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1AVALIAQAO DA EFICACIA DE OVOS HIPERIMUNIZADOS (IGY) NO
CONTROLE DE DIARREIA POS-DESMAME EM LEITOES

Autor: Daniele Pozzebon da Rosa

Orientadora: Prof. Andréa Machado Leal Ribeiro

Co-orientadora: Maité de Moraes Vieira

RESUMO

A mudancga na alimentacéo de leitbes, no desmame, esta associada
a um periodo de estresse e jejum que resulta em deplecdo do trato
gastrointestinal prejudicando a absor¢do de nutrientes e também oportunizando
a multiplicacdo de bactérias patogénicas causadoras de diarreia. Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) € uma das principais causas de diarreia pés
desmame em leitdes e acarreta grandes perdas econdmicas na fase de creche.
Com a restricdo gradual do uso de antibidticos pelo mercado, é necessario
pesquisar aditivos alimentares que proporcionem protecao aos leitbes e evitem
quedas de desempenho. A imunizacdo passiva, através do uso de gemas de
galinhas hiperimunizadas (IgY) € uma alternativa atraente aos antibioticos. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a efichcia de um produto comercial
chamado GLOGIGEN® Jump Start, & base de gemas de ovos de galinhas
hiperimunizadas (lIgY), no controle a diarreia causada por Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) F4 e F18 em leitdes recém-desmamados. Os animais
foram desafiados com 10'°UFC/leitdo de E. coli F4 e F18 e ciclos de calor por
trés dias consecutivos a partir do primeiro dia de experimento. Com 22 dias de
idade, 32 leitbes recém-desmamados foram distribuidos em grupos. O grupo |,
como controle negativo nao foi desafiado com ETEC e recebeu colistina como
antibiético promotor de crescimento, 6xido de zinco e sulfato de cobre. Os
outros trés grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN®
na dieta (Grupo 1), 4% de inclusédo de PSS (Grupo Ill) e um controle
positivo(Grupo VI). Avaliou-se o desempenho por 24 dias, escore e matéria
seca fecal a partir do segundo dia de inoculacéo, por 10 dias consecutivos.
Também foram recolhidas amostras de fezes durante os oito primeiros dias de
experimento, no 15° e no 24° dias para determinar o niumero de células de
ETEC excretadas, pela técnica de PCR quantitativo e para a deteccdo da
presenca das fimbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, STb e LT pela reagéo
de cadeia polimerase (PCR) multiplex. O Grupo Il apresentou maior peso
corporal e ganho de peso (p<0,05) do que o Grupo VI e nao diferiu do Grupo |
(p>0,05) e melhor eficiéncia alimentar do que o Grupo Il (p<0,05). O uso do
GLOBIGEN® resultou em fezes moles (escore < 1) que os animais do Grupo |l
e IV (p<0,05) e reduziu a excre¢édo de F4 e F18 (p<0,05) em relacdo ao Grupo
VI. A presenga das enterotoxinas foi menor no Grupo Il provavelmente
relacionada & menor excrecdo das ETEC. A associacdo F18/STa/STbh e F4/LT
foi observada. Os resultados deste estudo sugerem que o GLOBIGEN® age
eficientemente no controle a diarreia podendo ser uma alternativa ao uso de
antimicrobianos em leitbes recém-desmamados.

! Dissertagdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (98p). Marco, 2014.



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: Maité 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)
iIs 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 10'° 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 | 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 Il), including 4% DPP (Group Ill) 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 Il provided higher body
weight and weight gain (p<0.05) compared with the Group IV, Group | did not
differ (p>0.05) and feed efficiency higher than Group Il (p<0.05). The use of
GLOBIGEN® results soft feces (score < 1) recovering in less time than animals
of Groups Il 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/STh 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.

? 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. INTRODUCAO

Uma das etapas mais criticas da producéo de suinos quanto ao seu
volume de perdas, é a creche. Nesta fase, 0os animais deixam a companhia da
mae e em substituicdo ao leite materno, passam a consumir somente racao, o
que gera estresse e jejum. Como resultado, a parada no crescimento tem
impacto negativo no desempenho subsequente.

Com o inicio da ingestdo de alimento sdlido, a arquitetura das
vilosidades intestinais é danificada e quando este alimento ndo é bem
absorvido no trato gastrointestinal serve como substrato para a multiplicacao de
bactérias patogénicas causadoras de diarreia.

A diarreia pds-desmame é uma doenca multifatorial, destacando-se
a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) como um importante agente
infeccioso (Silva et al., 1999). A diarreia causada por Escherichia coli ETEC &
uma importante causa de morte em leitdbes desmamados e muitas vezes
resulta em significativas perdas durante a primeira semana pds-desmame
(Fairbrother et al., 2005). Existem hoje algumas formas de minimizar, ou
evitar, o dano causado pela ETEC nos periodos neonatal e pds-desmame.
Rotineiramente séo utilizadas técnicas como a vacinacdo de porcas antes do
parto e a utilizacdo de antimicrobianos na forma de promotores de crescimento.
Porém, a possibilidade de inducéo a resisténcia bacteriana e da presenca de
residuos de antimicrobianos na carne tém forcado restricbes ao uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento em varios paises, sendo o
continente europeu lider nessas proibicées. Com isso, surgiram restricoes e
novas regulamentacdes quanto ao uso de antibidticos como aditivos de racées.
Na Unido Européia, a partir de 2006 foi banido o uso de qualquer
antimicrobiano promotor de crescimento na producdo animal, sendo permitido o
uso de antibiéticos e quimioterapicos somente com finalidade curativa (Costa et
al. 2011). A pressado para a remocdo de antimicrobianos tem aumentado a
busca de aditivos alimentares que proporcionem protecao aos leitdes e evitem
guedas de desempenho. Novas alternativas estdo sendo estudadas, como a
imunizacdo ativa (imunizacdo oral com cepas atenuadas que contenham
fimbrias), administracdo de plasma de animais imunizados e imunizagao
passiva através da administracao oral de imunoglobulinas da gema de ovos de
galinha (IgY) contra fimbrias.

O plasma suino seco (PSS) é uma alternativa ao uso de antibiéticos.
Nollet et al. (1999) justificaram a utilizacdo de PSS em leitdes desmamados,
pela capacidade de suas glicoproteinas reduzirem a adesédo de E. coli aos
enterocitos. Owusu-Asiedo et al. (2003a) observaram melhora no desempenho
e reducdo da excrecdo de ETEC em leitdes recém-desmamados alimentados
com PSS.

As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas (IgY)
imunizadas com patégenos infecciosos também tém demonstrado eficiéncia na
prevencao de infeccbes (Sugita-Konishi et al., 1996; Zuiiga et al., 1997), pois
agem efetivamente na terapia e profilaxia de leitdes 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 imunizagdo passiva
contra doencas infecciosas (Marquardt et al., 1999).

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

2.1 Diarreia em leitbes recém-desmamados

Leitdes recém-desmamados muitas vezes sofrem de diarreia que
podem leva-los a morte, ocasionando grandes perdas na producao. A diarreia
normalmente ocorre durante a primeira semana apés o desmame, também
tendo como resultado o baixo ganho de peso dos leitdes. Varios fatores, como
0 estresse do desmame, alteracbes alimentares e auséncia de anticorpos
provenientes do leite da porca, contribuem para a gravidade desta doenca
(Fairbrother et al., 2005).

A dieta é um dos fatores mais importantes que influenciam o curso
da doenca em leitdes recém-desmamados. No desmame, a dieta dos leitdes é
alterada de liquida e com alta digestibilidade (o leite) para sélida, complexa e
de baixa digestibilidade, e no pés-desmame disturbios digestivos e intestinais
podem causar importantes perdas econdmicas (Lallés et al.,, 2009). Esta
mudanca leva a uma diminuicdo acentuada no consumo de racdo e da
capacidade digestiva (Pluske et al., 1997). Segundo Pluske et al. (1997) a
mudanca da dieta influencia na estrutura e funcao intestinal, levando a atrofia
das vilosidades e hiperplasia das criptas, causando uma temporaria diminuicao
da capacidade digestiva e de absor¢cdo do intestino delgado, resultando em
baixo desempenho dos leitdes. Estudos tém demonstrado que a funcdo da
barreira intestinal fica comprometida, o que resulta no aumento da secrecéo de
eletrdlitos e agua e aumento da permeabilidade de substancias potencialmente
toxicas (Lalles et al., 2004).

Os leitbes recém-desmamados possuem baixa capacidade de
producdo de acido cloridrico e de enzimas proteoliticas necesséarias para
digerir, principalmente, a fracdo proteica de origem vegetal dos ingredientes
presentes na racéo (Shields et al., 1980; Lindemann et al., 1986; Owsley et al.
1986). E importante analisar a fonte de proteina utilizada na dieta, visto que
essa tem consequéncia no consumo, ganho de peso, digestibilidade do
nutriente e na atividade das enzimas pancreaticas (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
ocorréncia de diarreia devido a presenca de inibidores de tripsina e proteinas
alergénicas que induzem a resposta imune localizada. Esta Ultima pode
resultar em alteragcbes tais como a diminuicdo da altura das vilosidades,
aprofundamento de cripta, e resposta inflamatoria, possivelmente predispondo
a uma proliferacdo de E. coli (Li et al., 1991). Outro componente da soja que
pode causar diarreia sdo 0s oligossacarideos, em particular, estaquiose e
rafinose (Choct et al., 2010). Os leitdes ndo possuem enzimas endogenas
capazes de digerir estes oligossacarideos (Veldman et al., 1993). A
fermentacao dos oligossacaridos no intestino pode causar flatuléncia e diarreia
(Zhang et al.,, 2001). Segundo Ethridge et al. (1984 a. b), o aumento da
digestibilidade da dieta esta correlacionado com a diminuicdo da frequéncia e
severidade da diarreia

O desmame também provoca disturbios na homeostase da
microbiota intestinal levando a atrasos no desenvolvimento funcional do
sistema imune da mucosa (Lalles et al., 2007). Os leitbes sdo desmamados
antes mesmo de serem capazes de produzir anticorpos suficientes para
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protecdo contra doencas entéricas (Miller et al., 1961). Pluske et al. (1997)
observaram que no periodo pés-desmame houve atrofia das vilosidades em
decorréncia do aumento da taxa de descamacéao epitelial causada pelo inicio
do consumo de ragdo solida, baixo consumo de ragdo, presenca de toxinas
bacterianas e adesao de bactérias aos enterdcitos. A alta taxa de descamacao
eleva a quantidade de enterdcitos imaturos ao apice das vilosidades e esses
nao possuem plena capacidade de absor¢éo, além de serem mais susceptiveis
as enterotoxinas (van Dijk et al., 2002).

2.2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

A Escherichia coli € um patégeno entérico comum em suinos,
causando diarreia em recém-nascidos e em leitdes recém-desmamados
(Fairbrother, 1999). A E. coli é classificada de acordo com o fator de viruléncia
e sua patogenicidade em enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC),
enteroinvasiva (EIEC), verotoxigénica (VTEC), enterohemorragica ( EHEC),
enteroagregativa (EAggEC) e “attaching and effacing” (AEEC) (Van den
Broeck et al., 2000). Destes patétipos, a ETEC é a mais importante na causa
de diarreia grave em leitbes neonatais e desmamados uma vez que estes
animais parecem ter receptores especificos e serem sensiveis as adesinas e
enterotoxinas de algumas ETEC (Nagy & Fekete, 2005).

A patogenicidade da E. coli esté relacionada a sua capacidade de
colonizar o epitélio intestinal (Nataro & Kaper, 1998). Ap6s a adesédo, a ETEC
secreta proteinas (enterotoxinas) que alteram as funcbes dos enterdcitos,
aumentando a secrecao e reduzindo a absor¢do. Assim, os principais atributos
de viruléncia da ETEC séo as adesinas fimbriais (apéndices semelhantes a
pélos chamados fimbrias ou pili) e enterotoxinas (proteinas ou peptideos)
(Nagy & Fekete, 2005).

Em estirpes de ETEC, os tipos de fimbrias F4 e F18 sdo comumente
encontrados em E. coli patogénicas isoladas de leitdes desmamados
(Imberechts et al., 1997; Frydendahl, 2002; Cheng et al., 2005; Fairbrother et
al., 2005; Zhang et al., 2007). A fimbria F4, anteriormente descrita como K88,
foi descoberta por Orskov et al. (1961). Estes mesmos autores descreveram a
bactéria como termolabil, cuja expressao € inibida quando incubada a 18 ° C. O
didametro das fimbrias 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 fimbria F4 é flexivel e ocorre como trés variantes antigénicas,
Fdab, F4ac (Orskov et al., 1964), ou F4ad (Guinée & Jansen, 1979). Todos 0s
tipos antigénicos de F4 ligam-se em glicoconjugados presentes nas células
epiteliais do intestino delgado (Erickson et al. , 1994; Grange et al., 1996) . As
trés variedades representam ndo sO variantes antigénicas, mas também
diferentes especificidades de ligacdo. Alguns suinos sdo suscetiveis a todos 0s
trés tipos, alguns séo suscetiveis a dois tipos (ab e ac ou ab e ad), outros séao
suscetiveis a um unico tipo (ad ou ab ) e outros resistentes a ligacdo das trés
variantes (Bijlsma et al., 1981; Francis et al., 1999). Conway et al. (1990)
indicam a possibilidade de que leitdes recém-nascidos sejam mais sensiveis as
fimbrias F4 que leitdes mais velhos, devido a maior quantidade de receptores
especificos para F4 na mucosa intestinal, contribuindo para uma adeséo inicial
da fimbria ETEC no ileo. Em contraste, leitbes com 35 dias de idade possuem
menor quantidade de receptores especificos para F4 na mucosa ileal,
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prevenindo que a bactéria ligue-se aos enterdcitos. O gene que codifica a F4
foi encontrado em plasmideos que podem ser transferidos para outras
bactérias por conjugacéo (Orskov & Orskov, 1966).

O centro internacional de Escherichia e Klebsiella (The International
Escherichia and Klebsiella Center), em Copenhagen, sugeriu que o fator de
colonizagdo 8813 e a fimbria 2134 fossem designados como F18 (Rippinger et
al., 1995). Esta fimbria apresenta 4,6 nm de diametro (Bertschinger et al.,
1990) e massa molecular de aproximadamente 15 kDa, dependendo da
variante (Rippinger et al., 1995). A fimbria F18 é expressa quando incubada a
37 ° C e inibida a 18° C e adere ao epitélio intestinal de suinos com mais de 3
semanas de idade e ndo em leitbes neonatos (Nagy et al., 1992; Fairbrother et
al., 2005). A fimbria F18 possui apéndices flexiveis longos que mostram um
caracteristico ziguezague (Nagy et al., 1997) e ocorre como duas variantes
antigénicas, F18ab e F18ac (Rippinger et al., 1995) . A F18ab é tipica das
estirpes de VTEC e mostra expressao relativamente baixa in vivo e in vitro,
enquanto que a F18ac mostra expressdo na diarreia pés-desmame (Nagy et
al., 1997).

A E. coli ETEC é definida por produzir enterotoxinas, dentre elas a
termolabil (LT), a termo estavel tipo A (STa) e a termoestavel tipo B (STbh)
(Nataro & Kaper, 1998). Enterotoxinas sdo proteinas expressas pelo plasmideo
de bactérias ETEC que atuam sobre o epitélio intestinal (O'Brien & Holmes,
1996). Os mecanismos basicos de acdo das enterotoxinas LT e ST séo a
producdo de alteracdes funcionais profundas em pequenas células epiteliais do
intestino, resultando em aumento da secrecdo de H,O, Na' e CI e
concomitante diminuicdo e absorcdo de liquidos, levando a desidratacdo e
acidose do animal (Nagy e Fekete, 2005). As enterotoxinas LT sdo produzidas
predominantemente por ETEC expressa em humanos e em suinos, e sao
conhecidas por serem similares a toxina da cdlera (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 LTIl. No grupo da LTI, ha a LTH-I,
expressa em humanos e LTP-I expressa em suinos. Toxinas LTIl sdo raras e
ocorrem em seres humanos e bezerros e possuem duas variantes antigénicas
(LTIla e LTIIb) (O'Brien & Holmes, 1996). Além do modo cléssico de agdo, a LT
possui alternativas de mecanismos de inducdo de secrecdo, envolvendo as
prostaglandinas, o sistema nervoso entérico e citocinas (Nataro e Kaper, 1998).

As enterotoxinas ST s&o produzidas pela ETEC expressa em
humanos, suinos e bovinos. As LT sdo mais antigénicas 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 peptideo com massa molecular 2
kDa, contendo 11-18 aminoacidos, expressa em suinos e bezerros. STa €
solivel em metanol, reage em leitdes induzindo pequena secrecao de fluidos
intestinais em recém-nascidos, porém ndo se expressa em leitdes
desmamados, ao contrario da STb que pode induzir secrecdo de fluido nos
dois grupos etarios de suinos (Nagy & Fekete, 1999). A atividade biol6gica da
STa é exercida através da estimulagcdo de guanilatociclase e acumulacao
intracelular de monofosfato de guanosina ciclico que reduz a absorcéo de agua
e eletrdlitos (Na* e CI) na borda das vilosidades, e simultaneamente a uma
elevada secrecdo de CI" e H,0, em células das criptas (Forte et al., 1992). A
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segunda variante, a STb € um peptideo de 48 aminoacidos que liga-se a
superficie do epitélio intestinal e € internalizada pelas células epiteliais
(Dubreuil, 1997). Dreyfus et al. (1993) sugeriram que a STb atua através da
abertura de canais de CI' dependentes de Ca®" elevando seus niveis
intracelulares. Neste processo ocorre a sintese de prostaglandina
endoperoxidase levando assim a mecanismos secretorios (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 Deteccao e quantificacdo de fimbrias de E. coli

A caracterizacdo adequada de cepas de E. coli isoladas a partir de
diarreia requer a determinacéo de propriedades tanto das fimbrias bem como
das toxinas (Osek et al., 1999). Diversos testes sao utilizados para a deteccao
de fimbrias, dentre eles, o teste de aglutinacdo que é o mais simples. No
entanto, existem algumas dificuldades na deteccdo de fimbrias usando
somente esta analise, bem como sdo necesséarias condi¢cdes especiais de
cultura para a expressdo adequada deste antigeno (Witting et al., 1994).
Portanto, o uso de testes convencionais para a determinacao de fimbrias pode
fornecer resultados falso-negativos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € outro método
empregado, com alta sensibilidade e especificidade mostrando bons resultados
em investigacGes epidemiologicas de diarreias causadas por cepas de E. coli
isoladas em fezes de suinos (Osek et al., 1999), além de que € um método
nao invasivo, pois as analises podem ser feitas através do DNA extraido de
fezes. A partir do DNA total extraido de fezes suinas, a técnica de PCR
possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima DNA-polimerase,
a mesma que participa da replicagdo do material genético nas células. Esta
enzima sintetiza uma sequéncia complementar de DNA, desde que um
pequeno fragmento (o oligonucleotideo, ou primer, em inglés) ja esteja ligado a
uma das cadeias do DNA no ponto escolhido para o inicio da sintese. Os
iniciadores definem a sequéncia a ser replicada e o resultado obtido é a
amplificacdo de uma determinada sequéncia DNA com bilhnGes de copias
(Mullis, 1990).

Diversos trabalhos utilizaram a técnica de PCR para identificacdo 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, STh e LT (Zhang et al. 2007) nas fezes de leitdes recém-
desmamados.

Em 1992 foi desenvolvida uma variagdo da técnica convencional da
PCR, a chamada PCR em tempo real (Higuchi et al., 1992). A PCR em tempo
real € uma técnica que vem ganhando espaco nos laboratorios de pesquisa por
apresentar a capacidade de quantificar fragmentos de acidos nucleicos (DNA e
RNA) de maneira mais sensivel, especifica e com maior reprodutibilidade,
comparada a outras técnicas quantitativas (Heind et al., 1996; Kubista et al.,
2006). Consiste na deteccdo e quantificagdo de um sinal fluorescente,
enquanto ocorre a amplificagdo. Para isso, utilizam-se oligonucleotideos e
sondas especificas, ou fluoréforos intercalantes na cadeia do DNA, que emitem
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fluorescéncia a cada hibridizacdo e a cada passo de amplificacdo (Kubista et
al., 2006).

2.4 Plasma Animal Seco

O plasma animal seco (PAS) € um subproduto de frigorificos e
abatedouros, sendo obtido de suinos (plasma suino seco-PSS) ou de bovinos
(plasma bovino seco-PBS), e utilizado tanto para producéo de alimentos da
linha humana quanto animal (Gatnau, 1990). O PAS possui componentes
funcionais como imunoglobulinas, albumina, fibrinogénio, lipidios, fatores de
crescimento, peptideos biologicamente ativos (defensinas, transferrinas),
enzimas e outros fatores que tém atividade biolégica no intestino,
independentemente de seu valor nutricional (Campbell et al., 2008). Ao
adicionar PAS na alimentacdo de leitdes, deve-se levar em conta a sua
concentracédo de Fe, que em excesso pode afetar negativamente a imunidade
do animal, facilitando a proliferacdo de bactérias patogénicas devido ao
aumento da sua disponibilidade apds saturacdo 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 acdo do PAS para combater a infeccéo
por patdégenos é aumentar a imunocompeténcia dos leitbes promovendo a
reducdo da aderéncia do patdgeno no epitélio intestinal devido as
imunoglobulinas e glicoproteinas presentes em sua composi¢cdo. Owusu-
Asiedu et al. (2002, 2003a), Torrallardona et al. (2003), Nofrarias et al. (2007)
observaram que o PAS impediu a perda da integridade intestinal de leitdes.
Touchette et al. (2002) e Bosi et al. (2004) relataram que houve reducdo na
adesao de Escherichia coli ao epitélio intestinal de leitdes recém-desmamados
alimentados com PAS.

Pierce et al. (2005) indicaram que tanto o plasma suino quanto o
bovino sdo benéficos para desempenho de leitdes recém-desmamados e que a
fracdo de 1gG do plasma € a componente responsavel 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
patdgenos, devido as imunoglobulinas especificas que compdem o primeiro.

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

Niewold et al. (2007) compararam o PSS com plasma suino seco
imunizado (PSSI) na alimentacdo de leitbes recém-desmamados e desafiados
com E. coli F4. O ganho de peso nao foi diferente entre ambos. Porém, tanto o
PSS como o PSSI reduziram a diarreia nos leitdes em comparagao aos animais
controle. Os autores atribuiram o efeito do PSS a presenca espontanea de
anticorpos anti-LT. J& a excrecéo da F4 foi menor no PSSI devido a imunizacéo
dos animais que forneceram o plasma.

2.5 Gemas Hiperimunizadas

Ovos de galinha tém 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 mamiferos, e é transferida para a gema para proteger passivamente
o pinto em desenvolvimento (Kovacs-Nolan & Mine, 2011).

Durante a formacdo do ovo, a IgY do soro é seletivamente
transferida para a gema através de um receptor na superficie da membrana da
gema, especifico para a translocacdo da IgY (Morrison et al., 2002, Tesar et
al.,2008), ao passo que IgA e IgM sao depositadas na clara de ovo (Rose et al.
1974).

A imunizagdo passiva tornou-se recentemente uma abordagem
muito atraente devido ao aparecimento de microrganismos resistentes aos
medicamentos, de doencas que ndo respondem a medicamentos terapéuticos
e a humanos ou animais com sistema imune incapaz de responder a vacinas
convencionais. Além disso, os anticorpos administrados passivamente tém a
capacidade de fornecer rapida e imediata protecdo (Kovacs-Nolan & Mine,
2011). O uso de anticorpos ndo gera resisténcia em microrganismos e nao
deixa residuos na carne, como acontece com 0s antibidticos. Imunoglobulinas
provindas do ovo sdo bem aceitas por suinos e sua acdo € localizada no
intestino ao invés de sistémica. Para manipular a especificidade das
imunoglobulinas, galinhas sao imunizadas contra determinado microrganismo e
seu sistema imune reage produzindo imunoglobulinas com receptores
especificos para este microrganismo (Carlander et al. 2000), podendo ser para
mais de um microrganismo ou variantes (hiperimunizacao).

A imunidade passiva oral com IgY especificas para determinadas
fimbrias, impede a adesdo da ETEC aos receptores intestinais tendo como
efeito a reducdo da intensidade de colonizagdo e neutralizagdo das toxinas,
impedindo a expressdo evidente da doenca clinica (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 protecéo intestinal contra a colonizacao por E. coli F4 e
F18 pode ser atingida pela adicdo a racdo de gemas com antigenos
especificos (Yokoyama et al., 1992; Yokoyama et al., 1997; Imberechts et al.,
1997; Marquardt et al., 1999; Zufiga et al., 1997; Owusu-Asiedu et al., 2003a;
Ribeiro et al., 2005) .

Gemas de ovos de galinhas hiperimunizadas foram utilizadas para
proteger leitbes neonatos contra infeccdes por E. coli ETEC F4. Os animais
gue receberam as gemas tiveram uma consideravel reducdo na gravidade da
diarreia e também da mortalidade (Yokoyama et al., 1992). Ribeiro et al. (2005)
usaram gemas com IgY contra E. coli para leitbes neonatos, obtidas de aves
imunizadas por Kindlein et al., (2007). Os leitbes que receberam gemas
hiperimunes somente ao nascer ndo apresentaram diferenca de peso em
relacdo aos que receberam continuamente. Os autores observaram que o
fornecimento continuo de gemas hiperimunes agiu na imunidade local e
conferiu maior protecdo contra diarreia do que o fornecimento somente ao
nascimento. Leitbes desmamados alimentados com gemas de ovos de
galinhas imunizadas contra F4 demonstraram apenas diarreia transitoria e
auséncia de mortalidade, enquanto que os leitbes do grupo controle
apresentaram diarreia grave, desidratacdo e mortalidade apos 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 proteina isolada de ervilha
suplementada com gemas de galinhas imunizadas (PIE+GI) e desafiaram o0s
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leitdes desmamados com E. coli F4. PIE+GI reduziu a incidéncia e a gravidade
da diarreia, a mortalidade e a excrecdo da F4. Yokoyama et al.,, (1997)
observaram que leitdes recém-desmamados recebendo uma dieta com gemas
de galinhas imunizadas contra F18, demonstraram menor frequéncia de
diarreia, aumento da taxa de ganho de peso e menor excrecdo da F18 usada
no desafio. Estes resultados sugeriram que as IgY especificas para F18 podem
ndo s6 ser uma abordagem preventiva para a diarreia pos-desmame, mas
também um tratamento adequado para os leitdes ja& infectados com ETEC.
Imberechts et al.,, (1997) estudando imunizacdo passiva com leitbes
desmamados que receberam gemas de galinhas imunizadas contra a variante
F18ab em sua alimentacdo durante 12 dias observaram que as gemas
diminuiram significativamente ndo s6 a excre¢do de F18ab como também a
excrecao da variante F18ac, mostrando protecdo cruzada. Zufiga et al. 1997
testaram duas dosagens (5,5 e 3,5 g/dia) de gemas contendo IgY contra F18
suplementadas a dieta basal e concluiram que os leitdes que receberam a
maior dose, foram melhor protegidos da colonizacéo pela ETEC F18 usada no
desafio, mostrando o efeito dependente da dose. Estes mesmos autores
sugerem gue no desmame, devido a baixa ingestdo da ragdo, os leitdes devem
ser suplementados com uma superdose de gemas de galinhas imunizadas
para protegé-los conforme Imberechts et al. (1995) que usaram 30g/dia.



22

3. HIPOTESES E OBJETIVOS

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

Para isto, foram avaliadas trés hipéteses: (1) O GLOBIGEN® Jump
Start (IgY) € um aditivo alimentar que possui efeito profilatico em leitdes recém-
desmamados suijeitos & infeccdo 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 antibi6ticos. (3) O GLOBIGEN® Jump Start (IgY) é uma fonte de
anticorpos especificos competitiva ao plasma suino seco, contra a E. coli F4 e
F18.
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Resumo

Foi avaliado o efeito de um produto a base de gema de ovos galinhas hiperimunizadas
(GLOBIGEN®) no controle da diarreia causada por Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC) F4 e F18 em leitbes recém-desmamados. Os leitdes foram desafiados com
10"°UFC/leitdo de E. coli F4 e F18. Com 22 dias de idade, 32 leitdes recém-
desmamados foram distribuidos em grupos. O grupo I, como controle negativo néo foi
desafiado e recebeu colistina como antibidtico promotor de crescimento, 6xido de zinco
e sulfato de cobre. Os outros trés grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de
GLOBIGEN® na dieta (Grupo 1), 4% de inclusdo de PSS (Grupo I1I) e um controle
positivo(Grupo VI). Avaliou-se o desempenho, escore e matéria seca fecal, frequéncia
nas fezes das fimbrias F4 e F18 e das enterotoxinas Sta, STb e LT e sua associa¢do e
quantificou-se por ga PCR as ETEC nas fezes. O Grupo Il apresentou maior peso
corporal e ganho de peso (p<0,05) do que o Grupo VI e ndo diferiu do Grupo | (p>0,05)
e melhor eficiéncia alimentar do que o Grupo Il (p<0,05). O uso do GLOBIGEN®
resultou em fezes moles (<1) ndo caracterizando diarreia como no CP e PSS e reduziu a
excrecdo de F4 e F18 (p<0,05) em relacdo ao Grupo VI. A presenca das enterotoxinas
foi menor no Grupo Il provavelmente relacionada a menor excrecdo das ETEC. A
associacdo F18/STa/STh e F4/LT foi observada. Os resultados deste estudo sugerem
que o GLOBIGEN® age eficientemente no controle a diarreia podendo ser uma

alternativa ao uso de antimicrobianos em leitées recém-desmamados.

Palavras-chave: Escherichia coli enterotoxigénica, Fimbria F4, Fimbria F18, Diarreia

pos-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'° CFU/piglet E.
coli F4 and F18. Thirty-two 22-d-old weaned piglets were divided into groups. Group |
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 I1), including 4% DPP (Group I11) 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, STh and LT and their
association, as well quantifying by gPCR the ETEC in faeces. Group Il provided higher
body weight and weight gain (p<0.05) compared with the Group 1V, Group | did not
differ (p>0.05) and feed efficiency higher than Group Il (p<0.05). The use of
GLOBIGEN® results soft feces (<1) recovering in less time than animals of Groups IlI
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 Il, probably related to excretion reduced of
fimbriae. The F18/STa/STh 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 Introducao

A mudanca na alimentacao de leitdes do leite para a racdo sélida, que acontece
no desmame, esta associada a um periodo de estresse e jejum e, como resultado, ocorre
parada no crescimento e tem impacto negativo no desempenho subsequente. Com o
inicio da ingestdo de alimento solido, a arquitetura das vilosidades intestinais é
danificada e quando este alimento ndo é bem absorvido no trato gastrointestinal acaba
servindo como substrato para a multiplicacdo de bactérias patogénicas causadoras de
diarreia.

A diarreia causada por Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) é uma
importante causa de morte em leitbes desmamados e muitas vezes resulta em
significativas perdas durante a primeira semana pés-desmame (Fairbrother et al., 2005).
A ETEC é caracterizada pela producéo de adesinas fimbriais que fazem a ligacdo das
bactérias a superficie das células do epitélio, iniciando a colonizacdo bacteriana (Zhang
et al., 2007). As principais fimbrias encontradas em ETEC relacionada com diarreia em
leitbes desmamados sdo 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 estavel
(ST) ou termo labil (LT) (Nataro & Kaper, 1998). A acdo das enterotoxinas esta em
perturbar a homeostase dos fluidos intestinais e causar hipersecrecdo deste fluido que
resulta em diarreia (Zhang et al., 2007).

Com a restricdo gradual do uso de antibi6ticos na producdo de suinos, sdo
necessarias pesquisas na busca de aditivos alimentares que proporcionem protecdo aos
leitbes e evitem quedas de desempenho. O plasma animal é uma alternativa ao uso de
antibioticos. Segundo Hansen et al. (1993) e van Dijk, et al. (2001) o plasma suino é

mais efetivo na protecdo imune de leitdes que o bovino, pois possui imunoglobulinas



30

ativas. Estas podem manter algum grau de especificidade e de vinculagéo a bactérias ao
qual suinos sdo expostos. Estudos demonstraram melhoria no ganho de peso e menor
frequéncia de ETEC em leitdes recém- desmamados, com 10 dias de idade,
suplementados com Plasmo Suino Seco (PSS) (Owusu-Asiedu et al., 2002). Estes
efeitos foram parcialmente atribuidos a presenca de anticorpos especificos anti- ETEC.
Nollet et al. (1999) justificaram a utilizacdo de PSS em leitdes desmamados, pela
capacidade de suas glicoproteinas reduzirem a adesdo de E. coli aos enterécitos. No
entanto, a principal limitacdo para o uso de PSS € 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 inclusao para ser efetivo (4%).

As imunoglobulinas presentes na gema de ovos de galinhas imunizadas (IgY)
com patogenos infecciosos tém demonstrado eficiéncia na prevencdo de infeccOes
(Sugita-Konishi et al., 1996), e agem efetivamente na terapia e profilaxia de leitbes
recém-nascidos infectados com a Escherichia coli ETEC (Yokoyama et al , 1992;
Ribeiro et al., 2005). Sdo assim, uma alternativa possivel de ser usada como fonte de
anticorpos de baixo custo para a imunizacdo passiva contra doencas infecciosas
(Marquardt et al., 1999). Produtos comerciais a base de gemas de ovos de galinhas
hiperimunizadas tém sido colocados no mercado sem que o produtor tenha
conhecimento de como foi produzido, gerando duvidas quanto a sua acdo. Neste
contexto, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de um produto
comercial a base de IgY (GLOBIGEN® Jump Start), no controle a diarreia em leitdes

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 suinos
recém-desmamados foram fornecidas pelo Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal da Universidade de Séo Paulo.

As bactérias foram semeadas em placas contendo meio de cultura seletivo
Eosina Azul de Metileno (EMB) utilizado para o isolamento e diferenciacdo de bacilos
entéricos Gram-negativos. As placas foram incubadas em 37°C por 48h e as coldnias
de Escherichia coli ETEC F4 e F18 apresentaram um reflexo verde metalizado
caracteristico, devido a rapida fermentacdo da lactose. Posteriormente, foi coletada uma
colénia isolada de cada placa e esgotada em placas contendo Agar BHI e incubada em
37°C por 24h. A proporcao de trés placas contendo a F4 para uma de F18 foi utilizada
para a preparacdo do caldo com concentracdo de 10*° UFC ml™, de acordo com a escala
por turbidez de MacFarlland, diluido com 5 mL de PBS estéril, misturado a 15mL de

racao e agua, administrado via oral.

2.2 Animais, instalaces, tratamentos e delineamento experimental

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Foram utilizados 32 leitbes desmamados aos 22 dias de idade (dd), pesando 5,4 +
0,4 kg, machos castrados, provenientes de granja comercial. Os leitdes foram alojados em
gaiolas individuais de metabolismo localizadas em sala climatizada. Utilizou-se um
periodo de adaptacdo de quatro dias. O periodo experimental iniciou ap6s a adaptagdo e
compreendeu 24 dias.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos de

oito repeticoes de um animal. A gaiola com um animal representou uma unidade
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experimental. Os leitdes foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos que
constituiram os tratamentos.

O grupo I, como controle negativo ndo foi desafiado e recebeu 40 ppm de
colistina como antibiotico promotor de crescimento, 2300 ppm de zinco e 150 ppm de
cobre. Os outros trés grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN®
adicionado a dieta (Grupo Il), 4% de PSS incorporado a dieta (Grupo I11) e um controle

positivo (Grupo V1) com dieta basal e desafio bacteriano.

2.3 Desafios bacteriano e ambiental

O inoculo bacteriano foi administrado oralmente a cada leitdo com uma seringa de
20 mL. O desafio foi realizado uma vez por dia a partir do primeiro dia do periodo
experimental, durante trés dias consecutivos, e uma quantidade de 5mL da mistura descrita
em 1.1 foi administrada para cada leitdo. A dosagem foi escolhida de acordo com o
trabalho de Marquardt et al. (1999).

Os animais foram submetidos a estresse por variacdo de temperatura durante os trés
dias de inoculacdo bacteriana, tendo a temperatura da sala aumentado gradativamente
durante 3h a partir das 8h da manhd até alcancar 35° C. Esta temperatura foi mantida por 6
horas consecutivas e posteriormente, diminuida gradativamente por 3h até alcancar a
temperatura ambiente (28°C). No restante do periodo experimental a temperatura da sala

variou entre 24 e 31°C.

2.4 Dietas, alimentacéo e medidas de desempenho
Foram fornecidas duas dietas ao longo do periodo experimental (pré-inicial, de 1 a
7 dias, e inicial, de 8 a 24 dias) que foram formuladas com niveis nutricionais

recomendados pelas Tabelas Brasileiras de Aves e Suinos (Rostagno et al., 2011). As
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dietas dos Grupos I, Il e IV tiveram a mesma composicao de ingredientes, ja o Grupo IlI
teve 4% de PSS incorporado a dieta como ingrediente, considerando sua composicao
nutricional. As dietas dos quatro grupos foram isonutritivas (dados ndo apresentados).
Os leitdes tiveram acesso ilimitado ao alimento e agua em todos os periodos. O peso
corporal (PC), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR), eficiéncia alimentar (EA)

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

2.5 Escore de Consisténcia Fecal

Foi observada durante nove dias consecutivos, a partir do segundo dia de desafio
bacteriano, a presenca e gravidade de diarreia, usando a consisténcia fecal (CF) como
medida, com base no sistema de pontuacdo descrito por Marquardt et al. (1999). A
pontuacdo de CF consistiu em normal = 0, fezes moles = 1, diarreia leve = 2 e diarreia
grave = 3. As observacOes foram feitas antes da limpeza das gaiolas, na primeira hora da
manhd e sempre pelo mesmo observador. Para confirmar a pontuacdo de CF foi
determinada a Matéria Seca (MS%) das fezes por diferenca de peso ap6s desidratacdo por

24h em estufa em 105° C.

2.6 Extracdo 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 15° e 24° dias para a extracao de
DNA total e posterior deteccdo da presenca das fimbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa,
STb e LT pela PCR multiplex. Para a extracdo de DNA foi pesada 0,19 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 extraido foi realizado

através de uma PCR multiplex utilizando a sequencia do gene 16S rRNA para confirmar a
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presenca de DNA, pois este estd presente em multiplas copias de DNA de bactérias
patogénicas. A extracdo do DNA, a partir de uma UFC de Escherichia coli F4 e uma F18
foi realizada para compor o controle positivo das reacdes subsequentes. A sequéncia dos
oligonucleotideos utilizados neste estudo estd 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 desnaturacao (separar a fita dupla de DNA), 55 °C durante 45 s para
anelamento do primer ao inicio das duas fitas simples, 72 °C durante 45 s para duplicacéo
da fita feita pela acdo da DNA polimerase, e um passo de extensdo em 72 °C durante 20
min, no final do ciclo. O produto da reacdo de PCR multiplex foi submetido a eletroforese
em um gel de agarose a 1,5% para visualizacdo em luz ultravioleta. A amostra foi
considerada como positiva para os genes das fimbrias F4 e F18 e enterotoxinas STa, STh e
LT quando produziu uma banda distinta de acordo com a sua expectativa de migracdo no
gel de agarose, conforme determinado por comparacdo com os padrdes de fragmentos de

DNA.

2.7 Quantificacdo de ETEC excretada

A técnica de PCR quantitativo em tempo real foi usada para determinar o nimero
de células pI™ de ETEC excretadas via fezes. A partir dos genes conhecidos das fimbrias
F4 e F18 foram desenhados os primers e 0 DNA gendmico por meio da ferramenta de
bioinforméatica GenScript-PCR em Tempo Real (TagMan) para desenho de primers
(https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). As sequéncias dos oligonucleotideos
utilizados neste estudo estdo na Tabela 2. ReagOes de PCR quantitativo em tempo real
foram realizadas num volume final de 20 pL contendo 10 pL de 2X Fast-Plus Eva Green
Master Mix (Biotium ®), 0,4 uM de cada primer (forward and reverse), 1 uL de DNA,

completado com &gua deionizada (MilliQ mais, Millipore ®). As reacdes foram anexadas
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em Eco®TM Real Time Sistema de PCR (lllumina ®), com placas de 48 pocos, utilizando
DNA como modelo para primers especificos, F4 e F18. O DNA foi amplificado por PCR
quantitativo em tempo real usando as condi¢des dos ciclos térmicos da seguinte maneira: o
passo de desnaturacdo inicial foi de 5min em 95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 s em 95
°C, 1min 60 °C e 15s em 72°C. A curva de Melting foi realizada imediatamente apos a
amplificacdo com uma taxa de transicdo de temperatura linear de 0,1°C.s™ de 55 & 95°C
com determinacédo continua da aquisicao da fluorescéncia. As analises foram realizadas em
triplicata experimental e 0 DNA da fimbria foi utilizado como controle positivo.

Para avaliar o desempenho da reacdo de PCR quantitativo em termos de eficiéncia,
intervalo de preciséo linear de quantificacdo e sensibilidade de cada gene alvo (F4 e F18),
foram realizadas diluicdes seriadas do DNA genémico com concentracBes conhecidas
(curva padrdo), para amplificacdo nas mesmas condi¢des acima citadas. A série de
diluicdes para abranger uma ampla gama de concentracbes foi de cinco pontos para
garantir que a reacao fosse executada em igual eficiéncia para diferentes concentragdes. O
grafico gerado pela concentracdo de DNA gendmico e os respectivos valores de CT foram
testados e os resultados da reacdo foram tabelados para o célculo da equacdo de regressdo
do R% A curva padrdo foi construida e o valor da inclinagdo da reta, que indica a
sensibilidade do teste, permitiu o célculo da eficiéncia da reacdo. A curva padrdo mostrou
o0 log da quantidade de amostra inicial contra o nimero de ciclos da PCR quantitativo, e foi

gerada pelo software Eco®TM Real Time.

2.8 Analise Estatistica
As variaveis 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 presenca ou ndo das
fimbrias e das enterotoxinas foi utilizada a regressdo logistica com medidas repetidas ao
longo dos dias de coleta e os Grupos I, Il e IV foram comparados ao Grupo I. Foi feita
andlise de correlacdo usando-se o teste de Kappa entre as frequéncias de presenca nas fezes

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

3 Resultados

3.1 Efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais

Os resultados de desempenho estdo expressos na Figura 1. Na primeira semana
apos o desafio, os leitdes do Grupo Il tiveram maior PC e GP (p<0,05) em relacdo aos do
Grupo IV e foram semelhantes aos do Grupo | (p>0,05) que ndo foram desafiados com
ETEC. A mesma resposta manteve-se na segunda e terceira semana (p<0,05).
Considerando todo o periodo experimental (24 dias), os leites do Grupo Il apresentaram
melhor EA do que o Grupo 111 (p<0,05). Nao ocorreu nenhuma morte em decorréncia dos
desafios realizados e todos 0s animais apresentaram crescimento adequado, de acordo com

o manual da linhagem e periodo de criac&o.

3.2 Diarreia e excrecdo de ETEC

Os animais do Grupo Il apresentaram o menor percentual de MS (21%) nas fezes,
no periodo de 9 dias consecutivos a partir do segundo dia de inoculagdo, em comparacéo
aos dos demais tratamentos (p<0,05). O percentual de MS das fezes dos leitdes do Grupo
11 (26%) ndo diferiu dos percentuais do Grupo | (27,5%) e do Grupo 1V (23,8%) (p>0,05).

Estes dados corroboram o resultado para escore de consisténcia fecal (Figura 2) que
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mostrou que animais do Grupo Il tiveram comportamento semelhante ao Grupo 1V,
apresentando diarreia por um periodo de tempo mais prolongado. Ja os leitbes do Grupo
Il apresentaram um quadro de fezes moles (<1), ndo caracterizando diarreia como nos
Grupos Il e IV.

Na Figura 3 encontra-se o niimero de células pl™ de E coli F4 e F18 presentes nas
fezes de acordo com o Grupo. Com relacdo a ETEC F4, os animais do Grupo IV foram os
que excretaram maior nimero de UFC diferindo dos demais tratamentos (p<0,05).
Animais dos Grupos | e Il apresentaram a menor excrecdo de ETEC F4, ndo diferindo
entre si (p>0,05), enquanto que leitdes do Grupo Il foram intermediarios. Ja a excrecéo da
F18 nos leitbes do Grupo Il foi significativamente menor que nos Grupos Ill e IV
(p<0,05), enquanto que leitdes do Grupo Il foram os que mais excretaram F18, ndo se
diferenciando do Grupo IV (p>0,05). Para F4 ndo houve interacdo entre os tratamentos e
dias de coleta. A excrecdo de F18 foi significativamente maior no quinto e sexto dia de
coleta (p<0,05). Houve uma interacdo significativa entre tratamentos e dias de coleta para a
excrecdo de F18. No 6° e 8° dia de coleta, os animais do Grupo Il tiveram nimero de
ETEC excretada significativamente menor comparado aos animais do Grupo 11 (p<0,05),

porém ndo foram diferentes dos Grupos | e IV (Figura 4).

3.3 Presenca e frequéncia de fimbrias e enterotoxinas

A probabilidade de presenca das fimbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa, STh e
LT nas fezes dos leitGes, comparada ao Grupo |, através da analise de regressao logistica,
encontra-se na Tabela 3.

Para a presenca de F4, os animais do Grupo IV tiveram 17,3 vezes mais chance de
apresentar esta fimbria nas fezes do que os do Grupo I, enquanto os animais com Grupo Il

tiveram 7,17 vezes mais chances de presenca de F4 (p<0,05). J& os animais do Grupo Il
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ndo apresentaram diferenca em relagdo aos do Grupo | (p>0,05). A Receiver-Operating
Characteristic (ROC) curve para F4 obteve area sob a curva (AUC) de 0,8322, mostrando
que o modelo de regressdo logistica foi adequado para esta analise (Swets,1988). Para
F18, os animais do Grupo Il ndo diferiram do Grupo | (p>0,05) quanto as chances de
presenca. Ja os animais do Grupo Il tiveram 10,05 vezes mais chance de apresentar esta
fimbria do que os do Grupo | (AUC=0,7425). As chances de presenca de STa nos animais
do Grupo Il ndo diferiram do Grupo | (p>0,05), porém leitées do Grupo Il tiveram 22,18
vezes mais chances de presenca da STa (p<0,05) (AUC= 0,7445). Para STh e LT, os
Grupo Il e Il ndo diferiram do Grupo | (p>0,05) (AUC= 0,8612 e 0,8371,
respectivamente). Na Figura 5, observa-se 0 comportamento da presenca das fimbrias F4 e
F18 e das enterotoxinas STa, STh e LT nas fezes dos leitdes desmamados ao longo dos
dias de coleta.

A analise de correlacdo entre fimbrias e enterotoxinas, realizada pelo teste kappa,
esta apresentada na Tabela 4. O indice de concordancia, que varia de 0 a 1, foi classificado
de acordo com Landis e Koch (1977). Para a presenca de F4 e F18 o coeficiente de
correlacdo de kappa foi de 0,20 indicando leve concordéncia, porém significativa (p<0,05).
Entre F4 e LT e F18 e STa, estimou-se coeficientes de 0,54 e 0,55, respectivamente,
indicando concordancia moderada (p<0,06). Entre F18 e STh, a correla¢do foi de 0,37,
indicando concordancia razoavel (p<0,06) e entre as enterotoxinas STa e STb foi de 0,67,

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

4 Discussao

No presente estudo, avaliou-se um produto comercial a 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 leitdes recém-desmamados. Este
resultado confirma que o uso de gemas hiperimunizadas € uma alternativa aos antibioticos,
melhorando o desempenho e a salde dos leitdes, semelhante ao que foi mostrado em
estudos em leitdes 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 excrecdo das cepas de E. coli ETEC no CN, ou pela ocorréncia de
diarreia nos animais desafiados, consequéncia da viabilidade das fimbrias usadas e de sua
viruléncia. Segundo Fairbrother et al. (2005), leitdes desafiados com E. coli normalmente
apresentam diarreia por um periodo de 1 a 5 dias ap6s o desmame. Em nosso trabalho é
possivel observar que até o 24° dia ap6s a inoculacdo (Figura 4) houve excrecéo de ETEC
nas fezes dos animais do Grupo IV. No entanto, a partir do 7° dia h4 uma clara reducéo na
excrecao da bactérias em todos os grupos. Nem sempre a administracdo oral de bactérias
alcanca o desafio esperado e a observacdo de quadros diarreicos. No presente estudo, o
sucesso do desafio se deu a um conjunto de fatores, como a mistura de racao e dgua ao
caldo da cepa, como forma de proteger E.coli ETEC durante a passagem pelo baixo pH
do estdmago, o estresse por variacdo de temperatura durante o periodo das inoculacdes
como desafio ambiental e a elevada percentagem de proteina vegetal na dieta. Leitdes
que receberam dietas em que o farelo de soja foi a principal fonte proteica apresentaram
inflamacéo intestinal e depressdo do sistema imune (McCracken et al.,1995). Um outro
aspecto a ser salientado € que a extracdo de DNA foi feita a partir de amostras de fezes e
ndo através de “swabs”, como a maioria das metodologias aplicadas para detecgdo de E.
coli.

A quantidade de ETEC excretada, mesmo no Grupo I, esteve abaixo do limite de
6,7 log de células ml* classificado por Bertschinger et al. (1993) como um limite

maximo para auséncia de mortalidade, o que justifica ndo ter sido observada
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mortalidade de leitdes no presente estudo. Nos animais do Grupo I, a excre¢do das
ETEC F4 e F18 foi significativamente menor do que no Grupo V. Segundo estudos de
Marquardt et al . (1999), leitdes desmamados, apds desafio com a ETEC F4 e alimentados
com anticorpos de gema de ovo de galinhas imunizadas com F4 purificada tiveram apenas
diarreia transitdria e nenhuma morte, contrarios aos do Controle que apresentaram diarreia
grave, desidratacdo e mortalidade. Neste trabalho, o plasma suino mostrou ser mais
eficiente do que o0 GLOBIGEN® na reducdo do numero da ETEC F4 excretadas. Este
resultado reflete provavel exposicdo natural a ETEC em suinos dos quais o plasma foi
retirado. Niewold et al. (2007) demostraram que tanto o uso de plasma e plasma imunizado
diminuiram significativamente a excrecdo da ETEC F4. Por outro lado, em nosso trabalho,
0s animais dos Grupos Ill e IV foram os que excretaram maior numero da ETEC F18.
Nesse caso, 0 GLOBIGEN® reduziu significativamente a excre¢do da F18, numa
indicacdo que o produto possui Imunoglobulinas Y com receptores especificos para esta
fimbria. O tipo de produto no mercado depende do tipo de antigeno usado previamente na
vacinacao das aves, conforme demonstraram Ribeiro et al. (2005).

No presente estudo, o escore de consisténcia fecal mostrou que os animais do
Grupo Il apresentaram em média, um quadro de fezes moles (< 1), recuperando-se em
menos tempo do que os animais dos Grupos Il e IV, concordando com os resultados
obtidos por Marquardt et al. (1999). A consisténcia das fezes dos animais do Grupo |11
que receberam 4% de PSS foi a mais liquida entre todos os tratamentos em quase todo o
periodo experimental. Sabe-se que PSS é uma fonte de proteina altamente digestivel
(Gatnau e Zimmerman, 1990). Segundo Nollet et al. (1999) o uso de plasma pode
resultar em uma proliferagdo de microrganismos (E. coli, Proteus, Clostridium),
produzindo uma grande quantidade de produtos de degradacdo, tais como aminas

biogénicas causadoras de irritacdo da mucosa, o que resulta numa diarreia proteolitica.
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O PSS também pode apresentar altos niveis de ferro em sua composi¢do, causando a
saturacdo da transferrina (B-globulina) aumentando a disponibilidade de ferro livre,
tornando-o acessivel 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 ineficiéncia 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 associacdo foi anteriormente relatada por Frydendahl (2002), Francis (2002) e
Zhang et al. (2007). Uma leve associacdo da ETEC F4 com as enterotoxinas STa e STh
e uma associagdo muito baixa da ETEC F18 com a enterotoxina LT também foram
observadas, confirmando que as cepas ETEC tendem a produzir multiplas enterotoxinas
(Noamani et al., 2003).

Concluindo, o estudo demonstrou que o uso de um produto a 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 sdo uma fonte de anticorpos competitiva ao plasma
suino e também aos antibidticos ndo sé para combater a diarreia pds-desmame, como

para preveni-la, buscando a diminuicdo de perdas econdmicas nesta fase de producéo.
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Tabelas
Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos fragmentos usados para PCR

multiplex

Primer Foward (5°-3) Reverse (5°-37) pb

F4 TGAATGACCTGACCAATGG GCGTTTACTCTTTGAATCTGT 499
TGGAACC CCGAG

F18 TGGCACTGTAGGAGATACC GGTTTGACCTTTCAGTTGAGC 313
ATTCAGC AG

STa GTCAGTCAACTGAATCACT CATGGAGCACAGGCAGGATT 158
TGACTCT ACAA CA

STb GCTACAAATGCCTATGCAT CATGCTCCAGCAGTACCATCT 113
CTACACA CTAAC

LT ACGGCGTTACTATCCTGTC TTGGTCTCGAGATATGTGATT 272
TATGTGC CT

pb: pares de base
A sequéncia dos primers tem como referéncia o trabalho Zhang et al. (2007).



a7

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos fragmentos usados para PCR

quantitativo tempo real

Primer Sequéncia (5°-37) pb

gDNA_F4 GTTAGGCCGAACCAAAGAAGCATTTGCTACGCCAGT 80
AACTGGTGGTGTAGATGGAATTCCTCATATTGCATTT
ACTGACTATGAAGGAGCTTCTGTAGTACTCAGAAAC

CCTGATGGTGAA
F4 foward GTTAGGCCGAACCAAAGAAG 20
F4 reverse TTCACCATCAGGGTTTCTGA 21

gDNA_F18 CAAGCGGAACTGGTAGTGAAATTCCTTTTGCACTGA 80
AGGCTTCTTCAAATGTTGGCGGTTGTGCTTCCTTGTC

CACTAAA
F18 foward CAAGCGGAACTGGTAGTGAA 20
F18 reverse TTTAGTGGACAAGGAAGCACA 21

gDNA: DNA gendmico; pb: pares de base;
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Tabela 3. Probabilidade de presenca das Fimbrias F4 e F18 e das enterotoxinas STa,
STb e LT de Escherichia coli ETEC nas fezes dos leites desmamados comparando o

Grupo | com o Grupo I, Grupo Il e o Grupo IV e efeito do tempo no experimento

(dias).
Odds ratio 1C(95%0) p
F4
Grupo 11 x Grupo | 7,17 1,53 - 33,53 0,0176
Grupo 11 x Grupo | 0,49 0,04 - 5,56 0,0267
Grupo IV x Grupo | 17,3 3,86 - 77,43 <0,0001
Dias 0,87 0,78 - 0,96 0,0045
F18
Grupo Il x Grupo | 2,24 0,85-5,92 0,1087
Grupo 11 x Grupo | 10,05 4,10 - 24,80 <0,0001
Grupo 1V x Grupo | 5,84 2,35 -14,52 0,0156
Dias 0,93 0,89 - 0,98 0,0033
STa
Grupo 11 x Grupo | 10,02 2,21 -4541 0,6729
Grupo I x Grupo | 22,18 5,03-97,75 0,0007
Grupo IV x Grupo | 27,74 6,31 - 121,92 <0,0001
Dias 0,92 0,88 - 0,97 0,0029
STh
Grupo 11 x Grupo | 19,49 4,38 - 86,71 0,9090
Grupo 11 x Grupo | 31,46 7,11 - 139,09 0,1031
Grupo IV x Grupo | 267,52 55,65 - 10e6 <0,0001
Dias 0,88 0,83-0,93 <0,0001
LT
Grupo Il x Grupo | 8,99 1,09 - 74,03 0,4400
Grupo 11 x Grupo | 4,2 0,45 - 38,62 0,3400
Grupo IV x Grupo | 50,15 6,56 - 383,60 <0,0001
Dias 0,88 0,81 -0,96 0,0049

IC= Intervalo de Confianca; p<0,05. Grupo | recebendo dieta contendo colistina 8% como antibi6tico
promotor de crescimento, dxido de zinco e sulfato de cobre, utilizado como controle negativo (sem
desafio bacteriano); Os outros trés grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na
dieta (Grupo 1), 4% de inclusdo de PSS (Grupo I11) e um controle positivo (Grupo V1).
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Tabela 4. Concordéancia entre frequéncia de fimbrias (F4 e F18) e enterotoxinas (STa,

STh e LT) de Escherichia coli ETEC identificadas nas fezes de leitdes recém-

desmamados
Fimbriase  Coeficiente de Intervalo de confianca (95%) S
enterotoxinas Kappa Limite inferior Limite superior Classificagdo
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 Razoavel
F18-LT 0,05** 0,056 0,153 Leve
Sta-STh 0,67** 0,587 0,752 Boa
Sta-LT 0,26** 0,136 0,377 Razoavel
STb-LT 0,35* 0,261 0,442 Razoavel

* p<0,05; **p<0,06.

Classificacdo do coeficiente de Kappa de acordo com Landis e Koch (1977): leve (0,00-0,20); razoavel
(0,21-0,40); moderada (0,41-0,60); boa (0,61-0,80).
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Figura 1. Efeito dos grupos sobre o desempenho dos leitdes recém-desmamados.
Médias (tEMP) seguidas por letras **° no mesmo grupo de colunas diferem
estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo | recebendo dieta contendo colistina como
antibidtico promotor de crescimento, 6xido de zinco e sulfato de cobre, utilizado como
controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros trés grupos foram desafiados
com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo I1), 4% de incorporacdo de
PSS (Grupo I11) e um controle positivo (Grupo VI).
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Figura 2. Escore de consisténcia fecal de leitdes recém-desmamados. Médias seguidas

por letras °°

no mesmo dia diferem estatisticamente entre si (p<0,05). As observagoes
iniciaram a partir do segundo dia de inoculacdo. Grupo | recebendo dieta contendo
colistina como antibidtico promotor de crescimento, 6xido de zinco e sulfato de cobre,
utilizado como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros trés grupos foram
desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo Il), 4% de

incorporacdo de PSS (Grupo I1) e um controle positivo (Grupo VI).
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Figura 3. Efeito dos grupos sobre o nimero de células pl™ de Escherichia coli ETEC F4
e F18 excretadas nas fezes de leitdes recém-desmamados. Médias (+EP) seguidas por
letras **° na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo | recebendo
dieta contendo colistina como antibidtico promotor de crescimento, éxido de zinco e
sulfato de cobre, utilizado como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros
trés grupos foram desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo
I1), 4% de incorporacdo de PSS (Grupo I1I) e um controle positivo (Grupo VI).
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Figura 4 - Efeito dos grupos sobre o nimero de células pl™ de Escherichia coli ETEC
F4 e F18 excretadas nas fezes de leitdes recém-desmamados ao longo dos dias de

ab< o mesmo dia

coleta, a partir do primeiro dia de inoculo. Médias seguidas por letras
diferem estatisticamente entre si (p<0,05). Grupo | recebendo dieta contendo colistina
como antibidtico promotor de crescimento, 6xido de zinco e sulfato de cobre, utilizado
como controle negativo (sem desafio bacteriano); Os outros trés grupos foram
desafiados com ETEC tendo 0,2% de GLOBIGEN® na dieta (Grupo Il), 4% de

incorporacdo de PSS (Grupo I11) e um controle positivo (Grupo VI).
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de um produto a 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 leitdes recém-desmamados. Estes resultados nos mostram que usar gemas
hiperimuzidadas com anticorpos especificos para as doencas que acometem
leitdes na fase de creche, pode ser uma alternativa ao uso de antibidticos e ao
plasma. No contexto atual de reducdo do uso de antibi6ticos para suinos e
surgimento de agentes patogénicos resistentes aos antibioticos, o papel da
imunoterapia passiva torna-se muito importante. De fato, a imunizagcdo de
galinhas €& um excelente método para gerar eficientemente grandes
quantidades de anticorpos, pois a producdo de anticorpos ndo é estressante
para o animal e a obtencdo de ovos nao é invasiva, o que atualmente torna-se
interessante devido a necessidade de respeitar o bem-estar dos animais.

Como foi dito na revisdo, podem ser varios os fatores que predispde
o leitdo as diarreias pos-desmame, entre eles fatores nutricionais, ambientais,
patolégicos e imunolégicos. Neste trabalho fui desafiada a buscar o
conhecimento sobre todos estes fatores, apesar de ter minha formacao em
Zootecnia e de ter estudado com mais énfase a area de nutricdo e a ambiental.
Através de muito interesse, estudo, consultas e duvidas, busquei junto a
professores, livros, artigos, disciplinas e praticas de laboratério, o
conhecimento sobre Sanidade, Microbiologia (bacteriologia), Imunologia e
Biologia molecular, apesar de serem pouco abordados e aprofundadas na
graduacéo de Zootecnia. Superei barreiras na busca pelo conhecimento em
Imunologia e Microbiologia e sobre usar técnicas que exigem maxima
concentracéo e delicadeza (Biologia Molecular). Esta experiéncia mostrou que
a interdisciplinaridade é possivel, além de util, pois o conhecimento € universal
e esta disponivel a todos que decidam integra-lo.
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APENDICE

APENDICE 1 - Observacdes experimentais: desempenho zootécnico

PC PC GP CR EA PC GP

TRAT REP
5 12 5al2 5al2 5al2 19 13al9

1 6,26 8,64 238 2,58 0,92 11,62 2,98
2 5,74 8,16 242 251 09 11,46 3,30
3 5,92 762 1,70 2,46 0,69 11,02 3,40
Grupo | 4 4,64 6,72 2,08 2,05 1,01 10,00 3,28
5 6,06 796 190 2,12 0,89 11,70 3,74
6 5,88 8,90 3,02 3,59 0,84 11,88 2,98
7 5,90 750 160 1,93 0,83 9,74 2,24
8 5,48 782 2,34 2,45 0,95 11,58 3,76
1 5,56 766 2,10 254 0,83 10,78 3,12
2 5,10 534 0,24 0,66 0,36 7,26 1,92
3 4,82 530 048 0,97 0,49 9,22 3,92
Grupo I 4 5,84 9,40 3,56 3,55 1,00 13,34 3,94
5 5,88 8,86 298 2,92 1,02 11,22 2,36
6 5,90 7,14 124 1,44 0,86 9,70 2,56
7 6,74 8,84 2,10 257 0,82 11,38 2,54
8 4,90 642 152 1,62 0,94 9,52 3,10
1 5,24 4,74 -0,50 1,06 -047 656 1,82
2 6,50 7,76 126 2,79 0,45 11,76 4,00
3 5,48 574 026 1,56 0,17 9,44 3,70
Grupo i 4 5,88 7,30 142 2,03 0,70 10,38 3,08
5 5,84 7,78 194 181 1,07 10,74 2,96
6 5,88 9,08 3,20 3,10 1,03 11,18 2,10
7 6,10 704 094 1,96 0,48 10,54 3,50
8 6,06 6,52 046 1,87 0,25 11,58 5,06
1 544 6,06 0,62 0,94 0,66 790 1,84
2 518 6,36 1,18 1,50 0,78 9,40 3,04
3 542 6,18 0,76 1,25 0,61 8,76 2,58
Grupo IV 4 540 6,98 1,58 1,77 0,89 9,68 2,70
5 636 790 154 164 0,94 10,20 2,30
6 7,14 950 2,36 3,16 0,75 13,00 3,50
7 53 504 -034 092 -037 584 0,80

8 6,26 520 -106 09 -1,10 7,78 2,58

TRAT=tratamentos; REP=repeticbes; PC=peso corporal; GP=ganho de peso;
CR=consumo de racao; EA=eficiéncia alimentar;
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APENDICE 1 - CONTINUACAO. Observacdes experimentais: desempenho
zootécnico

CR EA PC GP CR EA
13al19 13al9 28 20a28 20a28 20a28

TRAT REP

1 387 077 1854 692 829 083
2 424 078 1650 504 716 0,70
3 383 089 1614 512 724 071
Grupo | 4 395 083 1434 434 596 073
5 484 077 17,86 616 864 071
6 414 072 1662 474 685 0,69
7 204 076 1452 478 632 076
8 387 097 1598 440 644 0,68
1 398 078 1652 574 765 075
2 1,00 101 11,08 3,82 445 0,86
3 375 105 1482 560 743 075
4 587 067 19,14 580 851 068
Grupo Il
5 352 067 14,80 358 516 0,69
6 200 086 1436 466 642 073
7 358 0,71 17,04 566 741 076
8 385 081 1460 508 649 078
1 211 086 11,24 4,68 564 083
2 473 085 1716 540 7,79 0,69
3 341 1,09 1354 410 616 067
4 439 070 1592 554 658 0,84
Grupo Il
5 421 070 1668 594 955 0,62
6 357 059 16,82 564 797 071
7 397 088 1532 478 705 068
8 418 121 1670 512 925 055
1 220 084 992 202 271 074
2 313 097 1400 460 575 0,80
3 285 091 1326 450 640 0,70
4 333 081 1506 538 693 078
Grupo IV 5 287 080 1568 548 744 074
6 438 080 1952 652 814 0,80
7 127 063 . . . .
8 243 106 1146 368 536 0,69

TRAT=tratamentos; REP=repeticbes; PC=peso corporal; GP=ganho de peso;
CR=consumo de racao; EA=eficiéncia alimentar;
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APENDICE 2 — Escore de consisténcia fecal

TRAT REP Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9

1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Grupo |

Grupo Il

Grupo Il

Grupo IV

~NOoO O P, WNRERPONOOPMWDNRERPONOOPMWNRERONOOOGPRAWDN
WONDNONDNPRERPPEFPNPEPNWNONNOOPFPOOOMNOOORKRL, OOO
P NEFEPDNNNNNNWOWNEDNDNOOOONNDNPRERPROOOOOODO
NNNONDNDNPEFPENOPRPRNDNPEPEDNPOOONNDMNMNDNOOOOOLEKODO
NNPEFPFPFPNNMNMNNNNORPRPNNMNNPPOORPRNNPRPOOOORL,ODO
NNOONNDMNDNNDNOONDMNPEPEDNPOOOONDNOOOOOOODO
NNOEFRPNPFPONDNOOEFLRNDNDNDNOOOEFLNDNOOOOOOLRKRDO
OFRP OOFRPPFPFOMNDMNMNOOEFLPLPNPFPDMNOOOOORFRPLROOOOOOOLRrDOoO
OO OO OFRPROONOOFRPNPFPDMNOOOOORFPR,ROOOOOOOOoODOO
OFPRP OO0OONOFRPFPWNPPFPPNOOOOORFRPLROOOOOOOODOO

(e0)
w
N
w
N
N
N
(@)
(@)

TRAT= tratamentos; REP=repeticdes; Pontuacao de consisténcia fecal consiste
em normal = 0, fezes moles = 1, diarreia leve = 2 e diarreia grave = 3. As
observacdes foram feitas antes da limpeza das gaiolas, na primeira hora da
manha e sempre pelo mesmo observador a partir do 1° dia de inoculagéo.
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APENDICE 3 — Resultado em % de Matéria Seca das fezes

TRAT REP Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Diab

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

1

Grupo |

27,95
25,62
29,08
40,23
25,18
33,59
22,89
24,68

26,65
22,91
25,89
51,31
23,56
32,57
25,18
27,11

27,64
24,15
25,94
18,78
21,98
24,13
21,85
22,22

61,70
26,84
21,63
37,97
27,80
27,14
22,16
22,12

53,97
36,67
24,36
38,95
23,32
23,38
27,38
26,24

31,44
29,46
16,46
37,83
26,93
27,47
21,63
24,21

31,96
22,11
18,10
27,04
23,32
17,73
18,46
19,79

27,87
29,01
21,19
44,04
22,35
27,75
17,23
24,73

14,94
25,35
23,78
37,74
28,18
30,57
21,34
42,95

Grupo Il

19,48
34,64
22,19
23,62
28,76
27,75
25,50
21,72

23,98
16,98
13,94
39,02
24,50
17,45
26,46
15,89

24,59
13,74
12,93
17,37
23,81
25,57
25,98
21,32

25,92
9,84
11,29
28,39
36,94
35,19
29,15
25,57

25,05
9,75
9,68

17,84

24,86

27,97

14,34

36,12

25,60
28,25
13,46
21,95
32,64
29,81
21,10
17,49

26,34
27,04
23,94
35,29
30,75
41,49
20,88
25,11

26,82
24,11
24,63
24,09
33,70
31,93
25,92
36,51

29,30
54,22
20,02
24,38
42,79
42,28
58,91
29,36

Grupo 1l

12,92
26,68
16,79
11,56
14,82
21,99
15,43
23,07

14,70
19,83
9,02
12,92
26,17
27,49
16,58
19,42

14,46
26,21
11,12
15,32
15,11
28,55
13,52
22,65

15,13
24,55
15,64
12,57
47,27
33,17
15,15
28,93

26,40
17,67
13,87
23,91
24,44
27,22
16,60
14,32

13,22
23,45
10,97
18,49
28,78
24,28
24,72
18,95

15,80
18,47
17,47
25,27
26,58
21,25
15,44
32,42

20,11
21,82
19,61
15,65
26,99
26,16
18,08
37,80

14,90
49,07
28,14
26,72
12,90
15,73
24,84
24,88

Grupo IV

N O O, WODNPFPONO0O O, WONPFPONOOOGOPRWNREPONO OG©RWNDN

(o]

26,81
16,98
26,91
28,69
16,63
17,36
26,12
23,15

12,04
11,90
17,90
15,64
22,54
14,61
28,72
25,95

20,61
13,46
16,53
29,75
12,76
16,40
13,14
24,76

14,19
17,75
18,53
20,76
52,68
19,96
23,68
12,03

26,30
11,98
16,12
34,83
31,64
18,58
16,93
30,67

33,24
22,04
13,35
22,44
30,00
16,21
18,83
20,02

27,79
23,74
32,57
27,21
38,60
29,10
38,39
13,37

27,38
18,14
34,20
26,91
29,95
27,44
33,04
28,86

28,97
16,36
39,48
31,65
30,35
23,89
38,32
25,26

TRAT= tratamentos; REP=repeticdes;
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APENDICE 4 — Resultado para a deteccdo da presenca de Escherichia coli F4

através da PCR Multiplex

Dia

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

3 4 5 6 7 8 15 24

2

1

REP

TRAT

Grupo |

Grupo Il

Grupo Il

Grupo IV

repeticoes;

tratamentos; REP=

TRAT=
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APENDICE 5 — Resultado para a deteccéo da presenca de Escherichia coli F18

através da PCR Multiplex

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

2 3 4 5 6 7 8 15 24

1

REP

TRAT

Grupo |

Grupo Il

Grupo Il

Grupo IV

repeticoes;

tratamentos; REP=

TRAT=




75

APENDICE 6 — Resultado para a deteccdo da presenca da enterotoxina STa

através da PCR Multiplex

Dia

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
5

8 15 24

7

6

2 3 4

1

REP

TRAT

Grupo |

Grupo I

Grupo Il

Grupo IV

repeticoes;

tratamentos; REP=

TRAT=
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APENDICE 7 — Resultado para a detec¢do da presenca da enterotoxina STb

através da PCR Multiplex

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

1

3 4 5 6 7 8 15 24

REP 5

TRAT

Grupo |

Grupo I

Grupo Il

Grupo IV

oes;

repetic

tratamentos; REP=

TRAT
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APENDICE 8 — Resultado para a deteccdo da presenca da enterotoxina LT

através da PCR Multiplex

Dia

Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

1

4 5 6 7 8 15 24

3

REP 5

TRAT

Grupo |

Grupo I

Grupo Il

Grupo IV

repeticoes;

tratamentos; REP=

TRAT=
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APENDICE 9 — Resultado para a quantificacdo de cépias/mL de Escherichia
coli F4 através da PCR tempo real

TRAT REP Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0
Grupo | 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

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
Grupo |l 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

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 2.086,97 0

3 0 0 0 0 0
Grupo Il 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

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
Grupo IV 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=repetic¢des;
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APENDICE 9 — CONTINUACAO. Resultado para a quantificacdo de cépias/mL
de Escherichia coli F4 através da PCR tempo real

TRAT REP Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dial5 Dia?24
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
Grupo | 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
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
Grupo Il 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
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
Grupo Il 5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
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
Grupo IV 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=repeticdes;
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APENDICE 10 — Resultado para a quantificacdo de copias/mL de Escherichia
coli F18 através da PCR tempo real

TRAT REP Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0
Grupo | 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

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
Grupo |l 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

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
Grupo Il 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

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
Grupo IV 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=repeticdes;
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APENDICE 10 — CONTINUACAO. Resultado para a quantificacio de
copias/mL de Escherichia coli F18 através da PCR tempo real

TRAT REP  Dia6 Dia 7 Dia8 Dialb Dia24
1 153,74 0 0 0 0
2 0 0 0 0 213,64
3 0 0 68,87 0 0
Grupo | 4 2545,04 0 105,49 0 60588
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 809,37 O
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 12359,95 1135154 0 0 0
3 69207,54 12198,19 5666,16 0 0
Grupo Il 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
1 8333124 5458055 6746,77 0 0
2 1058561 11343 2317 0 0
3 39300,03 432212 2820,75 0 0
Grupo I 4 202607 90592  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
1 6807,66 0 0 0 0
2 397,02 227,39 0 0 0
3 2764579 767035 42359 2341 0
4 0 0 0 0 0
Grupo IV 5 1698565 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 4265828 1078251 6141511 0 0
8  23182,63 3768,98 122944 0 0

TRAT= tratamentos; REP=repeticdes;
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APENDICE 11 — Composicéo de ingredientes e niveis nutricionais das dietas
pré-inicial e inicial ofertadas aos leitbes

Pré-inicial Inicial
Ingredientes (%) Gl Gll Gl GIV Gl Gll Glll  GIV
Milho 41,02 41,02 4494 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 - - - - -
Acucar 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fosfato bicalcico 1,28 1,28 1,38 1,28 1,23 1,23 1,29 1,23
Calcério 0,90 090 0,86 0,9 1,05 1,05 1,01 1,05
Sal 0,42 0,42 0,10 0,42 0,41 0,41 0,25 041
Premix vitaminico 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Premix mineral 0,05 005 005 0,05 | 005 005 0,05 0,05
Lisina 0,46 046 034 046 | 033 033 0,27 0,33
DI - Metionina 0,23 023 018 0,23 | 0,26 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 - - -
Oxido 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
Composicao
calculada
EM(kcal/kg) 3400 3400 3400 3400 | 3400 3400 3400 3400
Proteina 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 disponivel (%) 050 050 050 050 | 045 045 045 0,45
Lis digestivel (%) 145 145 145 145|133 133 133 1,33
Met digestivel (%) 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

Gl = Grupo [; Gll = Grupo II; Glll = Grupo lll; GIV = Grupo IV,



APENDICE 12 — Observacées de temperatura (°C) dentro do galp&o.

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 24,7 250 2655 331 350 352 348 350 353 34,6 32,6 30,2 29,8
2 23,4 250 26,0 324 348 338 357 342 348 34,8 32,0 29,2 28,6
3 21,7 246 283 322 343 34,7 349 348 34,7 34,5 31,8 28,8 28,1
4 20,3 256 249 27,0 27,9 27,7
5 25,8 265 27,3 26,8 27,5 28,1
6 26,9 255 275 27,8 28,1 28,9
7 27,1 27,7 28,0 293 29,3 28,9
8 26,2 259 27,1 28,2 28,4 28,4
9 27,4 26,8 278 29,5 30,6 30,3
10 26,4 27,3 29,1 298 30,0 30,2
11 26,5 27,0 28,1 29,0 27,0 27,6
12 26,5 250 254 26,0 26,7 28,4
13 26,2 2600 273 274 27,0 26,9
14 28,7 263 270 278 28,4 27,3
15 26,3 259 26,6 28,0 28,4 28,6
16 26,7 268 29,8 30,6 31,0 31,8
17 26,3 290 29,5 329 33,0 31,3
18 24,4 240 269 28,0 28,9 28,1
19 20,7 23,7 252 26,0 26,7 26,8
20 19,5 21,0 23,0 255 27,1 26,5
21 24,5 250 30,6 299 29,0 28,8
22 26,5 266 29,1 305 31,5 31,6
23 23,5 26,8 30,1 314 32,4 31,6
24 23,3

Os primeiros 3 dias correspondem ao periodo de inoculacdes de Escherichia coli ETEC F4 e F18.
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APENDICE 13 — Normas para a publicacéo de artigos cientificos na Veterinary
Microbiology

s
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DESCRIPTION

Veterinary Microbiology is concerned with microbial (bacterial, fungal, viral) diseases of
domesticated animals (livestock, companion animals, fur-bearing animals, game, poultry, fish) that
supply food, other useful products or companionship. In addition, Microbial diseases of wild animals
living in captivity, or as members of the feral fauna will also be considered if the infections are of
interest because of their interrelation with humans (zoonoses) and/or domestic animals. Studies of
antimicrobial resistance are also included.

Original research papers of high quality and novelty on aspects of control, host response, molecular
biology, pathogenesis, prevention, and treatment of microbial diseases of animals are published.
Papers dealing primarily with immunology or epidemiology will only be considered if they demonstrate
a clear impact on the pathogenesis of a disease. The same applies to papers on antiviral and
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within the scope of the journal. Case reports will not be published, unless they have general application
or contain novel aspects. Papers of geographically limited interest, which repeat what had been
established elsewhere will not be considered. The readership of the journal is global. The Editors
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more appropriate for consideration by that journal.

Papers will be rejected if standards of care of, or procedures performed on, animals are not up to those
expected of humane veterinary scientists. At a minimum, standards must meet the International
Guiding Principles for Biomedical Research involving Animals, as issued by the Council for International
Organizations of Medical Sciences. (C.I.0.M.S., c/o WHO, CH 1211 Geneva 27, Switzerland.

AUDIENCE
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GUIDE FOR AUTHORS

Types of paper

1. Original research papers (Research Papers)
2. Review articles (Review Papers)

3. Short communications

4.Letters to the Editor

5. Book reviews

Original research papers should report the results of original research. The material must not have
been previously published elsewhere. Articles must be as concise as possible, commensurate with
reporting and discussing the research presented. As a general rule they should not occupy more
than 12 printed journal pages, including figures, tables and references (about 30 manuscript pages,
Times New Roman 12 pt, double-spaced, minimum 2 cm margins) . Introduction should not exceed
2 manuscript pages. Discussion should not exceed 4 manuscript pages and the number of references
should be limited to 35.

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal. Of particular interest are
topical, short (mini) reviews in areas of current interest.

Reviews of topics in veterinary bacteriology, mycology and virology should provide short, readable,
well-referenced, up-to-date overviews of current, emerging, or neglected subjects in the discipline.
Syntheses of information from diverse sources, providing clarification of areas of confusion or
uncertainty, are especially desirable. It is anticipated that these reviews will provide overviews of
important topics to the benefit of "curious-but-busy" readers of Veterinary Microbiology.

Reviews should carry titles which are creative and provocative, but nonetheless descriptive, and
emphasize current status and future directions of research. Historical vignettes are useful in setting
the stage for addressing important contemporary questions, but should not ordinarily be the basis
for an article. Manuscripts may include controversial views, if presented in a balanced fashion and
supported by evidence; informed speculation is welcome.

Before submitting a review, authors must first contact one of the Editors with an outline of a proposed
review: Ben Adler (ben.adler@monash.edu) or Stefan Schwarz (stefan.schwarz@fli.bund.de) for
bacteriological reviews and Uwe Truyen (truyen@vetmed.uni-leipzig.de) for those on virology. It is
expected that authors submitting reviews are experts in the field. This must be supported by a strong
track record of publications in the area of the proposed review. The main text of a review article should
be about 15 pages of double-spaced type, supported by illustrative material and references. Figures
are welcome, but review articles should normally not have more than 50 references. Manuscripts
should be submitted through the EES electronic submission system, using the article type 'Review
Paper'.

Manuscripts will be processed through the normal Veterinary Microbiology review procedure, with the
final decision made by the appropriate Editor.

Short communications should report the results of original research. The material must not have been
previously published elsewhere. As a general rule they should not occupy more than 6 printed journal
pages, including figures, tables and references (about 15 manuscript pages, Times New Roman 12
pt, double-spaced, minimum 2 cm margins). Introduction should not exceed 1 manuscript page.
Discussion should not exceed 3 manuscript pages and the number of references should be limited
10 25.

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editor-in-Chief. It is hoped
that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both
the journal and its readers.

Book reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more than
2 years old.
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be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access
This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

* An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

* No Open Access publication fee
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All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

Elsevier has established agreements with funding bodies, http://www.elsevier.com/fundingbodies.
This ensures authors can comply with funding body Open Access requirements, including specific user
licenses, such as CC BY. Some authors may also be reimbursed for associated publication fees. If
you need to comply with your funding body policy, you can apply for the CC BY license after your
manuscript is accepted for publication.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published Open Access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The publication fee for this journal is $USD 3000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/vetmic/default.asp.

Authors should select the relevant article type (e.g. Research Paper, Review Paper, Short
Communication, Letter to the Editor, Book Review), and category (e.g. Prions, Viruses, Fungi,
Bacteria) for their papers as well as a set of classifications from a given list.

Referees

Authors are requested to provide the names of up to 4 referees (with email addresses) whom they
feel are qualified to evaluate their submission (for original research papers, review articles and short
communications). Submission of such names does not, however, imply that they will definitely be
used as referees.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
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processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.
 Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

Manuscripts of original research papers should include a structured abstract of 250 or fewer words,
organised under the sections: Problem addressed; Objective; Methods and approach; Results;
Conclusions. Do not actually include section headings, but use this structure for the abstract.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Nomenclature

1. Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature. Virologists
should consult the latest Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses for proper
nomenclature and spelling.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific
names when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

Formulae

1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.

2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.
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4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+ , not as Ca++.

6. Isotope numbers should precede the symbols, e.g. 180.

7. The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P205).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

1. Footnotes should only be used if absolutely essential. In most cases it should be possible to
incorporate the information in normal text.

2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept as short
as possible.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

 Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files, though they
may also be embedded within the manuscript file for ease of reading during the review process.

2. Illustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should be
made in the text to each illustration.
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3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. Illustrations
should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible, any lettering
should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of the journal.

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that must
be changed with reduction.

6. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should be kept
to @ minimum.

7. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services
to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images
accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-
style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available,
where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit
the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more
tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Tables should be provided as separate files independent of the main manuscript file.
5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns
instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.
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References

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

Reference style

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of the
manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of author names
and dates are exactly the same in the text as in the reference list. For original research papers, the
list should not exceed 35 references (it may be longer for review articles).

2. In the text, refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if
necessary - by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown
that..." "This is inagreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp.12-16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the name of the
first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the
list of references. In this list the names of first author and co-authors should be included.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically by author name, and chronologically per author. If an author's
name in the list is also mentioned with co-authors, the following order should be used: publications
of the single author, arranged according to publication dates - publications of the same author with
one co-author - publications of the author with more than one co-author. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1974a, 1974b, etc.

5. Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references; according to the International
List of Periodical Title Word Abbreviations. The correct abbreviation for this journal is Vet. Microbiol.
6. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a notation such
as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

7. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

8. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.

9. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further information,
such as Author names, dates, reference to a source publication and so on, should also be given.

10. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by means of
their Digital Object identifier (DOI).

11.

Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Chin, 1.C,, Dai, Y., Watts, J.E., 1995. Antibody response against Pseudomonas aeruginosa membrane
proteins in experimentally infected sheep. Vet. Microbiol. 43, 21-32.

b. For edited symposia, special issues, etc. published in a periodical

Caffrey, J.P., 1994. Status of bovine tuberculosis eradication programmes in Europe. In: Wood, P.R.,
Monaghan, M.L., Rothel, J.S. (Eds.), Bovine Tuberculosis. Vet. Microbiol. 40, 1-4.

c. For books

Armitage, P., Berry, G., 1987. Statistical Methods in Medical Research. Blackwell Scientific Publications,
Oxford, pp. 94-100, 411-416.

d. For multi-author books

Butler, J.E., 1981. A concept of humoral immunity among ruminants and an approach to its
investigation. In: Butler, J.E., Nielson, K., Duncan, J.R. (Eds.), The Ruminant Immune System, Plenum
Press, New York, pp. 3-55.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php.
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AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

o Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

» All figure captions

» All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

» References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
» Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

Additional information

1. Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing throughout, i.e.
also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript should be numbered.
However, in the text no reference should made to page numbers; if necessary, one may refer to
sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

2. Manuscripts in general should be organized in the following order:

Title (should be clear, descriptive and not too long)

Name(s) of author(s)

Complete postal address(es) of affiliations

Full telephone and fax numbers and e-mail address of the corresponding author
Present address(es) of author(s) if applicable

Complete correspondence address including e-mail address to which the proofs should be sent
Abstract

Keywords (indexing terms), normally 3 - 6 items.

Introduction

Methods, techniques

Results

Discussion
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Conclusion

Acknowledgements and any additional information concerning research grants, etc.
References

Tables

Figure captions

Tables (separate file(s))

Figures (separate file(s))

3. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line,
without indentation. Use lower-case letter type.

4. SI units should be used.

5. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and
illustrations which are not in the proper form given in this guide.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 9 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately - please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail (the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's
‘Create Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).
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Additional information

Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing
them of changes to their manuscript's status, by using the "Track your accepted article" option on the
journal's homepage http://www.elsevier.com/locate/vetmic For privacy, information on each article
is password-protected. The author should key in the "Our Reference" code (which is in the letter
of acknowledgement sent by the Publisher on receipt of the accepted article) and the name of the
corresponding author.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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APENDICE 14 — Carta de Aprovacdo pela Comissdo de Etica no uso de
animais.

UFRGS  PRO-REITORIADE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGAO

' Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto: .

Namero: 241 57

CTitulo:  \iacio da eficéicia do GLOBIGEN® Jump Start (IgY) no controle de diarreia pés-desmame em
leitoes. i

_ Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ANDREA MACHADO LEAL RIBEIRO - coordenador de 25/03/2013 até 28/02/2014
ALEXANDRE DE MELLO KESSLER - pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014
MAITE DE MORAES VIEIRA« pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014

JULIA GUAZZELLI PEZZALI - pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014

FAbio Ritter Marx - pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014

ANILCE DE ARAUJO BRETAS - pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014 .
Daniele Pozzebon da Rosa - pesquisador de 25/03/2013 até 28/02/2014

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniao realizada em
04103/2013 - Sala de Reuniées do 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus Central., em seus
aspectos éticos e metolodolégicos, para a utilizagao de 32 leitées (17 a 21 dias de idade), de
acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de
08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagdo de animais em atividades de '
‘ensino e pesquisa. ~

Porto Alegre, Segunda-Feira, 18 de Margo de 2013 | . 3

STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comiss@o de ética
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