performance, score and 
faecal dry matter for 10 consecutive days from second day of the challenged. 
Fecal samples were also collected during the first eight days of the experiment, 
later in the 15th and 24th days to determine to determine the number of CFU of 
ETEC in excreted faeces by  the technique of quantitative Polymerase Chain 
Reaction (PCR) and detecting the presence of fimbriae F4 and F18 and 
enterotoxin STa, STb and LT by PCR multiplex., Group II provided higher body 
weight and weight gain (p<0.05) compared with the Group IV, Group I did not 
differ (p>0.05) and feed efficiency higher than Group III (p<0.05). The use of 
GLOBIGEN® results soft feces (score ≤ 1) recovering in less time than animals 
of Groups III and IV (p<0.05) and excretion of F18 and F4 (p<0.05) was lower 
compared with the Group IV. The presence of toxins was lower in Group II, 
probably related to excretion reduced of fimbriae. The F18/STa/STb and F4/LT 
association was observed. The results of the study suggest that GLOBIGEN® 
acts effectively in control of diarrhoea and can be an alternative to the use of 
antimicrobials in weanling piglets. 
 
 

                                                           
2
 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (98p). Marco, 2014. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Uma das etapas mais críticas da produção de suínos quanto ao seu 

volume de perdas, é a creche. Nesta fase, os animais deixam a companhia da 
mãe e em substituição ao leite materno, passam a consumir somente ração, o 
que gera estresse e jejum. Como resultado, a parada no crescimento tem 
impacto negativo no desempenho subsequente.  

Com o início da ingestão de alimento sólido, a arquitetura das 
vilosidades intestinais é danificada e quando este alimento não é bem 
absorvido no trato gastrointestinal serve como substrato para a multiplicação de 
bactérias patogênicas causadoras de diarreia.  

A diarreia pós-desmame é uma doença multifatorial, destacando-se 
a Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) como um importante agente 
infeccioso (Silva et al., 1999). A diarreia causada por Escherichia coli ETEC é 
uma importante causa de morte em leitões desmamados e muitas vezes 
resulta em significativas perdas durante a primeira semana pós-desmame 
(Fairbrother et al., 2005).  Existem hoje algumas formas de minimizar, ou 
evitar, o dano causado pela ETEC nos períodos neonatal e pós-desmame. 
Rotineiramente são utilizadas técnicas como a vacinação de porcas antes do 
parto e a utilização de antimicrobianos na forma de promotores de crescimento. 
Porém, a possibilidade de indução à resistência bacteriana e da presença de 
resíduos de antimicrobianos na carne têm forçado restrições ao uso de 
antimicrobianos como promotores de crescimento em vários países, sendo o 
continente europeu líder nessas proibições. Com isso, surgiram restrições e 
novas regulamentações quanto ao uso de antibióticos como aditivos de rações. 
Na União Européia, a partir de 2006 foi banido o uso de qualquer 
antimicrobiano promotor de crescimento na produção animal, sendo permitido o 
uso de antibióticos e quimioterápicos somente com finalidade curativa (Costa et 
al. 2011). A pressão para a remoção de antimicrobianos tem aumentado a 
busca de aditivos alimentares que proporcionem proteção aos leitões e evitem 
quedas de desempenho. Novas alternativas estão sendo estudadas, como a 
imunização ativa (imunização oral com cepas atenuadas que contenham 
fímbrias), administração de plasma de animais imunizados e imunização 
passiva através da administração oral de imunoglobulinas da gema de ovos de 
galinha (IgY) contra fímbrias. 

O plasma suíno seco (PSS) é uma alternativa ao uso de antibióticos. 
Nollet et al. (1999) justificaram a utilização de PSS em leitões desmamados, 
pela capacidade de suas glicoproteínas reduzirem a adesão de E. coli aos 
enterócitos. Owusu-Asiedo et al. (2003a) observaram melhora no desempenho 
e redução da excreção de ETEC em leitões recém-desmamados alimentados 
com PSS. 

 As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas (IgY) 
imunizadas com patógenos infecciosos também têm demonstrado eficiência na 
prevenção de infecções (Sugita-Konishi et al., 1996; Zuñiga et al., 1997), pois 
agem efetivamente na terapia e profilaxia de leitões recém-nascidos infectados 
com a E. coli ETEC (Yokoyama et al., 1992; Ribeiro et al., 2005), podendo ser 
usadas como fonte de anticorpos de custo baixo para a imunização passiva 
contra doenças infecciosas (Marquardt et al., 1999). 

Neste contexto, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar a 
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eficácia de 0,2% na dieta de um produto comercial chamado GLOBIGEN® 
Jump Start, à base de IgY, no controle da diarreia causada por E. coli ETEC 
em leitões recém-desmamados. Usou-se um modelo de desafio aos animais 
que consistiu em inoculações de cepas viaveis de Escherichia coli F4 e F18 
para posterior quantificação da bactéria nas fezes e das enterotoxinas Sta, STb 
e LT. A especificidade das imunoglobulinas contidas no produto contra as 
fímbrias utilizadas no desafio não é conhecida. Foi observada a severidade da 
diarréia após o desafio e o desempenho dos animais. O grupo de leitões que 
recebeu o GLOBIGEN® foi comparado a outros 3 grupos: o grupo que recebeu 
uma dieta sem aditivos, o grupo que teve 4% de plasma suíno incorporado à 
sua dieta, todos desafiado com a ETEC e, também ao grupo controle negativo 
(sem desafio com a ETEC) que teve a adição de 40 ppm de Colistina, 2300 
ppm de zinco e 150 ppm de cobre. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Diarreia em leitões recém-desmamados 
Leitões recém-desmamados muitas vezes sofrem de diarreia que 

podem  levá-los à morte, ocasionando grandes perdas na produção. A diarreia 
normalmente ocorre durante a primeira semana após o desmame, também 
tendo como resultado o baixo ganho de peso dos leitões. Vários fatores, como 
o estresse do desmame, alterações alimentares e ausência de anticorpos 
provenientes do leite da porca, contribuem para a gravidade desta doença 
(Fairbrother et al., 2005). 

A dieta é um dos fatores mais importantes que influenciam o curso 
da doença em leitões recém-desmamados. No desmame, a dieta dos leitões é 
alterada de líquida e com alta digestibilidade (o leite) para sólida, complexa e 
de baixa digestibilidade, e no pós-desmame distúrbios digestivos e intestinais 
podem causar importantes perdas econômicas (Lallés et al., 2009). Esta 
mudança leva a uma diminuição acentuada no consumo de ração e da 
capacidade digestiva (Pluske et al., 1997). Segundo Pluske et al. (1997) a 
mudança da dieta influencia na estrutura e função intestinal, levando a atrofia 
das vilosidades e hiperplasia das criptas, causando uma temporária diminuição 
da capacidade digestiva e de absorção do intestino delgado, resultando em 
baixo desempenho dos leitões. Estudos têm demonstrado que a função da 
barreira intestinal fica comprometida, o que resulta no aumento da secreção de 
eletrólitos e água e aumento da permeabilidade de substâncias potencialmente 
tóxicas (Lalles et al., 2004). 

Os leitões recém-desmamados possuem baixa capacidade de 
produção de ácido clorídrico e de enzimas proteolíticas necessárias para 
digerir, principalmente, a fração proteica de origem vegetal dos ingredientes 
presentes na ração (Shields et al., 1980; Lindemann et al., 1986; Owsley et al. 
1986). É importante analisar a fonte de proteína utilizada na dieta, visto que 
essa tem consequência no consumo, ganho de peso, digestibilidade do 
nutriente e na atividade das enzimas pancreáticas (Makkink et al., 1994; 
Peiniau et al., 1996). Segundo Dreau et al. (1994) a soja, principal fonte 
protéica de origem vegetal na dieta dos animais domésticos, favorece a 
ocorrência de diarreia devido à presença de inibidores de tripsina e proteínas 
alergênicas que induzem a resposta imune localizada.  Esta última pode 
resultar em alterações tais como a diminuição da altura das vilosidades, 
aprofundamento de cripta, e resposta inflamatória, possivelmente predispondo 
a uma proliferação de E. coli (Li et al., 1991). Outro componente da soja que 
pode causar diarreia são os oligossacarídeos, em particular, estaquiose e 
rafinose (Choct et al., 2010). Os leitões não possuem enzimas endógenas 
capazes de digerir estes oligossacarídeos (Veldman et al., 1993). A 
fermentação dos oligossacáridos no intestino pode causar flatulência e diarreia 
(Zhang et al., 2001). Segundo Ethridge et al. (1984 a. b), o aumento da 
digestibilidade da dieta esta correlacionado com a diminuição da frequência e 
severidade da diarreia 

O desmame também provoca distúrbios na homeostase da 
microbiota intestinal levando a atrasos no desenvolvimento funcional do 
sistema imune da mucosa (Lalles et al., 2007). Os leitões são desmamados 
antes mesmo de serem capazes de produzir anticorpos suficientes para 
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proteção contra doenças entéricas (Miller et al., 1961). Pluske et al. (1997) 
observaram que no período pós-desmame houve atrofia das vilosidades em 
decorrência do aumento da taxa de descamação epitelial causada pelo início 
do consumo de ração sólida, baixo consumo de ração, presença de toxinas 
bacterianas e adesão de bactérias aos enterócitos. A alta taxa de descamação 
eleva a quantidade de enterócitos imaturos ao ápice das vilosidades e esses 
não possuem plena capacidade de absorção, além de serem mais susceptíveis 
às enterotoxinas (van Dijk et al., 2002). 

 
2.2 Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) 
A Escherichia coli é um patógeno entérico comum em suínos, 

causando diarreia em recém-nascidos e em leitões recém-desmamados 
(Fairbrother, 1999). A E. coli é classificada de acordo com o fator de virulência 
e sua patogenicidade em enterotoxigênica (ETEC), enteropatogênica (EPEC), 
enteroinvasiva (EIEC), verotoxigênica (VTEC), enterohemorragica ( EHEC), 
enteroagregativa (EAggEC) e  “attaching and effacing” (AEEC) (Van den 
Broeck et al., 2000). Destes patótipos, a ETEC é a mais importante na causa 
de diarreia grave em leitões neonatais e desmamados uma vez que estes 
animais parecem ter receptores específicos e serem sensíveis as adesinas e 
enterotoxinas de algumas ETEC (Nagy & Fekete, 2005). 

A patogenicidade da E. coli está relacionada à sua capacidade de 
colonizar o epitélio intestinal (Nataro & Kaper, 1998). Após a adesão, a ETEC 
secreta proteínas (enterotoxinas) que alteram as funções dos enterócitos, 
aumentando a secreção e reduzindo a absorção. Assim, os principais atributos 
de virulência da ETEC são as adesinas fimbriais (apêndices semelhantes a 
pêlos chamados fímbrias ou pili) e enterotoxinas (proteínas ou peptídeos) 
(Nagy & Fekete, 2005). 

Em estirpes de ETEC, os tipos de fímbrias F4 e F18 são comumente 
encontrados em E. coli patogênicas isoladas de leitões desmamados 
(Imberechts et al., 1997; Frydendahl, 2002; Cheng et al., 2005; Fairbrother et 
al., 2005; Zhang et al., 2007). A fímbria F4, anteriormente descrita como K88, 
foi descoberta  por Orskov et al. (1961). Estes mesmos autores descreveram a 
bactéria como termolábil, cuja expressão é inibida quando incubada a 18 ° C. O 
diâmetro das fímbrias F4 foi estimado em 2,1 nm (Wadstron et al., 1978) e 
massa molecular entre 23,5 e 26 kDa dependendo da variante (Gaastra & 
Graaf, 1982). A fímbria F4 é flexível e ocorre como três variantes antigênicas, 
F4ab, F4ac (Orskov et al., 1964), ou F4ad (Guinée & Jansen, 1979). Todos os 
tipos antigênicos de F4 ligam-se em glicoconjugados presentes nas células 
epiteliais do intestino delgado (Erickson et al. , 1994; Grange et al., 1996) . As 
três variedades representam não só variantes antigênicas, mas também 
diferentes especificidades de ligação. Alguns suínos são suscetíveis a todos os 
três tipos, alguns são suscetíveis a dois tipos (ab e ac ou ab e ad), outros são 
suscetíveis a um único tipo (ad ou ab ) e outros resistentes a ligação das três 
variantes (Bijlsma et al., 1981; Francis et al., 1999). Conway et al. (1990) 
indicam a possibilidade de que leitões recém-nascidos sejam mais sensíveis às 
fímbrias F4 que leitões mais velhos, devido à maior quantidade de receptores 
específicos para  F4 na mucosa intestinal, contribuindo para uma adesão inicial 
da fímbria ETEC no íleo. Em contraste, leitões com 35 dias de idade possuem 
menor quantidade de receptores específicos para F4 na mucosa ileal, 
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prevenindo que a bactéria ligue-se aos enterócitos. O gene que codifica a F4 
foi encontrado em plasmídeos que podem ser transferidos para outras 
bactérias por conjugação (Orskov & Orskov, 1966). 

O centro internacional de Escherichia e Klebsiella (The International 
Escherichia and Klebsiella Center), em Copenhagen, sugeriu que o fator de 
colonização 8813 e a fímbria 2134 fossem designados como F18 (Rippinger et 
al., 1995). Esta fímbria apresenta 4,6 nm de diâmetro (Bertschinger et al., 
1990) e massa molecular de aproximadamente 15 kDa, dependendo da 
variante (Rippinger et al., 1995). A fímbria F18 é expressa quando incubada a 
37 º C e inibida a 18º C e adere ao epitélio intestinal de suínos com mais de 3 
semanas de idade e não em leitões neonatos (Nagy et al., 1992; Fairbrother et 
al., 2005). A fímbria F18 possui apêndices flexíveis longos que mostram um 
característico ziguezague (Nagy et al., 1997) e ocorre como duas variantes 
antigênicas, F18ab e F18ac (Rippinger et al., 1995) . A F18ab é típica das 
estirpes de VTEC e mostra expressão relativamente baixa in vivo e in vitro, 
enquanto que a F18ac mostra expressão na diarreia pós-desmame (Nagy et 
al., 1997). 

A E. coli ETEC é definida por produzir enterotoxinas, dentre elas a 
termolábil (LT), a termo estável tipo A (STa) e a termoestável tipo B (STb) 
(Nataro & Kaper, 1998). Enterotoxinas são proteínas expressas pelo plasmídeo 
de bactérias ETEC que atuam sobre o epitélio intestinal (O'Brien & Holmes, 
1996). Os mecanismos básicos de ação das enterotoxinas LT e ST são a 
produção de alterações funcionais profundas em pequenas células epiteliais do 
intestino, resultando em aumento da secreção de H2O, Na+ e Cl- e 
concomitante diminuição e absorção de líquidos, levando à desidratação e 
acidose do animal (Nagy e Fekete, 2005). As enterotoxinas LT são produzidas 
predominantemente por ETEC expressa em humanos e em suínos, e são 
conhecidas por serem similares a toxina da cólera (CT) de Vibrio cholerae 
(Hirst et al., 1998; O'Brien & Holmes, 1996). As enterotoxinas LT possuem alto 
peso molecular 88 kD  e duas  variantes biologicamente distintas, mas 
estruturalmente  semelhantes: LTI e LTII. No grupo da LTI, há a LTH-I, 
expressa em humanos e LTP-I expressa em suínos. Toxinas LTII são raras e 
ocorrem em seres humanos e bezerros e possuem duas variantes antigênicas 
(LTIIa e LTIIb) (O'Brien & Holmes, 1996). Além do modo clássico de ação, a LT 
possui alternativas de mecanismos de indução de secreção, envolvendo as 
prostaglandinas, o sistema nervoso entérico e citocinas (Nataro e Kaper, 1998). 

As enterotoxinas ST são produzidas pela ETEC expressa em 
humanos, suínos e bovinos. As LT são mais antigênicas do que as ST (O'Brien 
& Holmes, 1996). Entre as enterotoxinas ST, a primeira variante a ser 
descoberta foi a STa que consiste em um peptídeo com massa molecular 2 
kDa, contendo 11-18 aminoácidos, expressa em suínos e bezerros. STa é 
solúvel em metanol, reage em leitões induzindo pequena secreção de fluidos 
intestinais em recém-nascidos, porém não se expressa em leitões 
desmamados, ao contrário da STb que pode induzir secreção de fluído nos 
dois grupos etários de suínos (Nagy & Fekete, 1999). A atividade biológica da 
STa é exercida através da estimulação de guanilatociclase e acumulação 
intracelular de monofosfato de guanosina cíclico que reduz a absorção de água 
e eletrólitos (Na+ e Cl-) na borda das vilosidades, e simultaneamente a uma 
elevada secreção de Cl- e H2O, em células das criptas (Forte et al., 1992). A 
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segunda variante, a STb é um  peptídeo de 48 aminoácidos que  liga-se à 
superfície do epitélio intestinal e é internalizada pelas células epiteliais 
(Dubreuil, 1997). Dreyfus et  al. (1993) sugeriram que a STb atua através da 
abertura de canais de Cl-  dependentes de Ca2+ elevando seus níveis 
intracelulares. Neste processo ocorre a síntese de prostaglandina 
endoperoxidase levando assim a mecanismos secretórios (Dubreuil, 2008). A 
F4 geralmente produz tanto as enterotoxinas LT e STb  com ou sem a STa. A 
F18 produz mais frequentemente a STa e STb e raramente produzem a LT 
(Rippinger et al., 1995; Francis, 2002). 

 
2.3 Detecção e quantificação de fímbrias de E. coli 
A caracterização adequada de cepas de E. coli isoladas a partir de 

diarreia requer a determinação de propriedades tanto das fímbrias bem como 
das toxinas (Osek et al., 1999). Diversos testes são utilizados para a detecção 
de fímbrias, dentre eles, o teste de aglutinação que é o mais simples. No 
entanto, existem algumas dificuldades na detecção de fímbrias usando 
somente esta análise, bem como são necessárias condições especiais de 
cultura para a expressão adequada deste antígeno (Witting et al., 1994). 
Portanto, o uso de testes convencionais para a determinação de fímbrias pode 
fornecer resultados falso-negativos. 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é outro método 
empregado, com alta sensibilidade e especificidade mostrando bons resultados 
em investigações epidemiológicas de diarreias causadas por cepas de E. coli 
isoladas em fezes de suínos (Osek et al., 1999),  além de que é um método 
não invasivo, pois as análises podem ser feitas através do DNA extraído de 
fezes. A partir do DNA total extraído de fezes suínas, a técnica de PCR 
possibilita a síntese de fragmentos de DNA, usando a enzima DNA-polimerase, 
a mesma que participa da replicação do material genético nas células. Esta 
enzima sintetiza uma sequência complementar de DNA, desde que um 
pequeno fragmento (o oligonucleotídeo, ou primer, em inglês) já esteja ligado a 
uma das cadeias do DNA no ponto escolhido para o início da síntese. Os 
iniciadores definem a sequência a ser replicada e o resultado obtido é a 
amplificação de uma determinada sequência DNA com bilhões de cópias 
(Mullis, 1990). 

Diversos trabalhos utilizaram a técnica de PCR para identificação de 
cepas de E. coli F4 (Owusu-Asiedu et al., 2003a; 2003b; Bosi et al., 2004; 
Zhang et al., 2007), F18 (Frydendahl, 2002; Zhang et al., 2007), as variantes 
F18ab e F18ac (Imberechts et al., 1995; Cheng et al., 2005) e para identificar 
as enterotoxinas STa, STb e LT (Zhang et al. 2007) nas fezes de leitões recém-
desmamados. 

Em 1992 foi desenvolvida uma variação da técnica convencional da 
PCR, a chamada PCR em tempo real (Higuchi et al., 1992). A PCR em tempo 
real é uma técnica que vem ganhando espaço nos laboratórios de pesquisa por 
apresentar a capacidade de quantificar fragmentos de ácidos nucleicos (DNA e 
RNA) de maneira mais sensível, específica e com maior reprodutibilidade, 
comparada a outras técnicas quantitativas (Heind et al., 1996; Kubista et al., 
2006). Consiste na detecção e quantificação de um sinal fluorescente, 
enquanto ocorre a amplificação. Para isso, utilizam-se oligonucleotídeos e 
sondas específicas, ou fluoróforos intercalantes na cadeia do DNA, que emitem 
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fluorescência a cada hibridização e a cada passo de amplificação (Kubista et 
al., 2006). 

 
2.4 Plasma Animal Seco 
O plasma animal seco (PAS) é um subproduto de frigoríficos e 

abatedouros, sendo obtido de suínos (plasma suíno seco-PSS) ou de bovinos 
(plasma bovino seco-PBS), e utilizado tanto para produção de alimentos da 
linha humana quanto animal (Gatnau, 1990). O PAS possui componentes 
funcionais como imunoglobulinas, albumina, fibrinogênio, lipídios, fatores de 
crescimento, peptídeos biologicamente ativos (defensinas, transferrinas), 
enzimas e outros fatores que têm atividade biológica no intestino, 
independentemente de seu valor nutricional (Campbell et al., 2008). Ao 
adicionar PAS na alimentação de leitões, deve-se levar em conta a sua 
concentração de Fe, que em excesso pode afetar negativamente a imunidade 
do animal, facilitando a proliferação de bactérias patogênicas devido ao 
aumento da sua disponibilidade após saturação das transferrinas (Klasing et 
al., 1980; Kadis et al., 1984; Ward et al., 1996). 

De acordo com Sanchez et al. (1993), Coffey & Cromwell (1995) e 
van Dijk et al. (2001), o mecanismo de ação do PAS para combater a infecção 
por patógenos é aumentar a imunocompetência dos leitões promovendo a 
redução da aderência do patógeno no epitélio intestinal devido às 
imunoglobulinas e glicoproteínas presentes em sua composição. Owusu-
Asiedu et al. (2002, 2003a),  Torrallardona et al. (2003), Nofrarías et al. (2007) 
observaram que o PAS impediu a perda da integridade intestinal de leitões. 
Touchette et al. (2002) e Bosi et al. (2004) relataram que houve redução na 
adesão de Escherichia coli ao epitélio intestinal de leitões recém-desmamados 
alimentados com PAS.  

Pierce et al. (2005) indicaram que tanto o plasma suíno quanto o 
bovino são benéficos para desempenho de leitões recém-desmamados e que a 
fração de IgG do plasma é a componente responsável pelo aumento de sua 
taxa de desempenho. No entanto, Hansen et al. (1993) e van Dijk et al. (2001) 
encontraram resposta ao PSS mais elevada do que ao PBS contra organismos 
patógenos, devido às imunoglobulinas específicas que  compõem o primeiro.  

Bosi et al. (2004) relataram que uma dieta com PSS resultou em 
melhor desempenho ao proteger os leitões contra a infecção por ETEC F4, 
inibiu a excreção de E.coli e reduziu a resposta inflamatória induzida pela 
bactéria.  

Niewold et al. (2007) compararam o PSS com plasma suíno seco 
imunizado (PSSI) na alimentação de leitões recém-desmamados e desafiados 
com E. coli F4. O ganho de peso não foi diferente entre ambos. Porém, tanto o 
PSS como o PSSI reduziram a diarreia nos leitões em comparação aos animais 
controle. Os autores atribuíram o efeito do PSS à presença espontânea de 
anticorpos anti-LT. Já a excreção da F4 foi menor no PSSI devido à imunização 
dos animais que forneceram o plasma. 

 
2.5 Gemas Hiperimunizadas 
Ovos de galinha têm sido reconhecidos como fonte de muitos 

nutrientes, incluindo grandes quantidades de anticorpos na sua gema. A 
imunoglobulina Y (IgY) das aves é equivalente funcional da imunoglobulina G 
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(IgG) nos mamíferos, e é transferida para a gema para proteger passivamente 
o pinto em desenvolvimento (Kovacs-Nolan & Mine, 2011).  

Durante a formação do ovo, a IgY do soro é seletivamente 
transferida para a gema através de um receptor na superfície da membrana da 
gema, específico para a translocação da IgY (Morrison et al., 2002, Tesar et 
al.,2008), ao passo que IgA e IgM são depositadas na clara de ovo (Rose et al. 
1974). 

A imunização passiva tornou-se recentemente uma abordagem 
muito atraente devido ao aparecimento de microrganismos resistentes aos 
medicamentos, de doenças que não respondem a medicamentos terapêuticos 
e a humanos ou animais com sistema imune incapaz de responder a vacinas 
convencionais. Além disso, os anticorpos administrados passivamente têm a 
capacidade de fornecer rápida e imediata proteção (Kovacs-Nolan & Mine, 
2011). O uso de anticorpos não gera resistência em microrganismos e não 
deixa resíduos na carne, como acontece com os antibióticos. Imunoglobulinas 
provindas do ovo são bem aceitas por suínos e sua ação é localizada no 
intestino ao invés de sistêmica. Para manipular a especificidade das 
imunoglobulinas, galinhas são imunizadas contra determinado microrganismo e 
seu sistema imune reage produzindo imunoglobulinas com receptores 
específicos para este microrganismo (Carlander et al. 2000), podendo ser para 
mais de um microrganismo ou variantes (hiperimunização).  

A imunidade passiva oral com IgY específicas para determinadas 
fímbrias, impede a adesão da ETEC aos receptores intestinais tendo como 
efeito a redução da intensidade de colonização e neutralização das toxinas, 
impedindo a expressão evidente da doença clínica (Akita & Nakai, 1993; 
Yokoyama et al., 1997). Sugita-Konishi et al. (1996) mencionaram a 
possibilidade de isolar a IgY de gemas de ovos de aves imunizadas para 26 
tipos de bactérias. A proteção intestinal contra a colonização por E. coli F4 e 
F18 pode ser atingida pela adição à ração de gemas com antígenos 
específicos (Yokoyama et al., 1992; Yokoyama et al., 1997; Imberechts et al., 
1997; Marquardt et al., 1999; Zuñiga et al., 1997; Owusu-Asiedu et al., 2003a; 
Ribeiro et al., 2005) .   

Gemas de ovos de galinhas hiperimunizadas foram utilizadas para 
proteger leitões neonatos contra infecções por E. coli ETEC F4. Os animais 
que receberam as gemas tiveram uma considerável redução na gravidade da 
diarreia e também da mortalidade (Yokoyama et al., 1992). Ribeiro et al. (2005) 
usaram gemas com IgY contra E. coli para leitões neonatos, obtidas de aves 
imunizadas por Kindlein et al., (2007). Os leitões que receberam gemas 
hiperimunes somente ao nascer não apresentaram diferença de peso em 
relação aos que receberam continuamente. Os autores observaram que o 
fornecimento contínuo de gemas hiperimunes agiu na imunidade local e 
conferiu maior proteção contra diarreia do que o fornecimento somente ao 
nascimento. Leitões desmamados alimentados com gemas de ovos de 
galinhas imunizadas contra F4 demonstraram apenas diarreia transitória e 
ausência de mortalidade, enquanto que os leitões do grupo controle 
apresentaram diarreia grave, desidratação e mortalidade após o desafio com 
ETEC F4 (Marquard tet al., 1999). Da mesma forma, Owusu–Asiedu et al. 
(2003a) compararam o uso de uma dieta rica em proteína isolada de ervilha 
suplementada com gemas de galinhas imunizadas (PIE+GI) e desafiaram os 
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leitões desmamados com E. coli F4. PIE+GI reduziu a incidência e a gravidade 
da diarreia, a mortalidade e a excreção da F4. Yokoyama et al., (1997) 
observaram que leitões recém-desmamados recebendo uma dieta com gemas 
de galinhas imunizadas contra F18, demonstraram menor frequência de 
diarreia, aumento da taxa de ganho de peso e menor excreção da F18 usada 
no desafio. Estes resultados sugeriram que as IgY específicas para F18 podem 
não só ser uma abordagem preventiva para a diarreia pós-desmame, mas 
também um tratamento adequado para os leitões  já infectados com ETEC. 
Imberechts et al., (1997) estudando imunização passiva com leitões 
desmamados que receberam gemas de galinhas imunizadas contra  a variante 
F18ab em sua alimentação durante 12 dias observaram que as gemas 
diminuíram significativamente não só a excreção de F18ab como também a 
excreção da variante F18ac, mostrando  proteção cruzada. Zuñiga et al. 1997 
testaram duas dosagens (5,5 e 3,5 g/dia) de gemas contendo IgY contra F18 
suplementadas à dieta basal e concluíram que os leitões que receberam a 
maior dose, foram melhor protegidos da colonização pela ETEC F18 usada no 
desafio, mostrando o efeito dependente da dose. Estes mesmos autores 
sugerem que no desmame, devido à baixa ingestão da ração, os leitões devem 
ser suplementados com uma superdose de gemas de galinhas imunizadas 
para protegê-los conforme Imberechts et al. (1995) que usaram 30g/dia. 
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3. HIPÓTESES E OBJETIVOS 
 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficácia de um produto 
comercial chamado GLOBIGEN® Jump Start, à base de IgY, no controle à 
diarreia causada por E. coli ETEC F4 e F18 em leitões recém-desmamados.  

Para isto, foram avaliadas três hipóteses: (1) O GLOBIGEN® Jump 
Start (IgY) é um aditivo alimentar que possui efeito profilático em leitões recém-
desmamados sujeitos à infecção por E. coli F4 e F18. (2) O GLOBIGEN® Jump 
Start (IgY) pode atenuar os efeitos negativos, como diarreia e queda de 
desempenho, provocados pelo desafio com E. coli F4 e F18, podendo substituir 
o uso de antibióticos. (3) O GLOBIGEN® Jump Start (IgY) é uma fonte de 
anticorpos específicos competitiva ao plasma suíno seco, contra a E. coli F4 e 
F18. 
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Resumo 

Foi avaliado o efeito de um produto à base de gema de ovos galinhas hiperimunizadas 

(GLOBIGEN®) no controle da diarreia causada por Escherichia coli enterotoxigênica 

(ETEC) F4 e F18 em leitões recém-desmamados. Os leitões foram desafiados com 

10
10

UFC/leitão de E. coli F4 e F18. Com 22 dias de idade, 32 leitões recém-

desmamados foram distribuídos em grupos. O grupo I, como controle negativo não foi 

desafiado e recebeu colistina como antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco 

e sulfato de cobre. Os outros três grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de 

GLOBIGEN® na dieta (Grupo II), 4% de inclusão de PSS (Grupo III) e um controle 

positivo(Grupo VI). Avaliou-se o desempenho, escore e matéria seca fecal, frequência 

nas fezes das fímbrias F4 e F18 e das enterotoxinas Sta, STb e LT e sua associação e 

quantificou-se  por qa PCR as ETEC nas fezes. O Grupo II apresentou maior peso 

corporal e ganho de peso (p<0,05) do que o Grupo VI e não diferiu do Grupo I (p>0,05) 

e melhor eficiência alimentar do que o Grupo III (p<0,05). O uso do GLOBIGEN®  

resultou em fezes moles (≤1) não caracterizando diarreia como no CP e PSS e reduziu a 

excreção de F4 e F18 (p<0,05) em relação ao Grupo VI. A presença das enterotoxinas 

foi menor no Grupo II provavelmente relacionada à menor excreção das ETEC. A 

associação F18/STa/STb e F4/LT foi observada. Os resultados deste estudo sugerem 

que o GLOBIGEN® age eficientemente no controle à diarreia podendo ser uma 

alternativa ao uso de antimicrobianos em leitões recém-desmamados. 

 

Palavras-chave: Escherichia coli enterotoxigênica, Fímbria F4, Fímbria F18, Diarreia 

pós-desmame, Gemas hiperimunizadas 
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Abstract 

The effect of a product based on egg yolk of hyperimmunized chickens (GLOBIGEN
®
) 

was evaluated to control diarrhoea caused  by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) 

F4 and F18 in weaned pigs. The piglets were challenged with both 10
10

 CFU/piglet E. 

coli F4 and F18. Thirty-two 22-d-old weaned piglets were divided into groups. Group I 

as a negative control was unchallenged and received colistin as growth promoter, zinc 

oxide and copper sulfate. The other three groups were challenged with ETEC were fed a 

diet with 0.2% GLOBIGEN ® (Group II), including 4% DPP (Group III) and a positive 

control (Group VI). Were evaluated the performance, score and faecal dry matter, 

frequency of  F4 and F18 fimbriae, frequency of enterotoxin Sta, STb and LT and their 

association, as well quantifying by qPCR the ETEC in faeces. Group II provided higher 

body weight and weight gain (p<0.05) compared with the Group IV, Group I did not 

differ (p>0.05) and feed efficiency higher than Group III (p<0.05). The use of 

GLOBIGEN® results soft feces (≤1) recovering in less time than animals of Groups III 

and IV and excretion of F18 and F4 (p<0.05) was lower compared with the Group IV. 

The presence of toxins was lower in Group II, probably related to excretion reduced of 

fimbriae. The F18/STa/STb and F4/LT association was observed. The results of the 

study suggest that GLOBIGEN
®
 acts effectively in control of diarrhoea and  can be an 

alternative to the use of antimicrobials in weanling piglets. 

 

 Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli, Fimbriae F4, Fimbriae F18, Post-weaning 

diarrhoea, Egg yolk hiperimmunized 
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1 Introdução 

 

 A mudança na alimentação de leitões do leite para a ração sólida, que acontece 

no desmame, está associada a um período de estresse e jejum e, como resultado, ocorre 

parada no crescimento e tem impacto negativo no desempenho subsequente. Com o 

início da ingestão de alimento sólido, a arquitetura das vilosidades intestinais é 

danificada e quando este alimento não é bem absorvido no trato gastrointestinal acaba 

servindo como substrato para a multiplicação de bactérias patogênicas causadoras de 

diarreia.  

 A diarreia causada por Escherichia coli Enterotoxigênica (ETEC) é uma 

importante causa de morte em leitões desmamados e muitas vezes resulta em 

significativas perdas durante a primeira semana pós-desmame (Fairbrother et al., 2005). 

A ETEC é caracterizada pela produção de adesinas fimbriais que fazem a ligação das 

bactérias à superfície das células do epitélio, iniciando a colonização bacteriana (Zhang 

et al., 2007). As principais fímbrias encontradas em ETEC relacionada com diarreia em 

leitões desmamados são a F4 e a F18 (Fairbrother et al., 2005; Zhang et al., 2007). A 

ETEC é definida por produzir pelo menos uma enterotoxina que pode ser termo estável 

(ST) ou termo lábil (LT) (Nataro & Kaper, 1998). A ação das enterotoxinas está em 

perturbar a homeostase dos fluidos intestinais e causar hipersecreção deste fluido que 

resulta em diarreia (Zhang et al., 2007). 

 Com a restrição gradual do uso de antibióticos na produção de suínos, são 

necessárias pesquisas na busca de aditivos alimentares que proporcionem proteção aos 

leitões e evitem quedas de desempenho. O plasma animal é uma alternativa ao uso de 

antibióticos. Segundo Hansen et al. (1993) e van Dijk, et al. (2001)  o plasma suíno é 

mais efetivo na proteção imune de leitões que o bovino, pois possui imunoglobulinas 
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ativas. Estas podem manter algum grau de especificidade e de vinculação à bactérias ao 

qual suínos são expostos. Estudos demonstraram melhoria no ganho de peso e menor 

frequência de ETEC em leitões recém- desmamados, com 10 dias de idade, 

suplementados com Plasmo Suíno Seco (PSS) (Owusu-Asiedu et al., 2002). Estes 

efeitos foram parcialmente atribuídos à presença de anticorpos específicos anti- ETEC. 

Nollet et al. (1999) justificaram a utilização de PSS em leitões desmamados, pela 

capacidade de suas glicoproteínas reduzirem a adesão de E. coli aos enterócitos. No 

entanto, a principal limitação para o uso de PSS é o alto custo quando comparado a 

outras fontes proteicas de origem animal, como a farinha de peixe e o soro de leite, pois 

precisa de alta inclusão para ser efetivo (4%). 

 As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas imunizadas (IgY) 

com patógenos infecciosos têm demonstrado eficiência na prevenção de infecções 

(Sugita-Konishi et al., 1996), e agem efetivamente na terapia e profilaxia de leitões 

recém-nascidos infectados com a Escherichia coli ETEC (Yokoyama et al , 1992; 

Ribeiro et al., 2005). São assim, uma alternativa possível de ser usada como fonte de 

anticorpos de baixo custo para a imunização passiva contra doenças infecciosas 

(Marquardt et al., 1999). Produtos comerciais à base de gemas de ovos de galinhas 

hiperimunizadas têm sido colocados no mercado sem que o produtor tenha 

conhecimento de como foi produzido, gerando dúvidas quanto à sua ação. Neste 

contexto, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar a eficácia de um produto 

comercial à base de IgY (GLOBIGEN® Jump Start), no controle à diarreia em leitões 

recém-desmamados desafiados com E. coli ETEC F4 e F18.  

 

2 Materiais e Métodos 
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2.1 Cepas bacterianas 

 As cepas de Escherichia coli ETEC F4 e F18 isoladas a partir das fezes de suínos 

recém-desmamados foram fornecidas pelo Departamento de Medicina Veterinária 

Preventiva e Saúde Animal da Universidade de São Paulo. 

 As bactérias foram semeadas em placas contendo meio de cultura seletivo 

Eosina Azul de Metileno (EMB) utilizado para o isolamento e diferenciação de bacilos 

entéricos Gram-negativos. As placas foram incubadas em 37°C por 48h e as colônias 

de Escherichia coli ETEC F4 e F18 apresentaram um reflexo verde metalizado 

característico, devido à rápida fermentação da lactose. Posteriormente, foi coletada uma 

colônia isolada de cada placa e esgotada em placas contendo Ágar BHI e incubada em 

37°C por 24h. A proporção de três placas contendo a F4 para uma de F18 foi utilizada 

para a preparação do caldo com concentração de 10
10 

UFC ml
-1

, de acordo com a escala 

por turbidez de MacFarlland, diluído com 5 mL de PBS estéril, misturado à 15mL de 

ração e água, administrado  via oral.  

 

2.2 Animais,  instalações, tratamentos e delineamento experimental 

 O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

Foram utilizados 32 leitões desmamados aos 22 dias de idade (dd), pesando 5,4 ± 

0,4 kg, machos castrados, provenientes de granja comercial. Os leitões foram alojados em 

gaiolas individuais de metabolismo localizadas em sala climatizada. Utilizou-se um 

período de adaptação de quatro dias. O período experimental iniciou após a adaptação e 

compreendeu 24 dias. 

 O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos de 

oito repetições de um animal. A gaiola com um animal representou uma unidade 
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experimental. Os leitões foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos que 

constituíram os tratamentos. 

 O grupo I, como controle negativo não foi desafiado e recebeu 40 ppm de 

colistina como antibiótico promotor de crescimento, 2300 ppm de zinco e 150 ppm de 

cobre. Os outros três grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® 

adicionado à dieta (Grupo II), 4% de PSS incorporado à dieta (Grupo III) e um controle 

positivo (Grupo VI) com dieta basal e desafio bacteriano. 

 

2.3 Desafios bacteriano e ambiental  

 O inóculo bacteriano foi administrado oralmente a cada leitão com uma seringa de 

20 mL. O desafio foi realizado uma vez por dia a partir do primeiro dia do período 

experimental, durante três dias consecutivos, e uma quantidade de 5mL da mistura descrita 

em 1.1 foi administrada para cada leitão. A dosagem foi escolhida de acordo com o 

trabalho de Marquardt et al. (1999). 

 Os animais foram submetidos a estresse por variação de temperatura durante os três 

dias de inoculação bacteriana, tendo a temperatura da sala aumentado gradativamente 

durante 3h a partir das 8h da manhã até alcançar 35º C. Esta temperatura foi mantida por 6 

horas consecutivas e posteriormente, diminuída gradativamente por 3h até alcançar a 

temperatura ambiente (28ºC). No restante do período experimental a temperatura da sala 

variou entre 24 e 31ºC. 

 

2.4 Dietas, alimentação e medidas de desempenho 

 Foram fornecidas duas dietas ao longo do período experimental (pré-inicial, de 1 a 

7 dias, e inicial, de 8 a 24 dias) que foram formuladas com níveis nutricionais 

recomendados pelas Tabelas Brasileiras de Aves e Suínos (Rostagno et al., 2011). As 
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dietas dos Grupos I, II e IV tiveram a mesma composição de ingredientes, já o Grupo III 

teve 4% de PSS incorporado à dieta como ingrediente, considerando sua composição 

nutricional. As dietas dos quatro grupos foram isonutritivas (dados não apresentados). 

Os leitões tiveram acesso ilimitado ao alimento e água em todos os períodos. O peso 

corporal (PC), ganho de peso (GP), consumo de ração (CR), eficiência alimentar (EA) 

foram determinados nos seguintes períodos:1-7d, 8-14d e 15-24d. 

 

2.5 Escore de Consistência Fecal 

 Foi observada durante nove dias consecutivos, a partir do segundo dia de desafio 

bacteriano, a presença e gravidade de diarreia, usando a consistência fecal (CF) como 

medida, com base no sistema de pontuação descrito por Marquardt et al. (1999). A 

pontuação de CF consistiu em normal = 0, fezes moles = 1, diarreia leve = 2 e diarreia 

grave = 3. As observações foram feitas antes da limpeza das gaiolas, na primeira hora da 

manhã e sempre pelo mesmo observador. Para confirmar a pontuação de CF foi 

determinada a Matéria Seca (MS%) das fezes por diferença de peso após desidratação por 

24h em estufa em 105º C. 

 

2.6 Extração de DNA e Polymerase Chain Reaction (PCR) multiplex 

 Amostras de fezes foram recolhidas durante os oito primeiros dias que se seguiram 

ao primeiro dia de desafio bacteriano e, posteriormente no 15º e 24º dias para a extração de 

DNA total e posterior detecção da presença das fímbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, 

STb e LT pela PCR multiplex. Para a extração de DNA foi pesada 0,1g de amostra fecal e 

submetida a um kit comercial Power Fecal® DNA Isolation Kit (MO BIO, CA), seguindo 

o protocolo do fabricante. Um controle de qualidade do DNA total extraído foi realizado 

através de uma PCR multiplex utilizando a sequencia do gene 16S rRNA para confirmar a 
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presença de DNA, pois este está presente em múltiplas cópias de DNA de bactérias 

patogênicas. A extração do DNA, a partir de uma UFC de Escherichia coli F4 e uma F18 

foi realizada para compor o controle positivo das reações subsequentes. A sequência dos 

oligonucleotídeos utilizados neste estudo está na Tabela 1. A PCR multiplex foi realizada 

em um termociclador AMPLITHERM
®
 modelo TX 96 com um programa de 30 ciclos: 94 

°C durante 7 min para desnaturação (separar a fita dupla de DNA), 55 °C durante 45 s para 

anelamento do primer ao início das duas fitas simples, 72 °C durante 45 s para duplicação 

da fita feita pela ação da DNA polimerase, e um passo de extensão em 72 °C durante 20 

min, no final do ciclo. O produto da reação de PCR multiplex foi submetido à eletroforese 

em um gel de agarose a 1,5% para visualização em luz ultravioleta. A amostra foi 

considerada como positiva para os genes das fímbrias F4 e F18 e enterotoxinas STa, STb e 

LT quando produziu uma banda distinta de acordo com a sua expectativa de migração no 

gel de agarose, conforme determinado por comparação com os padrões de fragmentos de 

DNA.  

 

2.7 Quantificação de ETEC excretada 

 A técnica de PCR quantitativo em tempo real foi usada para determinar o número 

de células µl
-1

 de ETEC excretadas via fezes.  A partir dos genes conhecidos das fímbrias 

F4 e F18 foram desenhados os primers e o DNA genômico por meio da ferramenta de 

bioinformática GenScript-PCR em Tempo Real (TaqMan) para desenho de primers 

(https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). As sequências dos oligonucleotídeos 

utilizados neste estudo estão na Tabela 2. Reações de PCR quantitativo em tempo real 

foram realizadas num volume final de 20 µL contendo 10 µL de 2X Fast-Plus Eva Green 

Master Mix (Biotium ®), 0,4 µM de cada prímer (forward and reverse), 1 µL de DNA, 

completado com água deionizada (MilliQ mais, Millipore ®). As reações foram anexadas 
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em Eco
®
TM Real Time Sistema de PCR (Illumina ®), com placas de 48 poços, utilizando 

DNA como modelo para primers específicos, F4 e F18. O DNA foi amplificado por PCR 

quantitativo em tempo real usando as condições dos ciclos térmicos da seguinte maneira: o 

passo de desnaturação inicial foi de 5min em 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 s em 95 

°C, 1min 60 °C e 15s em 72ºC. A curva de Melting foi realizada imediatamente após a 

amplificação com uma taxa de transição de temperatura linear de 0,1°C.s
-1

 de 55 à 95°C 

com determinação contínua da aquisição da fluorescência. As análises foram realizadas em 

triplicata experimental e o DNA da fímbria foi utilizado como controle positivo. 

 Para avaliar o desempenho da reação de PCR quantitativo em termos de eficiência, 

intervalo de precisão linear de quantificação e sensibilidade de cada gene alvo (F4 e F18), 

foram realizadas diluições seriadas do DNA genômico com concentrações conhecidas 

(curva padrão), para amplificação nas mesmas condições acima citadas. A série de 

diluições para abranger uma ampla gama de concentrações foi de cinco pontos para 

garantir que a reação fosse executada em igual eficiência para diferentes concentrações. O 

gráfico gerado pela concentração de DNA genômico e os respectivos valores de CT foram 

testados e os resultados da reação foram tabelados para o cálculo da equação de regressão 

do R
2
. A curva padrão foi construída e o valor da inclinação da reta, que indica a 

sensibilidade do teste, permitiu o cálculo da eficiência da reação. A curva padrão mostrou 

o log da quantidade de amostra inicial contra o número de ciclos da PCR quantitativo, e foi 

gerada pelo software Eco
®
TM Real Time.  

 

2.8 Análise Estatística 

 As variáveis de desempenho e a quantidade de células de E. coli F4 e F18 foram 

analisadas com base no modelo misto com medidas repetidas no tempo  pelo ProcMixed 

do SAS (Statistical Analysis System, version 9.3, Cary, NC). Os resultados de MS das 
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fezes foram transformados por arc seno √p/100, submetidos ao Proc GLM e as médias 

foram comparadas usando LSMEANS. Para a probabilidade de presença ou não das 

fímbrias e das enterotoxinas foi utilizada a regressão logística com medidas repetidas ao 

longo dos dias de coleta e os Grupos II, III e IV foram comparados ao Grupo I. Foi feita 

análise de correlação usando-se o teste de Kappa entre as frequências de presença nas fezes 

das fimbrias F4 e F18 e enterotoxinas STa, STb e LT .  

 

3 Resultados 

 

3.1 Efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais 

 Os resultados de desempenho estão expressos na Figura 1. Na primeira semana 

após o desafio, os leitões do Grupo II tiveram maior PC e GP (p<0,05) em relação aos do 

Grupo IV e foram semelhantes aos do Grupo I (p>0,05) que não foram desafiados com 

ETEC. A mesma resposta manteve-se na segunda e terceira semana (p<0,05). 

Considerando todo o período experimental (24 dias), os leitões do Grupo II apresentaram 

melhor EA do que o Grupo III (p<0,05). Não ocorreu nenhuma morte em decorrência dos 

desafios realizados e todos os animais apresentaram crescimento adequado, de acordo com 

o manual da linhagem e período de criação.  

 

3.2 Diarreia e excreção de ETEC 

 Os animais do Grupo III  apresentaram o menor percentual de MS (21%) nas fezes, 

no período de 9 dias consecutivos a partir do segundo dia de inoculação, em comparação 

aos dos demais tratamentos (p<0,05). O percentual de MS das fezes dos leitões do Grupo 

II (26%) não diferiu dos percentuais do Grupo I (27,5%) e do Grupo IV (23,8%) (p>0,05). 

Estes dados corroboram o resultado para escore de consistência fecal (Figura 2) que 
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mostrou que animais do Grupo III tiveram comportamento semelhante ao Grupo IV, 

apresentando diarreia por um período de tempo mais prolongado. Já os leitões do Grupo 

II apresentaram um quadro de fezes moles (≤1), não caracterizando diarreia como nos  

Grupos III e IV. 

 Na Figura 3 encontra-se o número de células µl
-1

 de E coli F4 e F18 presentes nas 

fezes de acordo com o Grupo.  Com relação à ETEC F4, os animais do Grupo IV foram os 

que excretaram maior número de UFC diferindo dos demais tratamentos (p<0,05). 

Animais dos Grupos I e III apresentaram a menor excreção de ETEC F4, não diferindo 

entre si (p>0,05), enquanto que leitões do Grupo II foram intermediários. Já a excreção da 

F18 nos leitões do Grupo II foi significativamente menor que nos Grupos III e IV 

(p<0,05), enquanto que leitões do Grupo III foram os que mais excretaram F18, não se 

diferenciando do Grupo IV (p>0,05).   Para F4 não houve interação entre os tratamentos e 

dias de coleta. A excreção de F18 foi significativamente maior no quinto e sexto dia de 

coleta (p<0,05). Houve uma interação significativa entre tratamentos e dias de coleta para a 

excreção de F18. No 6º e 8º dia de coleta, os animais do Grupo II tiveram número de 

ETEC excretada significativamente menor comparado aos animais do Grupo III (p<0,05), 

porém não foram diferentes dos Grupos I e IV (Figura 4).  

  

3.3 Presença e frequência de fímbrias e enterotoxinas 

 A probabilidade de presença das fímbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, STb e 

LT nas fezes dos leitões, comparada ao Grupo I , através da análise de regressão logística, 

encontra-se na Tabela 3. 

 Para a presença de F4, os animais do Grupo IV tiveram 17,3 vezes mais chance de 

apresentar esta fímbria nas fezes do que os do Grupo I, enquanto os animais com Grupo II 

tiveram 7,17 vezes mais chances de presença de F4 (p<0,05). Já os animais do Grupo III 
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não apresentaram diferença em relação aos do Grupo I (p>0,05). A Receiver-Operating 

Characteristic (ROC) curve para F4 obteve área sob a curva (AUC) de 0,8322, mostrando 

que o modelo de regressão logística foi adequado para esta análise (Swets,1988). Para 

F18, os animais do Grupo II não diferiram do Grupo I (p>0,05) quanto às chances de 

presença. Já os animais do Grupo III tiveram 10,05 vezes mais chance de apresentar esta 

fimbria do que os do Grupo I (AUC=0,7425). As chances de presença de STa nos animais 

do Grupo II não diferiram do Grupo I (p>0,05), porém leitões do Grupo III tiveram 22,18 

vezes mais chances de presença da STa (p<0,05) (AUC= 0,7445). Para STb e LT,  os 

Grupo II e III não diferiram do Grupo I (p>0,05) (AUC= 0,8612 e 0,8371, 

respectivamente).  Na Figura 5, observa-se o comportamento da presença das fímbrias F4 e 

F18 e das enterotoxinas STa, STb e LT nas fezes dos leitões desmamados ao longo dos 

dias de coleta. 

 A análise de correlação entre fimbrias e enterotoxinas, realizada pelo teste kappa, 

está apresentada na Tabela 4. O índice de concordância, que varia de 0 a 1, foi classificado 

de acordo com Landis e Koch (1977). Para a presença de F4 e F18 o coeficiente de 

correlação de kappa foi de 0,20 indicando leve concordância, porém significativa (p<0,05). 

Entre F4 e LT e F18 e STa, estimou-se  coeficientes  de 0,54 e 0,55, respectivamente, 

indicando concordância moderada (p<0,06). Entre F18 e STb, a correlação foi de 0,37, 

indicando  concordância razoável (p<0,06) e entre as enterotoxinas STa e STb foi de 0,67, 

classificada como boa concordância (p<0,06). 

 

4 Discussão 

 

 No presente estudo, avaliou-se um produto comercial à base de gemas de 

galinhas hiperimunizadas (GLOBIGEN®) que mostrou possuir propriedades benéficas 
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para controlar a diarreia causada por E. coli ETEC, em leitões recém-desmamados. Este 

resultado confirma que o uso de gemas hiperimunizadas é uma alternativa aos antibióticos, 

melhorando o desempenho e a saúde dos leitões, semelhante ao que foi mostrado em 

estudos em leitões neonatos (Yokoyama et al , 1992; Owusu-Asiedu et al ., 2002; 

Ribeiro et al., 2005). O estudo também confirma que o modelo de desafio usado foi 

eficiente, seja pela excreção das cepas de E. coli ETEC no CN, ou  pela ocorrência de 

diarreia nos animais desafiados, consequência da viabilidade das fímbrias usadas e de sua 

virulência. Segundo Fairbrother et al. (2005), leitões desafiados com E. coli normalmente 

apresentam diarreia por um período de 1 a 5 dias após o desmame. Em nosso trabalho é 

possível observar que até o 24
0
 dia após a inoculação (Figura 4) houve excreção de ETEC 

nas fezes dos animais do Grupo IV. No entanto, a partir do 7
0 

dia há uma clara redução na 

excreção da bactérias em todos os grupos. Nem sempre a administração oral de bactérias 

alcança o desafio esperado e a observação de quadros diarreicos.  No presente estudo, o 

sucesso do desafio se deu a um conjunto de fatores, como a mistura de ração e água ao 

caldo da cepa, como forma de proteger E.coli ETEC durante a passagem pelo baixo pH 

do estômago, o estresse por variação de  temperatura durante o período das inoculações 

como desafio ambiental e a elevada percentagem de proteína vegetal na dieta. Leitões 

que receberam dietas em que o farelo de soja foi a principal fonte proteica apresentaram 

inflamação intestinal e depressão do sistema imune (McCracken et al.,1995). Um outro 

aspecto a ser salientado é que a extração de DNA foi feita a partir de amostras de fezes e 

não através de “swabs”, como a maioria das metodologias aplicadas para detecção de E. 

coli. 

 A quantidade de ETEC excretada, mesmo no Grupo I, esteve abaixo do limite de 

6,7 log de células ml
-1

 classificado por Bertschinger et al. (1993) como um limite  

máximo para  ausência de mortalidade, o que  justifica não ter sido observada 
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mortalidade de leitões  no presente estudo. Nos animais do Grupo II, a excreção das 

ETEC F4 e F18 foi significativamente menor do que no Grupo IV. Segundo estudos de 

Marquardt et al . (1999), leitões desmamados, após desafio com a ETEC F4 e alimentados 

com anticorpos de gema de ovo de galinhas imunizadas com F4 purificada tiveram apenas 

diarreia transitória e nenhuma morte, contrários aos do Controle que apresentaram diarreia 

grave, desidratação e mortalidade. Neste trabalho, o plasma suíno mostrou ser mais 

eficiente do que o GLOBIGEN® na redução do número da ETEC F4 excretadas. Este 

resultado reflete provável exposição natural à ETEC em suínos dos quais o plasma foi 

retirado. Niewold et al. (2007) demostraram que tanto o uso de plasma e plasma imunizado 

diminuíram significativamente a excreção da ETEC F4. Por outro lado, em nosso trabalho, 

os animais dos Grupos III e IV foram os que excretaram maior número da ETEC F18. 

Nesse caso, o GLOBIGEN® reduziu significativamente a excreção da F18, numa 

indicação que o produto possui Imunoglobulinas Y com receptores específicos para esta 

fímbria. O tipo de produto no mercado depende do tipo de antígeno usado previamente na 

vacinação das aves, conforme demonstraram Ribeiro et al. (2005). 

 No presente estudo, o escore de consistência fecal mostrou que os animais do 

Grupo II apresentaram em média, um quadro de fezes moles  (≤ 1), recuperando-se em 

menos tempo do que os animais dos Grupos III e IV, concordando com os resultados 

obtidos por Marquardt et al. (1999). A consistência das fezes dos animais do Grupo III 

que receberam 4% de PSS foi a mais líquida entre todos os tratamentos em quase todo o 

período experimental. Sabe-se que PSS é uma fonte de proteína altamente digestível 

(Gatnau e Zimmerman, 1990). Segundo Nollet et al. (1999) o uso de plasma pode 

resultar em uma proliferação de microrganismos (E. coli, Proteus, Clostridium), 

produzindo uma grande quantidade de produtos de degradação, tais como aminas 

biogênicas causadoras de irritação da mucosa, o que resulta numa diarreia proteolítica. 
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O PSS também pode apresentar altos níveis de ferro em sua composição, causando a 

saturação da transferrina (β-globulina) aumentando a disponibilidade de ferro livre, 

tornando-o acessível a bactérias invasoras, dentre elas, a E. coli (Kadis et al., 1984; 

Ward et al., 1996). Este conjunto de efeitos negativos resultantes do uso do PSS 

associados a ineficiência em combater a ETEC F18 podem ter auxiliado no quadro de 

diarreia observado. 

 Nosso estudo mostrou que o gene da ETEC F4 esteve fortemente associada ao 

gene da enterotoxina LT e o gene da ETEC F18 associado aos das enterotoxinas STa e 

Stb. Esta associação foi anteriormente relatada por Frydendahl (2002), Francis (2002) e 

Zhang et al. (2007). Uma leve associação da ETEC F4 com as enterotoxinas STa e STb 

e uma associação muito baixa da ETEC F18 com a enterotoxina LT também foram 

observadas, confirmando que as cepas ETEC tendem a produzir múltiplas enterotoxinas 

(Noamani et al., 2003). 

 Concluindo, o estudo demonstrou que o uso de um produto à base de gemas de 

galinhas hiperimunizadas (GLOBIGEN®), contendo anticorpos contra E. coli ETEC, 

reduziu a gravidade da diarreia e melhorou o desempenho dos animais desafiados. As 

gemas de galinhas hiperimunizadas são uma fonte de anticorpos competitiva ao plasma 

suíno e também aos antibióticos não só para combater a diarreia pós-desmame, como 

para preveni-la, buscando a diminuição de perdas econômicas nesta fase de produção. 
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Tabelas 

Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos e tamanho dos fragmentos usados para PCR 

multiplex 

Primer Foward (5’-3’) Reverse (5’-3’) pb 

F4 TGAATGACCTGACCAATGG

TGGAACC 

GCGTTTACTCTTTGAATCTGT

CCGAG 

499 

F18 TGGCACTGTAGGAGATACC

ATTCAGC 

GGTTTGACCTTTCAGTTGAGC

AG 

313 

STa GTCAGTCAACTGAATCACT

TGACTCT 

CATGGAGCACAGGCAGGATT

ACAA CA 

158 

STb GCTACAAATGCCTATGCAT

CTACACA 

CATGCTCCAGCAGTACCATCT

CTA AC 

113 

LT ACGGCGTTACTATCCTGTC

TATGTGC 

TTGGTCTCGAGATATGTGATT

CT 

272 

pb: pares de base 

A sequência dos primers tem como referência o trabalho Zhang et al. (2007). 
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Tabela 2. Sequência dos oligonucleotídeos e tamanho dos fragmentos usados para PCR 

quantitativo tempo real 

Primer Sequência (5’-3’) pb 

gDNA_F4 GTTAGGCCGAACCAAAGAAGCATTTGCTACGCCAGT

AACTGGTGGTGTAGATGGAATTCCTCATATTGCATTT

ACTGACTATGAAGGAGCTTCTGTAGTACTCAGAAAC

CCTGATGGTGAA  

80 

F4 foward GTTAGGCCGAACCAAAGAAG  20 

F4 reverse TTCACCATCAGGGTTTCTGA 21 

gDNA_F18 CAAGCGGAACTGGTAGTGAAATTCCTTTTGCACTGA

AGGCTTCTTCAAATGTTGGCGGTTGTGCTTCCTTGTC

CACTAAA  

80 

F18 foward CAAGCGGAACTGGTAGTGAA  20 

F18 reverse TTTAGTGGACAAGGAAGCACA 21 
gDNA: DNA genômico; pb: pares de base;  
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Tabela 3. Probabilidade de presença das Fímbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, 

STb e LT de Escherichia coli ETEC nas fezes dos leitões desmamados comparando o 

Grupo I com o Grupo II, Grupo III e o Grupo IV  e efeito do tempo no experimento 

(dias). 

 

Odds ratio IC(95%) p 

F4 

   Grupo II x Grupo I 7,17 1,53 - 33,53 0,0176 

Grupo III x Grupo I 0,49 0,04 - 5,56 0,0267 

Grupo IV x Grupo I 17,3 3,86 - 77,43 <0,0001 

Dias 0,87 0,78 - 0,96 0,0045 

F18 

   Grupo II x Grupo I 2,24 0,85 - 5,92 0,1087 

Grupo III x Grupo I 10,05 4,10 - 24,80 <0,0001 

Grupo IV x Grupo I 5,84 2,35 - 14,52 0,0156 

Dias 0,93 0,89 - 0,98 0,0033 

STa 

   Grupo II x Grupo I 10,02 2,21 - 45,41 0,6729 

Grupo III x Grupo I 22,18 5,03 - 97,75 0,0007 

Grupo IV x Grupo I 27,74 6,31 - 121,92 <0,0001 

Dias  0,92 0,88 - 0,97 0,0029 

STb 

   Grupo II x Grupo I 19,49 4,38 - 86,71 0,9090 

Grupo III x Grupo I 31,46 7,11 - 139,09 0,1031 

Grupo IV x Grupo I 267,52 55,65 - 10e6 <0,0001 

Dias 0,88 0,83 - 0,93 <0,0001 

LT 

   Grupo II x Grupo I 8,99 1,09 - 74,03 0,4400 

Grupo III x Grupo I 4,2 0,45 - 38,62 0,3400 

Grupo IV x Grupo I 50,15 6,56 - 383,60 <0,0001 

Dias 0,88 0,81 - 0,96 0,0049 
IC= Intervalo de Confiança; p<0,05. Grupo I recebendo dieta contendo colistina 8% como antibiótico 

promotor de crescimento, óxido de zinco e sulfato de cobre, utilizado como controle negativo (sem 

desafio bacteriano); Os outros três grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na 

dieta (Grupo II), 4% de inclusão de PSS (Grupo III) e um controle positivo (Grupo VI). 
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Tabela 4. Concordância entre frequência de fímbrias (F4 e F18) e enterotoxinas (STa, 

STb e LT) de Escherichia coli ETEC identificadas nas fezes de leitões recém-

desmamados 

Fímbrias e 

enterotoxinas 

Coeficiente de 

Kappa 

Intervalo de confiança (95%) 
Classificação 

Limite inferior Limite superior 

F4-F18 0,20* 0,018 0,317 Leve 

F4-STa 0,14** 0,023 0,253 Leve 

F4-STb 0,19* 0,108 0,287 Leve 

F4-LT 0,54** 0,403 0,683 Moderada 

F18-STa 0,55** 0,447 0,656 Moderada 

F18-STb 0,37** 0,272 0,478 Razoável 

F18-LT 0,05** 0,056 0,153 Leve 

Sta-STb 0,67** 0,587 0,752 Boa 

Sta-LT 0,26** 0,136 0,377 Razoável 

STb-LT 0,35* 0,261 0,442 Razoável 
* p<0,05; **p<0,06. 

Classificação do coeficiente de Kappa de acordo com Landis e Koch (1977): leve (0,00-0,20); razoável 

(0,21-0,40); moderada (0,41-0,60); boa (0,61-0,80). 
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Figuras 

 

 
Figura 1. Efeito dos grupos sobre o desempenho dos leitões recém-desmamados. 

Médias (±EMP) seguidas por letras 
a,b,c

 no mesmo grupo de colunas diferem 

estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo I recebendo dieta contendo colistina  como 

antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco e sulfato de cobre, utilizado como 

controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros três grupos foram desafiados 

com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo II), 4% de incorporação de 

PSS (Grupo III) e um controle positivo (Grupo VI). 
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Figura 2. Escore de consistência fecal de leitões recém-desmamados. Médias seguidas 

por letras 
a,b,c

 no mesmo dia diferem estatisticamente entre si (p<0,05). As observações 

iniciaram a partir do segundo dia de inoculação. Grupo I recebendo dieta contendo 

colistina como antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco e sulfato de cobre, 

utilizado como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros três grupos foram 

desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo II), 4% de 

incorporação de PSS (Grupo III) e um controle positivo (Grupo VI).  
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Figura 3. Efeito dos grupos sobre o número de células µl
-1

 de Escherichia coli ETEC F4 

e F18 excretadas nas fezes de leitões recém-desmamados. Médias (±EP) seguidas por 

letras 
a,b,c

 na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo I recebendo 

dieta contendo colistina como antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco e 

sulfato de cobre, utilizado como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros 

três grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo 

II), 4% de incorporação de PSS (Grupo III) e um controle positivo (Grupo VI). 
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Figura 4 - Efeito dos grupos sobre o número de células µl
-1

 de Escherichia coli ETEC 

F4 e F18 excretadas nas fezes de leitões recém-desmamados ao longo dos dias de 

coleta, a partir do primeiro dia de inoculo. Médias seguidas por letras 
a,b,c

 no mesmo dia 

diferem estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo I recebendo dieta contendo colistina 

como antibiótico promotor de crescimento, óxido de zinco e sulfato de cobre, utilizado 

como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros três grupos foram 

desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo II), 4% de 

incorporação de PSS (Grupo III) e um controle positivo (Grupo VI). 
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Figura 5. Frequência de presença (1) ou não (0) de fímbrias (F4, F18) e enterotoxinas 

(Sta, STb, LT) nas fezes dos leitões desmamados ao longo dos dias de coleta. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 O uso de um produto à base de gemas hiperimunizadas 
(GLOBIGEN®), contendo anticorpos contra E. coli ETEC F4 e F18, mostrou-se 
eficiente ao diminuir a gravidade da diarreia e proporciou melhor desempenho 
em leitões recém-desmamados. Estes resultados nos mostram que usar gemas 
hiperimuzidadas com anticorpos específicos para as doenças que acometem 
leitões na fase de creche, pode ser uma alternativa ao uso de antibióticos e ao 
plasma. No contexto atual de redução do uso de antibióticos para suínos e 
surgimento de agentes patogênicos resistentes aos antibióticos, o papel da 
imunoterapia passiva torna-se muito importante. De fato, a imunização de 
galinhas é um excelente método para gerar eficientemente grandes 
quantidades de anticorpos, pois a produção de anticorpos não é estressante 
para o animal e a obtenção de ovos não é invasiva, o que atualmente torna-se 
interessante devido à necessidade de respeitar o bem-estar dos animais. 

Como foi dito na revisão, podem ser vários os fatores que predispõe 
o leitão às diarreias pós-desmame, entre eles fatores nutricionais, ambientais, 
patológicos e imunológicos. Neste trabalho fui desafiada a buscar o 
conhecimento sobre todos estes fatores, apesar de ter minha formação em 
Zootecnia e de ter estudado com mais ênfase a área de nutrição e a ambiental. 
Através de muito interesse, estudo, consultas e dúvidas, busquei junto a 
professores, livros, artigos, disciplinas e práticas de laboratório, o 
conhecimento sobre Sanidade, Microbiologia (bacteriologia), Imunologia e 
Biologia molecular, apesar de serem pouco abordados e aprofundadas na 
graduação de Zootecnia.  Superei barreiras na busca pelo conhecimento em 
Imunologia e Microbiologia e sobre usar técnicas que exigem máxima 
concentração e delicadeza (Biologia Molecular). Esta experiência mostrou que 
a interdisciplinaridade é possível, além de útil, pois o conhecimento é universal 
e está disponível a todos que decidam integrá-lo.  
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APÊNDICE 
 
APÊNDICE 1 - Observações experimentais: desempenho zootécnico 

TRAT REP 
PC PC GP CR EA PC GP 

5 12 5a12 5a12 5a12 19 13a19 

Grupo I 

1 6,26 8,64 2,38 2,58 0,92 11,62 2,98 

2 5,74 8,16 2,42 2,51 0,96 11,46 3,30 

3 5,92 7,62 1,70 2,46 0,69 11,02 3,40 

4 4,64 6,72 2,08 2,05 1,01 10,00 3,28 

5 6,06 7,96 1,90 2,12 0,89 11,70 3,74 

6 5,88 8,90 3,02 3,59 0,84 11,88 2,98 

7 5,90 7,50 1,60 1,93 0,83 9,74 2,24 

8 5,48 7,82 2,34 2,45 0,95 11,58 3,76 

Grupo II 

1 5,56 7,66 2,10 2,54 0,83 10,78 3,12 

2 5,10 5,34 0,24 0,66 0,36 7,26 1,92 

3 4,82 5,30 0,48 0,97 0,49 9,22 3,92 

4 5,84 9,40 3,56 3,55 1,00 13,34 3,94 

5 5,88 8,86 2,98 2,92 1,02 11,22 2,36 

6 5,90 7,14 1,24 1,44 0,86 9,70 2,56 

7 6,74 8,84 2,10 2,57 0,82 11,38 2,54 

8 4,90 6,42 1,52 1,62 0,94 9,52 3,10 

Grupo III 

1 5,24 4,74 -0,50 1,06 -0,47 6,56 1,82 

2 6,50 7,76 1,26 2,79 0,45 11,76 4,00 

3 5,48 5,74 0,26 1,56 0,17 9,44 3,70 

4 5,88 7,30 1,42 2,03 0,70 10,38 3,08 

5 5,84 7,78 1,94 1,81 1,07 10,74 2,96 

6 5,88 9,08 3,20 3,10 1,03 11,18 2,10 

7 6,10 7,04 0,94 1,96 0,48 10,54 3,50 

8 6,06 6,52 0,46 1,87 0,25 11,58 5,06 

Grupo IV 

1 5,44 6,06 0,62 0,94 0,66 7,90 1,84 

2 5,18 6,36 1,18 1,50 0,78 9,40 3,04 

3 5,42 6,18 0,76 1,25 0,61 8,76 2,58 

4 5,40 6,98 1,58 1,77 0,89 9,68 2,70 

5 6,36 7,90 1,54 1,64 0,94 10,20 2,30 

6 7,14 9,50 2,36 3,16 0,75 13,00 3,50 

7 5,38 5,04 -0,34 0,92 -0,37 5,84 0,80 

8 6,26 5,20 -1,06 0,96 -1,10 7,78 2,58 

TRAT=tratamentos; REP=repetições; PC=peso corporal; GP=ganho de peso; 
CR=consumo de ração; EA=eficiência alimentar;  
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APÊNDICE 1 - CONTINUAÇÃO. Observações experimentais: desempenho 
zootécnico 

TRAT REP 
CR EA PC GP CR EA 

13a19 13a19 28 20a28 20a28 20a28 

Grupo I 

1 3,87 0,77 18,54 6,92 8,29 0,83 

2 4,24 0,78 16,50 5,04 7,16 0,70 

3 3,83 0,89 16,14 5,12 7,24 0,71 

4 3,95 0,83 14,34 4,34 5,96 0,73 

5 4,84 0,77 17,86 6,16 8,64 0,71 

6 4,14 0,72 16,62 4,74 6,85 0,69 

7 2,94 0,76 14,52 4,78 6,32 0,76 

8 3,87 0,97 15,98 4,40 6,44 0,68 

Grupo II 

1 3,98 0,78 16,52 5,74 7,65 0,75 

2 1,90 1,01 11,08 3,82 4,45 0,86 

3 3,75 1,05 14,82 5,60 7,43 0,75 

4 5,87 0,67 19,14 5,80 8,51 0,68 

5 3,52 0,67 14,80 3,58 5,16 0,69 

6 2,99 0,86 14,36 4,66 6,42 0,73 

7 3,58 0,71 17,04 5,66 7,41 0,76 

8 3,85 0,81 14,60 5,08 6,49 0,78 

Grupo III 

1 2,11 0,86 11,24 4,68 5,64 0,83 

2 4,73 0,85 17,16 5,40 7,79 0,69 

3 3,41 1,09 13,54 4,10 6,16 0,67 

4 4,39 0,70 15,92 5,54 6,58 0,84 

5 4,21 0,70 16,68 5,94 9,55 0,62 

6 3,57 0,59 16,82 5,64 7,97 0,71 

7 3,97 0,88 15,32 4,78 7,05 0,68 

8 4,18 1,21 16,70 5,12 9,25 0,55 

Grupo IV 

1 2,20 0,84 9,92 2,02 2,71 0,74 

2 3,13 0,97 14,00 4,60 5,75 0,80 

3 2,85 0,91 13,26 4,50 6,40 0,70 

4 3,33 0,81 15,06 5,38 6,93 0,78 

5 2,87 0,80 15,68 5,48 7,44 0,74 

6 4,38 0,80 19,52 6,52 8,14 0,80 

7 1,27 0,63 . . . . 

8 2,43 1,06 11,46 3,68 5,36 0,69 

TRAT=tratamentos; REP=repetições; PC=peso corporal; GP=ganho de peso; 
CR=consumo de ração; EA=eficiência alimentar;  
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APÊNDICE 2 – Escore de consistência fecal 

TRAT REP Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 1 1 0 0 

4 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 2 1 0 1 0 0 0 0 0 

2 0 2 2 2 2 2 0 0 0 

3 0 2 2 2 2 2 1 1 1 

4 0 0 2 1 0 1 0 0 0 

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

8 2 2 1 1 1 2 0 0 0 

Grupo III 

1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

2 0 1 1 2 1 2 1 1 1 

3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 

4 3 3 2 2 2 1 1 1 1 

5 2 0 1 1 0 0 0 0 2 

6 1 3 0 0 0 0 0 0 3 

7 2 2 2 2 2 2 2 2 1 

8 1 2 1 2 2 2 2 0 1 

Grupo IV 

1 1 2 2 2 2 0 0 0 0 

2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 

3 2 2 2 2 2 2 1 0 0 

4 0 2 0 1 0 1 0 0 0 

5 2 1 2 1 0 0 0 0 0 

6 2 2 2 2 2 2 1 0 1 

7 0 1 2 2 2 2 0 0 0 

8 3 3 2 3 2 2 2 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições; Pontuação de consistência fecal consiste 
em normal = 0, fezes moles = 1, diarreia leve = 2 e diarreia grave = 3. As 
observações foram feitas antes da limpeza das gaiolas, na primeira hora da 
manhã e sempre pelo mesmo observador a partir do 1º dia de inoculação. 
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APÊNDICE 3 – Resultado em % de Matéria Seca das fezes 

TRAT REP Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 

Grupo I 

1 27,95 26,65 27,64 61,70 53,97 31,44 31,96 27,87 14,94 

2 25,62 22,91 24,15 26,84 36,67 29,46 22,11 29,01 25,35 

3 29,08 25,89 25,94 21,63 24,36 16,46 18,10 21,19 23,78 

4 40,23 51,31 18,78 37,97 38,95 37,83 27,04 44,04 37,74 

5 25,18 23,56 21,98 27,80 23,32 26,93 23,32 22,35 28,18 

6 33,59 32,57 24,13 27,14 23,38 27,47 17,73 27,75 30,57 

7 22,89 25,18 21,85 22,16 27,38 21,63 18,46 17,23 21,34 

8 24,68 27,11 22,22 22,12 26,24 24,21 19,79 24,73 42,95 

Grupo II 

1 19,48 23,98 24,59 25,92 25,05 25,60 26,34 26,82 29,30 

2 34,64 16,98 13,74 9,84 9,75 28,25 27,04 24,11 54,22 

3 22,19 13,94 12,93 11,29 9,68 13,46 23,94 24,63 20,02 

4 23,62 39,02 17,37 28,39 17,84 21,95 35,29 24,09 24,38 

5 28,76 24,50 23,81 36,94 24,86 32,64 30,75 33,70 42,79 

6 27,75 17,45 25,57 35,19 27,97 29,81 41,49 31,93 42,28 

7 25,50 26,46 25,98 29,15 14,34 21,10 20,88 25,92 58,91 

8 21,72 15,89 21,32 25,57 36,12 17,49 25,11 36,51 29,36 

Grupo III 

1 12,92 14,70 14,46 15,13 26,40 13,22 15,80 20,11 14,90 

2 26,68 19,83 26,21 24,55 17,67 23,45 18,47 21,82 49,07 

3 16,79 9,02 11,12 15,64 13,87 10,97 17,47 19,61 28,14 

4 11,56 12,92 15,32 12,57 23,91 18,49 25,27 15,65 26,72 

5 14,82 26,17 15,11 47,27 24,44 28,78 26,58 26,99 12,90 

6 21,99 27,49 28,55 33,17 27,22 24,28 21,25 26,16 15,73 

7 15,43 16,58 13,52 15,15 16,60 24,72 15,44 18,08 24,84 

8 23,07 19,42 22,65 28,93 14,32 18,95 32,42 37,80 24,88 

Grupo IV 

1 26,81 12,04 20,61 14,19 26,30 33,24 27,79 27,38 28,97 

2 16,98 11,90 13,46 17,75 11,98 22,04 23,74 18,14 16,36 

3 26,91 17,90 16,53 18,53 16,12 13,35 32,57 34,20 39,48 

4 28,69 15,64 29,75 20,76 34,83 22,44 27,21 26,91 31,65 

5 16,63 22,54 12,76 52,68 31,64 30,00 38,60 29,95 30,35 

6 17,36 14,61 16,40 19,96 18,58 16,21 29,10 27,44 23,89 

7 26,12 28,72 13,14 23,68 16,93 18,83 38,39 33,04 38,32 

8 23,15 25,95 24,76 12,03 30,67 20,02 13,37 28,86 25,26 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
 
 

 

 

 

 



73 
 

APÊNDICE 4 – Resultado para a detecção da presença de Escherichia coli F4 
através da PCR Multiplex 

TRAT REP 
Dia
1 

Dia 
2 

Dia 
3 

Dia 
4 

Dia 
5 

Dia 
6 

Dia 
7 

Dia 
8 

Dia 
15 

Dia 
24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

3 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

Grupo III 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo IV 

1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 

2 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

5 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 

6 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 5 – Resultado para a detecção da presença de Escherichia coli F18 
através da PCR Multiplex 

TRAT REP 
Dia 
1 

Dia 
2  

Dia 
3 

Dia 
4 

Dia 
5 

Dia 
6 

Dia 
7 

Dia 
8 

Dia 
15 

Dia 
24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

4 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 

5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

3 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 

8 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo III 

1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

2 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 

3 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 

4 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

5 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

8 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

Grupo IV 

1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 

2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 

4 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

5 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

8 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 6 – Resultado para a detecção da presença da enterotoxina STa 
através da PCR Multiplex 

TRAT REP 
Dia
1 

Dia 
2 

Dia 
3 

Dia 
4 

Dia 
5 

Dia 
6 

Dia 
7 

Dia 
8 

Dia 
15 

Dia 
24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

7 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 

8 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 

Grupo III 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

3 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 

4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 

6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 

8 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 

Grupo IV 

1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

3 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 

4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

6 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

7 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 

8 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 7 – Resultado para a detecção da presença da enterotoxina STb 
através da PCR Multiplex 

TRAT REP 
Dia
1 

Dia 
2 

Dia 
3 

Dia 
4 

Dia 
5 

Dia 
6 

Dia 
7 

Dia 
8 

Dia 
15 

Dia 
24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

4 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

2 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

3 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

4 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

7 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 

8 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 

Grupo III 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

2 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 

3 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 

4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 

6 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 

8 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 

Grupo IV 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

2 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

3 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 8 – Resultado para a detecção da presença da enterotoxina LT 
através da PCR Multiplex 

TRAT REP 
Dia
1 

Dia 
2 

Dia 
3 

Dia 
4 

Dia 
5 

Dia 
6 

Dia 
7 

Dia 
8 

Dia 
15 

Dia 
24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

8 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 

Grupo III 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

6 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo IV 

1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 

2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 

3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

5 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

6 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 9 – Resultado para a quantificação de cópias/mL de Escherichia 
coli F4 através da PCR tempo real 

TRAT REP Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 155,19  0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 

2 0 281.217,74  606.670,70  133.132,60  29.858,96  

3 0 72.052,68  273.984,80  0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 5.392.048,31  4.013,13  0 

Grupo III 

1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0   2.086,97  0 

3 0 0 0 0 0 

4 0    9.983,37  0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo IV 

1 0 1.370,70 250.150,70 0 37.481,00 

2 0 953,56 0 8.757,73 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 293,37 0 

5 0 5.704,40 0 6.615,20 56.428,54 

6 0 0 22.858,51  49.261,17  63.196,57  

7 0 0 0 0 0 

8 0 0  46.859,94  81.140,35  2.344.917,31  

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 9 – CONTINUAÇÃO. Resultado para a quantificação de cópias/mL 
de Escherichia coli F4 através da PCR tempo real 

TRAT REP Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 15 Dia 24 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 1.791,13 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 

2 84.356,06 458.024,59 0 0 0 

3 0 0 111.867,46 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 29.250,05 0 0 0 0 

Grupo III 

1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 127,95 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo IV 

1 839.142,78 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 515.944,06 17.411,10 103.449,28 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 26.780,37 10.410,85 11.071,29 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 10 – Resultado para a quantificação de cópias/mL de Escherichia 
coli F18 através da PCR tempo real 

TRAT REP Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 

Grupo I 

1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 133,04 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0,0 0 0 

2 0 853,87 0,0 186,14 9326,63 

3 0 181,91 16514,3 373238,69 288706,5 

4 114,37 0 75,2 0 0 

5 0 0 0,0 0 0 

6 0 0 0,0 0 0 

7 0 0 63,6 0 643,4 

8 194,23 0 0,0 1300,97 0 

Grupo III 

1 0 0 495,8 3572,1 329941,46 

2 0 0 0,0 0 0 

3 0 0 4351,5 15386,76 10479,67 

4 0 187,39 411,4 1147,25 61319,36 

5 0 0 0,0 0 81,65 

6 0 0 0,0 0 0 

7 0 0 12529,7 227,13 874,95 

8 0 0 98,6 6098,95 802,61 

Grupo IV 

1 0 73,7 145,84 0 901,86 

2 0 54,79 0,0 0 0 

3 0 0 0,0 0 1318,88 

4 0 0 0,0 0 3354,48 

5 32,34 160,67 0,0 739,56 60480,06 

6 42,82 0 0,0 0 0 

7 0 0 603,0 2569,01 339481,88 

8 0 0 0,0 0 26997,18 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 10 – CONTINUAÇÃO. Resultado para a quantificação de 
cópias/mL de Escherichia coli F18 através da PCR tempo real 

TRAT REP Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 15 Dia 24 

Grupo I 

1 153,74 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 213,64 

3 0 0 68,87 0 0 

4 2545,94 0 105,49 0 605,88 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 809,37 0 

7 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo II 

1 0 0 0 0 0 

2 12359,95 113515,4 0 0 0 

3 69207,54 12198,19 5666,16 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 5263,49 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 

Grupo III 

1 83331,24 54580,55 6746,77 0 0 

2 10585,61 1134,3 231,7 0 0 

3 39300,03 4322,12 2820,75 0 0 

4 2026,07 905,92 97,25 0 0 

5 281,15 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 2978,68 0 870,99 0 0 

8 985542,6 0 346,15 0 0 

Grupo IV 

1 6807,66 0 0 0 0 

2 397,02 227,39 0 0 0 

3 27645,79 7670,35 423,59 234,1 0 

4 0 0 0 0 0 

5 16985,65 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 

7 426582,8 107825,1 614151,1 0 0 

8 23182,63 3768,98 1229,44 0 0 

TRAT= tratamentos; REP=repetições;  
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APÊNDICE 11 – Composição de ingredientes e níveis nutricionais das dietas 
pré-inicial e inicial ofertadas aos leitões 

 

Pré-inicial Inicial 

Ingredientes (%) GI GII GIII GIV GI GII GIII GIV 

Milho 41,02 41,02 44,94 41,02 47,15 47,15 50,18 47,15 

Far. de Soja 44% 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 

Soja Micronizada 15,72 15,72 8,00 15,72 17,58 17,58 13,49 17,58 

Soro de leite 16,21 16,21 16,21 16,21 8,10 8,10 8,10 8,10 

PSS  - - 4,00 - - - 4,00 - 

GLOBIGEN®  - 0,20 - - - 0,20 - - 

Gordura vegetal  - - 0,68 - - - - - 

Açucar 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 

Fosfato bicálcico 1,28 1,28 1,38 1,28 1,23 1,23 1,29 1,23 

Calcário 0,90 0,90 0,86 0,90 1,05 1,05 1,01 1,05 

Sal 0,42 0,42 0,10 0,42 0,41 0,41 0,25 0,41 

Premix vitamínico 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 

Premix mineral 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

Lisina 0,46 0,46 0,34 0,46 0,33 0,33 0,27 0,33 

Dl - Metionina 0,23 0,23 0,18 0,23 0,16 0,16 0,13 0,16 

L-Treonina 0,17 0,17 0,1 0,17 0,11 0,11 0,07 0,11 

Cl. de colina 60% 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 

Colistina 8% 0,05 - - - 0,03 - - - 

Óxido de Zinco 0,31 - - - . - - - 

Sulfato de Cobre 0,04 - - - 0,04 - - - 

Caulim 0,05 0,25 0,05 0,45 0,66 0,53 -  0,73 

Composição  
calculada  

  
  

  
 

EM(kcal/kg) 3400 3400 3400 3400 3400 3400 3400 3400 

Proteína Bruta (%) 21,20 21,20 21,02 21,20 21,20 21,20 21,02 21,20 

Ca (%) 0,85 0,85 0,85 0,85 0,84 0,84 0,83 0,84 

P disponível (%) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,45 0,45 0,45 0,45 

Lis digestível (%) 1,45 1,45 1,45 1,45 1,33 1,33 1,33 1,33 

Met digestível (%) 0,52 0,52 0,47 0,52 0,46 0,46 0,43 0,46 

Met+Cis dig (%) 0,81 0,81 0,81 0,81 0,74 0,74 0,74 0,74 

GI = Grupo I; GII = Grupo II; GIII = Grupo III; GIV = Grupo IV; 

 

 

 

 



 
 

APÊNDICE 12 – Observações de temperatura (ºC) dentro do galpão. 

Dia 08:00 09:00 10:00 12:00 13:30 14:30 15:30 16:30 17:30 18:00 19:00 20:00 21:00 

1 24,7 25,0 26,5 33,1 35,0 35,2 34,8 35,0 35,3  34,6 32,6 30,2 29,8 

2 23,4 25,0 26,0 32,4 34,8 33,8 35,7 34,2  34,8 34,8 32,0 29,2 28,6 

3 21,7 24,6 28,3 32,2 34,3 34,7 34,9 34,8  34,7 34,5 31,8 28,8 28,1 

4 20,3   25,6 24,9 27,0   27,9    27,7         

5 25,8   26,5 27,3 26,8   27,5    28,1         

6 26,9   25,5 27,5 27,8   28,1    28,9         

7 27,1   27,7 28,0 29,3   29,3    28,9         

8 26,2   25,9 27,1 28,2   28,4    28,4         

9 27,4   26,8 27,8 29,5   30,6    30,3         

10 26,4   27,3 29,1 29,8   30,0    30,2         

11 26,5   27,0 28,1 29,0   27,0    27,6         

12 26,5   25,0 25,4 26,0   26,7    28,4         

13 26,2   26,0 27,3 27,4   27,0    26,9         

14 28,7   26,3 27,0 27,8   28,4    27,3         

15 26,3   25,9 26,6 28,0   28,4    28,6         

16 26,7   26,8 29,8 30,6   31,0    31,8         

17 26,3   29,0 29,5 32,9   33,0    31,3         

18 24,4   24,0 26,9 28,0   28,9    28,1         

19 20,7   23,7 25,2 26,0   26,7    26,8         

20 19,5   21,0 23,0 25,5   27,1    26,5         

21 24,5   25,0 30,6 29,9   29,0    28,8         

22 26,5   26,6 29,1 30,5   31,5    31,6         

23 23,5   26,8 30,1 31,4   32,4    31,6         

24 23,3                         

Os primeiros 3 dias correspondem ao período de inoculações de Escherichia coli ETEC F4 e F18.
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APÊNDICE 13 – Normas para a publicação de artigos científicos na Veterinary 
Microbiology 
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APÊNDICE 14 – Carta de Aprovação pela Comissão de Ética no uso de 

animais. 
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