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Resumo

PADILHA, Alethéia Rotta. Influéncia da densidade da casca de ovos férteis sobre o
desempenho e aspectos sanitdrios de embrides e frangos. 2023. 85f. Dissertacdao (Mestrado
em Ciéncias) - Curso de Pds-Graduacdao em Producdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de
Pesquisa, Pds-Graduacgdo e Inovacgao, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2023.

S3o inumeros e constantes os desafios do segmento de producdao de ovos férteis, para
alavancar resultados, dessa forma faz-se necessario a analise de desempenho do incubatério
e do frango e analise da composicao da microbiota intestinal dos pintos de um dia, a fim de
direcionar para melhores decisdes. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da qualidade
da casca de ovos férteis em parametros produtivos no incubatério, no frango e na
microbiota intestinal de pintos de um dia. Foram realizados dois experimentos, para o
experimento | foram utilizados ovos férteis de duas granjas, uma positiva para BIG
(Bronquite Infecciosa das Galinhas) e a outra negativa. Da granja positiva (BIG positiva) e a
negativa (BIG negativa), foram utilizados 5.848 ovos, divididos em 4 tratamentos: T1 - ovos
de casca normal, BIG negativa; T2 - ovos de casca fina, BIG negativa; T3 - ovos de casca
normal, BIG positiva e T4 - ovos de casca fina, BIG positiva. No incubatdrio foram avaliados
indices zootécnicos, embrides ndo eclodidos e embriodiagndstico. Foram alojados 1.742
pintos, sendo 448 pintos/tratamento, divididos em 8 repeticdes e foi avaliado o
desempenho dos frangos de 1 a 42 dias de idade. Para o experimento Il, foram utilizados
13.760 ovos férteis, divididos em 4 tratamentos: T1 - ovos de casca normal de ninho; T2 -
ovos de casca normal de cama; T3 — ovos de casca fina de ninho; T4 — ovos de casca fina de
cama. Para avaliacdo da composicao da microbiota intestinal, foram amostrados 800
pintos/divididos em 10 repeticdes, e avaliada a composicio da microbiota. Os dados
zootécnicos e sanitarios dos experimentos foram submetidos a andlise de Shapiro Wilk e
teste de Tukey. Os dados do experimento Il foram submetidos a analise de two-way ANOVA.
No experimento | ovos de casca normal, apresentaram maior porcentagem de eclosdo e
eclodibilidade, menor porcentagem de pintos descartados, maior mortalidade inicial e
intermediaria, contaminagdes bacterianas e fungicas (P<0,05) comparados aos ovos de casca
fina. Ovos de matrizes positivas para BIG apresentaram redugdo da porcentagem de eclosao,
eclodibilidade (P<0,05), maiores porcentagens de pintos descartados, contaminagdes
bacterianas e fungicas, e mortalidade final (P<0,05). No experimento Il, foi observado que
ovos de casca fina de cama, foi pior em relagdo aos ovos de casca fina de ninho (P<0,05) nos
parametros; pintos descarte, mortalidade inicial, intermediaria e final, contaminacao
bacteriana e fungica, bicado vivo e morto. Na avaliacdo da composicdo da microbiota nado
houve diferenga nos tratamentos. Conclui-se que a densidade da casca, presenga de BIG,
local de postura, impacta os indices zootécnicos de incubacdo, desempenho do frango, sem
impactar na composicdo da microbiota intestinal.

Palavras chaves: Casca fina; matrizes pesadas; sequenciamento; ovos de cama;
microbiota.



Abstract

PADILHA, Alethéia Rotta. Influence of fertile eggshell density on the performance and
health aspects of embryos and chickens. 2023. 85f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Curso de Pds-Graduacdo em Producdo e Sanidade Animal, Pro-reitora de Pesquisa, POs-
Graduacdo e Inovacao, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2023.

There are countless and constant challenges in the fertile egg production segment, to
leverage results, therefore it is necessary to analyze the performance of the hatchery and
the chicken and analyze the composition of the intestinal microbiota of day-old chicks, in
order to direct for better decisions. The objective of the study was to evaluate the influence
of fertile eggshell quality on production parameters in the hatchery, in the chicken and on
the intestinal microbiota of day-old chicks. Two experiments were carried out, for
experiment | fertile eggs from two farms were used, one positive for BIG (Avian Infectious
Bronchitis) and the other negative. From the positive (BIG positive) and negative (BIG
negative) farms, 5.848 eggs were used, divided into 4 treatments: T1 - eggs with normal
shells, BIG negative; T2 - thin-shelled eggs, BIG negative; T3 - eggs with normal shells, BIG
positive and T4 - eggs with thin shells, BIG positive. In the hatchery, zootechnical indices
were evaluated, unhatched embryos and embryodiagnosis. 1.742 chicks were housed, 448
chicks/treatment, divided into 8 replications efhi evaluated the performance of chickens
from 1 to 42 days of age. For experiment |l, 13.760 fertile eggs were used, divided into 4
treatments: T1 - eggs with normal nest shells; T2 - eggs with normal shells; T3 — thin-shelled
nest eggs; T4 — thin-shelled eggs. To evaluate the composition of the intestinal microbiota,
800 chicks were sampled/divided into 10 replications, and the composition of the microbiota
was evaluated. The zootechnical and sanitary data from the experiments were subjected to
analysis by Shapiro Wilk and Tukey test. Data from experiment Il were subjected to two-way
ANOVA analysis. In experiment leggs with normal shells, presented a higher percentage of
hatchability and hatchability, lower percentage of discarded chicks, higher initial and
intermediate mortality, bacterial and fungal contaminations (P<0.05) compared to eggs with
thin shells. Eggs from BIG-positive breeders showed reduced hatching percentage,
hatchability (P<0.05), higher percentages of discarded chicks, bacterial and fungal
contamination, and final mortality (P<0.05). In experiment I, it was observed that thin-
shelled litter eggs were worse compared to thin-shelled nest eggs (P<0.05) in the
parameters; discarded chicks, initial, intermediate and final mortality, bacterial and fungal
contamination, live and dead pecking. When evaluating the composition of the microbiota,
there was no difference in the treatments. It is concluded that shell density, presence of BIG,
laying location, impacts zootechnical incubation indexes and chicken performance, without
impacting the composition of the intestinal microbiota.

Keywords: Thin shell; heavy dies; sequencing; bed eggs; intestinal microbiota.
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1 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

1.1 Produgdo de ovos férteis no Brasil

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), no ano de 2022 o
Brasil alojou mais de 56 milhdes de matrizes pesadas de frango, 1% a mais comparado ao
ano anterior. Produziu mais de 14 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo 66,8% do
volume total destinados ao mercado interno e o restante a exportacao (ABPA, 2022).

No setor de producdo de ovos incubdveis, é de fundamental importancia para o
desempenho econ6mico da atividade uma casca de boa qualidade, para o desenvolvimento

adequado do embrido e manutengdo dos indices de eclodibilidade (Gutiérrez et al., 2021).

1.2 Sistema reprodutivo e a formagao da casca do ovo

O sistema reprodutivo das galinhas inclui os 6rgaos; ovario, oviduto, vagina e cloaca.
A cloaca sendo considerado, érgdao comum ao aparelho digestério. O oviduto é constituido
pelos érgaos; infundibulo, magno, istmo, Utero (Gouveia et al., 2023).

O infundibulo é o local encarregado de receber o oécito produzido pelo ovario,
ocorrendo a fecundacdo, formacdo da chalaza e armazenamento de espermatozoides. O
magno é responsavel pela producdo do albumen, o istmo pelas membranas da casca. A
casca é produzida no Utero, que pigmenta a casca e produz a cuticula. Assim que o ovo é
formado, passa pelo canal vaginal, para chegar na cloaca, a cada 25 horas (Silva E., 2020).

A formacdo da casca do ovo ocorre no Utero ou glandula da casca das galinhas, por
um periodo de 18 horas, recebendo fluido, que contém todos os minerais e componentes
organicos necessarios a formacdo do ovo. A quantidade de casca depositada depende do
tempo de permanéncia do ovo no Utero, portanto, quanto maior o intervalo entre a postura
dos ovos, maior sera a quantidade de casca depositada (Qingyong et al., 2021).

A casca do ovo possui seis camadas, sendo que a regido mamilar desempenha um

papel importante na qualidade do ovo. O albiumen possui funcao de absorcdo de impactos,
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sendo uma camada que circunda a gema, uma camada média e uma camada proxima a
casca (Padilha; Madureira, 2023).
A casca do ovo forma uma camara embriondria para o pintinho em desenvolvimento,
fornecendo protecdo mecanica e meio de troca gasosa controlada (Attard; Portugal, 2021).
A casca apresenta pequenos poros para troca de gases e protecdo contra danos
fisicos e contaminantes (Silva, W. et al., 2020). Os poros sdo cavidades em forma de funis,

amplos na superficie da casca e que se estreitam, formando canais (Hutton, 2005).

1.3 Componentes da casca do ovo

A casca do ovo é constituida pelas membranas interna e externa, camada mamilar,
camada palicada, camada de cristal vertical, cuticula e os poros, como mostra a Figura 1. A
casca do ovo é composta quimicamente por 94% de carbonato de cdlcio, 1% de fosfato de
calcio, 1% de carbonato de magnésio e 4% de matéria organica e 4gua, ou seja, a casca do

ovo é formada essencialmente por calcio (Vieira et al., 2017).

Poro

Cuticula ——» ’ s
+——— Camada de cristal vertical

l&——— Camada Paligada

<+—— Camada Mamilar

Membrana Interior — ﬁﬂw

Figura 1. Componentes da casca do ovo.

Fonte: Vieira et al., 2017.
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As membranas sdo importantes para a formac¢do da casca dos ovos, possuem a
funcdo de sustentar a camada mamilar, que é composta por pequenas massas de material
organico, ligadas a superficie externa da membrana externa. A membrana interna é mais
irregular que a externa e possui bases para a camada mamilar. Algumas de suas fibras
chegam a entrar na camada calcificada da casca. O processo de cristalizagdo e subsequente
formacao da casca dos ovos inicia por essas estruturas (lto, 1998).

A estrutura da casca é perfeitamente ordenada, dividida em camadas, e resulta de
uma deposicdo sequencial de fracdo organica, 3,5%, e mineral, 96,5%, que ocorre nos
segmentos istmo e Utero da galinha, durante um periodo predeterminado. A porgdo
organica da casca consiste nas membranas da casca, nos sitios mamilares de nucleacdo e na
cuticula. A fragao calcificada é composta pela camada mamilar, camada esponjosa e camada

de cristal vertical (Parsons, 1982).

1.4 Qualidade da casca do ovo

As caracteristicas que definem a qualidade dos ovos sdo divididas em caracteristicas
de qualidade externa e interna. As caracteristicas de qualidade externa incluem o tamanho,
forma, limpeza, cor, integridade da casca e auséncia de ma formacdo de casca (Matias,
2020).

A qualidade interna refere-se as caracteristicas de albumen, gema e presenca de
manchas de sangue ou fragmentos da mucosa do oviduto no interior do ovo (Benavides-
Reyes, 2021). Sabe-se que o tamanho e o peso do ovo aumentam com a idade, mas o peso
da casca ndo aumenta na mesma proporg¢do, como consequéncia, a medida que a ave
envelhece, a estrutura da casca sofre modificagdes que demonstram queda na sua qualidade
(Benavides-Reyes, 2021).

Outro fator que apresenta papel essencial na determinac¢do da qualidade da casca é
o tempo de oviposicdo, ja que a quantidade de casca depositada tem relagdo direta com o

tempo de permanéncia no interior do utero, influenciando, portanto, na espessura (Tumova;
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Ebeid, 2005). Os ovos de casca fina apresentam a casca calcaria mais enfraquecida devido ao
pouco tempo que permanece no interior do Utero da galinha (Zhang et al., 2019).

A densidade da casca dos ovos esta diretamente relacionada a sua resisténcia, no
entanto ovos com maior percentual de casca ou espessura nao obrigatoriamente
demonstram maior resisténcia frente a agressGes mecanicas sujeitos na coleta,
processamento e distribuicdo, uma vez que a resisténcia estd relacionada tanto com a
espessura, quanto com a distribuicdo do material na casca, o tamanho e o formato do ovo
(Badeca et al., 2020).

O prejuizo dos produtores em relagao a perda de ovos, estd intimamente relacionado
com a qualidade da casca dos ovos, visto que ha grande dificuldade e diversidade de

medidas para avaliar essas caracteristicas (Badeca et al., 2020).

1.5 Fatores relacionados a qualidade da casca do ovo
Entre os fatores que interferem na qualidade da casca dos ovos, pode-se destacar a
contaminacdo pelo virus de BIG (Santos, et al., 2005); a nutricdo (Korver, 2020); os ovos

postos em cama, e a idade da ave (Benavides-Reyes et al., 2021).

1.5.1 Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG)

Em se tratando de sanidade de aves e qualidade da casca, uma das enfermidades
com grande interferéncia na qualidade da casca dos ovos é a Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG) (Santos, et al., 2005).

O virus de BIG pertence a familia Coronaviridae, ordem Nidovirales. Dentro da
subfamilia Coronavirinae, ha quatro géneros, sendo o gammacoronavirus o Unico associado
a doenca das aves (Sharma et al., 2020).

O virus de BIG causa uma patologia viral aguda e altamente contagiosa que provoca
grandes perdas econOmicas a industria avicola em todo o mundo (Huiyan et al., 2021).
Quando a infeccdo pelo virus de BIG ocorre durante a postura, pode haver alteracdo da

qualidade interna e da casca do ovo (Quinteros et al., 2022). A redugao da producdo de ovos
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e comprometimento da qualidade interna e externa dos ovos, é realizada devido ao
acometimento e lesGes das células do oviduto (Santos, et al., 2005).

Os sinais clinicos do virus de BIG em reprodutoras mais comum é queda de producgao
acompanhada de ovos de casca fina, albumina liquefeita, ovos mais claros e deformados
devido a infeccao atingir também o trato reprodutivo, causando permanentes danos ao
oviduto e ao utero da matriz, afetando a qualidade da casca de ovos férteis e
consequentemente a eclodibilidade. Em machos acometidos ocorre queda de fertilidade
(Bisgaard, 1976; Di Fabio, 2009; Back, 2010).

Apesar de apresentar sinais cursando com problemas respiratérios, a bronquite
também atinge o sistema reprodutivo das aves, ocorrendo queda varidvel da producdo e
perda de qualidade da casca, chegando até a deformagbes (Ramakrishnan; Kappala, 2019).

A transmissdo ocorre pela via horizontal, e ndo ha evidéncias de transmissdo vertical
contudo pode haver contaminacdo do ovo pela casca devido a carga viral ambiental
(Ramakrishnan; Kappala, 2019).

E observado baixo ganho de peso, baixa convers3o alimentar em frangos infectados
pelo virus de BIG. Em matrizes pesadas, a infeccdo diminui a producdo de ovos e a qualidade
de casca dos ovos, podendo afetar a eclodibilidade de ovos embrionados (Santos K., 2022).

Através de analise dos sinais clinicos e provas laboratoriais realiza-se o diagnéstico. O
isolamento viral pela técnica de Reagao em Cadeia de Polimerase Transcriptase Reversa (RT-
PCR) é utilizado como método de diagndstico. Para aves vacinadas, quando o resultado for
positivo se faz necessdrio o diagndstico de sequenciamento viral, verificando o tipo de cepa
encontrada (vacinal ou cepa de campo) juntamente com a verificagdo do aumento de titulo
de anticorpos circulantes que é executada através do ensaio de imunoabsorc¢do enzimatica
(ELISA), que utiliza de uma prova soroldgica qualitativa (Santos K., 2022).

Uma grande variedade de técnicas estd disponivel para detectar o virus de BIG,
contudo, é comum incluir o isolamento e a caracterizacdo molecular. O teste RT-PCR é o
método de diagndstico mais utilizado para detectar diretamente o virus de BIG a partir de

amostras bioldgicas (Pereira et al., 2018).
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O diagndstico do virus de BIG necessita de alguns testes laboratoriais que se
complementam, a preferéncia se da para o isolamento e a identificacdo viral, sempre em

conjunto com a sorologia (Santos, K., 2022).

1.5.2 Nutricao

A qualidade da casca esta diretamente relacionada com a nutricdo das aves, por isso
essa é de extrema importancia. O calcio e o fosforo sdo os nutrientes que mais influenciam
na qualidade da casca, porém os niveis de vitamina D3 e a dgua também tem participacao
importante na casca dos ovos (Gherardi; Vieira, 2018).

O cdlcio é o mineral de maior importancia para a casca dos ovos, porém quando esse
mineral estiver em excesso, interfere no metabolismo do fésforo, zinco, manganés. Para se
obter uma melhor qualidade de casca se faz necessario que os niveis de cdlcio e fosforo
estejam de acordo com a idade e o consumo da galinha (Jardim et al., 2005). O fosforo e o
calcio além de grande importancia na producdo, podem ser considerados reguladores de
ingestdo de alimentos (Jardim et al., 2005).

O desempenho das aves esta diretamente relacionado com a qualidade da casca dos
ovos), influenciando na taxa de postura, peso dos ovos, conversdo alimentar e ganho de
peso. Na producdo do ovo ocorre uma perda especialmente grande de calcio (Carvalho,

2012).

1.5.3 Ovos postos na cama

Ovos de cama, sdo aqueles que sdo postos fora do ninho pelas matrizes pesadas. A
presenca desse tipo de ovo é considerada multifatorial (Van Den Oever et al., 2020). Um dos
grandes problemas enfrentados na incubacdo é o aproveitamento dos ovos de cama, por
aumentarem o numero de ovos com risco sanitario na incubacdo. A contaminacdo
bacteriana e fungica interna dos ovos de cama é maior que a de ovos de ninho, o que pode

interferir na eclodibilidade e na composi¢cdo da microbiota do pintinho (Costa, 2021).
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A qualidade fisica dos pintos oriundos de ovos de cama é inferior ao comparar com
pintos oriundos de ovos de ninho, entretanto ndo ha efeito sobre o ganho de peso durante a

criacdo (Van Den Brand et al., 2016).

1.5.4 Idade da matriz

As galinhas ao ficarem mais velhas, produzem ovos com qualidade de casca inferior,
com quantidade de albumen diminuida e com maior peso e porcentagem de gema (Garcia et
al., 2010). As ovulagGes com o passar da idade, passam a serem mais espac¢adas, resultando
em um ovo de maior tamanho e gema em maior quantidade (Padilha; Madureira, 2023).

As matrizes mais velhas produzem ovos de qualidade inferior as matrizes mais novas,
as membranas da casca nos ovos de matrizes novas sdo mais espessas (Schadeck, 2020).

A idade das aves influencia a densidade da casca dos ovos e é evidenciada por afetar
a qualidade interna e externa do ovo, peso do ovo e a qualidade do pinto (Francisco, 2011).

Com o passar da idade das matrizes, ha reducdo da eclodibilidade dos ovos, isso pode
ocorrer devido aos embrides nos ovos maiores e pesados terem mais dificuldade para

perder calor ao final da incubacdo (Rosa et al.,2002).

1.6 Gravidade especifica da casca do ovo

Ha métodos diretos e indiretos para avaliar a qualidade da casca, os métodos diretos
embora mais faceis e rapidos, necessita da ruptura da casca e perda das substancias
internas. O método indireto e mais utilizado nas industrias, pois ndo se faz necessdrio a
guebra do ovo, é o método de andlise de gravidade especifica (Reis et al., 2021).

A avaliagdo de gravidade especifica (GE) é importante para determinar a densidade
do ovo, pois gera uma resposta direta em relacdo a densidade da casca. Aves que
apresentam idade entre 35 e 55 semanas produzem ovos com maior GE, apresentando
maiores taxas de eclosdo, j4 aves com idade superior a 56 semanas, produzem ovos com
cascas de menor espessura, conferindo assim uma menor GE dos seus ovos (Rosa; Avila,

2000).
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A avaliacdo de GE dos ovos consiste em preparar quatro baldes com solucdo de agua
e sal, (solucdo salina) com as densidades de cada balde identificadas em densidade da
solugdo salina de 1,060 a 1,075, aumentando em cada balde 0,005 de densidade da solugao,
adicionado sal para conseguir esse aumento na densidade. Os ovos que flutuarem conferem
a densidade especifica identificada no balde. Os ovos que afundarem, devem ser mergulha-
los na solucdo seguinte com densidade de 1,065, e assim sucessivamente até o balde de
solucdo a 1,075. A GE ou densidade da casca serd igual a solugdo em que o ovo flutuar,
portanto, quanto maior a (GE), maior a densidade da casca (Reis et al., 2021).

Os ovos com cascas com densidades 1,080 sdo os que apresentam os melhores
resultados, uma vez que ovos contendo densidades < a 1,075 terdo casca mais fina, e,

portanto, maior perda de umidade e eclosdo (Arslan; Yamak, 2020).

1.7 Desempenho dos frangos relacionado a qualidade dos ovos

O desempenho dos lotes de frango também é influenciado pela qualidade dos pintos
de um dia, estando diretamente associado a qualidade dos ovos. Os ovos férteis postos na
cama estdao propensos a serem penetrados por microrganismos que contaminam varios
embrides e outros ovos e pintos durante o processo de incubacdo, influenciando
negativamente na eclodibilidade e promovendo nascimento de pintos de baixa qualidade
(Berrang et al., 1999).

O sucesso para pintinhos de qualidade depende, em primeiro lugar, da qualidade dos
ovos férteis, fornecidos pelas granjas de matrizes, que devem garantir a qualidade fisica e
quimica dos ovos a serem incubados. A pratica de manejo como selecao, classificacdo e
desinfeccdo de ovos deve ser realizada, pois estes métodos melhoram os indices de eclosao
e o desempenho pds-nascimento (Melo, 2019).

A qualidade do pintinho estd relacionada com as caracteristicas do ovo incubado,
portanto é fundamental a manutencdo das propriedades reprodutivas das matrizes pesadas

para a producio vidvel de pintinhos com alta qualidade (Rosa; Avila, 2020).
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A qualidade da casca dos ovos influencia o desenvolvimento embriondrio e o
desempenho final dos frangos, pois depende de um bom desenvolvimento embrionario para

maximizar o crescimento pds-nascimento (Hulet, 2007).

1.8 Desenvolvimento da microbiota intestinal das aves

A microbiota intestinal é formada por um conjunto de microrganismos comensais do
trato intestinal, quando ocorre harmonia entre os microrganismos com seu hospedeiro, e
que promovem a renovacao epitelial, defesa contra os patégenos oportunistas, além de
realizar a manutencdo da motilidade intestinal e absorcdo de nutrientes fornecido pelo
hospedeiro (Kogut, 2019).

A multiplicacdo de diversos agentes benéficos, o auxilio na digestao e a sinergia com
o sistema imunoldgico para limitar multiplicacdo de bactérias patogénica sdao fungdes da
microbiota intestinal (Sender et al., 2016).

Logo apds o nascimento do pinto inicia-se a colonizacdo pela microbiota intestinal
por microrganismos oriundos da casca do ovo, do ambiente, de alimento e agua, exigindo do
organismo da ave tolerancia entre bactérias benéficas e bactérias nocivas, a fim de manter a
saude do animal em eubiose (Oliveira, 2022). Além do mais, pintos de ovos de incubacdo
artificial demandam maior tempo para o desenvolvimento de sua prdépria microbiota,
diferente de pintinhos oriundos de eclosao natural, onde herdam a microbiota da sua mae
(Shehata et al., 2021).

No inicio de vida da ave o desenvolvimento da microbiota intestinal é crucial, para
melhorar desempenho e conversdo alimentar (Rychlik, 2020). Estudos demostram a
importancia da microbiota intestinal, principalmente a microbiota cecal, para que ocorra
melhor digestao, absorcdo dos nutrientes e consequentemente o desempenho dos frangos
(Stanley et al., 2014; Yan et al., 2017).

Com o avanco da tecnologia de sequenciamento do gene ribossdémico do RNA (rRNA)

16S bacteriano, é possivel se obter uma maior precisdao na identificacdo e enumeracdo de
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bactérias intestinais das aves, bem como avang¢os na compreensao do equilibrio e o papel do
microbioma na saude e na produtividade animal (Shabbir et al., 2018).

Esta sendo amplamente utilizada na producgao avicola, o sequenciamento de ultima
geracao, como o NGS (Next-generation sequencing). Entretanto, esta mais relacionado ao
estudo da microbiota intestinal e respiratéria (Shabbir et al., 2018; Shaufi et al., 2015).

Para se conhecer um ecossistema é preciso primeiro caracterizd-lo, para
posteriormente entender seu papel e fun¢do. E imprescindivel entender as relacdes entre
microbiota e hospedeiro, para conhecer a origem e mecanismo de infeccdes oportunistas e a

propagacdo de organismos resistentes a antibidticos (Oviedo-Rondon, 2009).

1.9 Composi¢cao da microbiota intestinal das aves e a fungao das bactérias

A colonizacdo do trato gastrointestinal (TGI) pode ocorrer antes ou apds a eclosdo
dos ovos, dependendo de alguns fatores, como o manejo sanitario, higienizacdo do
incubatdrio e saude das matrizes. Em relacdo a saude das matrizes, as aves podem entrar
em contato com cepas bacterianas desde o desenvolvimento embrionario, contaminando o
ovo antes da oviposicdo por transmissdo vertical ou apds, por transmissdo horizontal
(Macari et al., 2014).

A transmissao vertical ocorre devido a presenca de bactérias que sobrevivem tanto
no ambiente da cloaca quanto do sémen, que conseguem atingir niveis sistémicos, podendo
alojar-se em 6rgaos como o ovario e oviduto, levando inclusive a carga bacteriana para o
interior dos ovos. A microbiota intestinal dos pintos nascidos naturalmente é proveniente
principalmente da mae. Uma vez estabilizada, forma um sistema responsavel por influenciar
fatores microbioldgicos, fisiolégicos e bioquimicos no hospedeiro (Figueira et al., 2014).

A avicultura industrial alterou essa condi¢dao, de modo que, as aves nascem em
incubatdrios, o que dificulta o acesso precoce do neonato aos microrganismos
colonizadores, retardando o desenvolvimento da microbiota (Dematté; Pereira, 2018).

O TGl do embrido pode ser colonizado por via vertical, onde os microrganismos

presentes no aparelho reprodutor da mae sdo transferidos para o embrido durante a
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formacdo do ovo. Também pode ocorrer ao ingerir o conteldo do fluido amniético a partir
do 14 dia de incubacdo (Pedroso, 2011).

O pinto ao nascer, o TGl é praticamente isento de microrganismos e a microbiota é
formada por meio de ingestdao, ou contato com ambiente. O intestino delgado é colonizado
na segunda semana de vida (Maiorka, et al., 2006).

A ave possui a microbiota intestinal composta por uma diversidade de
microrganismos, quando vivem em simbiose com o hospedeiro, desempenham importante

funcdo realizando renovacdo de enterdcitos, defesa contra os patdgenos oportunistas e

melhorando o aproveitamento de nutrientes (Kogut, 2019).

O bom desempenho zootécnico dos frangos esta relacionado com a saude intestinal
o6tima das aves, ou seja, com uma microbiota intestinal em equilibrio, dessa forma, mesmo
que as aves recebam raclGes de boa qualidade e ambientes adequados, sem a saude
intestinal, ndo havera elevada produgdo (Oliveira et al. 2017).

A microbiota intestinal das aves possui inUmeras espécies de bactérias, 2.800
espécies ja foram identificadas. Aproximadamente 90% das bactérias que compdem o trato
gastrointestinal (TGI) das aves sdo bactérias benéficas, pertencentes aos filos Actinobacteria,
Firmicutes, Fusobacteria e Bacteriodetes. As bactérias patogénicas completam os 10%,
pertencentes aos filos Proteobacteria, Protozoa, Apicomplexa, Tenericutes e Firmicutes
(Gedek, 1986; Cruz et al., 2022).

Entre os diversos géneros, sao considerados benéficos os Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Fusobacterium spp. e Saccharomyces cerevisiae, enquanto os géneros
patogénicos, sdo Escherichia coli, Clostridium spp., Salmonella spp. e Campylobacter sp.

(Oliveira, 2022).

Clostridium sp
Pertencente ao Filo Firmucutes, as principais bactérias do género Clostridium sp (C.

sp) sdo Gram-positiva, anaerdbias e produtoras de toxinas. As espécies do C. sp produzem
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toxinas, causando lesGes em bactérias benéficas levando a morte celular,
consequentemente se proliferam, causando um processo infeccioso (Albornoz et al., 2014).

Encontradas no intestino delgado e ceco das aves, sdo formadoras de esporos
resistentes ao meio ambiente e produzem toxinas causadoras de doencas, acometem jejuno
e ileo, causando hemorragia severa. Espécies relevantes para as aves sao C. colinum
causadora de enterite ulcerativa e C. perfringens, causadora de enterite necrética (Albornoz
et al,, 2014).

O Clostridium saudienses anteriormente conhecido como C. saudii, ¢ uma bactéria
Gram-positiva, anaerébica e formadora de esporos. A bactéria foi posteriormente
renomeada de Clostridium saudiense, identificada pela primeira vez em fezes de um homem

obeso, saudita com 24 anos (Angelakis et al., 2014).

Enterococcus sp

Pertencente ao Filo Firmicutes, os Enterococcus (E.) spp sdao bactérias Gram-positiva,
ovoides, ndao formadoras de esporos, habitam o intestino de animais vertebrados e
invertebrados. S3ao bactérias anaerdbias, possuem mais 50 cepas e sdo isoladas do solo, da
superficie da agua (Jung et al., 2018).

Os Enterococos possuem capacidade de crescer em 10°C e 45°C, para iniciar o
crescimento em 6,5% Caldo NaCl em pH 9,6 e para sobreviver a 60°C por 30 min, sdo
caracteristicas comumente usadas para segregar enterococos de outros estreptococos
(Martinez et al., 2003).

Os E. faecium sdao bactérias comensais do TGI, porém possuem capacidade
patogénica, encontrada em grande quantidade na microbiota intestinal de pintinhos de um
dia de idade, causando onfalite (Devriese et al., 1991).

A microbiota benéfica é essencial no desenvolvimento e saude da ave, o E. faecium,
possui efeitos probidticos, aumenta a altura dos vilos no ileo e diminui a multiplicacdo da

salmonela devido a producdo de bacteriocina (Kraimi et al., 2018); (Borda-Molina et al.,
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2020). Sdo encontrados em habitats diversos como o trato gastrointestinal, cavidade oral e
trato genital superior do homem e outros mamiferos, e em aves (Morrison, 1997).

O E. faecalis, anteriormente conhecido como Streptococcus faecalis, considerado
comensal no intestino da maioria dos mamiferos, aves, répteis (Lebreton et al., 2014 ). Nas
aves é um patdgeno oportunista, as cepas de E. faecalis apresentam varia¢des na viruléncia
e na letalidade de embrides de matrizes (Blanco et al., 2018 ).

Quando encontrado no intestino tem funcdo simbidtica, porém com o uso
irresponsdavel de antibidticos, ocorreram muitas mutacbes em bactérias benéficas e
simbidticas nos intestinos das aves (Gilmore, 2013).

O E. cecorum é uma bactéria Gram-positiva anaerdbica, encontrada no intestino das
galinhas, conhecida por causar paralisia, claudica¢dao e mortalidade levando a altas taxas de
condenacdo e grandes perdas econdmicas devido a septicemia causa por essa bactéria (Jung
et al.,, 2018).

Evidéncias recentes sugerem que o E. cecorum patogénico estd emergindo como um
desafio grave na producdo avicola, causando perdas significativas aos plantéis comerciais

com envolvimento de doencas locomotoras em frangos (Aitchison et al., 2014).

Escherichia coli

Pertencente ao Filo Proteobacteria, a Escherichia coli € uma bactéria comensal do TGl
das aves, Gram-negativa, uma das principais bactérias patogénicas e oportunista para as
aves, causando muitas patologias em animais imunossuprimidos. Encontrado nos primeiros
dias de vida das aves no intestino delgado e no ceco (Tanikawa et al., 2011).

As cepas comensais ndo sdo patogénicas, inclusive competem por locais de aderéncia
com outras Enterobactérias mais agressivas, como a Salmonella. As cepas patogénicas
apresentam fatores de viruléncia diferentes das comensais, e sua maior importancia esta na
infeccdo de outros érgdos (Gongalves, 2009).

Muitas enfermidades em aves sdo acometidas por sorotipos patogénicos de E. coli,

podendo causar morte, diminuicdao na producdao de ovos e condenagao de carcagas nos
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abatedouros. A forma mais grave da doenca é denominada de colisepticemia, caracteriza-se
pela presenca da bactéria no sangue, colonizando outros drgdos, como o coracdo, figado e
pulmao (Barnes et al., 2008).

Apesar da relacdo de mutualismo com o hospedeiro, essas bactérias possuem
sorotipos com caracteristicas distintas de viruléncia, classificadas em patotipos
diarreiogénicos (DEC) e extraintestinais (EXPEC). Dessa maneira, as estirpes patogénicas sdo
nocivas a saude humana ou animal (Croxen; Finlay, 2010).

O grupo (DEC) sdo as bactérias que provocam problemas de ordem intestinal
classificadas em: enteropatogénica, enterotoxigénica, enteroinvasiva, enterro-hemorragica,
enteroagregativa (Ferreira; Kndbl, 2009). O grupo das (EXPEC) sdo: E. coli uropatogénica, E.
coli de meningite neonatal e E. coli patogénica para aves (APEC), responsaveis por

complicagdes no trato urindrio, meningite e septicemia respectivamente (Kaper et al., 2004).

Klebsiella sp

Pertencente ao Filo Proteobacteria, é uma bactéria Gram-negativa e capsulada. Sdo
anaerdbicas facultativas. Encontradas na dgua, no solo, em vegetais, carne, insetos, faz parte
da microbiota normal do TGl de diversos animais, incluindo os homens (Bagley, 2015). E
encontrada na avicultura e causa principalmente problemas respiratérios em frangos e a

infeccdo apresenta alta taxa de mortalidade (Hamza et al., 2016 ).

Salmonella sp

Pertencente ao Filo Proteobacteria, é uma bactéria aerdbica ou anaerdbica
facultativa, Gram-negativa que habita a microbiota intestinal do ceco (Cruz, et al., 2022).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae, composta por duas espécies, Salmonella
bongori e Salmonella entérica. Esta classificagdo esta de acordo com os trés grupos de
estruturas superficiais expressas no lipopolissacarideo bacteriano (Popoff et al., 2004).

A S. enterica é classificada em duas espécies, seis subespécies e mais de 2.600

variantes sorologicamente distinguiveis, mas apenas algumas sao responsaveis por doencgas
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nas aves. Na producgdo avicola, as infeccdes por salmonelas sdo geralmente divididas em
duas categorias principais, a febre tiféide aviaria e a doenca pullorum (Lan et al., 2009).

A Salmonella sp pertence a um grupo de bactérias que podem viver no trato
intestinal dos animais. Estdo amplamente distribuidas na natureza, especialmente em
animais de criacdo, como galinhas, porcos e gado, bem como no solo e na agua (Kim, 2018).

S3o bactérias consideradas parte da microbiota intestinal de muitos mamiferos,
incluidos os seres humanos e algumas espécies de aves, sendo apontadas como importantes
patdgenos aviarios (Gerlach et al., 1994). Em aves é uma bactéria causadora de injurias no
TGI, penetra na lamina propria via enterdcito e invade ouros 6rgaos como baco, figado,

pancreas, ovario e oviduto (Miiller, 2005).
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OBIJETIVOS

Geral

Avaliar a influéncia da densidade da casca de ovos férteis sobre o desempenho e

aspectos sanitarios de embrides e frangos.

2.2

Especificos

Avaliar as taxas de eclosao e eclodibilidade dos ovos de acordo com a densidade da
casca e a presenca do virus da BIG das matrizes;

Avaliar os pardmetros sanitarios dos embrides de acordo com a densidade da casca
dos ovos e a presenca do virus de BIG das matrizes;

Avaliar a positividade do virus da BIG em embrides de acordo a densidade da casca
dos ovos e presencga do virus da BIG nas matrizes;

Avaliar os parametros zootécnicos dos frangos de acordo com a densidade da casca
dos ovos e a presenca do virus de BIG das matrizes;

Avaliar as taxas de eclosao e eclodibilidade dos ovos de acordo com a densidade da
casca e local de postura;

Avaliar a composi¢do da microbiota intestinal de pintos de acordo com a densidade

da casca e local de postura dos ovos.
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3 INFLUENCIA DA BRONQUITE INFECCIOSA SOBRE A DENSIDADE DA CASCA DE
OVOS FERTEIS E O DESEMPENHO DE EMBRIOES E FRANGOS
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Catarinense, Campus Araquari, SC, Brasil.

’Programa de Pds-Graduacdo em Producdo e Sanidade Animal (PPGPSA), Instituto Federal
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*Empresa BRF S/A, Capinzal, SC, Brasil.

3.1 Introducao

Sdo inumeros e constantes os desafios do segmento de producao de aves, devido a
crescente demanda pelos produtos avicolas e as exigéncias dos mercados. Isto tém levado a
uma intensa pressdo em todos os setores da cadeia avicola, a fim de melhorar a taxa de
crescimento, a eficiéncia alimentar e o status sanitario (Silva et al., 2022).

A gualidade da casca é um dos fatores de maior importancia para o bom rendimento
da incubacdo. A integridade da estrutura da casca dos ovos reflete na resisténcia e
espessura, alterando a qualidade da casca para formar um ovo casca fina ou casca normal

(McClelland et al., 2019).
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A densidade da casca de ovos < a 1.080, favorece os nascimentos de pintos vidveis
(Heier et al., 2001). A espessura da casca dos ovos também evita a perda de agua e
possibilita trocas gasosas para o desenvolvimento do embrido (Attard; Portugal, 2021).

Fatores de origem infecciosa também podem resultar em piora na qualidade dos
ovos, como por exemplo, a Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG). A BIG ¢é
um Gammacoronavirus que, ao infectar aves adultas, resulta em queda da producao,
postura de ovos deformados ou com alteracdo da casca (fina e porosa) e ma qualidade do
albumen (Quinteros et al., 2022).

Quando as aves sao infectadas, ocorre diminui¢gdo na produgdo e qualidade interna e
externa dos ovos, diminuicdo da eclodibilidade, diminuicdo da eficiéncia alimentar, por isso,
a grande importancia econdmica dessa doencga (Hipdlito et al., 1979).

Baseado neste contexto o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da Bronquite
Infecciosa sobre a densidade da casca de ovos férteis e o desempenho de embrides e

frangos.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Comité de Etica

Os procedimentos realizados neste estudo foram submetidos ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Catarinense (IFC) - Campus Araquari, aprovado

sob o protocolo de nimero 391/2022.

3.2.2 Local e Animais

O estudo envolveu granjas de matrizes, incubatério e granja experimental de frango.
As matrizes do estudo pertenciam a linhagem Ross Ap91® com 60 semanas de idade e
localizadas no Meio Oeste Catarinense. Foram utilizados ovos de matrizes
comprovadamente negativas e positivas para o virus de BIG. Seguindo a metodologia de
pontuacdo da empresa integradora, quanto maior a pontuagdo, mais falhas de

biosseguridade.
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Granja de matrizes BIG negativa

A granja de matrizes BIG negativa, possuia 42.000 matrizes, distribuidas em seis
avidrios. A nota média de auditorias de Boas Praticas de Produc¢do (BPP) foi de 90%. A granja
possuia nota de 26 pontos, considerada granja de baixo risco sanitario.

O sistema de coleta de ovos da granja era automatizado para coleta de ovos de
ninho. A cama dos avidrios foi constituida por maravalha de pinus, com altura de 10 cm e
possuia regular qualidade no periodo do estudo. A granja possuia aviarios de pressdo

negativa, trabalhando 100% com cortina fechada e ventilagao lateral ou tipo tunel.

Granja de matrizes BIG positiva

A granja de matrizes BIG positiva, possuia 30.000 matrizes, distribuidas em quatro
aviarios. A nota média de auditorias de BPP foi de 87%. Quanto a biosseguridade, a granja
possuia nota de 32 pontos, considerada granja de baixo risco sanitario.

O sistema de coleta de ovos da granja é automatizado para coleta de ovos de ninho.
A cama dos aviarios foi constituida por maravalha de pinus, com altura de 10 cm e possuia
regular qualidade no periodo do estudo. A granja possuia aviarios de pressdao negativa,
trabalhando 100% com cortina fechada e ventilacdo lateral ou tipo tunel

A granja possuia aviarios de pressdao positiva, ventilacdo de cortinas manual e

climatizagao com o uso de ventiladores automaticos.

Incubatdrio de frango

O incubatério possuia drea construida de 7.642 m2, possuia 132 madquinas
incubadoras de multiplo estagio, sendo elas da marca (CASP M62°®, Brasil) e (PETERSIME
VB504®, Brasil). Possuia 66 nascedouros da marca (CASP G 21® e CASP 21RHE®, Brasil). A
capacidade de incubagao de 11.206.000 ovos, com produgao média de 9.245.000

pintinhos/més.
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Granja experimental de frango

A granja experimental de frango, possuia bebedouro tipo nipple (1:25 aves) e prato
de comedouro (1:25 aves). As aves foram alojadas em cama dois, composta por maravalha
de pinus, com espessura de 10 cm e houve retirada de partes molhadas ou compactadas
durante o periodo experimental.

Os pintos foram alojados separados em 32 boxes, sendo oito boxes para cada
tratamento. O tamanho de cada box foi de 1,48 metros de comprimento e 3,8 metros de
largura. Foram 56 pintos alojados em cada box, permitindo a densidade de alojamento de
10,18 aves por m2.

O programa de luz e ambiéncia dos frangos foi utilizado para estimular o consumo de
racdo e agua. Foi utilizado o tipo de lampada led dimerizdvel, com as horas de luz
programadas. A condicdo de ambiente foi a mesma para os 32 boxes dos quatro
tratamentos, a climatizacdo foi realizada através de ventiladores de pressdao positiva e
manejo de cortinas. O aquecimento ambiental foi por meio de aquecedores a gds e elétricos
com controle e ajuste automatico de temperatura, diferenciando dependendo da idade do

frango (Tab. 1).

Tabela 1. Programa de luz e temperatura dos avidrios conforme a idade dos frangos.

Idade (dias) Lux Horas luz Horas escuro Temperatura avidrio
1° 40 23 1 33°C
2°a7° 40 20 4 30°C
8°a9° 10 16 8 -
8°al4° - - - 28°C
10°a 21° 20 18 6 -
15°a 21° - - - 26°C
22°a28° - - - 23°C
22°a31° 20 18 6 -
29°a35° - - - 21°C

32°a39° 20 18

[e)]
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36°a42° - - - 18°C
40°a 42° 20 23 1 -

Fonte: Manual de Boas Praticas de Producdo de Frangos de Corte — BRF, 2020.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em quatro tratamentos
experimentais, em esquema fatorial 2x2. As amostras de ovos dos quatro tratamentos foram
identificadas como T1, T2, T3, T4, sendo 1.462 ovos para cada tratamento. A quantidade
total de ovos enviados para incubacdo dos quatro tratamentos foi de 5.848 ovos. Foram
utilizados 448 pintos para cada tratamento, totalizando 1.762 frangos com oito repeticdes,
avaliados em granja experimental.

As matrizes que originaram os ovos dos tratamentos possuiam o status sanitario e a

densidade da casca dos ovos (Tab. 2).

Tabela 2. Tratamentos do estudo de acordo com a densidade da casca dos ovos e

diagndstico para o virus de BIG.

Tratamento Densidade da Quantidade de Presenca de
casca dos ovos BIG
ovos
T1 Casca normal (= 1,080) 1.462 Negativa
T2 Casca fina (= 1,070) 1.462 Negativa
T3 Casca normal (= 1,080) 1.462 Positiva
T4 Casca fina (= 1,070) 1.462 Positiva

AvaliacGes nas matrizes pesadas

Coletas de soro e andlises soroldgicas nas matrizes pesadas

As coletas de soro das matrizes BIG negativa e BIG positiva, foram realizadas na fase
de recria e na producdo nas idades de 12, 18, 24, 30, 42, 48 e 60 semanas de vida. O sangue
foi coletado em seringas de 5 mL através da punc¢do venosa da veia ulnar de machos e
fémeas de varias partes do galpdo no numero de 20 animais por lote, totalizando 160

amostras por granja, posteriormente, transferindo para tubo de ensaio com ativador de
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coagulo, conforme metodologia da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS/OMS,

2013).

As andlises de ELISA para o virus de BIG, foram realizadas no Laboratério de Saude

Animal (LSA), foi utilizado o kit teste da empresa IDEXX®. Para leitura e interpretacdo dos

resultados dos titulos sorolégicos, foi utilizado o programa x-Chek®, que possuia o banco de

dados com os valores de titulos soroldgicos esperados de acordo com cada idade de coleta.

O protocolo de vacinagdo das matrizes para o virus de BIG (cepa Massachusetts —

Ma5), da empresa MSD® estd descrito abaixo:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

12 vacinagdao com vacina viva liofilizada contra BIG, sorotipo Massachusetts,
via de aplicacdo ocular, idade de cinco dias.

22 vacinagdo com vacina viva liofilizada contra BIG, sorotipo Massachusetts,
via de aplicagdo spray, idade de oito semanas.

32 vacinagdo com vacina inativada contra o Reovirus Aviario, Bronquite
Infecciosa (sorotipo Massachusetts e D274/D207), Doenca de Gumboro e
Doenca de Newcastle, via de aplicacdo intramuscular, idade de 12 semanas;
42 vacinagdo com vacina inativada contra o Reovirus Avidrio, Bronquite
Infecciosa (sorotipo Massachusetts e D274/D207), Doenca de Gumboro e
Doenca de Newcastle, via de aplicagdo intramuscular, idade de 17 semanas;
52 vacina¢do com vacina viva liofilizada contra BIG, sorotipo Massachusetts,

via de aplicagdo spray, idade de 19 semanas.

Coletas de drgdos de matrizes para andlise de RT-PCR.

Na granja de matrizes BIG positiva, com 27 semanas de idade as aves apresentaram

sinais respiratorios e queda de producdao de ovos. Foi realizada coleta de fragmentos do

intestino delgado de cinco matrizes. O pool de intestino foi enviado ao LSA, para serem

submetidos a técnica RT-PCR para BIG.

Classificac¢do dos ovos
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Os ovos utilizados para o experimento foram coletados na segunda coleta do dia.
Apds o processo de desinfeccdo dos ovos com oxicloreto de cdlcio 200 p.p.m. através do uso
da Maquina de Desinfeccdo de Ovos (modelo FRMDO, Fornari®, Brasil), os ovos foram
destinados a sala de ovos para passarem pelo primeiro processo de triagem e diferenciacdo
dos ovos destinados ao experimento, de forma visual os ovos foram separados,
diferenciados pela cor.

Os ovos mais claros foram identificados como ovos de casca fina e os demais ovos,
como ovos de casca normal, fundamentados pela Figura 2, onde se observa as duas
categorias de ovos, (a) ovos ndo incubaveis e (b) ovos incubaveis, destacando o ovo casca

fina.

Figura 2. Categorias de ovos férteis selecionados para incubacgdo. (a) Ovos Nao Incubaveis,

destacando ovo casca fina em vermelho; (b) Ovos Incubaveis.

Fonte: Aviagen, (2011).

As bandejas de incubacdo foram identificadas com etiquetas de acordo com o
tratamento. Os ovos ficaram armazenados na sala de ovos da granja por 24 horas em
temperatura ambiente controlada de 24°C e umidade relativa de 60%, foram transportados

ao incubatdrio em temperatura controlada de 22°C e umidade relativa de 70%.
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Avaliac6es no incubatdrio

Teste de gravidade especifica da casca dos ovos

Os ovos ficaram estocados por sete dias pds-postura das matrizes antes de iniciar o
teste de gravidade especifica (GE) armazenados em temperatura controlada de 20°C,
umidade relativa de 65%.

Aplicando a metodologia utilizada por Guntzel, (2015), para o teste de GE, foram
categorizados como ovos com densidade de 1,070, sendo ovos de casca fina, e com
densidade > a 1,080 ovos de casca normal. A quantidade total de ovos utilizados para
incubacdo foi 5.846 ovos, dos quatro tratamentos. Para realizar o teste de GE, os ovos foram
separados por granja e foram utilizados quatro baldes com diferentes niveis de sal e dgua
clorada. Cada balde representava cada categoria de densidade especifica da casca do ovo.
Os quatro baldes foram identificadas com quatro categoria de densidade, sendo elas de
1,065, 1,070, 1,075 e 1,080.

Para corrigir solugdo de salina obtida, foi utilizado o auxilio de densimetro de massa
especifica (modelo 1000 a 1.100/250 ml, Incoterm®, EUA). Quando a densidade apresentava
valor abaixo do identificado em cada categoria foi adicionado pequena quantidade de sal, e
guando estava acima de cada categoria, foi adicionado dgua clorada. A cada 1.032 ovos
passados na solucao de 1,065, todas as solu¢des eram aferidas e corrigidas para a densidade
especifica identificada em cada balde. O objetivo dessa atividade foi manter a densidade das
solugbes conforme o especificado para cada tratamento.

Caso as densidades apresentem valores abaixo do especificado, adicionar pequena
guantidade de sal, caso esteja acima, adicionar dgua. O ovo que flutua confere a densidade
especifica contida na solucdo de salina da bacia, e o ovo que encosta no fundo da bacia,
deverdo ser mergulhados na posterior bacia com densidade superior (Guntzel, 2015).

Os ovos com densidade < 1,065 e ovos com densidade maior que 1,080 n3o foram
utilizados para o experimento. Os ovos que flutuavam no balde de densidade de 1,070

foram destinados para bandejas de incubacdo identificados como casca fina,
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correspondendo aos tratamentos T2 e T4. Os ovos com densidade especifica igual a 1,080

foram destinados para bandejas de incubacdo identificados como casca normal.

Incubagdo dos ovos

O processo de incubagdo artificial para os quatro tratamentos foi submetido as
mesmas condicbes de tempo de estoque e mdaquina de incubacdo. Seis horas antes da
incubacdo, os ovos foram enviados para sala de incubacdo, com temperatura de 26°C e
umidade relativa de 55%.

Os carrinhos ficaram alocados em frente a maquina de incubag¢do por seis horas,
passando pelo processo de pré-aquecimento. Apds o pré-aquecimento os carrinhos foram
colocados em incubadora de multiplo estagio (CASP M62¢®, Brasil).

A temperatura do ar dentro da incubadora foi de 37,5°C e a umidade relativa para a
incubagdo foi de 60% durante 24 horas. Os ovos eram virados automaticamente a 45°C a
cada hora e aos 19 dias de incubacgao foram vacinados in ovo com a vacina (Vaxxitek®) para
doencas de Marek, Bouba e Gumboro, através da vacinadora (Embrex Inc. NO IOM.007,

Estados Unidos da América) e, entao, transferidos para o nascedouro (CASP G21®, Brasil).

Coleta de ovos embrionados com 19 dias de incubag¢do

No 19° dia de incubacao dos ovos, foi realizada a coleta de ovos embrionados dos
guatro tratamentos. Foram separados 20 ovos de cada tratamento (n=80), acondicionados
em bandejas e transportados ao LSA, para serem submetidos a técnica RT-PCR.

O kit utilizado pelo laboratério para analises de RT-PCR de BIG é adquirido pronto da
empresa Simbios Biotecnologia®, denominado de Kit NewGene IBVAmp e o primer utilizado

o qual ndo revela as sequéncias de primers utilizados.

Nascimento dos pintos
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Os ovos dos quatro tratamentos foram enviados para o mesmo nascedouro e,
durante os trés dias, ficando mantidos a uma temperatura de 36,6°C e umidade relativa de
85%.

Durante os trés dias do nascedouro, os ovos foram nebulizados com uma solugdo de
desinfetante acido peracético a 450 ppm, utilizando 45 mL de solu¢dao para cada aspersao
para um nascedouro. As desinfeccdes ocorreram a cada 30 minutos e iniciaram no primeiro
momento da transferéncia até o nascimento dos pintos. Apds o prazo de 21 dias de
incubagdo artificial, foi contabilizada a eclosdao e a eclodibilidade de cada tratamento,
separando os pintos de primeira e demais residuos para realizagdo do embriodiagnéstico,

para andlise de dados de cada tratamento.

Embriodiagndstico e avalia¢do dos pardmetros zootécnicos

O embriodiagndstico foi realizado com base no Manual de Dicas de Incubacdo da
Aviagen®, (2010), sendo avaliado as fases de mortalidade embrionaria de cada tratamento e
guantificar a taxa de eclosdo, de eclodibilidade e de mortalidade dos embrides provenientes
dos ovos casca normal e ovos de casca fina da granja positiva e da granja negativa para o
virus de BIG. Os ovos foram quebrados pela cdmara de ar, separando os ovos nao eclodidos,
identificando e registrando os dados, sempre pelo mesmo operador. O estagio de
desenvolvimento do embrido de cada amostra foi separado e identificado, classificando-os

em grupos usando como referéncia (Tab. 3).
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Tabela 3. Classificagdo de mortalidade embrionaria por fase de acordo com o exame de

embriodiagndstico.

Dias de
incubagao Classificagao Observagdo
0 Infértil Nenhum sinal evidente de embrido
1 Morte Precoce Membranas extraembriondrias de cor creme, ocupando
uma area de até 1 cm de diametro
2 Morte Precoce Membranas extraembrionarias de cor creme, ocupando
uma area de até 3 cm de diametro
2,5-4 Anel de Sangue Anel de sangue evidente e o comeco da formacdo do fluido
embrionario
5-12 Olho Preto Pigmentacdo preta do olho do embrido é evidente, as asas
e as pernas podem ser vistas também
13-17 Penas Existem penas. Embora as primeiras penas sejam vistas ja
aos 11 dias
18-19 Virado O embrido esta se mexendo da posicdo cabeca entre as
pernas, para a posi¢do de eclosdo e a gema permanece
fora do corpo do embrido
20 Bicado vivo e O bico do embrido quebrou a casca e ndo conseguiu
bicado morto eclodir. Se encontrado vivo, bicado vivo. Se morto,
bicado morto
1-21 Contaminacao Forte descoloracdo do contetddo do ovo com emissdo
bacteriana de maus odores
1-21 Contaminagdo Colbnias de fungos aparentes na camera de ar dos ovos
fungica

Fonte: Aviagen, (2010).
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Foi identificada as fases de mortalidade embriondria bem como retirado e
contabilizado todos os pintos mortos por bandeja, sendo um numero total de 1.462 ovos
incubados por tratamento.

Para a obtencdo do percentual de eclos3do foi realizada a seguinte formula:

Taxa deeclosdo= Pintos Nascidos *100

Ovos Incubados

A taxa de eclosdo foi obtida utilizando o numero de pintos nascidos de cada
tratamento, dividido por 1.462 ovos férteis e multiplicado por 100.

Para obtencdo do percentual de eclodibilidade foi realizada a seguinte férmula:
O . Eclodidos
O . Férteis

Taxa de Eclodibilidade= Ovosincubavéis—Ovos Inférteis= ( *100

A taxa de eclodibilidade foi obtida apds diminuido o percentual de ovos inférteis
encontrados. Apds a conferéncia de eclosdo, os pintos nascidos dos quatro tratamentos
foram separados em caixas plasticas com capacidade maxima de 100 pintos cada e
identificados novamente por tratamento.

Foram separados 448 pintos machos para cada tratamento, totalizando 1.792 pintos.

Avaliacbes no frango

Manejos produtivos dos frangos

Para cada fase de vida, as aves consumiram uma categoria diferente de ragao, sendo
gue do dia do alojamento até os 21 dias de idade, receberam racdo inicial. Com 22 a 35 dias
de idade receberam ragdo crescimento, e com 36 a 42 dias receberam racao final, até 12
horas antes do carregamento para abate, que ocorreu com 42 dias de vida. A racdo

fornecida para os frangos possuia a mesma condicdo nutricional (Tab. 4).

Tabela 4. Valores nutricionais da racdo fornecida aos frangos apds o alojamento.

Descricdo Ragao Ragao Ragao
(vol. baseados em bateladas de 4.000 Kg) Inicial - % Crescimento - % Final - %
Milho a Granel 57,65 66,88 69,89

Farelo de soja a Granel 37,46 30,06 26,41
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Calcario Fino 1,51
Fosfora Monocalcico 1,08
Oleo soja degomado a Granel 0,90
Sal granulado com iodo 0,56
DL-Metionina em pé a Granel 0,30
Sulfato de lisina 0,26
Vitamina cloreto de colina liquida 0,09
Aditivo conservante 0,06
L-Treonina em po 0,06
Aditivo conservante 0,04
Produto para digestibilidade 0,01
Enzimas e fitogénicos 0,01
Erva mate peneirada 0,00
Premix vitaminico mineral 0,00

1,35
0,40
0,44
0,32
0,08
0,30
0,01
0,01
0,07
0,03
0,00
0,00
0,07
0,00

1,15
0,61
0,81
0,39
0,26
0,00
0,06
0,03
0,07
0,08
0,01
0,01
0,00
0,23

Fonte: Manual de Boas Praticas de Producdo de Frangos de Corte — BRF, 2020.

Avaliagdo dos pardmetros zootécnicos

A pesagem das aves foi realizada com as aves em jejum, em balanca digital e em

guatro momentos distintos; sendo a primeira no dia do alojamento no fornecimento da

racao inicial, a segunda com 21 dias comendo ra¢do crescimento, a terceira aos 35 dias

guando iniciou o consumo da ragdo final, a quarta aos 42 dias, consumindo ragdo final.

Os parametros zootécnicos avaliados foram o ganho de peso de um dia, peso médio,

conversao alimentar e a mortalidade dos frangos durante o periodo de 0 a 42 dias. O ganho

de peso de um dia foi calculado, dividindo o peso dos frangos em cada pesagem (21, 35 e 42

dias de vida), pelo peso dos frangos no dia do alojamento.

Para calcular o peso médio das aves foi subtraido o peso das aves aos 42 dias pelo

peso dos pintos no dia do alojamento. A conversao alimentar foi medida pelo consumo total

de racdo das aves, dividido pelo seu peso médio. A mortalidade dos frangos foi calculada,

dividindo o numero total de aves carregadas aos 42 dias pelo total de aves alojadas.

3.2.3 Andlise estatistica

A anadlise foi realizada com os dados de desempenho dos ovos e embrides no

incubatoério e dos frangos na granja experimental e testados quanto a normalidade da

distribuicdo e homogeneidade dos residuos através dos testes de Shapiro Wilk e de Levene,

respectivamente. Dados paramétricos foram analisados através do procedimento MIXED em
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um modelo que incluiu a densidade da casca do ovo e o virus de BIG como efeito fixo. O
efeito aleatdrio de bandeja foi considerado para os dados de incubatdrio e o efeito aleatdrio
de box foi considerado para os dados de desempenho.

InteracGes entre a densidade da casca do ovo e virus de BIG foram testadas. As
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Usando o critério de informacao de Akaike,
a estrutura de componentes da variancia (VC) foi considerada como o melhor modelo para a
estrutura de covariancia residual.

Os dados ndo paramétricos foram analisados através do procedimento NPAR1IWAY
(Kruskal Wallis) e as médias foram comparadas pelo método DSCF (Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner). As andlises foram realizadas no programa Statistical Analysis System Inst. Inc., Cary,

NC, versado 9,4, e diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando P<0,05.

3.3 Resultados

AvaliacOes nas matrizes pesadas

Andlises soroldgicas nas matrizes

Os resultados de titulagGes das matrizes BIG negativa, foram comparados aos
resultados de titulagdes dos valores de titulos soroldgicos esperados de acordo com cada
idade de coleta. Em todas as idades de coleta, observa-se que os resultados de titulos
sorolégicos sdao semelhantes e dentro do esperado. Observa-se que em todas as idades
monitoradas espera-se no maximo 13.000 de titulos médios de anticorpos.

Na idade de 30 semanas, observa-se o maior resultado apresentando 12.645 de
titulacdo de anticorpos, como demonstra a Figura 3. Além disso, foi possivel observar que
apos a idade de 30 semanas, a titulacao estd em decréscimo, demonstrando que as matrizes

ndo tiveram positividade para o virus de BIG até as 60 semanas.
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Figura 3. Resultados da titulacdo das granjas de matrizes BIG negativa e BIG positiva.
Foi observado que nas semanas 30, 42, 48, 60 das matrizes BIG positiva, as titulagdes
foram superiores comparados aos titulos médios esperado, apresentando 20.100, 17.642,
13.914, 15.500 de titulagdao de anticorpos, respectivamente, como demonstra a Figura 3,
indicando que as matrizes foram desafiadas para o virus de BIG entre as idades de 24 e 30

semanas.
Andlises de RT-PCR dos drgdos de matrizes
O resultado do pool de intestino das matrizes coletados com 27 semanas de idade,

apresentou resultado positivo para o virus de BIG, cepa Brasileira BR.

Avaliacdes no incubatdério

Andlise de RT-PCR dos ovos embrionados
Das avaliacGes para os 80 ovos embrionados com 19 dias de incubacdo dos quatro
tratamentos, todos apresentaram resultado negativo para o virus de BIG nas andlises

realizadas por RT-PCR do liquido alantoide.

Andlise de desempenho
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Nao houve efeito da interacdo entre densidade da casca do ovo e a positividade das
matrizes para o virus de BIG sobre a taxa de eclosdo e a taxa de eclodibilidade (P>0,05) (Tab.
5). Entretanto, foi observado que ambas as taxas foram maiores para ovos de casca normal e
ovos oriundos de matrizes BIG negativa (P<0,05).

Os resultados de contaminacao bacteriana e fungica, mortalidade inicial e
intermediaria, pintos de descarte foram maiores para ovos de casca fina (P<0,05). Assim
como, os resultados de pintos de descarte, contaminac¢do bacteriana e fungica, mortalidade
final e ovos bicados mortos foram maiores para ovos oriundos de matrizes BIG positiva

(P<0,05).



Tabela 5. Efeito da densidade da casca do ovo e a positividade das matrizes para BIG sobre os pardmetros zootécnicos de

incubatdrio.
Casca do ovo Matriz positiva Pr>F
Parametro Normal Fina N3o Sim Mean EPM Casca Matriz ~ Casca x Matriz
positiva positiva
Taxa de Eclosdo, % 70,28°  59,16" 69,80°  59,64° 64,72 11,5764 <0,0001 <0,0001 0,2909
Taxa de Eclodibilidade, % 81,75° 67,03 79,21° 69,58 74,39 1,5282 <0,0001 <0,0001 0,8309
Pintos descarte, % 1,29° 3,31° 1,26° 3,35° 2,30 0,3264 0,0021 0,0015 -
Ovos inférteis, % 14,53 12,14 11,96 14,70 13,33  0,9035 0,2818 0,4568 -
Mort. Inicial % 3,96° 5,64° 4,54 5,06 4,80 0,3597 0,0170 0,2892 -
Contaminagao Bacteriana, % 2,18° 5,81° 2,46° 5,54° 4,00 0,5055 <0,0001 0,0003 -
Mort. Intermedidria, % 2,46° 4,75° 3,35 3,86 3,60 0,2714 <0,0001 0,3469 -
Contaminacao Fungica, % 0,06° 0,51° 0,17° 0,40° 0,29 0,0660 0,0006 0,0304 -
Mort. Final % 0,47 0,75 0,37° 0,85° 0,61 0,1046 0,3305 0,0217 -
Bicados vivos*, % 0,17 0,82 0,75 0,23 0,49 0,1546 0,0634 0,4262 -
Bicados mortos**, % 0,51 0,58 0,30° 0,78° 0,56 0,0787 0,8324 0,0027 -

Pr>F: probabilidade, EPM: erro padrao da média, letras minusculas diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey ou DSCF a 5%
(P<0,05). *Bicados vivos: Ovo bicado com embrido vivo **Bicados mortos: ovo bicado com o embrido morto.



AvaliacBes na granja experimental

Desempenho dos frangos na granja experimental

Nao houve efeito da interacdo da densidade da casca dos ovos e positividade do virus
da BIG sobre o desempenho dos frangos em nenhum parametro avaliado (P>0,05). No
entanto a taxa de mortalidade de 1 a 21 dias, peso de 1 dia, (CA) de 1 a 21 dias e (CA) de 42
dias dos frangos apresentaram diferencas em relagao aos tratamentos (Tab. 6).

A taxa de mortalidade dos frangos aos 22 a 35 dias, peso 1 dia e CA de 42 dias foi
maior nas aves oriundas de ovos de matrizes positivas para BIG (P<0,05), enquanto frangos
provenientes de ovos de casca fina apresentaram melhor CA aos 42 dias em comparac¢ao aos
frangos oriundos de ovos de casca normal. No entanto, o peso e a CA dos frangos nas
demais fases avaliadas) ndo foi influenciado pela densidade da casca do ovo, nem pela

positividade de BIG nas matrizes (P>0,05).



Tabela 6. Efeito da densidade da casca do ovo e do virus de BIG sobre os parametros de desempenho de

frangos.
Pr>F
Casca do ovo Virus de BIG

Parametro Normal Fina N3o Sim Mean EPM Casca Virusde  Casca x virus

BIG de BIG
Mortalidade 1 a 21 dias, % 1,45 2,34 2,01 1,78 1,89 0,2395 0,0577 0,6280 -
Mortalidade 22 a 35 dias, % 1,45 2,12 1,00° 2,56° 1,78 0,2777 0,2605 0,0049 -
Mortalidade 36 a 42 dias, % 0,33 0,22 0,33 0,22 0,27 0,1167 0,6318 0,6318 -
Pesodial, g 49,11° 49,74° 48,65° 50,20° 49,43 0,1821 0,0061 <0,0001 0,2571
Peso 21 dias, g 840,87 839,27 841,26 838,88 840,06 6,0166 0,8819 0,8248 0,1523
Peso 35 dias, kg 2,17 2,16 2,16 2,17 2,17 0,0121 0,6678 0,7729 0,8369
Peso 42 dias, kg 2,81 2,82 2,81 2,82 2,81 0,0116 0,7346 0,4901 0,4927
CA 21 dias, kg/kg 1,270 1,260 1,270 1,260 1,260 0,0047 0,0516 0,3826 0,0557
CA 35 dias, kg/kg 1,490 1,480 1,480 1,490 1,480 0,0036 0,1961 0,3554 0,3265
CA 42 dias, kg/kg 1,630° 1,610° 1,610°  1,630° 1,620 0,0042 0,0357 0,0265 0,6391

Pr>F: probabilidade, EPM: erro padrao da média, letras minusculas diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey ou DSCF a 5%

(P<0,05).
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3.4 Discussao

Este estudo mostrou que a densidade da casca do ovo e a presenga do virus de BIG nas
matrizes pode afetar o desempenho dos embrides e dos frangos, de forma independente
para a maioria das variaveis analisadas.

A avaliacdo de gravidade especifica € uma técnica importante para determinar a
densidade do ovo, pois gera uma resposta direta em relacdo a densidade da casca (Arslan;
Yamak, (2020). Neste estudo os ovos considerados de casca normal apresentaram uma
densidade igual a 1,080, o que de acordo com Arslan; Yamak, (2020), sdo aqueles que
apresentam os melhores resultados, uma vez que ovos contendo densidades < a 1,075 terdo
casca mais fina, e, portanto, maior perda de umidade e redugdo na taxa de eclosao.

Dessa forma, a densidade da casca pode influenciar a capacidade do ovo de resistir a
colonizagdao bacteriana e flungica e por agir como barreira evitando a contaminagdo ao
embrido. Portanto, isto sugere que ovos de casca normal estdao associados a uma menor
mortalidade e menor probabilidade de contaminacdo bacteriana ou fungica, uma vez que os
ovos de casca integra, estdo menos sujeitos a contaminagdo microbiana (Rosa; Avila, 2000).

A densidade da casca dos ovos também pode ser um fator que influéncia a
contaminacdo dos ovos, pois ovos com densidade < a 1,070 estdo relacionados ao aumento
de porosidade da casca, e, portanto, maior facilidade de contaminag¢do microbiana por
fragilidade da barreira natural de protecao do embrido (Rosa; Avila, 2000).

A idade da matriz é um fator que influencia a qualidade da casca dos ovos, pois
matrizes com idade superior a 56 semanas, produzem uma proporgdao maior de ovos com
cascas de densidade < a 1,070, refletindo em piora dos indices de eclosdo (Rosa; Avila,
2000). Porém, neste estudo nao foi avaliado matrizes com diferentes idades em relagdo a
densidade da casca, no entanto o grupo do estudo envolveu matrizes no final da vida
produtiva com 60 semanas, ou seja, que poderiam apresentar maiores chances de

produzirem ovos de casca fina.
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Foi observado que a densidade da casca do ovo impactou nos parametros avaliados
do incubatdrio, sendo que os resultados mais baixos observados nos grupos com ovos de
casca fina. Estes dados estao de acordo com estudos apresentados por Bélikbasi et al.,
(2008), que registraram ovos de casca fina apresentando maior incidéncia de mortalidade
embrionaria, menor peso ao nascimento dos pintos e maior mortalidade pds-nascimento em
comparagao com pintos provenientes de ovos de casca normal.

Tendo em vista que ovos de casca fina apresentaram maior taxa de contaminacdo
fungica e bacteriana, Daryabari et al.,, (2016) descreveram que ovos de casca fina que
apresentam maior incidéncia de contaminagdo por bactérias e fungos, podem apresentar
reducdo na qualidade dos pintos produzidos e maior taxa de mortalidade.

Neste estudo as taxas de mortalidade inicial e intermedidria foram superiores nos
ovos de casca fina em comparacdo aos ovos de casca normal, assim, o embrido encontra-se
mais vulnerdvel a lesGes e infec¢bes pela menor prote¢do fornecida pela casca mais fina.
Para Barbosa et al., (2008) durante o processo de incubacdo a casca do ovo desempenha um
papel fundamental por proteger o embrido contra a invasdo microbiana, controlar a troca de
agua e gases através dos poros e fornecer cdlcio essencial para o desenvolvimento do
embrido.

O presente estudo, avaliou o efeito da densidade da casca do ovo sobre o
desempenho do frango de 1 a 42 dias, mostrando que ovos de casca normal apresentam
melhores resultados em peso de 1 dia e mortalidade de 1 a 21 dias, de encontro com o
estudo realizado por Mohiti-Asli et al., (2018), os quais encontraram melhores resultados de
conversao alimentar dos frangos oriundos de ovos de casca normal. De acordo com estes
autores os ovos de casca normal fornecem menores taxas de perda de umidade para o
embrido, originando um pintinho de maior peso ao nascer e consequentemente com menor
probabilidade de mortalidade, melhorando o indicador de conversdo alimentar, que é
formado também pelo pardametro de mortalidade.

Um estudo realizado por Duman; Sekeroglu, (2017) demonstraram uma relacdo

positiva entre a densidade da casca do ovo e o peso inicial do pinto, uma vez que a casca de
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ovo com maior densidade oferece melhores condicdes de desenvolvimento dos pintos
durante a fase embriondaria, por conferir maior protecdao contra impactos mecanicos e
contaminagao bacteriana e fungica.

A presenca do virus de BIG também afeta outros pardmetros zootécnicos,
demonstrando uma reducdo do desempenho dos frangos como queda de ganho de peso
incluindo aumento na taxa de mortalidade Gulbahar et al., (2018), no estudo realizado por
Chousalkar et al., (2021) encontraram uma reducao significativa no peso de pintos de um dia
oriundos de matrizes positivas para o virus de BIG em comparacdo com pintos de matrizes
negativas.

Os resultados deste estudo mostraram que a presenca do virus de BIG nas matrizes
teve um impacto significativo sobre a taxa de eclosdo, eclodibilidade e qualidade dos pintos,
com maior incidéncia de pintos descarte, contaminagdo por bactérias e fungos, mortalidade
final e ovos bicados com o embridao morto nos ovos.

De acordo com estudo conduzido Cavanagh, (1992), o virus de BIG se replica com
altos titulos nas células epiteliais ciliadas da mucosa do aparelho respiratorio, apds a
infeccdo, segue a fase de viremia por no maximo 48 horas, o que possibilita a distribuicao
viral para os diversos tecidos para os quais o agente possui tropismo, como o aparelho
génito-urindrio e digestdrio, podendo promover lesdes intensas nestes sistemas. Ao passo
que, a infeccdo primdria no trato respiratdrio superior pode resultar em doengca menos
severa do que quando a infecgdo primdria ocorre no trato respiratério inferior ( Murphy et
al., 1999).

A influéncia da infeccdao pelo virus da BIG sobre o desempenho e sobrevivéncia dos
frangos, ocorre devido a reducdo no apetite, prejudicando a absor¢cdo de nutrientes e
interferindo no desenvolvimento normal do sistema respiratério (Hutton et al., 2005). Além
disso, outros estudos também constataram que a infeccdo pelo virus resultou em aumento
da mortalidade em frangos devido a susceptibilidade a complica¢des respiratérias, infeccdes

secunddrias e estresse, que pode resultar em morte (Koo et al., 2020).
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No entanto, ndo foi observado positividade para o virus da BIG nos embrides avaliados
no incubatdrio advindos de matrizes, sejam elas positivas ou negativas no incubatdério. De
acordo com o estudo de Ramakrishnan; Kappala, (2019), a transmissdo do virus da BIG
ocorre pela via horizontal, e ndo ha evidéncias de transmissdo vertical contudo pode haver
contaminacdo do ovo pela casca no momento de postura dos ovos, iniciando contamina¢ao
do embrido pela carga viral eliminada nas fezes das matrizes.

Gulbahar et al., (2018) destaca a importancia da prevencao e controle da infec¢do pelo
virus de BIG, que pode afetar significativamente a producdo avicola e resultar em perdas
econdmicas. Medidas de biosseguridade, como a higienizagdo adequada dos equipamentos
e instalacbes, uso de vacinas e controle da movimentacdo de aves, sdo essenciais para

prevenir a disseminacgao do virus de BIG (Bhuiyvan et al., 2021).

3.5 Conclusao

A densidade da casca do ovo e a presencga do virus de BIG nas matrizes influenciam a
gualidade dos ovos e embrides produzidos, além de afetar o desempenho posterior dos
frangos. Ovos de casca normal apresentaram maiores taxas de eclosdo e eclodibilidade,
além de menores percentuais contaminacdo bacteriana e fungica, mortalidade inicial e
intermediaria e pintos de descarte em rela¢do aos ovos de casca fina.

Pintos resultantes de ovos de casca fina, assim como oriundos de matrizes positivas
para o virus da BIG apresentaram um peso superior com 1 dia de idade, diferentemente da
conversdao alimentar, que foi melhor na fase final de producdo para aqueles frangos

oriundos de ovos de casca fina e de matrizes negativas para BIG.
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5 INFLUENCIA DA DENSIDADE E QUALIDADE DA CASCA DOS OVOS FERTEIS SOBRE
PARAMETROS PRODUTIVOS NO INCUBATORIO E MICROBIOTA INTESTINAL DE PINTOS
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5.1 Introdugao

S3o inumeros e constantes os desafios do segmento de producdo de aves, devido a
crescente demanda pelos produtos avicolas e as exigéncias dos mercados. Isto tém levado a
uma intensa pressdao em todos os setores da cadeia avicola, a fim de melhorar a taxa de
crescimento, a eficiéncia alimentar e o status sanitario dos frangos (Silva, et al., 2022).

A qualidade da casca é um dos fatores de maior importancia para o bom rendimento
da incubacdo. A integridade da estrutura da casca dos ovos reflete na resisténcia e
densidade, alterando a qualidade da casca para formar um ovo casca fina ou casca normal

(McClelland et al., 2019).
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A densidade da casca de ovos superior a 1.080, favorece os nascimentos de pintos
vidveis (Heier et al., 2001). A espessura da casca dos ovos também evita a perda de agua e
possibilita trocas gasosas para o desenvolvimento do embrido (Attard; Portugal, 2021).

Fatores relacionados ao manejo dos ovos na granja também impactam na qualidade
do ovo e, consequentemente, dos pintos, pois ovos postos no ninho tem menor carga
microbiana do que ovos postos na cama, o que interfere na mortalidade embriondria e na
eclosdo. A cama dos aviarios € um local contaminado por fezes das aves, com maior
prevaléncia de Escherichia coli, impactando negativamente na qualidade dos ovos férteis e
na viabilidade de pintos de um dia (Muniz, 2023). A qualidade da cama também influencia
no estabelecimento da microbiota intestinal e pode impactar no desempenho dos frangos
de corte (Cressman et al., 2010).

O incubatério possui a responsabilidade de disponibilizar pintos de qualidade,
portanto é considerado uma das etapas mais importantes do processo avicola. A qualidade
do pinto depende de alguns fatores, tais como estocagem dos ovos e manejo de
incubadoras e nascedouros. E necessario que o incubatério receba ovos de qualidade, pois
esses irdo interferir nos resultados de taxa de eclosdo e eclodibilidade (Poderoso, 2011).

Os incubatdrios refletem a qualidade dos ovos recebidos, lotes de pintos de
qualidade com o6timas condi¢cdes sanitarias e imunoldgicas, homogéneos e com baixa
mortalidade é o objetivo principal dessa etapa da avicultura industrial (Furlan, 2013).

Acreditava-se que as aves recém-eclodidas eram isentas de microrganismos, devido a
dificuldade de cultivo pelos métodos tradicionais de bacteriologia. Porém, novas técnicas de
Pedroso, (2011) de sequenciamento gendmico de microbiota intestinal permitiu identificar a
diversidade bacteriana do intestino, e entender as mudancas na flora intestinal.

Ha uma diversidade de microrganismos no trato gastrintestinal das aves que
interagem de forma negativa ou positiva na saude da ave. A microbiota benéfica induz
grande parte da resposta imunoldgica do organismo. Se ocorrer uma disbiose, os
microrganismos maléficos se multiplicam, provocando lesdes no epitélio intestinal,

destruindo o equilibrio da microbiota com o sistema imunolégico. Manter a integridade do
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epitélio intestinal é um dos principais fatores contribuintes para saude da ave (Cruz et al.,
2022).

As bactérias do trato gastrintestinal interagem entre si e com seus hospedeiros, e
estas interacGes permanecem indefinidas devido a falta de conhecimento sobre a completa
composicdao dessa microbiota, jd que pode alterar profundamente a saude e produtividade
do animal em producdo (Dehau et al., 2022).

Baseado neste contexto o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da densidade
e qualidade da casca os ovos férteis sobre parametros produtivos no incubatdrio e na

microbiota intestinal de pintos de um dia.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Comité de Etica
Os procedimentos realizados neste estudo foram submetidos ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal Catarinense (IFC) - Campus Araquari, aprovado

sob o protocolo de nimero 429/2023.

5.2.2 local e Animais

Granja de matrizes

A granja de matrizes possuia 42.000 matrizes, distribuidas em seis aviarios. A nota
média de auditorias de BPP foi de 95%. Quanto a biosseguridade, a granja possuia nota de
22 pontos, considerada granja de baixo risco sanitdrio.

O sistema era automatizados de coleta de ovos de ninho e a cama dos avidrios foi
constituida por maravalha de pinus, com altura de 10 cm. A ambiéncia dos avidrios foi
realizada com o sistema de pressdo positiva, sendo utilizado a ventilagdo manual por meio

de cortinas e climatizacdo com o uso de ventiladores automaticos. As matrizes utilizadas
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para este estudo eram da linhagem Ross Ap 95® com 52 semanas de idade e localizada no

Meio Oeste Catarinense.

Incubatorio de frango

O incubatério possuia drea construida de 7.642 m2, possuia 132 madquinas
incubadoras de multiplo estagio, sendo elas da marca (CASP M62°®, Brasil) e (PETERSIME
VB504®, Brasil). Possuia 66 nascedouros da marca (CASP G 21® e CASP 21RHE®, Brasil). A
capacidade de incubacdo de 11.206.000 ovos, com producdo média de 9.245.000

pintinhos/més.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos
experimentais, em esquema fatorial 2x2 (Tab. 7).

As amostras de ovos dos quatro tratamentos foram identificadas como T1, T2, T3, T4,
sendo 344 ovos para cada tratamento enviados para incubacgao totalizando 1.376 ovos com

10 repeticdes cada.

Tabela 7. Tratamentos do estudo de acordo com a densidade da casca e local de coleta dos

0Vvos.
Tratamento Densidade da casca dos ovos Local de coleta Quantidade de ovos
T1 Casca normal (= 1,080) Ninho 344
T2 Casca normal (= 1,080) Cama 344
T3 Casca fina (= 1,070) Ninho 344
T4 Casca fina (= 1,070) Cama 344

Para cada nascimento foram amostrados dez pintos por tratamento, logo apds a
eclosdo, na sala de nascimento, totalizando 40 pintos amostrados e a quantidade total de

pintos foi de 400, com dez repeticbes (Tab. 8).
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Tabela 8. Tratamentos de acordo com local de coleta, densidade da casca dos ovos e

numero de pintos amostrados.

Tratamento Densidade da casca dos ovos Local de coleta Numero de pintos
T1 Casca normal (= 1,080) Ninho 10
T2 Casca normal (= 1,080) Cama 10
T3 Casca fina (= 1,070) Ninho 10
T4 Casca fina (= 1,070) Cama 10

AvaliacOes nas granjas de matrizes

Classificagdo dos ovos

Os ovos utilizados para o experimento foram coletados na segunda coleta do dia e
separados em bandejas em duas categorias, conforme local de coleta, sendo proveniente de
ninho e de cama. A desinfeccdo dos ovos foi realizada de forma separada entre as
categorias, os ovos de ninho foram desinfetados antes.

O processo de desinfeccdo dos ovos utilizado foi com oxicloreto de célcio 200 p.p.m.
através do uso da Maquina de Desinfeccdo de Ovos (modelo FRMDO, Fornari®, Brasil).

As bandejas de incubacdo foram identificadas com etiquetas de acordo com o
tratamento. Os ovos ficaram armazenados na sala de ovos da granja por 24 horas em
temperatura ambiente controlada de 24°C e umidade relativa de 60%, foram transportados

ao incubatdério em temperatura controlada de 22°C e umidade relativa de 70%.

Avaliacdes no incubatoério

Teste de gravidade especifica da casca dos ovos

Os ovos ficaram estocados por dois pds postura das matrizes antes de iniciar o teste
de gravidade especifica (GE).

Aplicando a metodologia utilizada por Guntzel, (2015), para o teste de GE, foram
categorizados como ovos com densidade de 1,070, sendo ovos de casca fina, e com
densidade de 1,080 ovos de casca normal. A quantidade total de ovos utilizados para

incubacao foi 13.760 ovos, dos quatro tratamentos nas dez repeticdes.
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Para realizar o teste de GE, os ovos foram separados por categoria entre ovos
coletados no ninho e os ovos coletados na cama. Durante o teste os ovos de ninho foram
avaliados primeiro, apds encontrado o numero de 344 ovos para compor o T1 e T3, foi
realizado o teste nos ovos para compor o T2 e T4.

Foram utilizados quatro baldes com diferentes niveis de sal e dgua clorada. Cada
balde representava cada categoria de densidade especifica da casca do ovo. Os quatro
baldes foram identificadas com quatro categoria de densidade, sendo elas de 1,065, 1,070,
1,075 e 1,080.

Para corrigir solucdo de salina obtida, foi utilizado o auxilio de densimetro de massa
especifica (modelo 1000 a 1.100/250 ml, Incoterm®, EUA). Quando a densidade apresentava
valor abaixo do identificado em cada categoria foi adicionado pequena quantidade de sal, e
qguando estava acima de cada categoria, foi adicionado 4gua clorada. A cada 1.032 ovos
passados na solugdo de 1,065, todas as solu¢des eram aferidas e corrigidas para a densidade
especifica identificada em cada balde. O objetivo dessa atividade foi manter a densidade das
solugdes conforme o especificado para cada tratamento.

Caso as densidades apresentem valores abaixo do especificado, adicionar pequena
guantidade de sal, caso esteja acima, adicionar agua. O ovo que flutua confere a densidade
especifica contida na solugdo de salina da bacia, e o ovo que encosta no fundo da bacia,
deverdo ser mergulhados na posterior bacia com densidade superior, conforme metodologia
descrita por (Guntzel, 2015).

Os ovos com densidade < 1,065 e ovos com densidade maior que 1,080 ndo foram
utilizados para o experimento. Os ovos que flutuavam no balde de densidade de 1,070
foram destinados para bandejas de incubacdo identificados como casca fina,
correspondendo aos tratamentos T3 e T4. Os ovos com densidade especifica igual a 1,080
foram destinados para bandejas de incubacdo identificados como casca normal.

Apds determinar a densidade de cada ovo, estes foram alocados em bandejas de

incubacdo, com limite de 86 ovos por bandeja. As bandejas foram identificadas por
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tratamento e direcionadas para a sala de ovos, armazenados em temperatura controlada de

20°C, umidade relativa de 65%.

Incubagdo dos ovos

O processo de incubacdo artificial para os quatro tratamentos foi submetido as
mesmas condicdes de tempo de estoque e mdaquina de incubacdo. Seis horas antes da
incubacdo, os ovos foram enviados para sala de incubagdo, com temperatura de 26°C e
umidade relativa de 55%.

Os carrinhos ficaram alocados em frente a maquina de incubagdo por seis horas,
passando pelo processo de pré-aquecimento. Apds o pré-aquecimento os carrinhos foram
colocados em incubadora de multiplo estagio (CASP M62®, Brasil).

A temperatura do ar dentro da incubadora foi de 37,5°C e a umidade relativa para a
incubacdo foi de 60% durante 24 horas. Os ovos eram virados automaticamente a 45°C a
cada hora e aos 19 dias de incubacdo foram vacinados in ovo com a vacina (Vaxxitek®) para
doencas de Marek, Bouba e Gumboro, através da vacinadora (Embrex Inc. NO IOM.007,

EUA) e, entdo, transferidos para o nascedouro (CASP G21®, Brasil).

Nascimento dos pintos

Os ovos dos quatro tratamentos foram enviados para o mesmo nascedouro e,
durante os trés dias, ficando mantidos a uma temperatura de 36,6°C e umidade relativa de
85%.

Durante os trés dias do nascedouro, os ovos foram nebulizados com uma solugdo de
desinfetante acido peracético a 450 ppm, utilizando 45 mL de solugdo para cada aspersao
para um nascedouro. As desinfeccdes ocorreram a cada 30 minutos e iniciaram no primeiro
momento da transferéncia até o nascimento dos pintos. Apds o prazo de 21 dias de
incubagdo artificial, foi contabilizada a eclosdao e a eclodibilidade de cada tratamento,
separando os pintos de primeira e demais residuos para realizagdo do embriodiagnéstico,

para analise de dados de cada tratamento.
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Embriodiagndstico e avalia¢Go dos pardmetros zootécnicos

O embriodiagnéstico foi realizado com base no Manual de Dicas de Incubacdo da
Aviagen®, (2010), sendo avaliado as fases de mortalidade embrionaria de cada tratamento e
guantificar a taxa de eclosdo, de eclodibilidade e de mortalidade dos embriGes provenientes
dos ovos casca normal e ovos de casca fina da granja positiva e da granja negativa para o
virus de BIG. Os ovos foram quebrados pela camara de ar, separando os ovos nao eclodidos,
identificando e registrando os dados, sempre pelo mesmo operador. O estagio de
desenvolvimento do embrido de cada amostra foi separado e identificado, classificando-os

em grupos usando como referéncia (Tab. 9).

Tabela 9. Classificacdo de mortalidade embriondria por fase de acordo com o exame de

embriodiagndstico.

Dias de
incubagao Classificagao Observagao
0 Infértil Nenhum sinal evidente de embrido
1 Morte Precoce Membranas extraembrionarias de cor creme, ocupando
uma area de até 1 cm de diametro
P Morte Precoce Membranas extraembrionarias de cor creme, ocupando
uma area de até 3 cm de diametro
2,5-4 Anel de Sangue Anel de sangue evidente e o comeco da formacao do fluido
embrionario
5-12 Olho Preto Pigmentacdo preta do olho do embrido é evidente, as asas
e as pernas podem ser vistas também
13-17 Penas Existem penas. Embora as primeiras penas sejam vistas ja
aos 11 dias.
18-19 Virado O embrido esta se mexendo da posicdo cabeca entre as
pernas, para a posicao de eclosdo e a gema permanece
fora do corpo do embrido
20 Bicado vivo e O bico do embrido quebrou a casca e ndo conseguiu

bicado morto eclodir. Se encontrado vivo, bicado vivo. Se morto,
bicado morto
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1-21 Contaminagdo Forte descolora¢do do conteddo do ovo com emissdo de
bacteriana maus odores
1-21 Contaminagdo Coldnias de fungos aparentes na camera de ar dos ovos
fungica

Fonte: Aviagen, (2010).
Foi identificada as fases de mortalidade embrionaria bem como retirado e
contabilizado todos os pintos mortos por bandeja, sendo um numero total de 344 ovos
incubados por tratamento.

Para a obtencdo do percentual de eclosao foi realizada a seguinte férmula:
Pintos Nascidos

Taxa deeclosdo=

* 100
Ovos Incubados

A taxa de eclosdo foi obtida utilizando o numero de pintos nascidos de cada
tratamento, dividido por 344 ovos férteis e multiplicado por 100.

Para obtencdo do percentual de eclodibilidade foi realizada a seguinte formula:

. Eclodid
Taxa de Eclodibilidade=Ovosincubavéis—Ovos Inférteis= EM *100

O . Feérteis
A taxa de eclodibilidade foi obtida apds diminuido o percentual de ovos inférteis

encontrados.

Coleta de conteudo intestinal de pintos

As coletas foram realizadas logo apds a eclosdo, dentro da sala de nascimento, com
temperatura controlada de 25°C e umidade relativa de 55%. Foram quatro tratamento e dez
repeticGes, em cada nascimento foram enviados dois pools (n= 10 pintos) de conteldo para
analise. No total foram dez nascimentos/repeticdes, em cada nascimento 40 pintinhos
amostrados, totalizando 400 pintinhos para 13.760 ovos incubados.

Para realizar a coleta de conteldo intestinal, os pintos foram sacrificados através do
método de deslocamento cervical, seguido de exsanguinacdo com tesoura, logo apds o
abdomen foi exposto em decubito dorsal para retirada de todo o sistema digestorio.

Foi realizada a dissec¢do do intestino de cada pinto com o auxilio de tesoura,

realizando um corte na parte apical do intestino (juncdo com a moela) e outro corte na parte
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final do intestino (juncdo com a cloaca). Quatro porg¢Ges do intestino foram utilizados para
compor o pool de amostra de conteudo intestinal de cada pinto: o intestino grosso, cecos,
intestino delgado e al¢a duodenal, excluindo o pancreas.

Com auxilio de uma pinga foi retirado o conteudo intestinal (cerca de 2 a 2,5 ml) de
cada pinto e direcionado em placa de Petri, de forma separada, até formar dez porgdes, ou

conteudo de dez pintos, conforme Figura 4.

1. Extracdo de intestino 2. Remogdo de conteudo 3. Aspersio do contetudo
S

4. Eppendorfcom RNAlater 5. Amostras coletadas 6. Amostras congeladas

Figura 4. Coleta de conteudo intestinal de pintos.

Concluida a extragao, o conteudo de pool de cinco pintos foi acondicionado em tubo
de eppendorf contendo RNAlater, sendo que uma amostra ou eppendorf foi formada pelo

pool de conteudo de cinco pintos.



63

Logo apds a coleta, as amostras em Ralaste foram congeladas em temperatura
controlada de 20°C negativos. Posteriormente, foram transportadas em temperatura
controlada de 20°C negativos para o laboratério de sequenciamento de microbiota,
localizado na Austria — EK.

Sequenciamento da microbiota

As andlises de sequenciamento de microbiota das amostras de conteldo intestinal,
foram realizadas no Laboratério BIOMIN/DSM®, localizado em Tulln, Austria.

Para a realizacdo das 80 amostras, foram utilizadas as técnicas de isolamento de DNA
usando kit Power Fecal Pro DNA da QIAGEN®; preparacdo de DNA para sequenciamento,
utilizado o kit de ligacdo nativa da Oxford Nanopore Technologies (ONT).

Para o sequenciamento do DNA, foi preparado com os sequenciadores nanopore,
executando o sequenciamento por 72 horas. A andlise de dados foi validada, automatizada e
padronizada com pipeline de bioinformadtica para taxonomia, os dados serdo foram descritos
em porcentagem. Os dados brutos de sequenciamento foram acrescentados no pipeline e
gerado a tabela de contagem, usado para realizar a as analises estatisticas, conforme ilustra

a Figura 5.
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Figura 5. Fluxograma da analise de sequenciamento de microbiota

Fonte: Grenier, B., DSM-firmenich, DSM Austria (2023).

5.2.3 Analise estatistica

A andlise foi realizada com os dados de desempenho dos ovos e embrides no
incubatdrio e testados quanto a normalidade da distribuicdo e homogeneidade dos residuos
através dos testes de Shapiro Wilk. Dados paramétricos foram analisados através do
procedimento MIXED em um modelo que incluiu a densidade da casca do ovo e o virus de
BIG como efeito fixo. O efeito aleatdrio de bandeja foi considerado para os dados de
incubatodrio.

InteracGes entre a densidade da casca do ovo e virus de BIG foram testadas. As
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey. Usando o critério de informacao de Akaike,
a estrutura de componentes da variancia (VC) foi considerada como o melhor modelo para a
estrutura de covariancia residual.

Os dados ndo paramétricos foram analisados através do procedimento NPARIWAY
(Kruskal Wallis) e as médias foram comparadas pelo método DSCF (Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner). As andlises foram realizadas no programa Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, versdao 9,4), e diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando
P<0,05.

Para os dados de sequenciamento de microbiota intestinal, para avaliar os efeitos
dos tratamentos na composicdo da microbiota, os dados foram avaliados em modelo misto
para medidas repetidas, levando em consideracdo os diferentes nascimentos (GraphPad
Software, Inc.). Além disso, foi feita uma analise two-way ANOVA bidirecional para avaliar a

interacdo entre as salas de nascimento e sala de expedicdo conforme os tratamentos.

5.3 Resultados

Avaliac6es no incubatdrio
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Andlise de desempenho

Os dados produtivos no incubatério ndo demonstraram efeito da interacdo na taxa
de eclosdo e de eclodibilidade entre os tratamentos, ou seja, a densidade da casca de ovo
ndo foi relacionada ao local de postura (P>0,05) (Tab. 8).

A densidade da casca dos ovos nao influenciou os indices de mortalidade
intermediaria, mortalidade final, bicados mortos e taxa de pintos descarte (P>0,05). Os ovos
de casca fina apresentaram taxa de ovos inférteis semelhante aos ovos de casca normal
(P>0,05). No entanto, ovos de casca fina obtiveram maior taxa de mortalidade intermediaria
e final que ovos de casca normal (P>0,05).

Ao comparar os ovos provenientes de ninho e de cama, a taxa de eclosdo e de
eclodibilidade foi maior para os ovos postos no ninho do que os ovos postos na cama
(P>0,05). A taxa de ovos inférteis foi superior nos ovos postos em cama em relagdo aos ovos
postos no ninho (P<0,05).

A taxa de contaminagdo bacteriana e a taxa de bicados mortos, foi maior em ovos
postos na cama que para 0s ovos postos no ninho (P<0,05). Ndo foi observada diferenca
entre os ovos postos no ninho e na cama sobre os parametros de ovos inférteis,

contaminacdo fungica e bicado vivo (P>0,05).
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Tabela 10. Efeito da densidade da casca do ovo e o local de postura dos ovos, sobre os parametros zootécnicos de incubatdrio.

Casca do Ovo Local de Postura Pr>F
Parametro
Normal Fina Ninho Cama Mean EPM Casca Postura Casca x Postura

Taxa de Eclosdo, % 61,89 59,71 71,30° 50,16° 60,93 1,2602 0,2159 <0,0001 0,1917
Taxa de Eclodibilidade, % 67,88 65,98 77,61° 56,25° 67,14 1,2657 0,3116 <0,0001 0,1927
Pintos descarte, % 3,21 3,63 3,25 3,60 3,42 0,2596 0,4062 0,2067 -
Ovos inférteis, % 9,33 10,20 8,12 11,41° 9,74 0,3896 0,2380 <0,0001 0,9702
Mort. Inicial % 6,93 5,71 2,39° 10,37° 6,31 0,5114 0,7655 <0,0001 -
Contaminagdo Bacteriana, % 4,24 4,46 2,48° 6,29° 4,35 0,3638 0,9647 <0,0001 -
Mort. Intermedidria, % 2,32° 2,87° 1,61° 3,63° 2,60 0,1821 0,0452  <0,0001 -
Contaminacdo Fungica, % 0,36 0,58 0,43 0,51 0,47 0,0897 0,8257 0,7582 -
Mort. Final, % 2,47° 4,01° 2,51° 4,03° 3,25 0,2215 0,0011 <0,0001 -
Bicado vivo*, % 0,93 0,98 0,90 1,02 0,96 0,1235 0,5868 0,2216 -
Bicado morto**, % 0,22 0,46 0,18° 0,51° 0,34 0,0570 0,0677 0,0050 -

Pr>F: probabilidade, EPM: erro padrao da média, letras minusculas diferentes na linha diferem pelo teste de Tukey ou DSCF a 5%
(P<0,05). Bicado vivo: Ovo bicado com embrido vivo **Bicado morto: ovo bicado com o embrido morto.
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Andlise da microbiota intestinal dos pintos

Na andlise de sequenciamento da microbiota intestinal foram identificadas bactérias
do género Clostridium sp, Enterococcus sp, Escherichia sp, Klebsiela sp e Salmonella sp. Nao
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos na composicao da
microbiota intestinal (P>0,05).

Em todos os tratamentos o género mais identificado e em maior porcentagem foi o
Clostridium sp com a porcentagem de 41,1% no T1 seguido do T4 com 39,2%. O tratamento
com a terceira maior porcentagem observou-se no T3, apresentando 36,9%. O T2
apresentou a menor porcentagem de Clostridium sp, de 34% conforme demonstra a Figura
6.

O segundo género identificado em maior porcentagem da composicao total de
bactérias identificadas foi o Enterococcus sp. O T2 apresentou a maior porcentagem 35,3%,
seguido do T3 com a porcentagem de 31,4%, seguido do T4 com 25%, a menor porcentagem
foi observada no (23%), como demonstra a Figura 6.

O género Escherichia sp, foi o terceiro género mais identificado. No T1 observou-se
35,3%, no T2 32,5%, no T3 32,2% e para o T4 35,2%. Os géneros Klebsiella sp e Salmonella sp
foram encontrados em porcentagem pouco relevante, como demonstra a Figura 6.
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Figura 6. Principais géneros isolados no conteudo intestinal dos pintos em cada tratamento.
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Fonte: Grenier, B., DSM-firmenich, DSM Austria (2023).

Nos resultados desse estudo, observou-se a composicdo de bactérias no nivel de
género, dos quatro tratamentos, ndo foram observadas diferencas significativas na
composicao da microbiota intestinal dos pintos eclodidos apds a eclosao (P>0,05).

Nesse estudo a principal espécie de Clostridium sp detectada em todas as amostras
foi Clostridium saudiense (35,9% em média). Também foi observado que o género
Enterococcus sp, em todos os tratamentos, foi possivel identificar a porcentagem das
espécies: E. faecalis: 24.2%, E. faecium: 1.97%, E. cecorum: 0.02%. Nao foi observado efeito
da interagdo entre os quatro tratamentos para nenhuma espécie de Enterococcus sp da

microbiota dos pintos eclodidos.

5.4 Discussao

Este estudo mostrou que a densidade da casca do ovo e local de postura dos ovos
pelas matrizes podem afetar o desempenho dos embrides, apesar de nao influenciar a
microbiota dos pintos de um dia, de forma independente para a maioria das varidveis
analisadas.

A avaliacdo de gravidade especifica é uma técnica importante para determinar a
densidade do ovo, pois gera uma resposta direta em relagdo a espessura da casca (Arslan;
Yamak, (2020). Neste estudo os ovos considerados de casca normal apresentaram uma
densidade igual a 1,080, o que de acordo com Arslan; Yamak, (2020), sdo aqueles que
apresentam os melhores resultados, uma vez que ovos contendo densidades < a 1,075 terao
casca mais fina, e, portanto, maior perda de umidade e reducdo na taxa de eclos3o.

Dessa forma, a densidade da casca pode influenciar a capacidade do ovo de resistir a
colonizacdo bacteriana e fungica e por agir como barreira evitando a contaminacdo ao
embrido. Portanto, isto sugere que ovos de casca normal estdo associados a uma menor
mortalidade e menor probabilidade de contaminacdo bacteriana ou fungica, uma vez que os

ovos de casca integra, estdo menos sujeitos a contaminagao microbiana (Rosa; Avila, 2000).
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A densidade da casca dos ovos também pode ser um fator que influéncia a
contaminacgdo dos ovos, pois ovos com densidade < a 1,070 estdo relacionados ao aumento
de porosidade da casca, e, portanto, maior facilidade de contaminacdo microbiana por
fragilidade da barreira natural de protecdo do embrido (Rosa; Avila, 2000).

A idade da matriz é um fator que influencia a qualidade da casca dos ovos, pois
matrizes com idade superior a 56 semanas, produzem uma proporg¢do maior de ovos com
cascas de densidade < a 1,070, refletindo em piora dos indices de eclosdo (Rosa; Auvila,
2000). Porém, neste estudo nao foi avaliado matrizes com diferentes idades em relagdo a
densidade da casca, no entanto o grupo do estudo envolveu matrizes no final da vida
produtiva com 60 semanas, ou seja, que poderiam apresentar maiores chances de
produzirem ovos de casca fina.

Nesse estudo, sobre os dados de desempenho de incubatdrio, foi observado que a
densidade da casca do ovo impactou nos parametros avaliados do incubatdrio,
apresentando resultados inferiores para ovos de casca fina. Estes dados estdo de acordo
com estudos apresentados por Boliikbasi et al., (2008), que registraram ovos com casca fina
apresentando maior incidéncia de mortalidade embriondria, menor peso ao nascimento dos
pintos e maior mortalidade pds-nascimento em comparag¢dao com ovos de casca normal.

Tendo em vista que ovos de casca fina apresentaram maior taxa de contaminacdo
fungica e bacteriana, Daryabari et al.,, (2016) descreveram que ovos de casca fina que
apresentam maior incidéncia de contaminacdo por bactérias e fungos, podem apresentar
reducdo na qualidade dos pintos produzidos e maior taxa de mortalidade.

Neste estudo as taxas de mortalidade inicial e intermedidria foram superiores nos
ovos de casca fina em comparacdo aos ovos de casca normal, dessa forma, entende-se que o
embrido se encontra mais vulnerdvel a lesdes e infec¢Oes pela menor protecao fornecida
pela casca mais fina. Para Barbosa et al., (2008) durante o processo de incubacdo a casca do
ovo desempenha um papel fundamental por proteger o embrido contra a invasao
microbiana, controlar a troca de agua e gases através dos poros e fornecer calcio essencial

para o desenvolvimento do embrido.
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No presente estudo, ovos postos na cama apresentaram redugdo nas taxas de
eclosdo e eclodibilidade. Esses achados corroboram com o estudo conduzidos por Souza et
al., (2021), fortalecendo a importancia da postura dos ovos nos ninhos sobre a qualidade.
Ninhos em numero suficientes e com conducdo elétrica ajustada para evitar choque nas
matrizes, as direciona buscarem o ninho para realizarem a postura, diminuindo o percentual
de ovos de cama, garantindo uma maior taxa de eclosdo e uma mortalidade embrionaria
menor.

A eclosdo dos pintos oriundos de ovos postos na cama pode ser menor em relacao
aos ovos postos no ninho devido a uma maior porcentagem de bactérias na casca e no
conteudo dos ovos de cama (Van Den Brand et al., 2016). Estudos conduzidos por Li et al.,
(2022); Zhou et al., (2020) e Vekic et al., (2021), também identificaram que a incubagdo de
ovos postos na cama esteve associada a piores resultados de taxa de eclosdo e
eclodibilidade. A taxa de eclodibilidade é influenciada por maior mortalidade embrionaria
devido contaminacdo de bactérias.

Os ovos postos em ninho apresentaram menor taxa de ovos inférteis, mortalidade
inicial, intermediaria e final, contaminacdo bacteriana e bicado morto comparados com os
ovos postos na cama, uma vez que ovos postos na cama apresentam maior contaminagao
devido a alta carga bacteriana decorrente do contato direto com as fezes das aves (Souza et
al., 2021).

Os resultados do presente estudo sobre a composicdo da microbiota revelaram que
nao houve diferenga entre os pintos de um dia oriundos de ovos de casca normal ou de
casca fina e o local de postura dos ovos, corroborando com o estudo de Oakley; Kogut,
(2016) que indicaram a abundancia de microrganismos no TGl sendo significativa somente
na terceira semana quando comparada a primeira semana de vida dos frangos.

O estudo de Maiorka, et al., (2006), conclui que o TGl do pinto ao nascer é
praticamente isento de microrganismos e que o intestino delgado é colonizado na segunda
semana de vida. Dessa forma, como as coletas de conteldo intestinal deste estudo foram

realizadas no dia da eclosdo dos pintos, uma diferenca ndo foi observada, no entanto como
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poderia ter ocorrido caso a coleta tivesse sido realizada semanas apds o alojamento dos
frangos, tanto relacionado a densidade dos ovos como local de postura.

Na avicultura industrial, os pintos eclodem em incubatério, ambiente o qual ha
pouco contato com microrganismos devido as rotinas de higienizacdo, apresentando grande
diferenca na quantidade de variedade de microrganismos que a forma de nascimento
natural, portanto pelo presente estudo, percebe-se que no primeiro dia de vida ha
composicao da microbiota é semelhante independendo da qualidade da casca dos ovos.

No presente estudo ndo foi observada diferenca entre a composicdo de microbiota das
aves independente do tratamento, corroborando com o estudo realizado por Lunedo,
(2012), que observou que ha baixa diversidade da composicdo de microbiota no primeiro dia
de vida das aves se da primeiramente pelos ovos férteis serem oriundos da mesma granja de
matrizes, criadas sob as mesmas condi¢des sanitarias, dietéticas e ambientais.

As comunidades microbianas intestinais para os frangos apresentam um prazo curto
de maturidade e sendo assim, a microbiota destas aves se estabiliza logo apds o terceiro dia
de vida (Apajalahti et al., 2004).

Segundo estudo conduzido por Oakley et al., (2014) a diversidade da microbiota
intestinal das aves, aumenta significativamente ao longo do seu crescimento. Nesse mesmo
estudo, comparou a composicdao da microbiota intestinal de frangos com 0 e 42 dias de vida,
evidenciando que a composicdo duplica quando o frango estd com 42 dias de vida.

Ao encontro com o estudo conduzidos por Martin; McCann, (1998) relata que a cama
dos avidrios, possui grande quantidade de fezes e consequentemente microrganismos, como
Enterococcus sp. e Clostridium sp. que podem agravar a contaminag¢ao bacteriana no
momento da incubacdo e influenciar na composicdo da microbiota intestinal de aves.

O processo de formagdao da microbiota intestinal das aves ainda nao esta bem
esclarecido. As fezes e os ovos passam pelo mesmo canal para ser expelido do corpo das
fémeas, denominado de cloaca, que pode resultar na transmissdo da microbiota da cloaca
para o oviduto e para a cavidade abdominal acarretando inicio da colonizacdo do ovo em

formacdo e posteriormente o desenvolvimento do embrido (Stanley et al. 2014).
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O presente estudo demostrou que o segundo grupo com maior porcentagem isolado
foi Enterococcus, corroborando com estudo conduzido por Lunedo, (2012) mostrando que o
perfil de bactérias da microbiota intestinal ao nascimento das aves é consideravelmente
alto, composto principalmente por cepas do género Enterococcus spp e observando a
auséncia nas aves ao nascimento do grupo Lactobacillus, corroborando novamente com o

presente estudo, onde ndo foram isoladas bactérias desse mesmo grupo.

5.5 Conclusao

O local de coleta dos ovos influenciou o desempenho dos pintos no incubatério. Os
ovos postos no ninho apresentam melhor taxa de eclosdo e de eclodibilidade, além de
menores percentuais de ovos inférteis, contaminacdo bacteriana e ovo bicado morto em
relagdao aos ovos postos na cama.

A composi¢cdo da microbiota dos pintos eclodidos, apds a eclosdo e na sala de

expedicdo foi semelhante, independente da densidade da casca e local de postura dos ovos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a espessura da
casca do ovo e a presenca do virus de BIG tém efeitos significativos na qualidade dos ovos,
na taxa de eclosdo, na saude e no desempenho dos pintos.

Diante desses resultados, a ado¢do de medidas de biosseguridade, como a
higienizacdo adequada dos equipamentos e instalagbes, uso de vacinas e controle da
movimentacdo de aves, é essencial para prevenir a disseminacdo do virus de BIG e garantir a
qualidade dos ovos e dos pintos. Além disso, a sele¢do de ovos com casca normal para
incubacdo pode ser uma estratégia eficaz para melhorar a taxa de eclosdo, a saude e o
desempenho dos pintos.

Por fim, este estudo contribuiu para a compreensdo dos fatores que afetam a
qualidade dos ovos e a saude dos pintos em sistemas de producdo avicola. Espera-se que
esses resultados possam ser utilizados para orientar a adocdo de praticas mais eficazes de
manejo e controle de doencas, visando a melhoria da produtividade e a reducdo de perdas
na producdo avicola, e que ele também consiga melhor embasar decisdes de incubacgao de
ovos e a sua qualidade de casca, em momentos estratégicos, como, por exemplo quando
ocorre baixa ou alta oferta de proteina de frango.

As conclusdes extraidas dos resultados deste estudo sdo de grande importancia para
a area de incubacdo de ovos, oferecendo insights cruciais sobre fatores que impactam
diretamente a produtividade e qualidade dos ovos em questdo. Tais descobertas podem ter
implicagGes praticas significativas para a industria avicola, gerando oportunidades de

aprimoramento em suas praticas.
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Um posto-chave observado é a notdvel influéncia do local de coleta dos ovos para o
processo de incubacdo. Foi identificada uma diferencga significativa entre os ovos postos no
ninho e aqueles postos na cama em termos de taxa de eclosdo, eclodibilidade, taxa de ovos
inférteis, taxa de contaminacdo bacteriana e taxa de bicados mortos. Essa diferenca reforca
a importancia de estratégias que favorecam a postura de ovos das matrizes pesadas nos
ninhos, sugerindo que essa pratica pode melhorar substancialmente a eficiéncia dos
incubatorios.

Os resultados deste estudo abrem espaco para investigacOes futuras, sugerindo a
relevancia de estudos mais aprofundados sobre os fatores que contribuem para a tendéncia
de bicado morto em ovos de casca fina e o desenvolvimento de estratégias para minimizar
esse problema. Além disso, é interessante explorar as condi¢cGes ideais de incubagdo que
otimizam a qualidade dos ovos postos na cama, pois essa € uma area que pode beneficiar os
produtores e incubatorios.

Em termos praticos, os achados deste estudo tém implicacdes diretas para a
industria avicola, fornecendo informacdes valiosas para aprimorar as praticas de manejo em
granjas de matrizes pesadas e incubatdrios. Isso inclui a consideracdo da escolha da
densidade da casca dos ovos férteis, bem como da escolha para incubacdo de ovos oriundos
de aves com postura no ninho ou na cama, visando melhorar a eficiéncia e a qualidade da
producdo de pintos.

As alteragdes na microbiota que nao foram observadas nas amostras de conteddo
intestinal de pintos, talvez tenham sido relacionados aos fatores de casca de ovo, local de
postura dos ovos, o momento da coleta das amostras de contetdo intestinal. E possivel que
esses fatores, seja refletido ao longo da vida do frango. Outros experimentos com coletas ao
longo da vida dos frangos podem ser realizados, para de fato observar se existe interagao
entre a casca do ovo, influéncia da BIG na microbiota intestinal, no desempenho
zootécnicos.

Talvez no primeiro dia de vida da ave, ndo seja possivel ver alteracdes mais

significativas e que talvez essas alteragGes sejam mais visiveis ao longo da vida da ave.
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Novas pesquisas sdao cruciais para o melhor entendimento como essas alteragdes
podem acarretar o desenvolvimento da microbiota intestinal das aves e em desempenho

das aves.
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