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FRITZEN, J. T. T. Avaliacdo da utilizacdo de anticorpos IgY de galinhas
poedeiras no controle de diarréia pés desmame em leitdes. 2008. 55 f.
Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, 2008.

RESUMO

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) € uma das principais causas de diarréia
pos desmame em leitdes e acarreta grandes perdas econdmicas na suinocultura
industrial. A utilizacdo de alternativas para o controle dessa enfermidade vem sendo
amplamente estudada. A imunoprote¢cdo com anticorpos da gema do ovo de
galinhas (IgY) € uma alternativa atraente, considerando o custo de produgéo desses
anticorpos e a substituicdo necessaria dos antibidticos utilizados rotineiramente. O
objetivo desse trabalho foi produzir anticorpos IgY anti-fimbrias de E. coli F4, F6 e
F41 em galinhas poedeiras para a avaliagdo da imunoprotegdo na diarréia pos
desmame experimental em leitdes. As galinhas apresentaram uma boa resposta aos
antigenos inoculados, possibilitando a purificagdo de anticorpos policlonais anti-F4,
anti-F6 e anti-F41 em quantidades suficientes para realizagao dos experimentos de
imunoprotegao. Os animais tratados com IgY anti-F6 (grupo Y) apresentaram ganho
de peso 34,07% e 30,41% superior ao grupo que recebeu somente o indculo
bacteriano (grupo B) nas pesagens do dia 11 e 18, respectivamente. Os animais do
grupo Y nao apresentaram diarréia no decorrer do experimento, enquanto que do
grupo B 60% dos animais apresentaram diarréia. No experimento utilizando IgY anti-
F4 ambos os grupos apresentarem diarréia. No grupo B 80% dos animais
apresentaram diarréia, o que refletiu sobre o desenvolvimento desse grupo que
perdeu 1,64% do peso na pesagem do dia 11 e somente ganhou 12,33% na
pesagem seguinte. No
grupo Y 20% dos animais apresentaram diarréia e esse grupo apresentou peso
similar ao do inicio do experimento na pesagem do dia 11 e ganho de peso de
17,14% no dia 18. Em relagdo ao experimento utilizando IgY anti-F41 houve
diferenga no grupo Y o qual apresentou aumento de peso de 5,52% enquanto no
grupo B houve perda de peso de 6,25%, na primeira pesagem. Na segunda
pesagem o grupo Y apresentou diferenca de ganho de peso de 14,88%. Nesse
experimento 100% dos animais do grupo B apresentaram diarréia enquanto no
grupo Y somente 37,5% dos animais apresentaram diarréia. Esses resultados
indicam os anticorpos policlonais anti-fimbrias de E. coli produzidos em galinhas
poedeiras constituem uma alternativa promissora para o controle da diarréia pds
desmame em leitdes.

Palavras-chave: Patologia veterinaria. Leitdo (Suino) - Diarréia. Galinha -
Imunoglobulina G - Métodos experimentais.



FRITZEN, J. T. T. Evaluation of the using of IgY antibodies of laying hens in the
control of post-weaning diarrhea in pigs. 2008. 55 f. Thesis (Master’s Degree in
Experimental Pathology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the most important causes of post-
weaning diarrhea in piglets and causes economic losses in the pig industry.
Alternatives methods in order to control this disease have been widely studied.
Imunoprotection with antibodies from the egg yolk of hens (IgY) is an attractive
alternative, taking into account the low cost of production and reduction of antibiotics
use. The aim of this study was to produce IgY antibodies anti-fimbriae of E. coli F4,
F6 and F41 in laying hens to use in imunoprotection of experimental post-weaning
diarrhea in piglets. The chickens showed a good response to the recombinant
antigens, allowing the purification of polyclonal antibodies anti-F4, anti-F6 and F41 in
sufficient quantities for conducting the experiments of immune protection. Animals
treated with anti-F6 1gY (Y group) showed weight gain of 34.07% and 30.41% higher
than the group what received only the bacterial inoculum (B group) in weighing on
days 11 and 18 respectively. The animals from Y group showed no diarrhea during
the experiment, although 60% of the animals from B group showed diarrhea. In the
experiment using anti-F4 IgY diarrhea was observed in both groups. In B group 80%
of the animals were affected and showed a loss 1.64% of weight in weighing on day
11 and a gain of only 12.33% in the subsequent weighing. In Y group 20% of animals
showed diarrhea and a weight similar to the beginning of the experiment at day 11 a
weight gain of 17.14% on day 18. The experiment using anti-F41 IgY the Y group
showed weight gain of 5.52% while in group B
there was loss of weight of 6.25% in the first weighing. In the second weighing the Y
group showed a weight gain of 14.88%. In this experiment 100% of the animals in B
group showed diarrhea although in Y group only 37.5% of the animals were affected.
These results indicate that polyclonal antibodies anti-fimbriae of E. coli produced in
laying hens are a promising alternative to the control of post weaning diarrhea in

pigs.

Keywords: Veterinary pathology. Pig — Diarrhea.
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1 INTRODUGAO

Na suinocultura mundial os quatro maiores produtores sao a China,
com 50 milhées de toneladas, a Unido Européia (com 25 paises atuais), com 21
milhdes, os EUA préximo a 10 milhdes e o Brasil com 3 milhdes de toneladas. Esses
quatro maiores produtores mundiais de carne suina sdo responsaveis por cerca de
80 % da produgao mundial.

O Brasil aléem de quarto maior produtor € o quarto maior exportador
mundial de carne suina. Foram exportados 20,21% da producéo total de 2007 para
Russia, Hong Kong e Ucrania, totalizando 72,5% de toda carne suina exportada.

No Brasil o consumo per capita foi de 13 Kg em 2007, com previsao
semelhante para 2008, ocupando o décimo quarto lugar no mundo. A tabela a seguir
mostra valores de producdo, exportacdo e disponibilidade interna da suinocultura
brasileira.

Tabela 1 - Produgao, exportacao e disponibilidade interna no Brasil
(mil toneladas)

Variavel 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008*
Producao 2872 2.697 2.620 2.708 2.943 2.998 3.054
Exportacéo 476 491 508 625 528 606 650
Disponibilidade interna 2396 2206 2.112 2.083 2415 2.392 2.403
Consumo per capita (kg) 13,8 126 11,9 116 133 13 12,9
* estimativa
Fonte: Abipecs e Embrapa - Levantamento Sistematico da Producao e Abate de Suinos
(LSPS)

De acordo com numeros divulgados pela Associacao Brasileira da
Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS; EMBRAPA, 2007), o
Brasil chegou a uma produgédo de 3 milhdes de toneladas. O Brasil tem um plantel
de 36,842 milhdes de cabecgas. Na figura a seguir estdo os dados brasileiros da
suinocultura em 2007.
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DADOS SUINOCULTURA NO BRASIL
Alojamento de matrizes: 2,362 mil cabegas
Produtividade: 21,5 terminados/matriz/ano
Produgao de suinos: 36,842 milhdes cabecas
Peso médio de carcaga: 83kg

Producédo de carne suina: 2998 mil toneladas

Figura 1 - Valores da suinocultura brasileira em 2007.
Fonte: Abipecs e Embrapa - Levantamento Sistematico da Produgéo e Abate de Suinos
(LSPS).

A regiao Sul que detém 53,07% da producao do pais e apresenta
melhor desempenho em qualquer um dos parametros de avaliagcido da suinocultura
brasileira. O Parana, que ocupa o terceiro lugar da regido apresentou uma produgao
de pouco mais de 5 milhdes cabecas, alojamento de 236 mil cabegas matrizes,
tendo uma produtividade de 21,5 terminados/matriz/ano, peso médio de carcaca de
87 kg e producédo de carne suina de 437 mil toneladas, no ano de 2007.

Esses dados demonstram a importdncia do rebanho suino na
economia nacional. A busca por melhorias na sanidade suina beneficia toda a
cadeia produtiva, como: producédo de carne, qualidade de carcaca, rendimento da
carcaga, conversao alimentar entre outros parametros.

A sanidade suina tem importancia significativa em relagdo ao custo
das perdas no processo produtivo. Um estudo encomendado ao IPEESE (Instituto
Paranaense de Pesquisas e Estudos Socioecon6micos Ltda.) em 2005, avaliando
120 propriedades, mostrou que a diarréia pdés desmame é responsavel por 53,4%
das doencgas nas criagdes de leitdes (figura 2). Esse mesmo estudo mostrou que
51,2% dos suinocultores utilizam antibiéticos para prevencado da diarréia pés
desmame, utilizagdo essa que leva a gastos excessivos, resisténcia bacteriana e

desperdicio de alternativas de tratamento.



16

Pneumonia;
9,30%

Outras colibaciloses
8,5%

Artrite; 4,20%

Encefalite;

/ 2,50%

Diarréia,
encefalite;
2,50%

Diarréia;
53,40%

Outras;
19,49%

Figura 2 - Doengas mais freqlentes nas criagdes de leitdes. Estudo realizado em 120
propriedades.
Fonte: IPEESE, 2005.

No sistema de produgdo de suinos os animais sao divididos em
etapas conforme idade: do nascimento até no maximo 30 dias os animais
permanecem na maternidade acompanhados da porca; dos 30 até 56-63 dias os
animais ficam alojados na creche, onde recebem racgao pré-inicial 2 até os 42 dias e
recebem racéo inicial até o final dessa etapa; apds os 56-63 dias os leitdes vao para
as salas de crescimento e terminagao, onde recebem a ragao de crescimento até os
50 Kg e depois ragao de terminagao até o abate.

Cada etapa tem seus periodos criticos pela mudanga de ambiente e
alimentacdo. Na fase de creche existem dois periodos importantes. O primeiro
ocorre na chegada desses animais na creche, pois esses deixam a companhia da
porca, em substituicdo ao leite materno passam a consumir somente racdo e a
mudanga de ambiente e temperatura. O segundo, um pouco menos critico que o
primeiro, ocorre na mudancga de racao aos 42 dias. A diarréia pos desmame ocorre
principalmente na primeira etapa da fase de creche, podendo ocorrer também na
segunda etapa (APCS, 2007).
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A diarréia pés desmame (DPD) é uma doenca multifatorial,
destacando-se a E. coli enterotoxigénica como um importante agente infeccioso
juntamente com Rotavirus e Criptosporidium parvum (SILVA et al., 1999). A diarréia
causada por E. coli enterotoxigénica € responsavel por significativas perdas de
leitdes recém nascidos e recém desmamados, pela mortalidade que pode chegar a
10%, refugos e gastos com medicamentos (MORES; AMARAL, 2001).

A DPD pode acometer animais apdés inicio do consumo de ragao
pré-inicial, que ocorre por volta dos 10 dias de idade (SOBERTIANSKY;
BARCELLOS, 2007). A idade do desmame esta relacionado com a sanidade da
granja, onde granjas com melhor sanidade o desmame ocorre precocemente. Idade
de desmame essa que pode variar de 21 a 30 dias. A idade e 0 peso ao desmame
tem forte influéncia sobre a incidéncia de diarréia na fase de creche (SVENSMARK
et al., 1989), considerando ainda que problemas ocorridos na fase de aleitamento
podem ser importantes fatores de risco para a ocorréncia de diarréia pés desmame
(MORES et al., 2000).

Outro problema é o fornecimento de ragdo de baixa digestibilidade
que faz com que o substrato permanega mais tempo no intestino delgado de leitdes
favorecendo a multiplicagdo da E. coli (SOBERTIANSKY; BARCELLOS, 2007).
Levando em conta todos os danos causados pela DPD, essa é responsavel por
grandes perdas econémicas na suinocultura industrial. Essas perdas séo devido a
morte de leitdes, deficiéncia no desenvolvimento, demora no ganho de peso,
aumento da conversao alimentar e custos de manutengdo, visto que um animal

acometido leva mais tempo até alcangar o peso para abate.

Escherichia coli enterotoxigénica

E. coli sdo bactérias anaerdbias facultativas, reduzem nitrato a
nitrito, fermentam glicose e sdo oxidase-negativa e metabolizam uma ampla
variedade de substancias como carboidratos, proteinas e aminoacidos, lipidios e
acidos organicos. Além disso, produzem catalase, utilizam glicose e aménia como
fontes Unicas de carbono e nitrogénio, respectivamente (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005).

Sao considerados praticamente universais do trato intestinal de
humanos e outros animais de sangue quente, embora nao correspondam aos

microrganismos dominantes nesses habitats. As amostras comensais podem
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desempenhar um papel nutricional no trato intestinal, pela sintese de vitaminas,
particularmente a vitamina K. Pela sua natureza aerdbia facultativa, auxilia no
consumo de oxigénio, tornando o intestino grosso andxico. Linhagens selvagens
normalmente ndo apresentam exigéncias em relacdo a qualquer fator de
crescimento (MADIGAN, 2004).

Uma das linhagens patogénicas sdo Escherichia coli diarreiogénicas,
e estas sao divididas em cinco grandes grupos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli enteroinvasiva (EIEC). Dentre essas, a ETEC ¢ a
principal responsavel pela diarréia em leitdes, tanto no periodo neonatal como pos-
desmame.

E. coli enterotoxigénica (ETEC) é definida por produzir pelo menos
uma das duas enterotoxinas: termo estavel (ST) ou termo labil (LT) (NATARO;
KAPER, 1998). Foi primeiramente reconhecida por causar diarréia em leitdes e o
mecanismo da doenga também foi descrito em suinos, inclusive a existéncia de
plasmideos que codificam as toxinas. A doenca ocorre pela colonizagdo do
microorganismo na superficie da mucosa do intestino delgado, onde produz suas
toxinas, dando origem a um estado secretdrio liquido. As ETECs causam diarréia
pela agao de toxinas LT e ST descrita a seguir.

O grupo da toxina LT & composto por LT-I e LT-ll, que néo
apresentam reagao imunoldgica cruzada. LT-| esta presente em amostras humanas
e animais, enquanto a LT-Il € mais encontrada em amostras animais. LT-l é
composta por uma subunidade A e cinco subunidades B, é internalizada pelo
enterdcito por endocitose. A subunidade catalitica A1 (a subunidade A é clivada em
duas subunidades A1 e A2) é translocada para dentro da célula e para dentro do
reticulo endoplasmatico. A1 cataliza a ADP-ribosilagdo da arginina 201 da
subunidade a da proteina Gs. A proteina Gsq ADP-ribosilada estimula a atividade da
adenilato ciclase, mantendo permanentemente ativada, que leva a niveis
intracelulares aumentados de AMPc. O AMPc é um mensageiro intracelular que
regula o transporte de membrana de muitas células epiteliais intestinais e outras
enzimas das células do hospedeiro, e apresenta também efeitos sobre o
citoesqueleto. A ativacdo da quinase A dependente de AMPc resulta na fosforilagao
dos transportadores de membrana apicais, resultando na secre¢ao de anions (CI

diretamente e HCOj3 indiretamente) pelas células das criptas intestinais e uma
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diminuicdo da absorcdo de Na* e CI" pelas células de absorcéo (figura 3). AMPc
também tem efeito importante nos transportadores basolaterais e nos niveis de
calcio intracelular, ambos podem aumentar a magnitude dos efeitos no transporte de
fluidos e ions. A toxina LT-Il apresenta duas variantes antigénicas LT-lla e LT-lIb.
LT-Il aumenta o AMPc intracelular por mecanismo semelhante ao LT-I, porém nao
ha evidéncia de estar associada a doenga nem nos animais nem em humanos

(NATARO; KAPER, 1998).

Na figura a seguir sdo apresentados os mecanismos de acao das
toxinas LT e STa.

ETEC
Enterotoxinas

BXeTS /
(Y] ()

s

GM1

Guanilato
ciclase

|
|
- 1 \ T ‘l

Figura 3 - Mecanismo de agao das toxinas LT e STa de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC).
Fonte: Trabulsi e Alterthum, 2005.
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Ao contrario das grandes oligoméricas LT, as toxinas ST séao
pequenas e monomeéricas, com multiplos residuos de cisteina que conferem a
estabilidade térmica a essas toxinas. Existem duas classes de toxinas ST (STa e
STb) que séao distintas tanto pela estrutura quanto pelo mecanismo de agéo. A toxina
STa esta presente em ETEC, mas pode ser encontrada em outras bactérias gram-
negativas. Tem como receptor a guanilato ciclase C (GC-C) que esta localizado na
membrana apical das células epiteliais intestinais, que se liga com o ligante
extracelularmente e estimula atividade enzimatica intracelularmente. A ligagdo STa e
GC-C estimula a atividade de GC levando a um aumento dos niveis intracelulares de
GMPc (NATARO; KAPER, 1998). Essa atividade estimula a secregao de cloretos
e/ou inibicdo da absorcdo de cloreto de sdédio, resultando em secrecdo de fluido
intestinal (figura 3).

Diferente da toxina STa, a toxina STb somente esta presente em
ETECs. Essa toxina causa dano ao epitélio intestinal, promovendo perda das
vilosidades das células epiteliais e atrofia parcial das vilosidades. STb estimula a
secregao de bicarbonato pelas células intestinais, estimula o aumento dos niveis
intracelulares de calcio por fontes extracelulares, levando assim ao quadro

secretorio.

Fimbrias

Para causar diarréia as ETECs precisam primeiramente aderir aos
enterdcitos do intestino delgado, processo esse mediado por fimbrias dispostas por
toda volta da bactéria podendo ser visualizadas muitas fimbrias em uma mesma
bactéria. Essas fimbrias permitem que as bactérias facam adesdo ao epitélio
intestinal de maneira especifica para a cada espécie, como por exemplo, a fimbria
F5 adere em enterécitos de bezerros, ovelhas e leitdes enquanto F4 é especifica
para leitdes (NATARO; KAPER, 1998).

Fimbrias sao estruturas filamentosas de natureza protéica,
imunogénicas, as quais se projetam da superficie celular e reconhecem receptores
especificos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). ETECs isoladas de suinos
apresentam cinco adesinas diferentes, todas s&o fimbrias: F4, F5, F6, F18 e F41
(FRANCIS, 2002). Algumas caracteristicas destas fimbrias estdo apresentadas na
tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas das fimbrias de amostras de ETEC.

Fimbria Diametro Massa molecular Localizagéo gene
(nm) (kDa)
F4 2,1 27,5 Plasmidial
F5 4,8 18,5 Plasmidial
F6 7 20 Plasmidial
F18 4.6 17 Plasmidial
F41 3,2 29,5 Cromossomal

Fonte: (GAASTRA; DE GRAAF, 1982) e (RIPPINGER et al., 1995)

A fimbria F4, anteriormente descrita como K88, foi descoberta em
1961 (ORSKOV et al., 1961). Estudos posteriores descreveram a fimbria F4 como
um antigeno protéico, que bactérias positivas para F4 eram recobertas por material
de aparéncia filamentosa e seu diametro era de 2.1 nm. Em 1964, foram descritas
as variantes antigénicas F4ab e F4ac e somente em 1979 foi descrita a F4ad. Essa
fimbria apresenta massa molecular entre 23,5 e 26 kDa dependendo da variante. A
fimbria F4 é espécie especifica para suinos e as caracteristicas aglutinantes da
variante F4ab sdo melhores em hemacia de galinha e é estavel a temperatura
ambiente. As variantes F4ab e F4ac aglutinam eritrécito de cobaio somente a
temperaturas entre 0 a 3°C (GAASTRA; E DE GRAAF, 1982), e o meio de indugao
para essa fimbria € o agar glicose.

A fimbria F5, anteriormente descrita como K99, foi descrita por
Isaacson (1977). Essa fimbria € um antigeno com uma unica subunidade, codificada
por plasmideo, com massa molecular de 18,5 kDa, ponto isoelétrico 9,7 e apresenta
uma estrutura helicoidal com didametro de 4,8nm. Essa fimbria pode ser isolada de
amostras provenientes de bovinos, ovinos e suinos e uma de suas caracteristicas é
de aglutinarem eritrocitos de cavalo e ovelha (GAASTRA; DE GRAAF, 1982). A
producao dessa fimbria pode ser induzida em meio Minca (FRANCIS et al., 1982).

A fimbria F6, anteriormente descrita como 987p, foi isolada e
purificada por Fusco et al (1978). Essa fimbria tem massa molecular de 20kDa,
didametro de 7nm e ponto isoelétrico 3,7 (GAASTRA; DE GRAAF, 1982). Essa
fimbria ndo aglutina eritrocitos de mamiferos, mas se liga a receptores somente
encontrado em células intestinais de suinos (ZHU et al., 2005). O meio de cultura
indicado para indugéo dessa fimbria € o agar sangue (FRANCIS et al., 1982).

A fimbria F18 foi descrita de formas diferentes por alguns grupos de

pesquisadores. O centro internacional de Escherichia e Klebsiella (The International
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Escherichia and Klebsiella Center), em Copenhagen, sugeriu que o fator de
colonizacdo 8813 e a fimbria 2134 fossem designados como F18. Esta fimbria
apresenta 4,6 nm de didmetro e massa molecular de aproximadamente 15 kDa.
Descreveram que as fimbrias F107 e 2134P e fator de colonizagdo 8813 eram
antigenicamente relacionados e propuseram duas variantes soroldgicas distintas
para F18: fimbria F18 ab, para F107 e F18 ac, para 2134P e 8813 (RIPPINGER et
al., 1995). A fimbria da amostra O141 de Kennan foi incluida no grupo F18 ac por
Imberechts et al (1994) e a amostra AV24 também é descrita com pertencente ao
grupo F18 ac (DEAN-NYSTROM et al., 1997). Até o momento nao foi descrito um
meio especifico para indugao dessa fimbria.

A fimbria F41 foi purificada e caracterizada por De Graaf e Roorda
(1982), descrita como estrutura filamentosa composta por subunidades protéicas
com massa molecular de 29,5kDa. A F41 tem um didmetro de 3,2nm e é
ligeiramente mais fino que a F5 e apresenta uma limitada homologia com esta
(GAASTRA; DE GRAAF, 1982). Esta é a unica fimbria que tem a localizagdo de
seus genes no cromossomo, sendo as demais plasmidiais (NAGY; FEKETE, 1999)
Amostras podem ser isoladas de bovinos e suinos e tem capacidade de aglutinar
eritrocitos de humanos, cobaio, cavalo e ovelha (GAASTRA; DE GRAAF, 1982). A
producao dessa fimbria pode ser induzida em meio Minca como a fimbria F5.

As principais fimbrias encontradas em ETECs relacionadas com
DPD de leitdes séo F4 e F18 (FAIRBROTHER et al., 2005; ZHANG et al., 2007). As
fimbrias F41, F5 e F6 estdo mais relacionadas com diarréia neonatal, porém nao é
surpresa que essas fimbrias estejam presentes no desmame, pois este vem
ocorrendo cada vez mais cedo com o decorrer dos anos.

Existem hoje algumas formas de minimizar, ou evitar, o dano
causado pela ETEC nos periodo neonatal e pos desmame. Rotineiramente sao
utilizadas técnicas como a vacinag&o das porcas antes do parto, vacinas autdogenas
em leitdes, utilizagcdo de antibidticos de forma profilatica e/ou como promotores de
crescimento em granjas de suinos. Porém novas alternativas estdo sendo
estudadas, como por exemplo, a selecao de animais que ndo apresentam genes de
codificam receptores para as fimbrias, imunizagdo ativa (vacinagéo intramuscular
com fimbrias, imunizacido oral com cepas atenuadas ou avirulentas que contenham

fimbrias), imunizagdo passiva (administragdo oral de imunoglobulinas da gema de
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ovos (IgY) contra fimbrias, administragao de proteinas do plasma em po), probioticos
bacterianos (Rhizobium e Bacillus) e bacteriéfagos (FAIRBROTHER et al., 2005).

IgY: aspectos gerais

A utilizagdo de IgY no diagnéstico e tratamento vem crescendo,
tanto na medicina humana como veterinaria. A disponibilidade de produtos
comerciais como kits de purificacdo de IgY, padrées de IgY e anticorpos marcados
com fosfatase alcalina, fluoresceina e peroxidase (SCHADE et al., 2005) tém
propiciado o crescimento da utilizagdo de IgY no diagnéstico e tratamento tanto na
medicina humana quanto na veterinaria. Além disso, a utilizagdo de galinhas para
producdo de anticorpos é uma alternativa apropriada ja que a utilizagdo de
mamiferos esta associado com problemas éticos (Bollen et al., 1996) e a obtengao
de anticorpos da gema do ovo (IgY) apresenta varias vantagens em relagdo ao
método de obtengao de anticorpos em mamiferos.

Uma dessas vantagens é a possibilidade de obter um ovo por dia
com elevada concentragdo de anticorpos da gema do ovo, dispensando desta forma
a sangria de mamiferos para obtencdo de grandes quantidades de anticorpos (DE
MEULENAER et al., 2002; LEVESQUE et al., 2007). Além disso, a quantidade de
IgY purificada é maior que a IgG produzida em coelho (GASSMANN et al., 1990;
BOLLEN et al., 1996). Outra vantagem € a maior imunogenicidade de antigenos de
mamiferos quando inoculados em frangos, devido a fatores filogenéticos que influem
diretamente na imunogenicidade (GASSMANN et al., 1990; NARAT, 2003). A
molécula de IgY é a unica classe de imunoglobulina encontrada em quantidades
significativas na gema do ovo (BOLLEN et al.,, 1996), propiciando facilidade e
rapidez da purificacdo dos anticorpos (CAMENISCH et al., 1999).

A molécula de IgY quando comparada com IgG apresenta algumas
diferencas. Ela é considerada como equivalente funcional da IgG em aves, porém as
sequéncias do DNA que codificam a IgY sdo mais similares aqueles genes da IgE de
mamiferos do que da IgG (WARR et al., 1995). A massa molecular das duas
imunoglobulinas sao distintas, 167,25 KDa e 165 kDa, IgY e IgG respectivamente
(SCHADE et al.,, 2005). A IgY apresenta quatro dominios constante da cadeia
pesada enquanto a IgG apresenta trés. Existe discreta homologia entre o terceiro e
quarto dominio da cadeia pesada da IgY com o segundo e o terceiro da IgG.

Acredita-se que o segundo dominio da cadeia pesada da IgY represente a regiao de
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dobradica da IgG, sendo essa regido menos desenvolvida na IgY como

demonstrado na figura 4.

Limitada flexibilidade
e \
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Vo IgG mamifero

[gY aves

Figura 4 - Comparacgao da estrutura da IgG de mamiferos e IgY de galinhas.
Fonte: Adaptado de Narat (2003)

O custo baixo de manutencdo de galinhas para experimentagao
(Narat, 2003; Schade et al., 2005) e a manutencao de ovos a 4°C por até um ano,
sdo aspectos benéficos a serem considerados. Além disso, a IgY pode ser produzida
e coletada diariamente por mais de dois anos do mesmo animal em condi¢cbes de
imunizagao com intervalos regulares. Devido a compartimentacédo natural dos ovos,
a IgY é facilmente separada das imunoglobulinas A e M, pois essas estao presentes
na clara do ovo (Krief et al., 2002). A seguir, na tabela 3 sdo apresentadas as

principais diferengas entre as imunoglobulinas Y e G.
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Tabela 3 - Comparacéao entre Imunoglobulina Y de galinhas e Imunoglobulina G de

mamiferos.
IgY IgG
Dominio constantes da cadeia pesada 4 3
Massa molecular da Ig 167,25KDa 165 kDa
Flexibilidade da Ig (regido dobradiga) Menor Maior
Cadeias de carboidratos 2 1
Concentragao 100-200mg/ovo 200mg/sangria (40ml de sangue)
Quantidade de lg/més ~3000mg* 200mg
Anticorpos especificos 2-10%** ~5%***
Estabilidade pH acido menor maior
Ligagao a proteina A e proteina G nao sim
Interferéncia com IgG mamifero nao sim
Interferéncia com fator reumatoide nao sim
Ativagdo do complemento mamifero nao sim

Fonte: Adaptado de (SCHADE et al., 2005) e (SCHADE et al., 1997).*- Considerando média de 150
mg por ovo € 20 ovos em um més.**- aproximadamente 10 mg.***- entre 22.4-112 mg
(NARAT, 2003)

Os anticorpos IgY sdo uma alternativa promissora para utilizagdo em
imunoterapia e imunodiagndstico (ERHARD et al., 2000). A base da administragao
oral de IgY é atribuida pela interferéncia na adesédo da bactéria ou neutralizagéo de
toxinas produzidas pelas bactérias (AKITA; NAKAI, 1993). Varios estudos
demonstraram que a utilizacdo de imunoglobulina Y apresenta resultados
promissores na prevengao de diarréia pés desmame (IMBERECHTS et al., 1997;
YOKOYAMA et al., 1997; MARQUARDT et al., 1999; OWUSU-ASIEDU et al., 2003).

A figura 5 apresenta um esquema do mecanismo de acgédo das
ETECs de suinos, onde se busca interferir para minimizar os danos causados por

essas bactérias.
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Figura 5 - Mecanismo de ocorréncia da diarréia em leitdes causada por ETEC.
Fonte: www.ecl-lab.com/en/ecoli/pathogenesis.asp acessado em 18/09/08.

Esse mecanismo consiste na ingestao da E. coli enterotoxigénica —
cepa capaz de induzir doenga na espécie — colonizagao do intestino delgado atraves
da adesdo das fimbrias ao epitélio e a diarréia € desencadeada pela acado das
toxinas. O desequilibrio hidroeletrolitico causado leva a diarréia, desidratacao, perda
de peso e até a morte. Danos esses responsaveis pelas perdas econdmicas na

suinocultura.
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2 OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagdo de Imunoglobulina Y no controle de diarréia p6s desmame

experimental em leitdes por E. coli.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a produgado de anticorpos IgY em galinhas poedeiras
imunizadas com proteina recombinante das fimbrias F4, F6 e F41 de E. coli
enteropatogénica para suinos.

Avaliar a especificidade dos anticorpos da classe IgY para as
proteinas recombinantes e nativas de fimbrias F4, F6 e F41 de E. coli
enteropatogénica para suinos.

Avaliar a capacidade de imunoprotecao através da administracao
oral de IgY em leitdes recém desmamados com diarréia induzida experimentalmente

por E. coli.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

As proteinas recombinantes foram gentilmente cedidas pela Profa.
Dra. Marilda Carlos Vidotto do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
UEL. As fimbrias F4, F6 e F41 foram clonadas em pET102/D-TOPO (Invitrogen,
EUA), as proteinas foram induzidas em E. coli BL21 Star DE3 com a adi¢ao de 1mM
de IPTG e purificadas em coluna de resina de agarose-niquel, em condi¢des
desnaturantes, conforme orientacdo do fabricante (ProBond Purification Kit,
Invitrogen, EUA). Em seguida, o grau de pureza foi avaliado em gel SDS-PAGE
corado com comassie blue G-250 e a quantificacdo de proteina foi realizada pelo

método de Bradford.

3.2 PRODUGCAO DE ANTICORPOS IGY EM GALINHAS POEDEIRAS

Para a producgdo de anticorpos IgY em galinhas poedeiras (Gallus
gallus domesticus) foram utilizados animais com 23 semanas de vida. Todos os
animais foram imunizados com trés doses iniciais e doses de reforgco a cada quatro
semanas. Todas as doses foram de 50 pg de proteina recombinante utilizando
ISCOMatrix como adjuvante.

ISCOMatrix € um adjuvante composto por Fosfatidilcolina, colesterol
e Quil A. Foram dissolvidos em cloroférmio, 100 mg de fosfatidilcolina e 50 mg de
colesterol. Apds a evaporagao do cloroféormio, o filme formado foi ressuspendido em
3 ml de tampao Tris 140 mM com 100 mg Quil A. Posteriormente a solucao foi
liofilizada e ressuspendida em 30 ml de agua, solugao essa pronta para uso. Para as
imunizagdes foi utilizado a relacdo de 1 volume de ISCOMatrix para 1 volume de
proteina recombinante.

Foram imunizadas trés galinhas por fimbria. As doses foram

administradas por via intramuscular no peito em pelo menos dois pontos. Ragao
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comercial e agua foram fornecidos ad libitum. Os ovos foram coletados diariamente,
identificados e mantidos a 4°C até sua avaliacdo e processamento. As aves foram
mantidas no Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Estadual de Londrina, PR. Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA/UEL) com o
numero 19/2008.

3.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA AS PROTEINAS RECOMBINANTES
DAS FiMBRIAS

A avaliacdo da especificidade da IgY contra cada uma das fimbrias foi

realizada pelas técnicas de ELISA indireto e Western Blotting.

3.3.1 ELISA Indireto

Para essa andlise foram selecionados um ovo a cada sete dias. As
gemas foram separadas da clara e da membrana da gema e diluidas 1:1000 para a
avaliagdo. Os valores de densidade 6tica encontrados foram extrapolados para o
intervalo entre amostras.

Inicialmente foram sensibilizadas placas de poliestireno com 96
orificios de fundo chato com 170 ng/pogo da proteina recombinante de cada fimbria
em tampao carbonato bicarbonato de sédio por 18 horas a 4°C.

Apo6s o periodo de incubacdo a placa foi lavada trés vezes com
solugao PBS-Tween a 0,05%. Em seguida, foram adicionados 150 pyL de solugéo
PBS-Leite a 5% em cada orificio. Apos a solugdo de PBS-Leite foi descartada e a
placa foi lavada novamente trés vezes com PBS-Tween a 0,05%. Logo apds, foram
acrescidos em cada orificio 100 yL da gema diluida 1:1000 em solugao de PBS-Leite

a 1%. As amostras de gema foram mantidas por 1 hora a temperatura ambiente.
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A seguir, a placa foi lavada com PBS-Tween 0,05% e 100uL de anti-
IgY peroxidase diluida 1:40000 em PBS-Leite a 1% foram adicionados em cada
orificio. Apés 1 hora a temperatura ambiente, a placa foi lavada com PBS-Tween
0,05% e 100 yL do substrato (TMBZ - tetrametil benzidina) foram acrescidos em
cada orificio. A placa foi incubada por 15 minutos em local protegido de luz, e em
seguida a reacao foi bloqueada com 50 pyL de H,SO,4 a 1N e a leitura da densidade

otica foi realizada em aparelho multiskan a 450 nm.

3.3.2 Western Blotting

Para o Western Blotting, inicialmente as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) e a seguir transferidas
para membrana de nitrocelulose, a uma voltagem de 30V a temperatura de 4°C por
18 horas. A membrana foi corada com Ponceau 0,1% para verificar a eficacia da
transferéncia. Essa membrana foi incubada com solugédo PBS-Leite a 5% por 1 hora
a temperatura ambiente, sob agitacao.

Em seguida, a membrana foi lavada cinco vezes de cinco minutos
com PBS-Tween 0,05% e incubada por mais uma hora com a IgY purificada diluida
1:250 em solugao de PBS-Leite a 1%, sob agitacao.

Apos cinco lavagens de cinco minutos com PBS-Tween 0,05%, os
anticorpos anti-IgY peroxidase diluidos 1:20000 em PBS-Leite a 1% foram
adicionados a membrana que foi incubada por mais 1 hora a temperatura ambiente,
sob agitagao.

A seguir a membrana foi lavada cinco lavagens com PBS-Tween
0,05% e o substrato (DAB - Diaminobenzidina) foi adicionado, por 15 minutos, sob
agitacdo. A reacgao foi bloqueada pela substituicdo do substrato por agua destilada.

A IgY purificada utilizada foi adsorvida duas vezes com E. coli BL21
Star (DE3). A bactéria foi crescida em LB caldo por 18 horas a 37°C, apés foi
centrifugado a 3000 xg por 5 minutos. A IgY purificada foi adicionada em volume
igual ao de sedimento de bactéria. Mantido em rotagédo orbital por 12 horas cada

adsorcao.
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3.4 PURIFICACAO DA IGY

As gemas foram selecionadas pela técnica de ELISA, onde todas as
amostras que apresentaram densidade otica superior a DOysonm 0,8 foram
encaminhadas para a purificacdo. A avaliagdo das gemas foi realizada a cada sete
dias, portanto a extragdo da IgY do intervalo entre cada amostra foi feito
considerando o resultado linear entre elas.

A técnica da purificagao foi realizada separando as gemas da clara e
da membrana da gema. O peso foi convertido na relagdo 1:1 em ml (exemplo 1g =
1ml). A gema foi diluida em trés vezes seu volume em Polietilenoglicol (PEG) 4,66%
o qual foi adicionado vagarosamente. Em seguida foi incubado por 5 minutos sob
agitacao e centrifugado 10.000 xg por 15 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi filtrado em gaze e diluido (3:1) com PEG 48%.
Ap06s foi incubado por cinco minutos, sob agitagao e centrifugado a 10.000 xg por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 2
ml de PBS estéril por gema.

A quantificagao de proteina do purificado pelo método de Bradford. A
avaliacdo da pureza da IgY por gel SDS-PAGE 10%, corado com comassie blue,
amostras de IgY adicionadas ou ndo de -mercaptoetanol.

As amostras de anticorpos IgY obtidas apds a purificagdo
apresentaram rendimento médio 50 mg por ovo. Sendo assim, para realizagcao de
um experimento de imunoprotegdo sao necessarios aproximadamente 8 ovos/leitdo.
Nos experimentos realizados foram utilizados 10 leitdes, portanto foram necessarios
processar 80 ovos para obtengcdo dos 400 mg de IgY para cada leitdo do

experimento.

3.5 IMUNOPROTECAO DE LEITOES

Experimentos aprovados pelo CEEA/UEL com o numero 19/2008.
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3.5.1 Bactérias

Cada um dos experimentos foi realizado utilizando uma bactéria
distinta. No primeiro foi utilizada amostra F4ab, portadora do gene para a fimbria F4
e para a toxina LT. No segundo foi utilizada a amostra S33 é portadora do gene para
a fimbria F6, adesina ndo fimbrial paa e toxina Sta e no terceiro a amostra F41,

portadoras do gene para a fimbria F41 e para as toxinas Sta e LT.

3.5.2 Preparo do Inéculo Bacteriano

As bactérias foram cultivadas em meio TSB por 18 horas, cada uma
independentemente. Foram utilizados 60 ml de cultura para cada leitdo, o qual foi
centrifugado a 3.000 xg por 15 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 6 ml de
PBS estéril e administrado em cada um dos leitdes.

As bactérias apresentaram crescimento em 18 horas de
aproximadamente 1x10° UFC/ml. Portanto, a quantidade administrada foi de 6x10"
UFC/dose/leitdo, apds padronizacdao de dose necessaria para a ocorréncia da

doenca conforme acontece naturalmente.

3.5.3 Delineamento Experimental

Os leitdes recém desmamados, com 21 dias de idade, de ambos os
sexos, foram divididos em dois grupos, grupo B e Y. Os animais foram pesados logo
apoés o desmame, identificados individualmente e divididos conforme seus pesos,
para que 0s grupos apresentassem peso médio semelhante. O delineamento

experimental estd demonstrado na figura a seguir.
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Figura 6 - Delineamento experimental da imunoprotecao de leitdes contra fimbrias F4,
F6 e F41 de E. coli. Os animais do grupo B (B) e Y (Y) receberam bactéria
no dia 0. Nos dias -1 e 1 os animais do grupo Y receberam IgY nos dias -1,
0 e 1. Os animais foram pesados nos dias -1, 11 e 18. Foi coletado
amostras de fezes em swab anal nos dias -1, 3, 8 e 11, e nos dias que os
animais apresentassem diarréia.

O grupo B recebeu o inéculo bacteriano no dia 0 em duas doses a
cada 6 horas e PBS enquanto o grupo Y recebeu IgY. O grupo Y recebeu a mesma
dose de inoculo bacteriano e IgY em quatro doses de 100 mg cada, divididos nos
dias -1, 0 e 1 apds inoculacéo, e no dia 0 os animais receberam duas doses apds a
inoculacdo da bactéria. As inoculagdes foram feitas por via oral com a utilizagao de
pistola dosadora.

Os leitdes foram pesados no primeiro dia de experimento e nos dias
11 e 18 apds a inoculagdo com bactéria. Foram feitas coletas com swab anal nos
dias 0, 3 e 11 em todos os animais e nos animais que apresentaram diarréia nos
outros dias de experimento. A avaliagao da diarréia nos leitdes era realizada uma
vez ao dia observando o traseiro dos animais, quando os leitdes apresentavam
diarréia o traseiro apresentava-se sujo de fezes e muitas vezes molhado pela
diarréia aquosa presente.

Os swabs coletados foram semeados em agar Mac Conkey e cinco
colonias de cada amostra foram crescidas em meio Luria Bertani (LB) caldo para
extragdo de DNA pela técnica de fervura. Essas amostras foram submetidas a

reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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3.6 PCR DAS AMOSTRAS COLETADAS DOS LEITOES

Cinco colbénias de cada amostra coletada foram utilizadas para a
PCR. Foram feitas reacbes de 25 pl, 2 ul de cada DNA (totalizando 10 pl de DNA
molde), 0,25 pl de Tag DNA Polimerase (1,25U), 12,5 ul de MIX PCR 2x (100 ul de
MgCl, — 50mg/ml —concentragdo final 2,5mM, 200 pyl Tampéo 10X, 4 pl de cada
DNTPs - 100 puyM e agua ultra pura qg.s.p. 1ml), 1 pl de cada um dos
oligonucleotideos (20 pmol - forward/F e reverse/R). As sequéncias dos

oligonucleotideos utilizados estdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos para genes das fimbrias de E. coli
enterotoxigénica.

Sequéncia dos oligonucleotideos pb Referéncia
F4: F: 5 —GAA TCT GTC CGA GAATATCA -3’ 499 (Boerlin et al., 2005)
R:5 — GTT GGT ACA GGT CTT AAT GG - 3’
F6: F:5 —-GTAACTCCACCGTTTGTATC-3 409 (Boerlin et al., 2005)
R: 5 — AAG TTA CTG CCA GTC TAT GC -3’
F41: F: 5 — AGT ATC TGG TTC AGT GAT GG -3’ 612 (Ojeniyi et al., 1994)
R:5'— CCA CTA TAA GAG GTT GAAGC - 3’

O programa utilizado foi 94°C por 5 minutos, depois 30 ciclos 94°C
por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, seguido de 72°C por 10
minutos. O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 1,5% corado com

brometo de etidio 0,5 pg/ml.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados foram utilizados os testes ANOVA
one-way, seguido de Tukey. Foram consideradas significativamente diferentes

resultados com p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunizacdo de galinhas poedeiras para obtengcdo de anticorpos
policlonais vem sendo utilizada de maneira crescente, principalmente pelas
vantagens que apresenta quando comparada com a producdo de anticorpos em
mamiferos. Nesse trabalho o nivel de producdo de anticorpos IgY em galinhas
imunizadas com as proteinas recombinantes foi semelhante independente da
proteina recombinante utilizada. Os resultados obtidos mostram um aumento
discreto dos niveis de anticorpos IgY apds a primeira imunizagao até o décimo
quarto dia. Apos esse periodo um grande aumento nos niveis de anticorpos foi
observado até o trigésimo quinto dia, quando os niveis se estabilizam. O tempo que
a resposta permanece estavel é bastante variavel, tanto pela proteina recombinante
inoculada quanto por fatores individuais das galinhas. A figura 7 apresenta a
resposta de galinhas as diferentes proteinas inoculadas apos trés semanas da
terceira imunizacao, porém a resposta manteve-se alta por mais de um ano devido

aos reforcos realizados a cada 4 semanas.

14 7 —— F4
1,2 —l—F6

jl ]

0 7 14 21 28 35 42 49
Dias

Figura 7 - Resposta imune humoral de galinhas poedeiras imunizadas

com proteina recombinante das fimbrias F4, F6 e F41

utilizando ISCOMatrix como adjuvante. Foi realizada a

avaliagao por ELISA de um ovo a cada sete dias. Setas =

primeiras imunizacgdes.
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Schade et al (2005) descreveram a cinética de titulos de anticorpos
em galinhas e observaram que ap0s a primeira imunizagdo ha um aumento discreto
e apods os reforcos ha um aumento exponencial até os 10 dias e entdo os niveis se
mantém altos por cerca de 10 dias, quando comeg¢am a declinar.

O adjuvante utilizado foi o ISCOMatrix baseado em estudo anterior
que demonstrou ndo haver uma diferenga significativa nos niveis de anticorpos em
comparagdo com o adjuvante de Freund (FRITZEN et al., 2007). Por isso,
considerando o baixo custo e facilidade de manipulagdo, o adjuvante ISCOMatrix foi
selecionado. Além disso, a utilizagdo de adjuvante de Freund vem cada vez mais
sendo desaconselhado pelos comités de ética e bem estar animal devido ao dano
tecidual causado e desconforto ao animal.

Os anticorpos obtidos foram analisados por Western Blotting nao
reagiram com antigenos de E. coli BL21 apds adsor¢ao com essa mesma bactéria
por duas vezes consecutivas. A IgY especifica para cada uma das fimbrias
reconhece a proteina recombinante e a proteina nativa extraida de bactéria
sabidamente positiva para cada uma das fimbrias, induzida em meios especificos. A
figura 8 mostra um Western Blotting com anticorpos anti-F4 e fimbria F4. A fimbria
F41 apresentou resultados semelhantes. A IgY anti-F6 reconhece a proteina
recombinante e ndo a E. coli BL21 Star, mas nao foi analisado quanto ao
reconhecimento da proteina bruta por ndo possuir um meio de expressao satisfatorio

para que fosse possivel obter a fimbria bruta.
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Figura 8 - Deteccdo de anticorpos especificos para a fimbria F4. A- Gel
SDS-PAGE 12% corado com comassie blue; linha 1: E. coli
BL21; linha 2: amostra de bactéria positiva para F4 crescida em
agar glicose; linha 3: antigeno nativo da fimbria F4 e linha 4:
proteina recombinante F4. B- Analise por Western Blotting;
mesma seqUéncia de amostras do gel SDS-PAGE. A fimbria
F4 apresenta massa molecular de 27,5 kDa.

A proteina recombinante F4 apresenta reatividade em duas bandas
distintas: uma banda de 30,5kDa e uma de 43,5kDa, representado na figura 8. A
presenca de peptideo sinal nessa proteina pode ser responsavel pela sua clivagem
e essa ser reconhecida pelo anticorpo especifico. As proteinas recombinantes
expressas a partir do vetor pET102/D-TOPO tem 16kDa maior que a proteina bruta.
Ocorre a adicao de 3kDa na posicdo C-terminal e 13kDa na posicédo N-terminal
(manual do usuario - Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits —
Invitrogen, EUA). A proteina recombinante de F6 e F41 apresenta somente uma
banda apds a purificacdo, tendo reconhecimento especifico.

Ha poucos estudos utilizando amostras de ETEC para reproducéao
experimental da DPD, pela dificuldade de reproduzir a doenga de forma similar a que
acontece em leitdes (FAIRBROTHER et al., 2005). Uma forma de reprodugéo da
doenca € a utilizacdo de dose de rotavirus previamente ao inéculo bacteriano de E.
coli (COX et al., 1991; NIEWOLD et al., 2007). A utilizagdo de altas concentragdes
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de bactéria também é uma alternativa para se reproduzir a doenga (MARQUARDT et
al., 1999; OWUSU-ASIEDU et al., 2003; GIRARD et al., 2006).

No presente trabalho foram realizados experimentos independentes
para as fimbrias F4, F6 e F41. Utilizando duas doses de E. coli F4, F5 ou F6,
dependendo do anticorpo IgY a ser avaliado, em uma concentragdo de 6x10'
UFC/dose. Dose essa que se mostrou eficiente em reproduzir a doenga em leitbes
recém desmamados.

No experimento utilizando a fimbria F4, os animais do grupo B (n=>5)
apresentaram porcentagem de ganho de peso inferior em ambas as pesagens, aos
11 e 18 dias. No 11° dia houve uma diferenca de 1,64% entre as medianas dos dois
grupos, enquanto no 18° dia o grupo Y (n=5) apresentou porcentagem de ganho de
peso 4,81% maior que o grupo B. Ndo apresentando diferenga estatistica entre os

grupos (figura 9).
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l_:igura 9 - Analise do peso corporeo em animais tratados e nao tratados
com IgY anti-F4. No dia 11 os animais do grupo B (B11)
apresentaram perda de peso 1,64% em quanto o grupo Y (Y11)
apresentou peso equivalente ao primeiro dia de experimento.
No dia 18 os animais do grupo B (B18) apresentavam ganho de
12,33% enquanto os do grupo Y (Y18) apresentaram ganho de
peso de 17,14% a mais que o peso no inicio do experimento.
Valores expressos em mediana. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos nos diferentes dias.

Os animais de ambos os grupos apresentaram diarréia, sendo que

no grupo Y, 20% dos animais foram acometidos e no grupo B 80%. Demonstrando
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que os anticorpos IgY anti-F4 diminuem a incidéncia de diarréia e favorece um
melhor desenvolvimento dos animais quanto ao ganho de peso no decorrer do
experimento. Nesse experimento a amostra foi reisolada no sexto dia de
experimento e identificada pela técnica de PCR.

Resultados com protecdo efetiva dos leitdbes foram descritas por
MARQUARDT et al (1999), que demonstraram em experimento utilizando leitdes de
21 dias de idade recém desmamados inoculados com duas doses de 5x10'> UFC/ml
de ETEC F47, que a utilizagédo de trés doses diarias por dois dias consecutivos de
IgY anti-F4 protegeu os animais, com auséncia de diarréia e auséncia de morte no
grupo que recebeu IgY, enquanto que os animais nao tratados desenvolveram
diarréia grave 12h apdés inoculo bacteriano e perda de peso apos 48h e ocorreu 30%
de morte dos animais desse grupo.

No experimento realizado com a fimbria F6 o desenvolvimento dos
animais do grupo Y (n=5) foi significativamente melhor que o grupo B (n=5) em
ambas as pesagens. Na pesagem do dia 11 os animais do grupo B apresentavam
perda de peso de 13,11% enquanto o grupo Y ganhou 20,96%. Na pesagem do dia
18 os animais do grupo B ndo conseguiram atingir o mesmo ganho dos animais do
grupo Y na pesagem do dia 11. Ainda no 18° dia os animais do grupo Y
apresentaram um ganho de peso de 45,16%.

Nesse experimento houve diferenga estatistica (p<0,01) em ambas
as pesagens, sendo os anticorpos IgY anti-F6 considerados protetores contra a DPD
causada por ETEC F6" nesse modelo experimental. Esses resultados est&o

demonstrados na figura 10.



50
45
40
35
30
25
20
15
10

% ganho de peso

-5
-10
-15
-20

11 dias (**)

18 dias (**)

Y11

B18

Y18

Figura 10 - Analise da imunoprotecao pela IgY anti-F6. No dia 11 os animais
do grupo B (B11) apresentaram perda de peso 13,11% em quanto
o grupo Y (Y11) apresentou ganho de peso de 20,96%. No dia 18
os animais do grupo B (B18) apresentavam ganho de 14,75%
enquanto os do grupo Y (Y18) apresentaram ganho de peso de
45,16% a mais que o peso no inicio do experimento. Valores
expressos em mediana. (**) p<0,01 entre o grupoB e Y.
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No grupo B, 60% dos animais apresentaram diarréia e um animal

veio a obito pelo quadro clinico induzido pela inoculacdo da bactéria nos animais e

nenhum animal do grupo Y apresentou sinais clinicos da doencga, resultado

semelhante ao descrito anteriormente para a fimbria F4 (Marquardt et al., 1999). A

bactéria inoculada foi reisolada dos animais do grupo B nos dias em que os animais

estavam com diarréia e identificada pela técnica de PCR.

No experimento realizado com a fimbria F41, o grupo Y (n=8)

apresentou um ganho de peso de 5,52% no 11° dia enquanto o grupo B (n=5) uma

perda de 6,25%, dando uma diferenga nas medianas de 11,77%. Na pesagem do

dia 18 ambos o0s grupos ganharam peso, porém o grupo Y apresentou maiores

valores, 23,73% enquanto o grupo B 8,85%. Os resultados estdo demonstrados na

figura 11.
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Figura 11 - Analise do efeito protetor de IgY anti-F41. No dia 11 os animais
do grupo B (B11) apresentaram perda de peso 6,25% em quanto
o grupo Y (Y11) apresentou ganho de peso de 5,52%. No dia 18
os animais do grupo B (B18) apresentavam ganho de 8,84%
enquanto os do grupo Y (Y18) apresentaram ganho de peso de
23,73% a mais que o0 peso no inicio do experimento. Valores
expressos em mediana. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos nos diferentes dias.

18 dias

% de ganho de peso

Todos os animais do grupo B apresentaram diarréia enquanto no
grupo Y somente trés animais (37,5%) apresentaram o mesmo sintoma. A bactéria
inoculada foi reisolada no quinto dia de experimento e identificada pela técnica de
PCR.

N&o houve diferencga significativa entre os valores de ganho de peso
dos dois grupos, porém houve diferenga nas porcentagens de ganho de peso indica
que a IgY confere alguma protecéo, favorecendo um melhor desenvolvimento dos
leitdes tratados, talvez pela diminuicdo dos danos causados ou até pela diminuigao
do grau de infecgao pela bactéria.

Os experimentos com as fimbrias F5 e F18 nao estdo incluidas
nesse trabalho, porém sao indicados para pesquisas futuras, visando a producéo de
um produto comercial para imunoprotecao de leitdes no periodo pdés desmame que
consiga abranger todas as fimbrias encontradas em ETEC de leitdes para auxiliar no
controle, tratamento e profilaxia, da diarréia pés desmame.

A prevaléncia das diferentes fimbrias de E. coli & bastante variavel
nos diferentes lugares do mundo. No trabalho realizado por Vidotto et al (2008) onde

foram analisados 100 animais e pelo menos trés colonias de E. coli por animal,
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foram encontradas frequéncias de 44% amostras positivas para F4, 30% para F5,
25% para F6, 32% para F41 e 38% para F18, podendo estar associadas ou ndo em
uma mesma amostra. A técnica utilizada para pesquisa dessas fimbrias foi
hibridagdo com sonda nao radioativa. Frequéncias essas caracterizam todas essas
fimbrias como de possivel ocorréncia e portanto podem estar associadas a diarréia
pos desmame no estado do Parana, Brasil.

No estado de Santa Catarina, o maior produtor de suinos do Brasil,
foi realizado um estudo com 40 amostras de quadros clinicos de diarréia em leitoes,
onde 82,5% das amostras foram positivas para pelo menos um dos genes
pesquisados que codificam genes de viruléncia pela técnica de PCR. As
prevaléncias encontradas foram de 27,5% para F18, 22,5% para F4, F5 e F41.
Nesse experimento nenhuma amostra de diarréia apresentou positividade para
fimbria F6 (COSTA et al., 2006).

Outro estudo realizado, no estado de Minas Gerais, avaliou 144
amostras de E. coli isoladas de leitdes lactantes e recém desmamados. A técnica
utilizada para esse estudo foi PCR multiplex. Das 144 amostras 42 apresentaram
positividade para pelo menos um dos fatores de viruléncia estudados (toxinas e
fimbrias). Dessas 42 amostras 14,3% eram positivas para F4, 33% para F5, 14,3%
para F6, 19% para F18 e 9,5% para F41, podendo estar associadas ou ndo em uma
mesma amostra (MACEDO et al., 2007).

Blanco et al. (2006) avaliaram 36 amostras de leitdes com diarréia
da regido central de Cuba. Dessas amostras 69% apresentaram positividade para
pelo menos uma fimbria pela técnica de PCR. As frequéncias encontradas foram
61% para F18 sendo dessas 82,6% de animais recém desmamados, 8% para F6
nao sendo nenhuma das amostras isoladas de diarréia pés desmame. Nenhum
isolado foi positivo para os genes das fimbrias F4, F5 e F41.

Nos Estados Unidos, foram analisadas por PCR multiplex 304
amostras de leitdes com diarréia. Dessas amostras 58% foram positivas para pelo
menos uma fimbria. A maioria foi positiva para F4 (64,6%) e F18 (34,3%). Somente
uma amostras foi positiva para F41 (0,57%) e outro isolado foi positivo para F5
(0,57%). Nenhuma das amostras analisadas apresentou resultado positivo para F6
(ZHANG et al., 2007).

Vu Khac et al (2006) analisando por PCR 101 amostras de E. coli de

leitbes com diarréia pés desmame na Eslovaquia mostraram que 60% das amostras
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continham o gene para pelo menos uma fimbria. Dessas amostras 34,65% foram
positivas para F18, 18,81% para F4, 4,95% para F6 e para F5 e F41 somente
0,99%.

Amostras de E. coli isoladas de leitdes com diarréia na Coréia do Sul
foram analisadas por PCR multiplex. Das 188 amostras isoladas, 7,45% foram
positivas para F4, 29,79% para F5, 6,38% para F6, 15,43% para F18 e 3,72% para
F41. Porém essas sao as porcentagens das amostras de leitdes lactante e recém
desmamados. Quando analisamos somente as amostras de leitdes com diarréia pés
desmame as frequéncias sdo as seguintes: F4 7,59%, F5 31,65%, F6 10,13%, F18
17,72% e F41 3,8% (LEE, 2008).

A variacdo nas frequéncias encontradas pode ser pelo numero de
amostras avaliadas, idade dos animais avaliados e locais da coleta. Na tabela a
seqguir estao algumas diferentes freqléncias encontradas no mundo e mostra que a
avaliacao das amostras de E. coli na diarréia de leitdes deve ser feita na regidao onde

se pretende realizar seus experimentos.
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Pela baixa prevaléncia encontrada, ndao existem trabalhos utilizando
as fimbrias F5, F6 e F41 em ensaios de imunoprotegdo em leitdes recém
desmamados, pois quando os animais vao ficando mais velhos tornam-se mais
resistentes a essas fimbrias. Porém essas fimbrias estdo sendo encontradas em
amostras isoladas nesse quadro clinico. Macédo et al. (2007) descreveram trés
possiveis explicagdes para o fato dessas fimbrias estarem presentes em isolados de
animais com diarréia pés desmame: manejo de desmame precoce, animais que
tiveram diarréia por essas amostras anteriormente, mas que essas amostras nao
estejam envolvidas no processo de diarréia atual e por fim, que a infecgéo
concomitante por outros agentes causadores de diarréia poderia mudar a
distribuicao por faixa etaria.

Ja foram descritos anteriormente experimentos de imunoprotecao
realizados com IgY contra fimbrias de ETEC em leitdes recém desmamados
(IMBERECHTS et al., 1997; YOKOYAMA et al., 1997; MARQUARDT et al., 1999;
OWUSU-ASIEDU et al., 2002; CHERNYSHEVA et al., 2003; OWUSU-ASIEDU et al.,
2003).

Imberechts et al (1997) realizaram dois experimentos. O primeiro
utilizando amostra E. coli F18ab™ responsavel por causar doenca do edema em
suinos. No segundo experimento todos os animais foram inoculados com amostra E.
coli F18ac™ (aproximadamente 10° UFC) que é responsavel por diarréia pos
desmame em leitdes. Observaram que no primeiro experimento ndo houve sinais
clinicos em nenhum dos animais e que a excregcdao da bactéria somente foi
estatisticamente diferente nos dias 7 e 8. Avaliando o segundo experimento,
observaram que animais que receberam po6 de gemas de ovos de galinhas
imunizadas com fimbria F18ab purificada (grupo experimental) apresentaram menos
diarréia em quantidade e numero de animais acometidos que o grupo controle que
recebeu p6 de gema de ovos comerciais (grupo controle). Avaliaram a excregao de
E. coli F18ac™ por grama de fezes e observaram numero significativamente inferior
no grupo experimental dos dias 7 até 12. No grupo controle dois animais morreram e
nenhum no grupo experimental. Considerando assim que os anticorpos anti-F18ab
reduzem a excre¢éo de E. coli F18ac’ e que os animais que receberam esses
anticorpos apresentaram-se clinicamente melhores, indicado pelo ganho de peso,

numero de animais com diarréia e mortes.



46

Outro trabalho utilizando amostra de E. coli F18" os animais foram
divididos em trés grupos. O grupo 1 nao recebeu p6é de gema (controle). No grupo 2
foi utilizada na ragdo uma relagdo 1:10 e no grupo 3 uma relagao de 1:50 de pé de
gema de galinhas imunizadas com fimbria F18 purificada. Esse experimento
mostrou que os animais do grupo 3 apresentaram ganho de peso de 80% contra
52% dos grupos 1 e 2 ao final do experimento. A freqiéncia de diarréia foi
significativamente diferente entre os grupo 1 e 3 nos dias 2, 3 e 4 apds inoculagao e
o grupo 2 somente foi diferente do grupo 1 no dia 2. Avaliando escore fecal, o grupo
3 apresentou diarréia menos severa e duragao de episodios de diarréia inferiores ao
grupo 1. O grupo 2 a partir do dia 4 apresentou escore fecal semelhante ao grupo 1.
Analisando a suplementacdo de anticorpos de gema de ovos especificos para
fimbria F18, mostraram que reduz a frequéncia, gravidade e duragdo da diarréia.
Esses efeitos foram dose dependente, pois a utilizacdo da relagao 1:50 apresentou
melhores resultados que a utilizagdo da relacéo 1:10 de p6 de gema de galainhas
imunizadas (YOKOYAMA et al., 1997).

Outros pesquisadores realizaram experimentos para determinar se
havia anticorpos para amostras de ETEC mais comuns em plasma de suino em po e
plasma de ruminantes em po e se o efeito de estimulagado do crescimento em leitbes
recém desmamados era pela presenca desses anticorpos nesses produtos. Para
isso, utilizaram ambos autoclavados ou ndo. Adicionaram a esses preparados, po de
gema de galinhas ndo imunizadas e p6 de gema de galinhas imunizadas.
Constataram a presenca de anticorpos anti-F4 e anti-F18 no soro de suino em pé e
anti-F4, anti-F5, anti-F6 e anti-F41 no plasma de ruminantes em pé. Concluiram que
a suplementagdo com p6 de gema de galinhas imunizadas aumenta numericamente
0 ganho de peso diario, que a autoclavagem diminui a palatabilidade do alimento
diminuindo assim o consumo e que a adicdo de anticorpos de gema de ovo de
galinhas imunizadas no plasma de suino em p6 autoclavado e a alimentagdo com
plasma de suino em po reduz a incidéncia e a gravidade da diarréia de leitdes recém
desmamados inoculados com 6 ml de 10" UFC/ml E. coli F18" (OWUSU-ASIEDU et
al., 2002).

Em outro estudo dessa mesma equipe foi utilizado proteina isolada
de ervilha (PPI) suplementada com IgY anti-F4 e anti-F18 visando substituir o
plasma de suino em p6 (SDPP), sugerindo assim alternativas para o controle da

diarréia pés desmame causada por ETEC. Os animais foram inoculados com ETEC
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F4* (6 ml de 10'"° UFC/ml) e tratados com PPl e SDPP suplementados ou ndo com
IgY anti-F4 e anti-F18 e também com uma associagao entre PPl e SDPP. Somente o
ganho de peso dos animais tratados com PPl sem IgY foi significativamente inferior
aos demais tratamentos ao final do experimento. Esse mesmo grupo apresentou
ocorréncia e gravidade de diarréia superior aos demais grupos além de apresentar
maior numero de mortes no decorrer do experimento. Sugerindo assim que a
presenca dos anticorpos anti-F4 e anti-F18 confere melhor desenvolvimento para
leitdes recém desmamados e possibilitando assim a substituicdo do SDPP por PPI
suplementada com esses anticorpos diminuindo assim os custos da producéo e a
nao utilizacdo de porcos para obtengao de plasma (OWUSU-ASIEDU et al., 2003).

No experimento realizado por Chernysheva et al (2003) os animais
foram divididos em quatro grupos de 12 animais cada. Grupo 1 foi controle negativo.
Grupo 2,3 e 4 receberam inoculo bacteriano (5x10'! de E. coli F4ac"), porém o grupo
3 recebeu 0,32% da dieta de anticorpos e o grupo 4 recebeu 3,2% da dieta de
anticorpos anti-F4, anti-F5 e anti-F6. Todos os animais foram eutanasiados apés 36h
a administracdo do inoculo bacteriano. O grupo 1 ndo desenvolveu diarréia e os
outros trés grupos apresentaram diarréia em 8, 9 e 7 animais nos grupo 2, 3 e 4,
respectivamente. Indicando assim que a IgY nao protege leitdes do desenvolvimento
da diarréia apos o inoculo bacteriano nas condi¢des desse experimento.

A obtencdo de um modelo de imunoprotecdo para infecgdes por
ETEC suina mostra-se necessaria, em um cenario de utilizagcdo indiscriminada de
antibidticos que pode levar a resisténcia bacteriana e também a residuos em carnes
para consumo humano (YOKOYAMA et al., 1997).
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A producdo de anticorpos policlonais em galinhas poedeiras
apos a purificagcdo mostrou-se eficiente, tanto em quantidade
quanto na especificidade desses anticorpos aos diferentes

antigenos fimbriais.

Os resultados obtidos com a utilizagdo desses anticorpos na
imunoprotecdo de leitdes no periodo pdés desmame veio

confirmar os resultados ja descritos na literatura.

Apesar de nao apresentar bloqueio total da diarréia, foi
demonstrado o melhor desempenho dos animais que receberam
IgY anti-F6 como tratamento e diminuicdo na ocorréncia de

diarréia nos animais tratados com IgY anti F4 e anti-F41.
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6 PERSPECTIVAS

e Utilizacado dos anticorpos IgY no combate a diarréia neonatal,

e Utilizacdo dos anticorpos IgY no combate a doenga do edema;

e Avaliacao de outras vias de administracédo e forma do preparado
administrado;

e Avaliacdo da utilizagdo da IgY em granjas de suinos, para
tratamento e/ou profilaxia.

e Producgao de anticorpos contra as toxinas de E. coli;

e Avaliacdo de possivel resposta imune de mucosas, quando da

administragao continuada desses anticorpos.
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