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Uso de antibidtico associado a vacinacdo in ovo rendimento de incubacédo e
parametros zootécnicos de pintos de corte

RESUMO

A utilizacdo de antibidtico concomitantemente a vacinagdo in ovo tem sido realizada em
alguns incubatorios industriais. Entretanto, pesquisas sobre as implicacBes deste
procedimento sdo escassas. Foi realizado um experimento em larga escala para avaliar 0s
efeitos do uso do antimicrobiano gentamicimina associado & vacinacdo in ovo sobre o
rendimento de incubacdo, qualidade e morfofisiologia dos pintos recém-eclodidos. Ovos
provenientes de matrizes Cobb® com 35 semanas de idade foram divididos em dois
tratamentos, baseados na aplica¢do ou ndo do antibiético no momento da vacinacao in ovo.
O estudo foi divido em duas fases experimentais. Na primeira fase, foram realizadas as
analises de qualidade dos ovos incubaveis e de rendimento de incubagdo. Na segunda fase,
foram avaliados a qualidade e parametros fisiolégicos dos pintinhos de 1 dia. A
eclodibilidade sobre os ovos férteis ndo foi afetada pela inclusdo de antibi6tico in ovo
(P>0,05), assim como ndo houve alteracdo na mortalidade embrionéaria (P>0,05). Os pintos
que receberam antibidtico apresentaram variaveis de qualidade como peso, YFBM e
comprimento maiores (P<0,05) quando comparado aos pintos que ndo receberam
antibidtico. O escore de umbigo ndo apresentou diferenca significativa. Em relacdo ao peso
dos 6rgdos, os embrides que receberam o antimicrobiano apresentaram maiores (P<0,05)
pesos absolutos do coracdo, figado e pulmédo. Glicose, lactato e &cido Urico foram os
parametros bioguimicos analisados e o0s resultados sdo sugestivos de que o0s pintos
oriundos de ovos inoculados com antibi6tico mobilizam menos proteina muscular no
processo de eclosdo. Estudos aprofundados sobre o uso de antibioticos in ovo devem ser
realizados na fase de criacdo e abate das aves para elucidar os impactos zootécnicos e de
seguranca alimentar desta préatica.

Palavras-chave: desenvolvimento embrionario, frangos de corte, metabolismo, incubacéo,
fisiologia
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Use of antibiotic associated with vaccination in ovo incubation yield and zootechnical
parameters of broiler chicks.

ABSTRACT

The use of antibiotics concomitantly with in ovo vaccination has been performed in some
industrial hatcheries. However, research on the implications of this procedure is scarce. A
large-scale experiment was carried out to evaluate the effects of the antimicrobial
gentamicimin associated with in ovo vaccination on the incubation yield, quality and
morphology of newly hatched chicks. 35-week-old Cobb® eggs were divided into two
treatments, based on whether or not the antibiotic was applied at the time of in ovo
vaccination. The study was divided into two experimental phases. In the first phase,
quality analyzes of hatching eggs and incubation yield were performed. In the second
phase, the quality and physiological parameters of 1-day chicks were evaluated.
Hatchability on fertile eggs was not affected by the inclusion of antibiotic in ovo (P>
0.05), nor was there any change in embryo mortality (P> 0.05). The chicks that received
antibiotics presented quality variables such as weight, YFBM and longer length (P <0.05)
when compared to chicks that did not receive antibiotics. The navel score did not present a
significant difference. Regarding the organ weight, the embryos that received the
antimicrobial presented higher (P <0.05) absolute weights of the heart, liver and lung.
Glucose, lactate and uric acid were the biochemical parameters analyzed and the results
are suggestive that the chicks from eggs inoculated with antibiotics mobilize less muscle
protein in the hatching process. It was concluded that the use of the antibiotic gentamicin
associated with in ovo vaccination at a dose of 0.20mg / egg does not alter the incubation
yield and produces one day chicks of better quality. However, more studies on the use of
antibiotics in ovo should be conducted at the stage of poultry breeding and slaughter to
elucidate the zootechnical and food safety impacts of this practice.

Keywords: broiler chicken, embryonic development, incubation, metabolism, physiology



1. INTRODUCAO

Os pesquisadores Sharma e Burmester (1982) demonstraram pela primeira vez a
viabilidade da aplicagdo da vacina in ovo contra o virus de Marek, quando aplicada entre
189 a 1992 dias de incubagdo nos embrides de galinha. Esta possibilidade estimulou o
mercado avicola a desenvolver um mecanismo automatizado de injecdo em ovos, que é
considerado rapido, preciso e seguro para os embrides.

A vacinacdo in ovo ndo s6 modernizou a forma de como se realiza o
procedimento de vacinacdo nas aves, como também possibilitou a utilizacdo de outros
produtos simultaneamente, tais como nutrientes e antibioticos (GILDERSLEEVE et al.,
1993; GILDERSLEEVE; FLUKE, 1995; WILLIAMS, 2009; BERNADINO; DAGA,
2013).

A administracdo de antibidticos em conjunto com a vacinacao in ovo tem sido
realizada em alguns incubatdrios, apesar do mecanismo de agdo das substancias
utilizadas como promotores de crescimento nos embrides ainda ndo estar totalmente
elucidado. Acredita-se na ocorréncia da diminuicdo de um determinado grupo de
bactérias sensiveis a substancia administrada, que beneficiara os micro-organismos
benéficos mais resistentes. Adicionalmente, espera-se melhora do desempenho
zootécnico causada pelo aumento da absorcdo de nutrientes devido a mudanca no
ambiente intestinal (BOELTER, 1998).

Pesquisas sobre os beneficios e a seguranca da inoculacdo de substancias
associadas a vacina in ovo sdo promissoras, entretanto, em sua maioria, 0s estudos
existentes ndo utilizam o método automatizado em larga escala, o que limita as
conclusbes do efeito destes produtos na rotina das empresas. Relatos de tentativas
malsucedidas sdo comuns e atribuidas principalmente a quedas na eclosao e atrasos de
nascimentos.

Diante destes fatores, foi realizado um experimento em incubatorio industrial para
avaliar os efeitos do uso do antimicrobiano gentamicina associado & vacinagao in ovo
sobre o rendimento de incubagdo, qualidade e morfofisiologia dos pintos recém-

eclodidos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Vacinacao in ovo

A técnica de vacinacao in ovo tem sido considerada um dos maiores avancos na
producéo avicola no que se refere a imunizacdo de frangos de corte. A primeira vacina a
ser testada, via inoculagdo in ovo, foi a vacina de Marek em 1982, por Sharma e
Burmester (1982). Nesse estudo, os autores inocularam nos ovos de galinhas a vacina
contra Herpes Virus de Perus (HVT, sorotipo 3), e constataram que estas aves obtiveram
uma maior protecdo quando desafiadas & Marek (MDV) aos trés dias de idade, em
comparagdo aos pintos vacinados ap6s o nascimento. De acordo com a literatura, isto
ocorre devido a rapida infeccdo dos tecidos pulmonares e sua replicagdo com titulos
elevados dos embrifes (SARMA et al., 1995). Dez anos depois, em 1992, surgiu o
primeiro sistema automatizado de vacinacgdo in ovo, o Inovoject®, desenvolvido pela
Embrex Inc, o que possibilitou uma vacinagdo com distribuicdo mais uniforme de
dosagem e reducdo no tempo de execucdo (SARMA et al.,, 1995; WINANS;
NEWMAN, 1997; AVAKIAN et al., 1999; GIAMBRONE et al., 2001).

A técnica vacinagdo in ovo automatica se mostrou uma alternativa mais eficiente
em compara¢do a vacinagdo mecanica e subcutdnea, uma vez que estas Ultimas
necessitam de mais mao de obra, requerem mais tempo de execucdo, além de
apresentarem menor uniformidade para distribuicdo das dosagens e maior incidéncia de
erros (GILDERSLEEVE et al., 1993; GILDERSLEEVE; FLUKE, 1995; WILLIAMS,
2009; BERNADINO; DAGA, 2013). Outra caracteristica bastante interessante é que a
maquina assegura 0 posicionamento adequado dos ovos no momento da vacinagao, pois
as mesmas possuem um sistema de cabecotes flutuantes com uma matriz de tubagem
expansivel, onde recebe um sopro de ar fazendo com que se tenha um ajuste individual
para cada ovo, de modo que a agulha tenha uma trajetdria adequada no momento da
insercdo (JOHNSTON et al., 1997; WILLIAMS; ZEDEK, 2010).

O procedimento de vacinagdo é realizado no momento da transferéncia dos ovos
da incubadora para 0 nascedouro, 0 que acontece entre o 182 e 192 dia de incubacéo
(SHARMA; BURMESTER, 1982). Neste momento, o embrido esta iniciando a

incorporagdo do saco vitelino na cavidade abdominal, o bico estad se projetando em



direcdo a cadmera de ar e sua cabeca encontra-se posicionada embaixo da asa
(WILLIAMS, 2009; BARBOSA, 2011a).

A maquina utilizada no procedimento de vacinagdo in ovo pode acessar cinco
areas distintas no ovo no momento da vacinacao: camara de ar, cavidade alantoideana,
cavidade amniotica, corpo do embrido ou saco vitelinico (Figura 1). Entretanto, alguns
estudos observaram que a aplicacdo de algumas vacinas na cAmera de ar, como € 0 caso
da vacina de Marek, ndo apresentaram resultados satisfatorios quando comparados a
inoculacdo da vacina em outros locais, como a cavidade amniotica (94,4%) e corpo do
embrido (93,9%) (ISLAM et al., 2001; JOCHEMSEN; JEURISSEN, 2002;
WAKENELL et al.,, 2002). Quando observado na prética, € mais comum nos
incubatorios a inoculacdo da vacina no liquido amnidtico ou no tecido do embrido
(GILDERSLEEVE et al., 1993; UNI; FERKET, 2003; WILLIAMS, 2005). Quando
injetada no liquido amnidtico, a vacina é consumida oralmente antes da eclosdo e se
espalha rapidamente pelas vias respiratorias, visceras e Bursa de Fabricius, promovendo,
por sua vez, imunidade precoce no embrido (FERKET, 2006; SOUZA, 2008).

Figura 1- Regides do ovo embrionado (Embrex®) para aplicacdo da vacina in ovo. A)
Cémara de ar; B) Alantdide; C) Liquido Amniético; D) Embrido; E) Saco vitelino.

Fonte: Bernardino e Daga (2013)



A vacinacéo in ovo ndo s6 modernizou a forma de como se realiza o procedimento
de vacinacdo nas aves, como também possibilitou a utilizacdo de outros produtos
simultaneamente, tais como 0s promotores de crescimento, diversos nutrientes e
antibidticos (GILDERSLEEVE et al.,, 1993; GILDERSLEEVE; FLUKE, 1995;
WILLIAMS, 2009; BERNADINO; DAGA, 2013). A associacdo de antibidtico ao
processo de vacinacdo in ovo tém sido uma pratica rotineira em alguns incubatérios
industriais, porém os efeitos deste procedimento necessitam de maiores estudos

cientificos.

2.2. Antibioticos
2.2.1. Definicéo e caracteristicas

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os antibi6ticos podem
ser definidos como uma substéncia de origem sintética, semissintética ou natural, que
em concentracdes reduzidas eliminam ou inibem o crescimento de micro-organismos,
podendo causar ou ndo algum dano ao organismo hospedeiro (EMEA, 1999). Segundo
Tavares (1990), essas substancias podem ser classificadas de acordo com 0s seus
mecanismos de acdo, espectro de acdo, processo de obtencdo, acdo bioldgica ou
estrutura quimica.

Dentre os mecanismos de acdo, os antibidticos podem atuar por inibicdo da sintese
da parede celular ou da replicacdo cromossdmica, resultando na degeneracdo do DNA
bacteriano. Além disso, atuam na intervencdo do processo de respiracdo celular e na
sintese proteica, ocasionando desorganizacdo da membrana celular e reducdo do
crescimento e da célula bacteriana, respectivamente. Outro mecanismo de acéo seria
alteracdes na permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica bacteriana,
provocando perdas de elementos relevantes e entrada de substancias prejudiciais.
(CHAMBRES, 2005; CARVALHAL et al., 2008).

Em relacdo ao espectro de acdo, os antibidticos podem ser classificados em
gram-negativos, gram-positivos e amplo espectro (atuam no combate das bactérias
gram-positivas e gram-negativas) (CARVALHAL et al., 2008; GUIMARAES et al.,
2010; MOTA et al., 2010; TORTORA et al., 2012).



Quanto ao processo de obtencdo, podem ser naturais (obtidos por fermentacao),
biossintéticos (adquiridos por um percursor de fermentacao), sintobioticos (adquiridos
exclusivamente por sintese), ou semissintéticos (obtidos por fermentacdo e sintese).
(GUIMARAES et al., 2010; MOTA et al., 2010).

Pesquisadores como Silva (1999), Butolo (2002) e Mota et al. (2010)
descreveram que os antibidticos podem ser classificados, de acordo com a acéo
bioldgica, em bacteriostaticos (impedem o crescimento e reproducdo do micro-
organismo) ou bactericidas (causam a morte dos micro-organismos).

Quanto a estrutura quimica, tais substancias podem ser provenientes de agucar
(macrolideos [eritromicina], aminoglicosideos [estreptomicina, neomicina, gentamicina,
canamicina, amicacina], sinergistas [virginiamicina], lincosaminas [lincomicina,
clindamicina], glicosideos [novobiocina], entre outros; derivados de acetatos e
propionatos (poliénicos [nistatina, anfotericina B], esteroides [acido fusidico],
aromaticos [tetraciclinas, rifamicinas], derivados do crisano [griseofulvina]), derivados
de aminoacidos (B-lactamicos [penicilinas, cegolosporinas], derivados de
aminopropanodiol  [clorofenicol], glicopeptideos [vancomicina], polipeptidicos
[polimixinas, bacitracina] e  monopeptidicos [cicloserina]) (TAVARES, 1990;
BUTOLO, 2002; FERNANDES, 2006; GUIMARAES et al., 2010).

Outra classificacdo utilizada para os antibioticos é a de Colusi (1993), que €
baseada na dosagem, a qual pode ser terapéutica, profilatica ou promotora de
crescimento animal. A terapéutica seria a dosagem necessaria para 0 tratamento de
doencas diagnosticadas em que se usam uma dosagem acima da concentracgdo inibitéria
minima (CIM) para que a patologia seja rapidamente controlada. Geralmente na
terapéutica € realizado o uso associado de diferentes antibidticos para tentar
potencializar o espectro de acao.

Na dosagem profilatica sdo utilizados 50% ou menos que a dosagem terapéutica,
a qual deve atingir o organismo animal de forma plasmatica ou tissular, em que a CIM
leva em conta a biodisponibilidade de cada droga. Caso a CIM néo for alcancada,
podera ser observada a inativagdo do farmaco futuro e a selecdo de flora resistente por
subdosagem. Para promotores de crescimento realizam-se a dosagem inferior a CIM,
com a finalidade de conter o crescimento acentuado e indesejado de determinadas

populacbes microbianas patogenas, reduzir a inflamacao do epitélio intestinal, evitar a



ocorréncia de diarreias e reduzir a secregdo de substincias toxicas pelos micro-
organismos. Sendo assim, esta dosagem pode causar uma sele¢do do ambiente intestinal,
e com isso a promoc¢do de uma melhora na absorcdo de nutrientes, resultando no maior
crescimento do individuo (COLUSI, 1993; BENICIO, 1996; SOARES, 1996;
BRUMANO; GATTAS, 2009; ROSTAGNO, 2011).

2.2.2. Uso de antibioticos como promotor de crescimento animal

A utilizacdo dos antimicrobianos como promotor de crescimento animal teve
inicio em 1940, com a adi¢do de residuos de fermentacdo provenientes da producdo de
tetraciclina na racdo de galinhas como fonte de vitamina B12. Na ocasido, 0s autores
observaram que as aves que receberam racdo com residuos de tetraciclina apresentaram
maior ganho de peso em relacdo ao tratamento controle, concluindo-se que este ganho
de peso foi causado pela acéo da tetraciclina residual e ndo pelo contetdo vitaminico na
racdo (STOKSTAD; JUKES, 1949; PEDERSEN; EDQVIST, 2001). Esta prética
alimentar de fazer dosagens sub-terapéuticas de antimicrobianos na producdo animal
possibilitou uma melhoria na producdo de ovos e desenvolvimento dos frangos
(PEDERSEN; EDQVIST, 2001).

O mecanismo de acdo das substancias utilizadas como promotores de
crescimento animal, como é o caso dos antibioticos, ainda ndo esta totalmente elucidada
pela literatura, mas acredita-se na ocorréncia da diminui¢do de bactérias sensiveis a
substancia administrada, no qual beneficiar4& os micro-organismos mais resistentes.
Além dessa selecdo ambiental, ha uma diminuicdo na quantidade de toxinas produzidas
pelas bactérias a partir dos aminoacidos da racdo, tornando estes aminoacidos mais
disponiveis para 0s animais, além de uma notdvel melhora da absorcdo de
monossacarideos, vitaminas e minerais devido & mudanca no ambiente intestinal
(BOELTER, 1998).

Na tabela 1 encontra-se a relagdo dos antibioticos utilizados como promotores de

crescimento e as espécies que utilizam estas substancias.



Tabela 1. Relacdo dos antibidticos utilizados como promotores de crescimento

Medicamento

Espécie

Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Penicilina
Ampicilina
Estreptomicina

Diidroestreptomicina

Espectomicina
Kitasamina
Espiramicina
Eritromicina
Tilosina
Virginiamicina
Lincomicina
Florfenicol
Nistatina
Griseofulvina
Higromicina B
Monensina
Novobiocina
Destomicina
Flavomicina
Tiamulina
Salinomicina
Ceftiofur
Bacitracina
Oleandomicina
Sulfametazina

Aves, suinos, peixes e bovinos

Aves
Aves e peixes

Bovinos, ovinos, caprinos e suinos

Aves
Bovinos
Aves, suinos e bovinos
Aves e suinos
Aves e suinos
Aves, suinos e bovinos
Aves, suinos e bovinos
Aves, suinos e bovinos
Aves, suinos e bovinos
Aves, suinos e bovinos
Suinos
Aves e bovinos
Bovinos
Aves e suinos
Aves e bovinos
Aves
Aves e suinos
Aves, suinos e bovinos
Aves e suinos
Aves e suinos
Suinos
Aves
Aves
Peixes

Fonte: Adaptado de BOELTER (1998).

Spinosa et al. (2002) complementaram esta relacdo de substancias citando o uso
de avilamicina, para aves; colistina, para aves, suinos e bovinos; enramicina, para aves e
suinos; lasalocida, para bovinos; nitrovin e olaquindox, ambos para aves, suinos e
bovinos.

O modo de administracdo dos promotores de crescimento é variavel, podendo os
mesmos serem adicionados continuamente as races e/ou a agua para consumo ou como

medida profilatica para doencas especificas e para determinados periodos em que haja



necessidade de controle de doencas. As dosagens destas substancias variam de acordo
com a espécie animal, e dependendo da forma de apresentacdo e administracdo dos
antimicrobianos, podem ser usadas gramas por toneladas de racdo (BOELTER, 1998;
SPINOSA et al., 2002).

Algumas substancias sdo proibidas como promotores de crescimento em animais
de producdo, pois além de serem extremamente tdxicas, podem ter potencial
carcinogénico (BOELTER, 1998; PEDERSEN; EDQVIST, 2001), causar resisténcia
bacteriana em seres humanos (VAN DEN BOGGARD et al., 2000; CASEWELL et al.,
2003), deixam residuos na carne (MCDONALD; WANG 2011; HASAN et al., 2011;
KHALIL et al., 2012) efeitos nefrotdxicos (SINGROHA et al., 2012; TAVAKKOLI et
al., 2014) e alteracGes no desenvolvimento (SINGROHA et al., 2013; TAVAKKOLI et
al., 2013; TAVAKKOLI et al., 2014).

A legislacdo brasileira proibe a fabricacdo, comercializacdo, importacdo e o
emprego de preparacdes farmacéuticas de uso veterindrio, das racOes e aditivos
alimentares contendo cloranfenicol, furazolidona e nitrofurazona (BRASIL, 1998);
como ha também medicamentos veterinarios que sdo proibidos para 0 uso como
promotores de crescimento, sendo eles: dietilestilbestrol, zeranol, trembolona, hexestrol,
dienestrol (BRASIL, 1999).

A proibigdo de promotores de crescimento para animais de produgdo na Unido
Europeia ocorreu primeiramente na Suécia em 1986. Logo apds houve a proibicdo da
avoparcina em 1997 (WHO, 1997), e de bacitracina, a espiramicina, a tilosina e a
virginiamicina em 1999. Apos estas proibi¢fes, houve uma diminui¢do na aquisicdo de
enterococos resistentes a vancomicina isolada em humanos. Esta resisténcia pode estar
relacionada ao aumento do uso de vancomicina para o tratamento de estafilococos
resistentes a meticilina (WHO, 2000; CASEWELL et al., 2003). Contudo, Casewell et
al. (2003), descreveram que a proibicdo dos promotores de crescimento revelou que
estes agentes tinham uma atividade profilatica importante e a sua retirada esta agora
associada a uma deterioragdo da satde animal, incluindo aumento de diarreia, perda de
peso e mortalidade devido a Escherichia coli e Lawsonia intracellularis no inicio do
desmame de suinos e enterite necrética clostridial em frangos de corte. O resultado,
diretamente atribuido a estas infeccbes, € 0 aumento do uso de antimicrobianos

terapéuticos em animais de producdo, incluindo o da tetraciclina, aminoglicosideos,



trimetoprim / sulfonamida, macrolidos e lincosamidas, todos eles de importancia direta
na medicina humana. Segundo os autores, 0s beneficios tedricos e politicos da proibicao
generalizada dos promotores de crescimento precisam ser mais cuidadosamente
ponderados em relacdo as consequéncias adversas que sdo cada vez mais aparentes.
Outra exigéncia a ser considerada para o uso de antibioticos é em relacdo ao
prazo de retirada da utilizacdo dos antimicrobianos no periodo anterior ao abate, com o
intuito de prevenir residuos nos produtos de origem animal (WHO, 1997; SPINOSA et

al., 2002), conforme demostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Prazo para a retirada dos antibidticos nos animais antes da obtencdo dos produtos.

(Continua)
Medicamento Espécie Prazo de retirada
Sulfonamidas Bovinos 4 a 10 dias
Sulfonamidas Suinos 4 dias
Amoxicilina Bovinos Carne: 25 dias/
Leite: 80 horas
Ampicilina Bovinos Carne: 6 dias/
Leite: 48 horas
Penicilina G benzatina Bovinos Carne: 14 a 30 dias/
Leite: 96 horas
Penicilina G procaina Bovinos Carne:5 a 10 dias/
Leite:48 a 72 horas
Penicilina G procaina Suinos 5 dias
Penicilina G procaina Ovinos e caprinos 3 dias
Cefazolina Bovinos Carne: 30 dias
Aminoglicosidios Bovinos Carne: 30 dias/
Leite: 96 horas
Oxitetraciclina Bovinos Carne: 18 a 22 dias/
Leite: 60 a 72 horas
Oxitetraciclina (longa Bovinos Carne: 28 a 48 dias
duracéo)
Florfenicol Bovinos 36 dias
Eritromicina Bovinos Carne: 14 dias/
Leite: 72 horas

Fonte: Adaptado de SPINOSA et al. (2002).
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Tabela 2. Prazo para a retirada dos antibidticos nos animais antes da obtencéo dos produtos.
(Continuacéo)

Medicamento Espécie Prazo de retirada
Eritromicina Suinos 7 dias
Eritromicina Aves Carne: 1 a 2 dias
Tilosina Bovinos Carne: 21 dias/
Leite: 96 horas
Tilosina Suinos 4 dias
Estreptomicina Bovinos 10 dias
Espectinomicina Suinos 21 dias
Lincomicina Suinos 48 horas
Monensina Aves Carne: 3 dias
Tiamulina Aves 12 dias

Fonte: Adaptado de SPINOSA et al. (2002).

2.2.3. Uso de antibioticos in ovo

A utilizacéo de antibidticos no periodo de desenvolvimento embrionario (in ovo)
tem se tornado uma prética cada vez mais utilizada na cadeia avicola, uma vez que esse
sistema impede a entrada de patégenos no organismo, e consequentemente, contribui de
maneira significativa para o crescimento e desempenho das aves (COLOMER-LLUCH
etal., 2011, SAPKOTA et al., 2011).

O primeiro relato de inoculacdo de antimicrobianos in ovo ocorreu antes do
aperfeicoamento da técnica de vacinacdo in ovo, em 1967, por Smith e Hoekstra. Os
autores injetaram tilosina na fase de desenvolvimento embrionario com o intuito de
erradicar a infeccdo por Mycoplasma sp. e obtiveram resultados bastante satisfatorios.
Desde entdo, pesquisadores tém sugerido o uso de diferentes compostos antibacterianos
para melhorar o desempenho de diferentes espécies de aves, incluindo frangos jovens
(COLOMER-LLUCH et al., 2011; SAPKOTA et al., 2011; BANERJEE et al., 2014;
TAVAKKOLI et al., 2104).

Paralelo ao tipo de antibidtico inoculado, a dosagem utilizada também pode
influenciar o resultado, como é o caso da tilosina, que pode ser toxica para ovos se
usada em altas doses (NASCIMENTO et al., 2005). Além disso, o local de aplicacdo do
antibiotico também deve ser levado em consideracéo, caso contrario, a inoculagdo pode
causar efeitos indesejados aos embrides. McCapes et al. (1976) e Nascimento et al.

(2005) verificaram aumento da mortalidade de embrides inoculados na regido da camara
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de ar. Mossallanejad et al. (2014) testaram locais distintos para a injecdo in ovo da
solucéo de trimetoprim / sulfametoxazol em perdizes e concluiram ser o saco vitelino o
local mais indicado para aplicacdo de antimicrobianos. Porém, nos incubatorios
industriais, como o uso de antibidtico é realizado em conjunto com a vacina in ovo, 0
local de inoculacéo, dependendo do momento que é realizado, restringe-se ao liquido
amniotico ou ao tecido do embrido.

Tavakkoli et al. (2014), avaliaram o uso de florfenicol in ovo, e frente a auséncia
de lesdes nos tecidos, tanto macroscopicamente quanto microscopicamente, concluiram
que o antibiodtico ndo é toxico para o embrido de galinha. Assim, os autores afirmaram
que a injecdo de florfenicol pode ser usada para eliminar patégenos e prevenir a
transmissdo de micro-organismos sem qualquer efeito adverso. Todavia, Khalil et al.
(2012) observaram a presenca de residuos de florfenicol no figado de frangos de corte e
na histopatologia houve alteracBes no tecido hepéatico dos animais tratados com
60mg/kg de dose terapéutica.

Os efeitos antagdnicos e a presenca de residuos nos tecidos causados pelo uso
destes medicamentos ainda sdo de grande preocupacao, pois a literatura que descreva o
efeito dos antibidticos nos embriGes de aves é escassa, e por isso, ainda precisam ser
realizados estudos adicionais para determinar a seguranca, toxicidade e potencial
teratogénico dos antibidticos (MOSSALLANEJAD et al., 2014; TAVAKKOLI et al.,
2014).

Alguns antibidticos como a tilosina e gentamicina se mostraram eficazes na
reducdo da transmissdo de infeccdo nos ovos (NASCIMENTO et al., 2005;
MOSSALLANEJAD et al., 2014). A tilosina é utilizada devido a sua eficacia contra
Mycoplasma sp. e a gentamicina, devido a sua a¢do de amplo espectro contra as
bactérias e baixa toxicidade para as células hospedeiras (WHO, 1995).

A gentamicina é um antibiético aminoglicosideo constituido por amino-agtcar
unidos por ligagBes glicosidicas. Este antimicrobiano é produzido pelos fungos do
género Micronionospora sp. e Streptomyces sp. (BROWN, 1991; ALMENARA et al.,
2008). E classificado de amplo espectro sendo utilizado contra micro-organismos
aerobios como Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., e
Staphylococcus aureus (ABU-BASHA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2010).
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Este aminoglicosideo tem acéo bactericida e vincula-se de forma irreversivel a
proteina S12 da subunidade do ribossomo 30S bacteriano, interferindo nos varios
mecanismos de leitura do RNAm durante a traducdo e assim impedindo a sintese
proteica, pois provoca a incorporagdo de um aminoacido incorreto (JAWETZ, 1984;
BROWN, 1991; BARBOSA et al., 2001; ALMENARA et al., 2008).

A atividade da gentamicina € mais eficaz em pH levemente alcalino, em torno de
7,4, onde a entrada no organismo bacteriano é facilitada (GUIMARAES et al., 2010).
Quanto a absor¢do, a mesma ndao é absorvida pelo trato gastrointestinal quando
administrada por via oral (BROWN, 1991; ABU-BASHA et al., 2007), porém é
rapidamente absorvida quando administrada por via intramuscular e subcutanea (ABU-
BASHA et al., 2007) e sua eliminagcdo ocorre pelos rins (SPOO; RIVIERE, 2003;
ALMENARA et al., 2008).

A gentamicina deve ser utilizada com cautela ja que seu uso continuo pode
causar intoxicacfes no sistema auditivo e no sistema renal (OLIVEIRA et al., 2000;
PATRICK, 2005; ALMENARA et al., 2008; DURANTE-MANGONI et al., 2009;
GUIMARAES et al., 2010). Saleemi et al. (2009), investigou os efeitos patolégicos da
gentamicina em aves. O autor administrou niveis de gentamicina via intramuscular entre
0 a 180mg/kg nos pintinhos de 1 dia. Neste estudo foram observados efeitos como:
diminuicdo do consumo alimentar, aumento de ingestdo de agua, excremento aquoso
solto e reducdo dos pesos corporais quando doses a partir de 30mg/kg foram
administradas. Outros efeitos observados em pintos que receberam 40 mg e 50 mg/kg de
gentamicina foram o aumento da mortalidade (cerca de 20%), figado congestionado e
hemorragias na superficie deste 6rgao, além de necrose tubular aguda nos rins.

Magenis (2015) relatou que na utilizacdo in ovo, a gentamicina é administrada
durante a transferéncia junto com a vacina de Marek, com o objetivo profilatico contra
infec¢Oes durante o alojamento, para aumentar a imunidade e diminuir a mortalidade
principalmente nas fases iniciais de crescimento dos frangos. A autora pesquisou a
utilizacdo in ovo da substancia aos 18 dias de incubacdo em uma dose de 0,22 mg/ovo
de sulfato de gentamicina e comparou com outro tratamento onde sé foi utilizado a
vacina de Marek. Foram avaliados a condigdo corporea, peso, comportamento, postura,
respiracdo, apetite, excreta, penas, e parametros laboratoriais que compreenderam

andlises bioquimicas e hemograma completo dos frangos durante a criagdo. O estudo
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teve como conclusdo que a administragdo conjunta de gentamicina e vacina de Marek
ndo causa alteracdes fisicas e clinicas nos frangos. Entretanto, foi observado que a
gentamicina tende a se acumular no figado e principalmente no rim. Além desses
0rgdos, essa substancia proporciona concentracfes terapéuticas no bago, pulmdes, linfa,
bile e liquido sinovial. Porém, considerando-se o periodo de abate de frangos de corte
no Brasil, entre 35 e 42 dias, a utilizacdo da gentamicina in ovo na dose proposta no
estudo de Magenis (2015) ndo ocasionou a presenca de residuos significativos nos

tecidos ao abate.

3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi dividido em duas fases experimentais:
Primeira fase: Efeito da inoculacdo de antibidtico in ovo sobre o rendimento de
incubacéo.
Segunda fase: Efeito da inoculacdo de antibiético in ovo sobre a qualidade e
parametros fisiologicos de pintos recém-eclodidos.
Os protocolos experimentais utilizados estdo de acordo com as diretrizes da
Universidade Federal da Bahia e do Comité de Etica do Uso de Animais — CEUA.

3.1. Primeira fase experimental
3.1.1. Local

A primeira fase experimental foi conduzida no incubatério da Granja Asa
Branca, localizada no Municipio de S&o Cristovao/SE, e a segunda fase, no Nucleo de
Incubacdo Artificial de Ovos (NUPIA — UFBA), na Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia na Universidade Federal da Bahia — UFBA, durante o periodo de janeiro a
marco de 2017.

3.1.2. Ovos
Foram adquiridos 1536 ovos de matrizes pesadas da linhagem Cobb®, com
idade de 35 semanas, originarios do matrizeiro da Granja Asa Branca. Utilizaram-se

ovos de dois galpdes, provenientes da segunda coleta do mesmo dia. Imediatamente
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apos a coleta, ainda na granja, os ovos destinados a incubagcdo foram desinfetados
através do método de fumigacio com paraformaldeido concentragio de 10g/m3, e em
seguida, transportados para o incubatério em veiculo climatizado a uma temperatura
abaixo do ponto zero fisioldgico (aproximadamente 21 a 24°C).

No incubatdrio foi realizada a sele¢cdo dos ovos, eliminando aqueles que eram
considerados nao incubaveis (sujos, trincados, quebrados, pequenos e deformados). Em
seguida, os ovos incubaveis foram colocados em bandejas de incubagdo com capacidade
para 96 ovos cada. Trinta bandejas foram selecionadas e identificadas ao acaso, sendo
15 bandejas identificadas como tratamento V (Vacinagdo in ovo) e 15 bandejas
identificadas como tratamento P (vacinacdo in ovo + antibidtico). Uma bandeja de cada
tratamento foi selecionada ao acaso para as analises dos ovos, e as demais foram
destinadas para a incubagdo. Os ovos dos respectivos tratamentos foram armazenados
por 3 dias em uma sala destinada para este fim, com médias de temperatura e umidade
do ar de 20°C e 80% respectivamente (Figura 2).

Figura 2 — Distribui¢do dos ovos incubaveis de acordo com os tratamentos. Tratamento
V (Vacina - etiqueta Azul) correspondente aos embrides que receberam vacinacao in
ovo contra a doenga de Marek.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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3.1.2.1. Caracteristicas dos ovos

As variaveis analisadas nos ovos foram: peso especifico, peso absoluto e de seus
componentes e espessura da casca. Para estas analises, foram selecionados 40 ovos de
uma bandeja por tratamento. Tais andlises foram realizadas com o objetivo de averiguar
a homogeneidade dos ovos incubados em ambos os tratamentos e assegurar que as

caracteristicas estruturais eram compativeis com a idade da matriz.

3.1.2.2. Peso especifico dos ovos

O peso especifico dos ovos foi determinado utilizando-se cinco solugdes com
diferentes densidades, de acordo com Olsson (1934). Para isso, cinco baldes graduados
com 10 L de 4gua em temperatura ambiente receberam cloreto de sodio, em quantidades
suficientes para se obter solu¢des com densidades de 1.070, 1.075, 1.080, 1.085 e 1090.
As densidades das solucdes foram confirmadas com um densimetro de massa especifica
(Incoterm® 1,000/1,100:0,001) e monitoradas a cada 10 minutos. Os dados de peso
especifico foram registrados em nimeros absolutos e em termos percentuais, de acordo
com as quantidades de ovos obtidas em cada densidade em relacéo ao total de ovos da

amostra (Figura 3).

Figura 3 — Avaliacdo do peso especifico de acordo com cada densidade.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.1.2.3. Peso dos ovos e seus componentes

Os ovos e seus componentes (gema, albimen e casca) foram pesados em uma
balanca analitica digital (0,001g) marca Mater® e modelo AY200. Apds a quebra dos
ovos, 0os componentes foram separados manualmente e pesados individualmente, de
modo que na separacdo da gema e da clara foi utilizado papel absorvente para remover
os residuos. As cascas foram lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente

por cerca de 24h. O peso do albamen foi obtido pela seguinte formula:

|Peso do albdmen = Peso do ovo inteiro — (Peso da gema + Peso da casca)

Figura 4 - Peso do ovo e seus componentes.

185

Fonte: Arquivo pessoal.

3.1.2.4. Espessura de casca

A espessura da casca foi aferida com o auxilio de um micrémetro digital
(Digimess® resolugdo 0.001mm, 0-25mm) nas regides apical, equatorial e basal, para
que fosse obtida uma média por ovo. Os ovos utilizados nesta analise foram os mesmos
utilizados nas analises anteriores (Figura 5).
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Figura 5 — Medicdo da espessura da casca.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.1.3. Pré-incubacéo e incubacao dos ovos

Logo apds o periodo de armazenamento e antes do inicio da incubacdo, 0s ovos
foram submetidos a um periodo de pré-aquecimento por 5 horas em uma sala com
temperatura média de 28°C e umidade relativa (UR) média de 55%. Apds este periodo e
antes da entrada dos ovos na incubadora, cada bandeja com 96 ovos foi pesada de
acordo com os tratamentos.

Para a incubacéo foi utilizada uma maquina incubadora modelo CASP® CM 125
HD, de estagio multiplo, com capacidade para 124.416 ovos e controle digital de
temperatura, umidade, ventilacdo e viragem. A maquina foi regulada para manter a
temperatura do bulbo seco em 37,8°C (100,04°F) e temperatura do bulbo Gmido em
28,9°C (84 °F).

A distribuicdo das bandejas dentro da incubadora ocorreu conforme a imagem
(figura 6). Foi preconizado que todas as bandejas de todos os tratamentos fossem
distribuidas aleatoriamente somente do lado esquerdo da maquina para que todas as
bandejas recebessem as mesmas condi¢cGes ambientais. As bandejas dos tratamentos
foram colocadas na parte superior, no meio, e inferior, desprezando as duas primeiras e
as duas ultimas fileiras da maquina. Os demais espagos da maquina foram preenchidos

com ovos que ndo fizeram parte do experimento.
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Figura 6 — Distribuicdo das bandejas dentro da maquina incubadora.

Fonte: Arquivo pessoal.

Para o controle da temperatura embrionaria, entre 0 102 e o 182 dia de incubacdo,
foram realizadas mensuracGes diarias da temperatura da casca dos ovos, apds a
confirmacdo da fertilidade dos mesmos por meio de ovoscopia, com o auxilio de um
termometro (Thermoscan® Braun modelo IRT 4520). Os ovos utilizados nesse
procedimento, foram os localizados no centro das bandejas. As leituras foram realizadas
no mesmo horéario, posicionando o termémetro na regido equatorial de acordo com a
figura abaixo (Figura 7).

Figura 7 — Mensuracdo da temperatura da casca do ovo.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.1.4. Ovos inférteis e mortalidade embrionaria observada na ovoscopia

No 122 dia de incubacéo, todos os ovos foram colocados em um ovoscopio para
confirmacdo da fertilidade. Os ovos claros foram retirados e quebrados, sendo
identificados os ovos inférteis e aqueles com embribes mortos. Os dados foram
registrados para posteriormente serem incluidos na analise final de mortalidade

embrionéria e fertilidade.

3.1.5. Vacinacgéo in ovo

No 18¢ dia de incubacdo, todas as bandejas foram novamente pesadas, e depois
foram dirigidas para a sala de vacinacdo in ovo. Nas bandejas identificadas como
tratamento V, o processo de vacinacdo in ovo ocorreu conforme rotina normal do
incubatorio (Figura 8) e nas bandejas identificadas como tratamento P foi adicionado
antibidtico. Foi utilizada uma maquina de vacinagdo in ovo (Embrex® Inc NO. IOM.
007) de porte médio sem ovoscépio. Antes de iniciar a vacinacdo in ovo, a maquina foi
limpa e desinfetada em quatro etapas diferentes: na primeira etapa, foi usado com
detergente neutro para remocdo de residuos, e em seguida, o desinfetante;
posteriormente, a maquina foi enxaguada com &gua e alcool, e por ultimo, com agua
destilada para remover qualquer residuo dos produtos utilizados. Ap6s o processo de
limpeza e desinfecgéo, foi realizado o teste das injetoras, para garantir que todos 0s

bicos de injecao estivessem funcionando normalmente.

Figura 8 — Teste de injecdo realizado por 15 minutos.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Ap0s o teste de injecdo, as vacinas foram preparadas com um diluente especial de 1L
da marca Biovet® composto por solugdes de minerais e aglcar. As vacinas foram
armazenadas a temperatura de -180°C em nitrogénio liquido. As ampolas das vacinas,
antes de serem injetadas no diluente, ficaram em banho-maria até atingirem a temperatura
ambiente. Foram utilizadas 8 ampolas de Vacina de Marek (HVT) associada com
Gumboro da Biovet®. Ao atingir temperatura ambiente, as vacinas foram injetadas no
diluente com uma seringa e em seguida transportadas para a sala de vacinacgdo in ovo em

uma bolsa térmica contendo gelo (Figura 9 e 10).

Figura 9 — Preparacdo da vacina.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Ao iniciar a vacinagdo, foram desprezados os primeiros jatos, com o intuito de
eliminar qualquer residuo de produtos na maquina, a fim de impedir a contaminacéo nos
0vos a serem vacinados. Através de uma agulha acoplada em cada bocal injetor, cada ovo
recebeu a solugdo (Diluente + Vacina) em quantidade de 0,05 ml/dose, a qual foi
programada para ser injetada diretamente na cavidade amni6tica (Figura 11).

Figura 11 — Processo de vacinagéo in ovo.

Fonte: Arquivo pessoal.

Logo apds o processo de vacinagdo, os ovos foram transferidos para bandejas de
eclosdo identificadas com o tratamento V. Os ovos das bandejas de incubacdo que foram
identificados com o tratamento P receberam a adicdo do antimicrobiano gentamicina
(Gentatec®) da empresa CHEMITEC AGRO-VETERINARIA LTDA. Foi administrada
a dose de 0,20mg/ovo, inserida na solugdo (Diluente + Vacina + Antibidtico), no qual foi
retirada a mesma quantidade de diluente da bolsa antes de inserir a solucdo e assim
substituir o volume. Da mesma forma que o tratamento V, a solucdo do tratamento P foi
programada para ser injetada diretamente na cavidade amnidtica na quantidade de 0,05ml
em cada ovo.

Apdbs o processo de inoculacdo, um ovo por bandeja foi coletado em todos os
tratamentos para averiguagdo do estagio de desenvolvimento embrionario (entre 18 e 19
dias). Também foi possivel confirmar que a inoculagdo estava corretamente depositada no

fluido amniético e que nao houve puncgéo nos tecidos.
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As bandejas permaneceram na sala de vacinac¢do por igual periodo, onde foram

transferidas para as bandejas de eclosdo previamente identificadas (Figura 12).

Figura 12 — Transferéncia dos ovos vacinados das bandejas de

incubacéo para as bandejas de eclosé&o.

IR RS T

Fonte: Arquivo pessoal.

3.1.6. Transferéncia para o nascedouro

No nascedouro, as bandejas de eclosdo foram distribuidas aleatoriamente conforme
os tratamentos. Os ovos foram colocados em um nascedouro (CASP® 125 HT 21), com
capacidade para 20.736 ovos. O termostato do nascedouro foi programado para manter a
temperatura do bulbo seco em 36,8°C (98,2°F) e a temperatura do bulbo Umido em
25,8°C (78,4°F), correspondendo ao teor de UR em 65%. A temperatura média da sala de
nascedouro foi mantida a 24,9°C e a UR em 67,7%.

3.1.7. Avaliagéo de janela de nascimento

O momento em que os ovos foram colocados na incubadora foi denominado hora
zero. A partir de 462 horas de incubacdo, com intervalo de 6 em 6 horas, 0s pintos
nascidos em cada bandeja foram registrados para posterior avaliacdo da janela de
nascimento, que compreendeu 0 momento entre 0s primeiros e os Ultimos pintos
nascidos (Figura 13).
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Figura 13 - Contagem dos pintinhos para avaliagdo de janela de nascimento.

Fonte: Arquivo pessoal

3.1.8. Nascimento dos pintos

A retirada dos pintos nos nascedouros ocorreu com 516 horas (21 dias) de
incubagdo. No final da incubagdo, as aves foram colocadas em caixas devidamente
identificadas de acordo com os tratamentos e todas foram encaminhadas para sala de
pintos, onde foi contabilizado o total de pintos mortos, o escore de umbigo, presenca de
canela vermelha, ponto vermelho no bico, desidratado, balofo, aleijado, caixa craniana
aberta e cavidade abdominal aberta. Apds a contagem de pintos nascidos, foram
retirados ao acaso uma amostra de 28 pintos por tratamento (2 pintos por bandeja) para

as andlises posteriores.

3.1.9. Analises de rendimento de incubacao — primeira fase experimental
3.1.9.1. Perda de peso dos ovos durante o periodo de incubagéo

A perda de peso dos ovos foi determinada por pesagem individual de todas as
bandejas (menos a tara) de cada tratamento antes das mesmas serem colocadas na
incubadora e no momento em que foram transferidas para os nascedouros. O percentual

de perda de peso dos ovos foi obtido pela seguinte formula:
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Perda de peso = (Peso dos ovos na incubacdo — Peso dos ovos na transferéncia) x 100

Peso dos ovos no inicio da incubagéo

3.1.9.2. Mortalidade embrionéria e fertilidade (%0)

O ndmero de ovos ndo eclodidos de cada méaquina foi registrado, sendo 0s
mesmos examinados para se determinar o percentual de ovos inférteis, ovos bicados
(pintos que ndo conseguiram eclodir) e a fase em que ocorreu a mortalidade
embrionaria, incluindo a observacdo sobre mau-posicionamento e anormalidades
morfolégicas e conformacionais, de acordo com Barbosa (2011). A caracteriza¢do dos

ovos néo eclodidos foi a seguinte:

- Ovos inférteis;

- Ovos com embries mortos no inicio da incubacdo (0 a 7 dias);
- Ovos com embrides mortos entre 8 a 18 dias de incubacao;

- Ovos com embrifes que morreram entre 19 a 21 dias;

- Ovos hicados com embrides vivos ou mortos;

- Ovos contaminados (nos quais 0s embrides morreram devido a
contaminacdo bacteriana ou fungica);

- Ovos desidratados (devido a trincas da casca ocorridas durante o
processo).

Apos esta analise, os dados de mortalidade inicial e infertilidade obtidos aos 12
dias de incubacdo na ovoscopia foram somados, e entdo, o percentual total de
mortalidade embrionaria foi calculado sobre o nimero de ovos ferteis. A fertilidade do
lote foi obtida através da formula (100% - % de ovos inférteis). As alteracdes
observadas nos embriGes mortos, como por exemplo, mal posicionamento, caixa

craniana aberta, duplicacdo de membros posteriores e inferiores foram registradas.
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3.1.9.3. Taxa de eclosdo total em relacdo ao nimero de ovos férteis (%)

Os ovos inferteis foram identificados no momento da ovoscopia e no
embriodiagnostico. A taxa de eclosdo em relacdo ao numero de ovos ferteis foi
determinada dividindo-se o nimero total de pintos nascidos pelo numero de ovos férteis,

expressa em percentual.

4.1. Segunda fase experimental

4.1.1. Variaveis Analisadas

4.1.1.1. Peso dos pintos no momento da ecloséo

Os pintos eclodidos foram colocados em caixas devidamente identificadas, de
acordo com os tratamentos e repeticdes. Dois pintos de cada caixa (repeticdo por
tratamento) foram selecionados aleatoriamente e pesados individualmente em balancga

eletronica, com sensibilidade de 0,001kg (Toledo® 9094) para obtencao do peso médio.

4.1.1.2. Comprimento do pintinho (cm)

Todos os pintinhos de cada tratamento foram mensurados por meio de uma régua,
considerando-se o comprimento da ponta do bico até o dedo do membro inferior direito
(a escolha do membro inferior é de acordo com o avaliador, portanto, todos os animais
tiveram as medidas pela perna esquerda) desconsiderando a unha (HILL, 2001) (Figura
15).

Figura 14 — Comprimento de pintinho.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.1.1.3. Escore de umbigo

Os pintinhos de cada tratamento foram classificados quanto a cicatrizagdo do
umbigo de acordo com Tona et al. (2003), onde receberam o0s seguintes escores: escore
1- umbigo fechado e &rea do umbigo limpa; escore 2- botdo negro até 2 mm no umbigo
ou presenca de fio negro; escore 3- botdo negro maior que 2 mm ou umbigo aberto
(Figura 15).

Figura 15 - Escore de umbigo. Ordem decrescente de qualidade.

Fonte: provimi.magzmaker.com

4.1.1.4. Parametros fisioldgicos dos pintos de um dia

Para avaliar o status fisioldgico dos pintos de um dia, as mesmas amostras de 28
pintos por tratamento foram utilizadas. Os pintinhos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e as amostras de sangue coletadas. Imediatamente ap0ds a coleta,
para a separacdo de plasma, as amostras do sangue foram acondicionadas em tubos tipo
Vaccutaner® heparinizados. Em seguida as amostras de sangue foram centrifugadas
durante 10 minutos a velocidade de 3000rpm. As aliquotas com plasma foram
transferidas através de micropipetas para microtubos devidamente identificados de
acordo com os tratamentos e foram conservadas a -20°C até ser iniciado o
processamento das amostras.

As determinagdes de glicose!, lactato?, e acido Grico® foram realizadas em
espectrofotdbmetro modelo GT 7220 da marca GlobalTecnology®, utilizando-se Kits
comerciais em comprimento de onda apropriados.

1 Glicose K082. Biolclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.
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2 | actato K084. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: UV enzimaético.

3 Acido drico K139. Bioclin. Belo Horizonte, MG, BR. Metodologia: Enzimatico

colorimétrico.

4.1.1.5. Peso dos 6rgéos e Peso do pinto sem o saco vitelino

Os mesmos pintos que foram amostrados para analises sanguineas, tiveram seus
6rgdos (coracdo, pulmdo, figado, estbmago, intestinos, bursa, baco e saco vitelino)
coletados para que pudessem ser pesados individualmente em balanca analitica de
0,001g (Shimadzu AY-220) (Figura 16). A abertura da cavidade abdominal se iniciou
pelo orificio umbilical com exposicéo de todos os 6rgédos. Inicialmente retirou-se o saco
residual da gema. Os 6rgdos abdominais foram retirados em conjunto e depois coletados
o figado, o proventriculo, moela e os intestinos. O coracdo também foi coletado,
finalizando-se com a retirada dos pulmdes e bursa. Esses 0rgdos tiveram seus pesos
obtidos em gramas (peso absoluto) e em relagdo ao peso do corpo sem o saco Vvitelino
(peso relativo), foi obtido pela subtragéo entre o peso do pinto e o peso do saco vitelino
residual. O percentual de saco vitelino residual foi obtido em relacéo ao peso corporal.

Figura 16 — Orgéos separados para pesagem individual.

Fonte: Arquivo pessoal
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5. Andlise Estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, onde na incubacdo as
bandejas com 96 ovos foram consideradas as repeticGes. Para as analises de bioquimica
sérica (glicose, &cido Urico, lactato) foram utilizadas 20 repeti¢des por tratamento, sendo
0 pinto a repeticdo. Nas analises de qualidade dos ovos foram considerados a repetigéo.
Para as analises de peso dos orgaos foram utilizados 28 animais por tratamento.

Os dados normais e homogéneos foram submetidos as andlises de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de F. Dados ndo normais foram analisados
pelo teste Kruskal Wallis. As variaveis foram analisadas com o procedimento MIXED
do pacote de software SAS 9.2 (SAS Institute, 2009). O modelo utilizado foi:

Yijkl = pi + TRAT; + eijkl,

Onde p é a média geral, TRATI € o tratamento usado (VACINA e VACINA +
ANTIBIOTICO) e eijkl, é o erro. As medias foram obtidas por meio do LSMEANS.
Para todas as variaveis foi considerado efeito significativo com o valor de probabilidade

em p <0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos ao peso dos ovos e seus componentes, seu peso especifico e
espessura da casca encontram-se na Tabela 3. N&o foram encontradas diferencas
significativas nas variaveis analisadas nesta tabela, o que ja era esperado pois neste
momento os ovos ndo haviam sido submetidos a incubacgéo. Estes resultados confirmam
a padronizacdo da amostra que foi retirada nos galpbes das matrizes, o que €
indispensavel em experimentos que objetivam avaliar o processo de producéo de pintos
de um dia, visto que uma desuniformidade nas caracteristicas da casca, no peso do ovo e
na propor¢do de seus componentes influenciariam diretamente o desenvolvimento
embrionario e a eclosdo entre os tratamentos. O horério da coleta dos ovos do
experimento é outro fator que deve ser considerado, pois quando a mesma € a primeira
do dia, ha risco de que a amostra contenha ovos que foram postos no dia anterior e
consequentemente, que tenham o desenvolvimento embrionério modificado pelo tempo
e temperatura dos ovos nos galpdes. Desta forma, para garantir a uniformidade da
amostra também é necessario padronizar o momento da obtencdo da mesma e assegurar

que seja feita a partir da segunda coleta do dia.
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Tabela 3 - Composicédo, peso especifico e espessura da casca de ovos provenientes de
matrizes pesadas Cobb® com 35 semanas de idade, utilizados em ambos os

tratamentos do experimento.

Ovos a serem Ovos a serem SEM P-valor
Variaveis vacinados vacinados in ovo
in ovo + antibiético

Peso ovo (g) 64.91 64.81 0.34 0.888
Peso da gema (g) 17.53 17.10 0.11 0.070
% Gema 26.90 26.66 0.14 0.422
Peso do albumen (g) 42.13 42.13 0.27 0.996
% Albumen 65.00 64.97 0.15 0.921
Peso da casca (g)! 5.34 5.40 0.04 0.561
% Casca 8.15 8.36 0.07 0.146
Gema:Albumen 0.41 0.41 0.003 0.611
Peso especifico (g/ml 1.081 1.081 0.05 0.356
H20)

Espessura da casca (mm)?* 367.83 380.19 411 0.134

n= 40 por tratamento. Sem membranas.

Em relagcdo natureza da matéria prima empregada no experimento, os valores

encontram-se semelhantes aos encontrados na literatura para essa linhagem e idade de
matriz (ROCHA et al., 2008; BARBOSA et al., 2012; NANGSUAY et al., 2015, 2016).

No que se refere a avaliacdo da qualidade da casca do ovo, as andlises de peso

especifico, percentual de casca e espessura sd0 comumente utilizadas para esta
finalidade (ROQUE; SOARES, 1994), sendo que na préatica dos incubatoérios industriais

somente o peso especifico é realizado periodicamente. A meta de peso especifico dos

ovos >1.080 preconizada nestas industrias correspondem aos valores constatados na

presente pesquisa.
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N&o houve diferengas significativas (P>0,05) nos parametros de rendimento de
incubacdo entre ovos que foram vacinados in ovo e aqueles que além da vacinagéo in

ovo receberam o antibidtico (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros do rendimento de incubacao de ovos submetidos ao processo de
vacinagdo in ovo com e sem antibidtico.

Incubacao Incubacdo SEM  P-valor
Varisues () gy TG
In ovo antibiotico

Perda de peso (0-18d) 11.42 11.51 0.08 0.646
Fertilidade 98.43 99.17 0.23 0.113
Ecloséo de ovos férteis 91.40 92.55 0.62 0.365
Mortalidade embrionaria total* 8.59 7.44 0.62 0.364
Mort. embrionaria inicial (0 - 7d)! 3.49 4.48 0.45 0.280
Mort. embrionéria média (8 - 18d)* 2.06 1.44 0.27 0.273
Mort. embrionéria final (19 - 21d)? 1.44 1.28 0.09 0.853
Bicados! 1.58 0.98 0.09  0.354
Mort. embrionéria final + bicados! 3.03 2.27 0.29 0.203

'Expressos em percentagem de ovos férteis (n= 14 bandejas com 96 ovos incubados por tratamento).

Meijerhof e Van Beek (1993) afirmaram que, ovos que perdem cerca de 11 a 12%
de seu peso inicial ttm melhores indices de eclosdo e os valores obtidos neste
experimento estdo de acordo com os indicados por estes autores. A perda de peso dos
ovos foi mensurada antes que as vacinagfes fossem aplicadas, entretanto a adequagéo
deste pardmetro € um indicativo de que os ovos foram incubados em ambiente
controlado e homogéneo, principalmente relativo a umidade relativa do ar.

Apo6s a aplicacdo in ovo da vacina e vacina + antibiético, variaveis como:
mortalidade embrionaria final, nimero de ovos bicados e consequentemente a
mortalidade embrionéria total poderia ter sido influenciada, principalmente devido a
adicdo do antibidtico, que poderia alterar a osmolaridade da solucdo inoculada. Segundo
Uni e Ferket (2003), substancias a serem aplicadas in ovo devem ter a osmolaridade
mantida entre 100 a 600 mOsm, pois valores fora desta faixa provocam desequilibrio

hidroeletrolitico e &cido basico no embrido. Nas fases finais de incubacao, onde ocorrem
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eventos criticos como a bicagem da membrana interna e externa da casca, as alteraces
fisioldgicas citadas possivelmente provocariam queda de eclosdo. Desta forma, apesar
da osmolaridade das solucBes inoculadas e do sangue dos embrifes ndo terem sido
analisadas, pode-se inferir que a adi¢do do antibidtico ndo alterou de forma significativa
a solucdo a ponto de causar danos ao processo de nascimento.

A auséncia de efeitos significativos no processo de nascimento dos pintos que
receberam a adicdo de antibidtico na vacina in ovo € evidenciada ao observar-se a curva
de eclosdo de ambos os tratamentos (Grafico 1 e 2), pois o tempo médio de nascimento

dos pintos e a dispersdo do nascimento foram semelhantes.

Gréafico 1- Dispersdao de eclosdo de acordo com os tempos de nascimento para
tratamento controle.
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Gréfico 2 - Dispersdo de eclosdo de acordo com o0s tempos de nascimento para o
tratamento vacinacao in ovo + antibidtico.
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Os resultados da avaliacdo dos parametros de qualidade de pintos recém-eclodidos

vacinados in ovo com ou sem antibiético encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5- Pardmetros de qualidade de pintos recém-eclodidos vacinados in ovo com ou
sem antibiotico.

Pintos vacinados Pintos vacinados SEM P-valor

Varlavels in ovo in ovo + antibidtico

Peso médio do pinto (g) 39.10b 41.36a 0.33 0.004
YFBM (g) 37.19b 38.90a 0.28 0.001
SV (9) 1.89b 2.36a 0.10 0.027
Comprimento (cm) 18.84b 19.15a 0.05 0.003
Escore de umbigo? 1.57 1.82 0.06 0.067

YFBM (peso do pinto sem o saco vitelino — yolk free body mass); SV (saco vitelino residual). *
Condicdo de umbigo, onde: 1= boa, 2= moderada, 3= ruim.

Na associacdo do antibidtico com a vacina in ovo, as varidveis peso médio do
pinto, peso do pinto sem o saco vitelino (YFBM), peso de saco vitelino residual e
comprimento foram maiores (P<0,05) quando comparados aqueles oriundos da

vacinacao in ovo sem antibidtico. A variavel escore de umbigo néo sofreu influéncia dos

tratamentos (P>0,05).
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O YFBM ¢é um parametro mais genuino quando comparado ao peso bruto do
pintinho, pois representa o que realmente foi convertido de nutrientes pelo embrido em
massa corporal a partir do saco vitelino (NANGSUAY et al., 2015) e 0 comprimento do
pintinho esté relacionado positivamente & massa corporal livre de gema na ocasido do
nascimento (MEIJERHOF, 2006). Molenaar et al. (2008) demonstraram que a vantagem
de 1 cm a mais no comprimento do pintinho no dia do nascimento pode resultar em 264
gramas a mais em peso corporal, com 45 gramas a mais na producdo de carne de peito
ao 38° dia de idade.

O uso do antibidtico promoveu melhor qualidade dos pintos eclodidos,
principalmente devido aos resultados de YFBM e comprimento. Segundo Boelter (1998)
um dos motivos pelo qual se espera melhora do desempenho zootécnico com o uso dos
antibidticos promotores de crescimento € devido ao aumento da absorcéo de nutrientes
causada pela mudanca no ambiente intestinal (BOELTER, 1998), em que ocorre uma
diminuicdo na parede do intestino delgado assim impulsionando 0 aumento da irrigagéo
sanguinea e por sequéncia uma maior oferta de oxigénio para a mucosa o que melhora a
absorcao dos nutrientes (MAGALHAES et al., 1998; HAESE; SILVA, 2004).

Tabela 6- Peso de 6rgéos em valores absolutos (g) e relativos ao peso do pinto sem o
saco vitelino (%) de recém-eclodidos que foram submetidos a vacinagdo in ovo com ou
sem antibidtico.

. Pintos vacinados  Pintos vacinados in  SEM P-valor

Variavels in ovo ovo + antibiético

Coracdo (g) 0.300b 0.320a 0.006 0.011
Coracéo (%) 0.008 0.007 1.080 0.258
Figado (g) 1.110b 1.190a 0.010 0.020
Figado (%) 0.030 0.030 0.001 0.870
Estémago (g) 3.080 3.130 0.037 0.509
Estdmago (%) 0.083 0.080 0.001 0.104
Intestino (g) 2.250 2.200 0.030 0.471
Intestino (%) 0.060 0.050 0.001 0.300
Pulmao (g) 0.320b 0.350a 0.005 0.003
Pulméo (%) 0.009 0.008 0.001 0.154
Baco (g) 0.014 0.015 0.001 0.407
Baco (%) 0.043 0.048 0.001 0.109
Bursa (g) 0.043 0.048 0.001 0.109
Bursa (%) 0.001 0.001 0.001 0.297

n=28. Pesos relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino.
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Na tabela 6 encontram-se os resultados de peso de 6rgdos em valores absolutos e
relativos ao peso do pinto sem o saco vitelino de recém-eclodidos. Assim como as
variaveis de rendimento de incubacéo e qualidade dos pintos, ndo foram encontrados na
literatura experimentos semelhantes ao presente estudo que avaliaram o desenvolvimento
de 6rgdos durante a incubacdo. O peso absoluto do coracdo, figado e pulmédo foram
estatisticamente superiores (P<0,05) no tratamento com antibidtico. De acordo com
Maatjens et al. (2016), o peso maior de 6rgdos vitais indica maior metabolismo e
desenvolvimento corporal. Porém, os pesos relativos destes 6rgaos foram semelhantes
(P>0,05) entre os tratamentos, demonstrando que a organogénese de embrides de ambos
os tratamentos foi semelhante no que diz respeito aos 6rgdos avaliados. As demais
variaveis referentes aos oOrgdos dos pintinhos também ndo apresentaram diferenca
estatistica (P>0,05).

Tabela 7- Pardmetros sanguineos de recém-eclodidos que foram submetidos a vacinagao
in ovo com ou sem antibidtico.

Pintos Pintos SEM P-value
o vacinados vacinados
Variaveis . .
in ovo in ovo +
antibidtico
Glicose (mmol/l) 7.12a 5.10b 0.18 0.001
Lactato (mmol/l) 0.49b 0.73a 0.04 0.002
Acido trico (mmol/l) 0.31a 0.21b 0.01 0.005

De acordo com a tabela 7, os valores de glicose foram menores (P<0,05) no
tratamento de vacinagdo in ovo + antibidtico. Na fase final da incubacdo, quando o
embrido rompe a membrana interna e externa da casca, o suprimento de oxigénio no ovo
é limitado. Em contrapartida, a necessidade de energia para a ecloséo é suprida pela
glicolise e gliconeogénese (CHRISTENSEN et al., 2001; MORAN, 2007). Os niveis de
glicose reduzidos no tratamento com antibiético podem ter ocorrido por uma maior
demanda energética, pois estes pintos apresentaram maior peso corporal e peso de
oOrgaos vitais, como figado, coracéo e pulmao.

Na analise de lactato observou-se um nivel maior (P<0,05) no tratamento

vacinacao in ovo + antibidtico. O aumento do lactato € comum durante o processo de
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eclosdo, quando h& baixa disponibilidade de oxigénio para a realizacdo da beta-
oxidacdo. Desta forma o embrido utiliza glicolise anaerdbia, além da quebra do
glicogénio armazenado principalmente nos musculos e no figado, que é a maior fonte de
lactato. Além disso, o lactato € considerado indicador de esforco fisico, situacdo na qual
os embribes enfrentam ao final da incubacdo, quando grande quantidade de energia €
utilizada em atividades musculares, como nos movimentos para rotacdo do corpo e
quebra da casca (CHRISTENSEN et al., 2001; MORAN, 2007). Maatjens et al. (2016)
relataram que o aumento dos niveis de lactato indica aumento do metabolismo da
glicose pela via glicolitica e pode ser causado pelo aumento da taxa metabolica, fato
passivel de ter ocorrido nos pintos que receberam adicdo de antibidtico na vacina.
Apesar dos niveis de glicose terem sido menores (P<0,05) e de lactato terem sido
maiores (P<0,05) nos pintos do tratamento vacina + antibi6tico, os niveis de &cido urico
foram significativamente menores, 0 que sugere que a energia exigida pela maior
atividade metabolica nestas aves foi obtida por outras vias, preservando a mobilizacdo
de proteinas e permitindo menor degradacdo muscular. Esta hipdtese é apoiada pelo
resultado de maior (P<0,05) YFBM obtido nestas aves. Segundo Haese e Silva (2004), o
uso de antibidticos como promotores de crescimento aumenta as reservas de glicogénio.
Analisando os resultados do presente estudo, € possivel que esta tenha sido a via

energética principal utilizada pelos embri6es que receberam adicdo de antibidtico in ovo.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O uso do antibiético gentamicina associado a vacinacdo in ovo na dose de
0,20mg/ovo néo altera o rendimento da incubacgéo e produz pintos de um dia de maior
comprimento, peso e YFBM (peso do pinto livre de gema).

O estudo entretanto, ndo avaliou se esta pratica associada a vacinacdo in ovo
altera os titulos vacinais, o que deve ser fortemente considerado.

Estudos aprofundados sobre o uso de antibioticos in ovo devem ser realizados na
fase de criacdo e abate das aves para elucidar os impactos zootécnicos e de seguranca

alimentar desta pratica.
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