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Apresentação

A presente publicação visa relatar os principais resultados de projetos
de pesquisa da Embrapa Suínos e Aves, finalizados no ano de 2008. O
objetivo desta publicação é prestar contas das nossas ações de
pesquisa e de construir uma memória técnica desta Unidade.

No caso específico desta publicação, são apresentados resultados de
seis projetos, os quais atendem demandas do setor produtivo em
diversas áreas: aproveitamento de resíduos agroindustriais; remoção de
nitrogênio visando o tratamento de dejetos suínos; genômica para
características de produção, qualidade de carcaça e resistência à
coccidiose em aves; controle biológico de Salmonella enteritidis em
frangos e controle de celulite em frangos.

Os relatórios dos projetos estão subdivididos em introdução, objetivos,
resultados e discussão, tecnologias geradas e considerações finais, a
fim de facilitar a compreensão e o entendimento dos resultados dos
projetos executados pela Embrapa Suínos e Aves.

Arlei Coldebella

Editor





Capítulo 1

Utilização do flotado industrial de

frigorífico na produção de farinha

mista suína destinada ao uso em

rações para frangos de corte e

suínos

Dirceu Luís Zanotto
Claudio Bellaver
Arlei Coldebella
Jalusa Deon Kich

Luiz Carlos Ajala





Introdução

No Brasil as cadeias de frango de corte e de suínos são bem
organizadas, promovendo uma produção em torno de 12 milhões de

toneladas de carne por ano, sendo 9 milhões de carne de frango e 3

milhões de carne suína.

Nos frigoríficos, em decorrência dos procedimentos utilizados no abate

animal, processamento da carcaça e produção de derivados
alimentícios, verifica-se a produção e descarte de grande quantidade de

resíduos. Apresentando elevado grau de perecibilidade, esses resíduos

necessitam de cuidados especiais quanto ao destino final, a fim de
prevenir sua decomposição e, desta forma, a geração e proliferação de

agentes contaminantes, os quais se constituem numa ameaça à

preservação da biossegurança e do meio ambiente.

Os resíduos da atividade frigorífica de aves e suínos podem ser

classificados da seguinte forma:

1. Subprodutos não comestíveis: esta categoria de resíduos inclui,

principalmente vísceras, órgãos, sangue, ossos, penas, aparas de carne

e de gordura. Em conformidade com a Instrução Normativa N° 34, de

28 de maio de 2008 – MAPA, os “subprodutos não comestíveis”, por

meio de processamento térmico, são transformados em farinha animal,

destinada à produção de ração. No Brasil, estima-se uma produção em

torno de 4 milhões de toneladas de farinha animal por ano,

representando uma importante fonte de proteína e energia para a

indústria de ração, em complemento ao milho e farelo de soja.

2. Efluentes líquidos: são constituídos basicamente pela água remanescente

da utilização na atividade frigorífica (abate animal, processamento de

carcaça e derivados alimentícios), que carreia os resíduos de sangue,

aparas de carne e de gordura, fragmentos de vísceras e de ossos, entre

outros. No Brasil, considerando apenas os frigoríficos de aves e suínos,

estima-se uma produção em torno de 160 milhões de m3 de “efluentes
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líquidos” /ano. Estes efluentes, paralelamente a sua geração, são

conduzidos através de tubulação até uma central de processamento,

onde, por meio de floculação e flotação, são separados em duas fases: a

fase que contém os sólidos flotados, sob forma de “lodo” e, a fase

líquida propriamente dita.

A fase líquida, segue para tratamento complementar em lagoas

facultativas, sendo após liberada ao meio ambiente, via corpos d’água
perene, com observância na legislação ambiental vigente.

Por outro lado, a fase dos sólidos flotados carece de destino adequado,
se opondo a prática usual de despejo em aterro sanitário, predispondo

biomas à contaminações química e microbiológica, o que compromete a

preservação da saúde pública e do meio ambiente como um todo. Uma
alternativa reside na centrifugação dos sólidos flotados, eliminando o

excesso de água e concentrando nutrientes, o que resulta num

composto orgânico com valor nutricional à ser investigado, sendo
denominado de Flotado Industrial de Frigorífico. Estima-se potencial

para uma produção em torno de um milhão de toneladas de Flotado

Industrial de Frigorífico por ano.

Considerando que, tanto os “subprodutos não comestíveis”, como o

Flotado Industrial de Frigorífico, são derivados da atividade frigorífica e
que, o processamento dos “subprodutos não comestíveis” resulta na

produção de farinha animal, então, pressupõe-se que o Flotado

Industrial de Frigorífico pode ser incorporado aos “subprodutos não
comestíveis” no processo de produção de farinha animal.

Ressalta-se que a indústria de ração necessita de ingredientes em
complementação ao milho e ao farelo de soja, principalmente nos

períodos de entressafra, de modo que a farinha animal representa uma

excelente opção.

 18        Utilização do flotado industrial de frigorífico na produção de farinha mista suína
destinada ao uso em rações para frangos de corte e suínos



Objetivo geral

Avaliar a inclusão de 10% de Flotado Industrial de Frigorífico na

produção de Farinha Mista Suína e subsequente utilização nas rações
para aves e suínos, considerando o desempenho zootécnico e a

segurança da carne.

Objetivos específicos
a) Determinar a composição em nutrientes do Flotado Industrial de

Frigorífico e da Farinha Mista Suína produzida com e sem a inclusão de

10% de Flotado Industrial de Frigorífico;

b) Verificar a presença de contaminantes químicos (metais pesados,

resíduos de pesticidas e bifenilas policloradas) no Flotado Industrial de

Frigorífico e na Farinha Mista Suína produzida com e sem a inclusão de

10% de Flotado Industrial de Frigorífico;

c) Verificar a presença de contaminantes microbiológicos no Flotado

Industrial de Frigorífico e na Farinha Mista Suína produzida com e sem a

inclusão de 10% de Flotado Industrial de Frigorífico;

d) Determinar o valor da energia metabolizável da Farinha Mista Suína

produzida com e sem a inclusão de 10% de Flotado Industrial de

Frigorífico, para aves e suínos;

e) Verificar o efeito da utilização de ração contendo Farinha Mista Suína

produzida com e sem a inclusão de 10% de Flotado Industrial de

Frigorífico, sobre o desempenho e características de carcaça de aves e

suínos;

f) Verificar a presença de resíduos de contaminantes químicos na carne de

aves e de suínos, alimentados com ração contendo Farinha Mista Suína

produzida com e sem a inclusão de 10% de Flotado Industrial de

Frigorífico.
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Resultados e discussão

Composição em nutrientes do flotado industrial de
frigorífico
Observou-se no Flotado Industrial de Frigorífico um considerável valor
em nutrientes (1), expresso, principalmente, por proteína bruta

(44,03%), extrato etéreo (32,74%), cálcio (1,03%), fósforo (1,03%),

além de um excelente perfil de aminoácidos essenciais, sendo
comparável ao perfil de aminoácidos do farelo de soja com 45% de

proteína bruta. Estes resultados evidenciaram o potencial para a

inclusão do Flotado Industrial de Frigorífico no processo de produção de
Farinha Mista Suína. Observou-se, ainda, um elevado teor de ferro

(2.511 mg/kg). Porém, considerando uma inclusão de 10% do Flotado

Industrial de Frigorífico na produção de Farinha Mista Suína, com igual
nível de inclusão da Farinha na ração, o Flotado Industrial de Frigorífico

estaria contribuindo com apenas 25,1 mg/kg no teor de ferro da ração.

Sendo o nível dietético tolerável de ferro para suínos de 3.000 mg/kg,

descarta-se qualquer possibilidade de intoxicação devido ao ferro

proveniente do Flotado Industrial de Frigorífico. Além disso, não foi
detectado efeito significativo (p>0,05) de lote de produção (dia e

turno), sobre a composição de nutrientes do Flotado Industrial de

Frigorífico, indicando a eficácia do controle da qualidade do processo
de produção.

Contaminantes químicos no flotado industrial de
frigorífico e na farinha mista suína produzida com e
sem flotado industrial de frigorífico
No Flotado Industrial de Frigorífico e na Farinha Mista Suína produzida

com e sem a inclusão de 10% de Flotado Industrial de Frigorífico, foi

avaliado a presença dos seguintes contaminantes:

1. Metais pesados: arsênio, cádmio, chumbo e mercúrio.
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2. Pesticidas: hexaclorobenzeno, alfa-BHC, beta-BHC, lindano, heptaclor,

aldrin, dieldrin, endrin, 4,4-DDT (p,p-DDT), metoxichlor,

methylparathion, parathion, clordano, mirex, ethion análogos O2  e etil

malation.

3. Bifenilas policloradas (PCBs): tricloro bz 28, tetracloro bz 52, pentacloro

bz 101, pentacloro bz 118, hexacloro bz 153, hexacloro bz 138,

heptacloro bz 180 e PCBs total. Não foi detectada presença destes

contaminantes no Flotado Industrial de Frigorífico, nem na Farinha Mista

Suína com e sem Flotado Industrial de Frigorífico (3).

Pondera-se, para qualquer situação considerada, que o limite de
detecção do método analítico utilizado foi inferior ao limite máximo de

resíduo permitido, para o respectivo contaminante, conforme consta na

legislação. Concluiu-se que o Flotado Industrial de Frigorífico e a
Farinha Mista Suína produzida com e sem a inclusão de 10% de

Flotado Industrial de Frigorífico, são inócuos com relação aos

contaminantes estudados.

Contaminantes microbiológicos no flotado industrial de
frigorífico e na farinha mista suína produzida com e
sem flotado industrial de frigorífico
No Flotado Industrial de Frigorífico e na Farinha Mista Suína produzida
com e sem a inclusão de 10% de Flotado Industrial de Frigorífico, foi

avaliado a presença de contaminação microbiológica por Salmonella

sp., Clostridium perfringens e Enterobacteriaceas. Considerando o
Flotado Industrial de Frigorífico “in natura”, foi detectado nível de

contaminação acima do limite tolerável apenas para Clostridium

perfringens. Entretanto, quando o Flotado Industrial de Frigorífico foi
incluído nos “subprodutos não comestíveis” e esta mistura foi

processada termicamente para produção da Farinha Mista Suína com

Flotado Industrial de Frigorífico, a referida contaminação deixou de
existir. Ademais, não foi observada qualquer contaminação

microbiológica da Farinha Mista Suína, independente da inclusão do
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Flotado Industrial de Frigorífico (2). Sob o ponto de vista de

contaminação por Salmonella sp., Clostridium perfringens e

Enterobacteriaceas, evidenciou-se a inocuidade da Farinha Mista Suína

produzida sem e com Flotado Industrial de Frigorífico.

Composição em nutrientes da farinha mista suína
produzida com e sem flotado industrial de frigorífico
Por meio de análises laboratorial foi determinada a composição em

nutrientes da Farinha Mista Suína produzida com e sem a inclusão de

10% de Flotado Industrial de Frigorífico. Foi detectada diferença
significativa (p<0,05) entre as duas farinhas apenas para proteína

bruta, arginina e ferro (4, 5), sendo que a Farinha Mista Suína sem

Flotado Industrial de Frigorífico apresentou maior teor de proteína bruta
(48,96 vs 47,23%) e arginina (3,32 vs 3,22%) e menor teor de ferro

(678 vs 929 mg/kg). Estas diferenças foram devidas ao

desbalanceamento dos referidos nutrientes no produto final, em função
de seus diferentes teores no Flotado Industrial de Frigorífico e na

Farinha Mista Suína convencional (sem Flotado Industrial de Frigorífico).

Contudo, a composição de nutrientes da Farinha Mista Suína,
independente da inclusão do Flotado Industrial de Frigorífico, foi

semelhante a composição que se verifica na literatura para uma farinha

convencional.

Energia metabolizável da farinha mista suína produzida
com e sem flotado industrial de frigorífico, para aves
O valor de energia metabolizável aparente corrigida (EMAc) da Farinha

Mista Suína produzida com e sem a inclusão de 10% de Flotado
Industrial de Frigorífico, para aves, foi determinado através de

experimento de metabolismo “in vivo” com frangos de corte, sendo

utilizado o método de coleta total de excretas. Os valores de EMAc
para a Farinha Mista Suína produzida com e sem Flotado Industrial de

Frigorífico, foram de 2.564 e 2.578 kcal/kg, respectivamente, não
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sendo detectada diferença significativa (p=0,7883) (4). Desta forma,

pode-se considerar como EMAc, para ambas as Farinhas, o valor médio
de 2.571 kcal/kg.

Energia metabolizável da farinha mista suína produzida
com e sem flotado industrial de frigorífico, para suínos
O valor de energia metabolizável aparente corrigida (EMAc) da Farinha
Mista Suína produzida com e sem a inclusão de 10% de Flotado

Industrial de Frigorífico, para suínos, foi determinado através de

experimento de metabolismo “in vivo” com suínos na fase de
crescimento-terminação, sendo utilizado o método de coleta total de

fezes e urina e óxido férrico como marcador fecal. Os valores de EMAc

para a Farinha Mista Suína produzida com e sem Flotado Industrial de
Frigorífico, foram de 2.849 e 2.781 kcal/kg, respectivamente, não

sendo detectada diferença significativa (p=0,5785) (5). Desta forma,

pode-se considerar como EMAc, para ambas as farinhas, o valor médio
de 2.815 kcal/kg.

Utilização da farinha mista suína produzida com e sem
flotado industrial de frigorífico em dietas para frangos
de corte: efeito sobre o desempenho, característica de
carcaça e resíduos na carne
Foi conduzido um experimento com frangos de corte de 1 a 42 dias de

idade, para avaliar o efeito da utilização de dietas contendo Farinha
Mista Suína produzida com e sem Flotado Industrial de Frigorífico,

sobre o desempenho, característica de carcaça e resíduos químicos na

carne das aves. Foram avaliadas três dietas (D) com oito repetições de
30 aves por boxe, sendo: D1= Testemunha, a base de milho e farelo

de soja, suplementada com minerais e vitaminas; D2 = Idem D1, com

10% de Farinha Mista Suína sem Flotado Industrial de Frigorífico; D3=
Idem D1, com 10% de FCO com Flotado Industrial de Frigorífico.
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Não foi detectado efeito significativo (p>0,05) das dietas

experimentais, sobre o consumo de ração, ganho de peso e conversão
alimentar (6). Exceto pelo rendimento de peito que foi maior (p<0,05)

para as aves que receberam a dieta testemunha, não foi detectado

efeito significativo (p>0,05) das dietas experimentais, sobre as demais
características de carcaça: pesos de carcaça, de pés, de gordura

abdominal, de coração, de fígado, de moela, alem dos rendimentos de

carcaça, de peito, de coxa + sobrecoxa, de asas e de dorso (8).
Também não foi detectada presença de qualquer resíduo químico no

fígado, músculo e gordura abdominal dos frangos (7), considerando:

1. Metais pesados: arsênio, cádmio, chumbo e mercúrio;

2. Pesticidas: hexaclorobenzeno, alfa-BHC, beta-BHC, lindano, heptaclor,

aldrin, dieldrin, endrin, 4,4-DDT (p,p-DDT), metoxichlor,

methylparathion, parathion, clordano, mirex, ethion análogos O2  e etil

malation);

3. PCBs: tricloro bz 28, tetracloro bz 52, pentacloro bz 101, pentacloro bz

118, hexacloro bz 153, hexacloro bz 138, heptacloro bz 180 e PCBs

totais.

Concluiu-se que a Farinha Mista Suína produzida com a inclusão de

10% de Flotado Industrial de frigorífico, pode ser utilizada nas rações

para frangos de corte, mantendo otimizados o desempenho zootécnico,
a segurança da carne e as características de carcaça das aves,

comparados com a utilização da Farinha Mista Suína sem Flotado

Industrial de Frigorífico.

Utilização da farinha mista suína produzida com e sem
flotado industrial de frigorífico em dietas para suínos:
efeito sobre o desempenho, característica de carcaça e
resíduos na carne
Foi realizado um experimento com suínos na fase de crescimento-

terminação (29,53 aos 99,11 kg), para avaliar o efeito da utilização de
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dietas contendo Farinha Mista Suína produzida com e sem Flotado

Industrial de Frigorífico, sobre o desempenho, característica de carcaça
e resíduos químicos na carne dos animais. Foram avaliadas três dietas

(D) com 10 repetições de um animal na baia, sendo: D1= Testemunha,

a base de milho e farelo de soja, suplementada com minerais e
vitaminas; D2 = Idem D1, com 10% de Farinha Mista Suína sem

Flotado Industrial de Frigorífico; D3 = Idem D1, com 10% de Farinha

Mista Suína com Flotado Industrial de Frigorífico.

Não houve efeito significativo (p>0,05) das dietas experimentais,

sobre o consumo de ração, ganho de peso, conversão alimentar, peso
da carcaça, rendimento de carcaça, profundidade de lombo, espessura

de toucinho e rendimento de carne (9). Também não foi detectada

presença de qualquer resíduo químico no fígado, músculo e gordura
intrabdominal dos animais, considerando: metais pesados, pesticidas e

PCBs (10).

Concluiu-se que a Farinha Mista Suína, independente da inclusão de

10% de Flotado Industrial de Frigorífico, pode ser utilizada nas rações

de suínos na fase de crescimento-terminação, sem prejudicar o
desempenho, características de carcaça e segurança da carne.

Tecnologias geradas

Conhecimento sobre a composição de nutrientes e valor energético da
Farinha Mista Suína produzida com a inclusão de 10% de Flotado

Industrial de Frigorífico, para aves e suínos.

Viabilidade da utilização da Farinha Mista Suína produzida com a

inclusão de 10% de Flotado Industrial de Frigorífico”, nas rações para

frangos de corte e suínos na fase de crescimento-terminação.
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Considerações finais

A efetiva utilização das referidas tecnologias pelo setor produtivo, fica

na dependência de reconhecimento oficial, por parte do Ministério da
Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA. Neste contexto, o

Flotado Industrial de Frigorífico passaria a integrar as matérias primas

(subprodutos não comestíveis) para a produção de farinha animal, com
observância no Regulamento Técnico da Inspeção Higiênico-Sanitário e

Tecnológica do Processamento de Resíduos de Animais”, que constam

da Instrução Normativa n° 34, de 28 de maio de 2008 do MAPA.

Desta forma, além de se agregar valor às cadeias de frangos de corte e

suínos, se estaria contribuindo para a preservação da biossegurança e
do meio ambiente.
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Introdução

No Brasil a maioria dos casos de salmonelose em humanos são

causados por Salmonella (S.) Enteritidis fagotipo (PT) 4, cuja principal
forma de transmissão é o consumo de carne de frango e ovos

contaminados pela bactéria. Apesar dos contínuos esforços com

biosseguridade nas granjas de aves, a prevalência de S. Enteritidis PT4
ainda é elevada em frangos de corte. Com a tendência mundial de

reduzir o uso de antimicrobianos em animais de produção há um

aumento no interesse por métodos alternativos de controle da bactéria
na avicultura, dentre os quais se incluem os bacteriófagos líticos (BL),

que podem ser viáveis para controle biológico de S. Enteritidis.

Três BL previamente isolados pela Embrapa Suínos e Aves,

denominados CNPSA 1, CNPSA 3 e CNPSA 4, apresentaram ação

sobre S. Enteritidis PT4 e reduziram a bactéria no intestino de frangos
infectados em condições experimentais (Fiorentin et al., 2005). Estes

BL possuem morfologia de cabeça e cauda, genoma DNA dupla fita e

são genotipicamente distintos entre si (Fiorentin et al., 2004). Para
aprimorar a tecnologia de uso destes BL é necessário aprofundar os

estudos de atuação in-vivo, bem como obter maior caracterização

visando a segurança do produto que é administrado de forma
terapêutica às aves. Este projeto teve o objetivo de contribuir para

viabilizar uma tecnologia de uso desses BL para controle biológico de

S. Enteritidis PT4 em frangos de corte.

Objetivos

• Determinar a eficiência dos bacteriófagos líticos na redução da contagem

de UFC (unidades formadoras de colônias) de S. Enteritidis PT4 no ceco

de frangos de corte infectados.

• Ampliar a caracterização genotípica e fenotípica dos bacteriófagos

líticos.
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Resultados e discussão

A eficiência do tratamento com BL na redução de S. Enteritidis PT4 no

ceco de frangos de corte foi avaliada em diferentes fases de

crescimento de aves SPF infectadas pela via oral no primeiro dia de
vida com uma amostra de referência da bactéria. Para avaliação do

tratamento na fase inicial de crescimento, foi realizada a contagem

inicial de UFC/g de conteúdo cecal no 5° dia de vida (-6 pós-
tratamento, pt), seguida da separação das aves em grupo controle

(infectado) e tratado (infectado e tratado com BL). O grupo tratado

recebeu a dose de 109 unidades formadoras de placa (UFP) de cada BL
diluída na água de beber, administrada do 6° ao 10° dia de vida. A

contagem de UFC no conteúdo cecal foi realizada nas aves de ambos

os grupos nos dias 1, 4, 7 e 10 pt. O tratamento com BL na fase final
de crescimento dos frangos foi também avaliado em aves infectadas no

1° dia de vida, as quais foram mantidas em contato até o 31° dia de

vida, quando foi realizada a contagem inicial de UFC/g de conteúdo
cecal, seguida da separação das aves em grupo controle (infectado) e

tratado. O grupo tratado recebeu o tratamento com BL entre o 31° e

35° dia de vida. A avaliação da contaminação por S. Enteritidis PT4 no
ceco foi procedida nos dias 1, 4, 7 e 10 pt.

Os resultados da avaliação quantitativa de S. Enteritidis PT4 no ceco
das aves dos grupos controle e tratado na fase inicial de crescimento,

transformada em escala logarítmica, mostraram diferença estatística

entre a contagem inicial de UFC de S. Enteritidis PT4 no dia –6 pt em
relação aos demais dias pt (P<0,0001). Os BL foram efetivos na

redução de UFC/g de conteúdo cecal, havendo menores contagens no

grupo tratado em relação ao grupo controle em todos os dias pt
avaliados (Figura 1). No tratamento com BL aplicado na fase final de

crescimento dos frangos, houve diferença significativa entre a

contagem inicial de UFC/g em relação aos dias 4, 7 e 10 pt (P<0,05),
contudo não ocorreu efeito de grupo, indicando que não há diferença

entre o grupo tratado e controle (Figura 2). Na fase final de
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crescimento, a ação dos BL parece ser desfavorecida pela diminuição

da concentração de S. Enteritidis no ceco que ocorre nas semanas
seguintes à inoculação das aves, sugerindo que os BL pesquisados pela

Embrapa Suínos e Aves atuam melhor frente a altas concentrações da

bactéria.

Figura 1. Médias de UFC de S. Enteritidis PT4/ g de conteúdo cecal em frangos
do grupo controle (S. Enteritidis) e tratado (S. Enteritidis + BL na fase inicial de
crescimento).

Figura  2. Médias de UFC de S. Enteritidis PT4/ g de conteúdo cecal em frangos
do grupo controle (S. Enteritidis) e tratado (S. Enteritidis + BL na fase final de
crescimento).

0

1

2

3

4

5

6

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias pós-tratamento

lo
g

(U
F

C
/g

)

Controle Tratado

0

1

2

3

4

5

6

7

-6 -3 0 3 6 9

Dias pós-tratamento

lo
g

(U
F

C
/g

)

Controle Tratado

Utilização de bacteriófagos no controle biológico de Salmonella Enteritidis em frangos        33



Com o objetivo de ampliar a caracterização genotípica e fenotípica dos
bacteriófagos líticos, fragmentos de DNA amplificados por RAPD que
foram específicos de cada BL (Figura 3) foram purificados, clonados e
sequenciados. Foram identificados 375, 499 e 435 nucleotídeos dos BL
CNPSA 1, CNPSA 3 e CNPSA 4, respectivamente, os quais foram
comparados a sequências de DNA de bacteriófagos disponíveis no
GenBank. As sequências obtidas dos BL CNPSA não apresentaram
homologias significativas com sequências de DNA de outros fagos.
Contudo, as maiores similaridades foram identificadas frente a
sequências de bacteriófagos da ordem Caudovirales de genoma DNA
dupla fita (Tabela1), confirmando que os BL isolados pela Embrapa
Suínos e Aves pertencem à ordem Caudovirales. Este resultado também
sugere que estes BL não foram previamente descritos.

Tabela 1. Principais similaridades identificadas entre sequências de DNA dos

bacteriófagos líticos CNPSA e de outros bacteriófagos.

Fago
Bacteriófago, família e bactéria

hospedeira

Número de

acesso

Similaridade

(%)

CNPSA 1 Fago cs-t
Myoviridae

Clostridium botulinum tipo C

EMBL:
AP008983

66,7

Fago Lv-1
Siphoviridae

Lactobacillus jensenii

EMBL:
EU871039

65,4

Bacteriófago K1F
Podoviridae

Escherichia coli

EMBL:
DQ111067

61,8

CNPSA 3 Bacteriófago 187
Siphoviridae

Staphylococcus aureus

EMBL:
AY954950

65,9

Profago de Campylobacter

Campylobacter jejuni
EMBL:

EF694684
60,8

Fago P-SSM2
Myoviridae

Prochlorococcus

EMBL:
AY939844

59,8

Continua...
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Tabela 1. Continuação...

Fago
Bacteriófago, família e bactéria

hospedeira

Número de

acesso

Similaridade

(%)

CNPSA 4 Gene alt do Fago T4
Myoviridae

Enterobacteriacea

EMBL:
X15811

78,6

Fago Xop411
Siphoviridae

Xanthomonas oryzae

EMBL:
DQ777876

75,0

Fago EL
Myoviridae
Pseudomonas aeruginosa

EMBL:
AJ697969

72,9

Fago phiEco32
Podoviridae

Escherichia coli

EMBL:
EU330206

72,3

Os fragmentos de DNA selecionados de cada BL para sequenciamento são indicados. M, marcador de
tamanho molecular (ladder 100 pb).

Figura 3. Perfis de RAPD obtidos dos BL (CNPSA 1, 3 e 4).

Por outro lado, a investigação da estabilidade in vivo dos BL é

fundamental para garantir a eficiência e a segurança de uso dessa

tecnologia de controle biológico. Peptídeos e DNA obtidos do pool
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contendo os 3 BL foram analisado por SDS-PAGE e AFLP modificado,

respectivamente, antes do fornecimento às aves e após a passagem
pelo trato gastrointestinal dos frangos. O pool contendo 3X107 UFP/mL

de cada BL foi administrado na água de beber do 3° ao 6° dia de vida

das aves e suabes de cloaca foram coletados de todas as aves nos 7°,
10°, 13° e 16° dias de vida para reisolamento dos BL. Foram

identificados peptídeos predominantes, cujo principal apresentou 50

KDa, os quais provavelmente correspondem a proteínas estruturais dos
BL (Figura 4). O perfil de peptídeos dos BL não apresentou alterações

após a passagem pelo trato intestinal das aves. A análise genotípica por

AFLP também não identificou alterações nos BL durante a permanência
no trato gastrointestinal das aves (Figura 5), e confirmou a identidade

dos fagos administrados às aves e reisolados dos suabes de cloaca.

Embora os BL analisados individualmente apresentem genótipos
distintos, os perfis de SDS-PAGE foram semelhantes entre os BL,

confirmando que as principais proteínas estruturais de bacteriófagos

tendem a ser conservadas. Alterações sofridas pelos BL durante a
passagem pelo trato gastrointestinal das aves podem interferir na

capacidade de lise, o que poderia ter sido detectado por alterações no

perfil de SDS-PAGE. A conservação dos perfis genotípico e fenotípico
dos BL após a passagem pelo trato intestinal sugere não haver

alterações estruturais significativas nos BL durante sua permanência no

organismo das aves.

M, marcador (protein ladder), 1-6, perfis de peptídeos.

Figura 4. Análise por SDS-PAGE de peptídeos dos BL após passagem pelo trato

gastrointestinal dos frangos.

 36       Utilização de bacteriófagos no controle biológico de Salmonella Enteritidis em frangos

F
o
to

: 
C

la
ri
ss

a 
S
.L

. 
V

az



   M, marcador (ladder 100 pb); 1, mix de BL antes da administração às aves; 2-5, mix de BL após

passagem pelo trato intestinal das aves; 6, controle negativo (sem DNA).

Figura 5. Perfis de AFLP modificado obtidos do pool de BL antes e após

passagem pelo trato gastrointestinal de frangos.

Um dos requisitos para o uso terapêutico dos BL é apresentar ação
específica sobre diferentes linhagens da bactéria-alvo que circulam no

campo, sem no entanto afetar a flora normal das aves tratadas. O

efeito dos BL CNPSA foi analisado frente a S. Enteritidis PT4 isoladas
no Brasil, assim como outros fagotipos de S. Enteritidis que ocorrem no

país e sorovares de Salmonella de diferentes sorogrupos isolados de

aves. A especificidade foi também avaliada frente a outras espécies de
bactérias de importância na avicultura, como Enterococcus,

Lactobacillus e Escherichia coli. Dentre os sorovares analisados, os BL

apresentaram ação sobre S. Enteritidis e S. Typhimurium (controle
positivo), tendo efeito sobre S. Enteritidis PT1, PT4a, PT6a, PT9, PT11

e sobre a maioria dos isolados PT4 testados, exceto sobre o PT6 (Alves

et al., 2009). Não houve efeito sobre outras espécies de bactérias
testadas, dentre as quais Lactobacillus. Considerando a importância de

Lactobacillus na flora das aves e sendo um gênero que muitas vezes

compõe formulações de exclusão competitiva, o uso desses
bacteriófagos líticos associado à exclusão competitiva pode ser uma

opção para potencializar a redução de S. Enteritidis no trato intestinal

de frangos.
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Tecnologias geradas

A execução deste projeto resultou na padronização das metodologias

para manutenção e amplificação laboratorial dos BL, e de uso

terapêutico do pool de BL em frangos infectados por S. Enteritidis.

Considerações finais

Os resultados obtidos até o momento comprovam que os bacteriófagos

líticos isolados pela Embrapa têm ação específica sobre Salmonella e
são capazes de reduzir o número de UFC mas não a um nível

satisfatório para a indústria, o que não inviabiliza o aperfeiçoamento da

tecnologia por meio de novas iniciativas de pesquisa, buscando
melhorar sua eficiência. Contudo, uma tecnologia de uso de BL que

apresente índices satisfatórios de redução de S. Enteritidis em aves, de

forma segurança, e cuja produção seja industrialmente e
financeiramente viável, não deve ser esperada a curto prazo. Apesar

disso, o uso de bacteriófagos para controle biológico da bactéria vem

sendo recebido com interesse, tendo sido desenvolvido neste projeto o
trabalho vencedor do Prêmio Lamas 2009 de Ciência e Tecnologia

Avícolas na área de sanidade, o que é um estímulo à continuidade da

pesquisa.
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Introdução

A temática ambiental tem ganhado corpo nas últimas décadas em

nossa sociedade face ao alto impacto que as mais distintas atividades
humanas têm causado sobre o ambiente, trazendo como conseqüência

a exaustão de recursos naturais obrigando-nos a repensar o modelo de

desenvolvimento adotado. Daí, o conceito de sustentabilidade (social,
econômica e ambiental) das mais diversas atividades estar ganhando

importância no setor produtivo.

A Embrapa, que sempre se mostrou muito atenta e tem contribuído

substancialmente para a evolução do agronegócio no Brasil, acredita

que a temática ambiental deve estar sempre presente nas discussões
referentes à evolução das atividades agropecuárias sendo inclusive uma

de suas metas de pesquisa, desenvolvimento e inovação.

Dentro deste contexto, a criação intensiva de suínos tem causado

grandes problemas ambientais em algumas regiões do Brasil. Isto se

deve a alta concentração de matéria orgânica e nutrientes nesta matriz
que, quando não corretamente manejados e tratados, podem causar um

grande impacto sobre a biota do solo e água.  A produção e disposição

destes dejetos em áreas onde não se tem uma demanda por nutrientes
suficiente, têm causado a lixiviação e percolação de dejetos resultando

em determinadas regiões altos índices de contaminação de nossos

recursos hídricos.

Um dos elementos de grande preocupação no tratamento de efluentes
da suinocultura é o nitrogênio. Em fase aquosa, o nitrogênio está

presente em várias formas e estados de oxidação sendo as espécies de

maior relevância, o nitrogênio orgânico dissolvido e particulado, o
nitrogênio amoniacal (NH3/NH4

+), nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-).

O nitrogênio amoniacal apresenta-se tóxico para peixes e sua oxidação

apresenta uma alta demanda de oxigênio (1 mg de NH3 necessita de
4,6 mg de O2). Sob o ponto de vista de saúde pública o nitrato pode

causar metahemoglobinemia fruto da redução do NO3
- a NO2

- (por
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bactérias do trato intestinal) e consequente oxidação do Fe2+ a Fe3+ da

hemoglobina, formando metahemoglobina que é incapaz de se ligar ao
O2, impedindo assim as trocas gasosas no organismo humano.  O

nitrito ainda pode se combinar com aminas secundárias, provenientes

da dieta alimentar, formando nitrosaminas que apresentam sabido
poder mutagênico e carcinogênico.

Atualmente, o manejo mais comum aplicado aos efluentes produzidos
pela suinocultura consiste no armazenamento dos dejetos em

esterqueiras, eventualmente seguido de lagoas de estabilização, e

posterior distribuição no solo. Apesar das lagoas apresentarem uma
remoção razoável de carbono orgânico carbonáceo, o nitrogênio

permanece no efluente em concentrações bastante elevadas,

necessitando de um pós-tratamento para atender aos padrões de
emissão de efluentes líquidos previstos na legislação ambiental

brasileira (resolução Conama 357, março 2005).

Por muito tempo o limite de emissão de nitrogênio em corpos
receptores previsto na legislação ambiental foi ignorado, tanto pelas
empresas poluidoras quanto pelos órgãos fiscalizadores, os quais
limitavam-se à observação dos parâmetros relacionados com a
concentração da matéria orgânica, como a DBO e DQO. Retrato dessa
postura é a atual lacuna tecnológica existente no país na área de
remoção de nutrientes de efluentes.

Particularmente, para remoção de nitrogênio, as dificuldades que se
colocam referem-se a tratamento biológico de altas concentrações
deste nutriente, tipicamente acima de 200 mg/L. Considerando que a
concentração média de nitrogênio no efluente de dejetos suínos, após o
tratamento anaeróbio, permaneça em torno de 1.000 mg N total/L, uma
eficiência de 90 % de remoção de nitrogênio total ainda representa um
valor de 100 mg N/L no efluente final, muito acima dos exigidos pelas
leis ambientais.

Atualmente, novos processos estão sendo desenvolvidos justamente

para atender ao tratamento de efluentes com elevada concentração
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deste poluente. Em alguns países (Japão, Estados Unidos, França)

estes novos processos já estão sendo utilizados para o tratamento de
efluentes gerados pela criação de animais, caracteristicamente com

elevadas cargas de nutrientes.

Com base nas questões acima abordadas, pode-se afirmar que o único
caminho para se chegar a níveis de nitrogênio compatíveis com os
exigidos na legislação ambiental é o estudo e o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes para o tratamento terciário de efluentes
desta natureza.

Objetivos

• Gerar tecnologias e práticas para a remoção de nitrogênio em resíduos
com alta carga deste nutriente visando sua aplicação aos efluentes de
suinocultura.

• Estudar, em testes cinéticos em batelada, a possibilidade de aplicação
dos processos de remoção biológica de nitrogênio em efluentes de
dejetos suínos.

• Estudar o estabelecimento do processo da oxidação anaeróbia do íon
amônio (Anammox) em reatores de bio-discos rotatórios com efluentes
sintéticos com composição semelhante ao de dejetos suínos previamente
tratados em reatores anaeróbios (UASB).

• Estudar o estabelecimento do processo Sharon em reator de batelada em
seqüência em efluentes sintéticos com composição semelhante ao de
dejetos suínos previamente tratados em reatores anaeróbios.

• Caracterizar os processos microbiológicos envolvidos na remoção de
nitrogênio pela identificação dos microrganismos por técnicas de biologia
molecular.

• Estabelecimento de parâmetros dos processos de remoção de nitrogênio
para a utilização destes em escala semi-piloto e/ou piloto em dejetos de
suínos previamente estabilizados.

Resultados e discussão

Foram testadas várias tecnologias e configurações de reatores
(biodiscos, nitrificação/desnitrificação, anammox), para tratamento e
remoção de nitrogênio em efluentes da suinocultura.
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Os estudos realizados com reatores com biodisco se mostraram
eficientes para remoção de matéria orgânica. No entanto, os  biodiscos
tiveram um crescimento excessivo de biomassa que causou o
entumescimento e desplacamento do material aderido ao meio suporte
(Figura 1). Isto causou problemas na remoção de nitrogênio pelo
excesso de carbono e falta de alcalinidade do sistema.

Figura 1. Biodiscos utilizados no estudo sem crescimento (esquerda) e   após o
crescimento da biomassa (direita).

A remoção de nitrogênio via nitrificação/desnitrificação apresentou
resultados bastante satisfatórios e estáveis para remoção de nitrogênio
em efluentes da suinocultura com eficiências de remoção superiores a
70 % (Figura 2).

Figura 2. Remoção de nitrogênio via nitrificação (RN) desnitrificação (RD) em
efluentes da suinocultura em um reator operado em escala de bancada.

O processo Anammox (do inglês anaerobic ammonium oxidation) foi
estabelecido no laboratório de experimentação e análise ambiental
(LEAA) da Embrapa Suínos e Aves a partir da aclimatação de um lodo
proveniente de uma lagoa desativada. O reator (figura 3) passou a
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desenvolver atividade Anammox após cerca de 60 dias, sendo possível
remover altas cargas de nitrogênio (cerca de 2 Kg . m-3 . d-1 de N). A
microbiota do reator em operação no LEAA foi caracterizada por
seqüenciamento (figura 4), ampliação da região 16s rRNA sendo
identificada uma nova espécie de microganismo com atividade
Anammox e caracterizada como Brasilis concordienses.

Figura 3. Reator ANAMMOX em escala piloto (2 L) com meio suporte sólido,
aclimatado com lodo de uma lagoa anaeróbia, em operação na Embrapa Suínos
e Aves.
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Figura 4. Dendograma da análise filogenética realizada de amostras do lodo
com atividade ANAMMOX, ultilizando-se o prgrama MEGA 3.1. Sequencias
depositadas no GenBank utilizando-se o programa ClustalW (versão 1.83).
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Considerações Finais

Este projeto permitiu o desenvolvimento de competências e

experiências no tratamento avançado de efluentes da suinocultura. Dos
processos testados o que se revelou bastante robusto foi a remoção de

nitrogênio via nitrificação e desnitrificação com possibilidade de rápido

aumento de escala (scale up).

O processo Anammox é bastante promissor com altas taxas de

remoção de nitrogênio o que permite traçar cenários de sistemas de

tratamento menores e mais eficientes, necessitando ainda de estudos
(em execução) envolvendo a controlabilidade de processos em escala

real.
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Apresentação

O desenvolvimento deste projeto envolveu a execução de dois Planos

de Ação em um período de três anos: a Análise de genes candidatos

para características de produção e qualidade da carcaça, coordenado
pela Embrapa Suínos e Aves e o Mapeamento de QTL para

características de produção e qualidade da carcaça em aves,

coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Lehmann Coutinho, da ESALQ/USP.
Nestes planos de ação, utilizaram-se estratégias distintas,  que se

complementam, para atingir o objetivo fim do projeto, de identificar e

localizar no genoma da galinha, regiões que contenham genes que
influenciam caraterísticas de importância para a avicultura. Essas

regiões do genoma são denominadas de QTLs, do inglês, Quantitative

Trait Loci, ou loci que controlam características quantitativas, que são
controladas por muitos genes. A maioria das características de

produção, como por exemplo, ganho de peso, produção de ovos,

consumo alimentar e rendimento de peito são características
controladas por muitos genes. A maioria dos genes que influenciam

essas características não são conhecidos e as estratégias utilizadas

neste projeto contribuem para a descoberta dos mesmos.

O primeiro plano de ação abrangeu diretamente o estudo de dois genes

envolvidos no metabolismo da gordura e no crescimento, visando a
caracterização desses genes, a identificação de polimorfismos

(variações no genoma) e a associação de polimorfismos com

características de interesse na avicultura. Além da geração de
conhecimento, este PA objetivou identificar marcadores moleculares1

nos genes estudados com potencial de uso na seleção genética, de

forma a complementar os métodos convencionais de melhoramento.
Esta estratégia parte de genes conhecidos com base na fisiologia para

testar a associação entre polimorfismo e característica. O segundo

plano de ação consistiu de uma estratégia que utiliza o genótipo de

                                                          
1
 Marcadores moleculares: variações no genoma que podem ou não causar efeito no fenótipo e servem para diferenciar
indivíduos. Dentre os marcadores moleculares mais úteis no melhoramento animal estão os SNPs (alterações de única
base), os microssatélites, as inserções e as deleções.
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marcadores moleculares microssatélites2 posicionados ao longo do

genoma e os fenótipos mensurados em um grande número de animais
para identificar, por meio de análises estatísticas específicas, regiões de

QTL associadas a características de interesse. A partir dessas regiões é

então possível reduzir o intervalo de busca por genes de interesse.

Cada um dos Planos de Ação desenvolvidos são abordados

separadamente nos capítulos a seguir. A execução deste projeto
envolveu a participação de instituições vinculadas à Rede de Genômica

de Aves, principalmente a ESALQ/USP, a UNESP de Botucatu, a

Universidade de Passo Fundo e a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen). Além da contribuição para o avanço do

conhecimento, este projeto também possibilitou a formação de quatro

Mestres e um Doutor junto as Universidades parceiras.

                                                          
2
 Microssatélites: tipo de marcador molecular constituído por uma seqüência repetida de pares de base. São altamente
polimórficos e abundantes no genoma, podendo ser utilizados para distinguir indivíduos de uma mesma espécie.
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Introdução

A geração de conhecimentos que contribuam para decifrar o controle

genético de características de interesse econômico em aves serão

imprescindíveis para uma seleção genética mais efetiva, principalmente
para características cuja avaliação seja difícil ou de alto custo.

Enquadram-se neste grupo características como consumo de ração,

conversão alimentar e deposição de gordura corporal. A identificação
de marcadores moleculares associados a essas e outras características

possibilitará seu uso como complemento em programas de

melhoramento genético através da seleção assistida, visando eliminar
algumas limitações da seleção baseada no fenótipo. Uma das

estratégias utilizadas para a identificação de marcadores genéticos é o

estudo de genes candidatos, que são genes de ação biológica
conhecida e que estão envolvidos com o desenvolvimento ou a

fisiologia de uma determinada característica (Bryne e McMullen, 1996).

Alguns exemplos bem sucedidos de identificação de loci que controlam
características quantitativas (QTL) em espécies domésticas por meio da

análise de genes candidatos já foram descritos para o gene halotano em

suínos (Fujii et al., 1991) e o gene da miostatina em raças bovinas,
com o fenótipo de musculatura dupla (Grobet et al., 1997). Em aves,

alguns marcadores para características de produção já foram

identificados utilizando essa metodologia, porém, estudos para
validação destes resultados ainda são necessários.

O hormônio leptina vem sendo objeto de intensa investigação nos
últimos anos. A leptina apresenta efeito direto em vários tecidos,

inclusive o muscular. Além de desempenhar papel importante na

ingestão de alimento, também atua no metabolismo de energia e na
eficiência biológica dos animais. Regula o metabolismo de lipídeos e

carboidratos, desempenhando  papel importante na proliferação celular

e no desenvolvimento embrionário (Hossner, 1998). A composição de
carcaça, deposição de gordura e ingestão de nutrientes são

características de grande importância na avicultura. O desenvolvimento
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exagerado do tecido adiposo afeta negativamente o metabolismo

corporal, a eficiência de produção, reprodução e a qualidade da carne
(Taouis et al., 2001). Dessa forma, fica evidente o potencial

envolvimento da leptina na regulação da quantidade de gordura corporal

e da qualidade da carcaça, sendo o gene da leptina (lep) e seu receptor
(lepR) excelentes candidatos a serem investigados como potenciais

marcadores genéticos para melhorar essas características.

Objetivos

• Detectar polimorfismos nos genes candidatos leptina e seu receptor

entre uma linhagem de galinhas de corte e uma de postura da Embrapa;

• Investigar a associação dos polimorfismos identificados com

características de produção e qualidade da carcaça de galinhas, visando

seu emprego em programas de seleção assistida por marcadores

moleculares.

Resultados e discussão

Foram estudados dois genes candidatos selecionados devido ao seu
envolvimento fisiológico no metabolismo da gordura e crescimento: o

gene da leptina e seu receptor. Foi realizada uma busca no GenBank

(Benson et al., 2007) para a identificação da sequência destes dois
genes em aves, e a partir das mesmas foram elaborados iniciadores

para realizar o seu sequenciamento e a identificação de polimorfismos

entre as aves de corte e postura. O sequenciamento do gene da leptina
não foi possível, pois após várias tentativas de amplificar partes do

gene da leptina a partir de amostras de DNA e cDNA, não foram

detectados os fragmentos esperados utilizando-se diferentes
iniciadores. Foram realizadas buscas empregando a sequência de

nucleotídeos do gene da leptina da galinha (AF012727) obtida no
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GenBank no genoma de Gallus gallus utilizando o programa BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; identificação da solicitação
JR9BTN5E012), porém não foi detectada similaridade entre ambas.

Esses resultados indicam que a sequência do gene da leptina

depositada no GenBank possivelmente não seja parte da sequência do
gene da leptina de galinhas (Ninov et al., 2008a). Já, para o gene

receptor da leptina foram realizados o sequenciamento, análises das

sequências e identificação de polimorfismos de base única (SNP) de
dois fragmentos  (Ninov et al., 2005 e Ninov et al.,2006), bem como a

genotipagem de dois SNPs (352C>T e 915G>A das sequências do

GenBank AF222783 e AY348717, respectivamente) desse gene nos
animais da população F2 da Embrapa. As análises de associação destes

SNPs com características de interesse econômico evidenciaram

associação significativa com várias características de desempenho e
carcaça. O gene do receptor da leptina foi também localizado no mapa

de ligação do cromossomo da população F2 da Embrapa e seus SNPs

serão utilizados como marcadores na varredura genômica com
microssatélites.

Verificou-se, por meio da análise de associação, que o rendimento de
carcaça foi influenciado pelo genótipo do SNP 352C>T do receptor da

leptina apenas nos machos, com um efeito aditivo de 0,58% a cada

alelo T adicionado ao genótipo (Figura 1a). Da mesma maneira, o
rendimento de peito foi influenciado pelo genótipo desse SNP nos

machos, associados a um efeito aditivo de 0,45% a cada alelo T

adicionado ao genótipo (Figura 1b). Os machos com alelo T também
apresentaram mais gramas de proteína bruta e cinza na carcaça quando

comparados a machos com o alelo C. O alelo T provém da linhagem de

corte enquanto que o alelo C provém da linhagem de postura. Com
base nesses resultados pode-se inferir que o alelo T está ligado a um

efeito específico no crescimento do tecido muscular de machos, com

aumento no peso do peito que resulta em maior rendimento de carcaça.

   Análise de genes candidatos para características de produção e qualidade da carcaça         59
 em aves



Animais com o alelo C tiveram rendimento de fígado maior do que

animais com o alelo T (Ninov et al., 2008b). O rendimento de coxas e
sobrecoxas foi influenciado pelo genótipo do SNP 915G>A. Animais

com o genótipo homozigoto GG e AA apresentaram rendimento de

coxas e sobrecoxas semelhantes, porém superior em relação ao
genótipo GA. Quando em heterozigose a combinação destes alelos foi

associada a um rendimento de coxas e sobrecoxas inferior aos

homozigotos. O alelo A provém da linhagem de postura e o alelo G da
linhagem de corte. O alelo A foi associado ao maior consumo de ração,

o alelo G ao maior rendimento de pulmão. Por ocorrerem em região de

íntron, provavelmente esses SNPs não estão envolvidos diretamente
com as características associadas, mas podem estar ligados a outra

mutação localizada na região regulatória do gene do receptor da leptina

ou próximo a ele (Ninov, 2007).

Figura 1. a) Médias estimadas para rendimento de carcaça e (b) rendimento de peito para

o SNP 352C>T do gene receptor da leptina.

Tecnologias geradas

Produto pré-tecnológico

Marcador genético potencial para melhoria de rendimento
de partes da carcaça de galinhas

Polimorfismos de base única (SNP) no gene do receptor da leptina

foram associados com características de rendimento de carcaça, de
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peito e de coxa em galinhas da população F2 da Embrapa. Estes são

marcadores genéticos potenciais, que deverão ser validados em linha
pura antes de seu uso em programas de melhoramento genético,

principalmente para rendimento de cortes nobres como peito e coxa

(Ninov et al., 2008b).

Público alvo: programas de melhoramento genético de aves nacionais e

internacionais.

Considerações finais

Marcadores genéticos potenciais no gene receptor da leptina foram

identificados para características de grande relevância na avicultura. A
validação desses resultados está sendo conduzida visando seu uso na

seleção genética. Nossos estudos indicaram que a sequência do gene

da leptina depositada no GenBank possivelmente não represente a
sequência do gene da leptina de galinhas.
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Introdução

Um grande esforço da pesquisa genômica em várias espécies tem sido

a identificação e o mapeamento de loci que controlam características

quantitativas (QTLs). Estas informações são extremamente valiosas por
facilitar a identificação de genes responsáveis por características

poligênicas. Uma vez identificados, os genes ou marcadores de

interesse poderão ser utilizados como complemento dos métodos de
seleção genética convencional, para melhorar a eficiência dos

programas de melhoramento, através da seleção assistida por

marcadores (MAS). O conhecimento dos genes que influenciam as
características econômicas, bem como suas funções, possibilitará

também a busca por novos direcionamentos para melhorar o

desempenho e a qualidade do produto final (Ledur et al., 2003).

Um dos procedimentos utilizados para identificar e mapear QTLs é a

varredura genômica utilizando-se marcadores microssatélites (Anderson
et al.,1994). A Embrapa Suínos e Aves, em conjunto com a

ESALQ/USP, iniciaram estudos em genômica de aves no Brasil em

1999 com o objetivo de mapear novos QTLs e confirmar algumas
regiões já associadas a características de produção em outras

populações. Para isso foi desenvolvida uma população F2, específica

para estudos genômicos, a partir do cruzamento entre linhagens
divergentes de corte e postura, que estão sendo utilizadas para

identificar marcadores associados a características de crescimento,

consumo de ração e composição de carcaça, nas condições brasileiras
de clima e manejo (Ledur et al., 2000 a, b; Zanella et al., 2000).

Resultados gerados nesta linha de pesquisa vem sendo  disponibilizados

na página da Rede de Genômica de Aves da Embrapa Suínos e Aves,
no endereço: http://www.cnpsa.embrapa.br/genomafrango/

genomafrango.html. Pesquisas ainda são necessárias antes que essas

informações possam ser utilizadas pelo setor produtivo. Contudo, os
resultados potenciais deste projeto poderão ter impacto na redução da

dependência tecnológica e no avanço do conhecimento técnico-
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científico nacional, sendo estratégicos para o aumento da

competitividade do agronegócio brasileiro.

Objetivos

Este projeto visou inicialmente à identificação e o mapeamento de QTLs

para características de desempenho e qualidade da carcaça nos
cromossomos 6, 7, 8 e 13 da galinha doméstica. Com a inclusão de

novas parcerias e respectiva captação de recursos, foi possível

expandir as análises para os cromossomos da galinha ainda não
analisados pela equipe. As regiões de QTL identificadas no genoma da

galinha servirão de base para a descoberta e localização de genes

envolvidos no controle de características complexas, como as de
interesse econômico na avicultura.

Resultados e discussão

A população de aves F2 da Embrapa foi utilizada para mapear QTLs que
controlam várias características de interesse econômico para a

avicultura. Para tal, cerca de 570 aves F2 foram genotipadas com 128

marcadores moleculares distribuídos ao longo de 22 cromossomos da
galinha, cobrindo 2630 cM, o que representa aproximadamente 63%

do genoma. Os mapas de ligação dos 22 cromossomos foram

construídos e as análises estatísticas para o mapeamento de QTL por
intervalo foram realizadas pelo método de regressão aplicados aos

modelos genéticos de F2 e de meio-irmãos. Foram também estimados

os efeitos dos QTLs identificados nas características avaliadas. Os
principais resultados obtidos até o momento foram a identificação e o

mapeamento de QTLs em vários cromossomos da galinha para

características de desempenho, carcaça, peso de órgãos e também as
associadas ao metabolismo e deposição de gordura (Nones et al.,

2006; Ambo et al., 2009 e Campos et al., 2009).
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Vários QTLs foram mapeados para peso ao nascer, peso aos 35 e aos

42 dias de idade. QTLs inéditos que controlam o comprimento do
intestino independente do peso corporal foram também identificados.

Essas regiões de QTL contêm genes que atuam no controle dessas

características e foram identificados genes possivelmente responsáveis
pela variação das mesmas nos cromossomos 2, 7, 10 e 27. Além

disso, um número limitado de QTLs posicionados em diferentes

cromossomos, com efeitos aditivos, explicam uma proporção
substancial da diferença em peso corporal entre as linhagens de corte e

de postura utilizadas neste estudo. Esses resultados evidenciam

diferentes regiões de QTL influenciando o crescimento; algumas agindo
do nascimento até as 6 semanas de idade, enquanto outras regiões do

genoma estão envolvidas em fases específicas do crescimento da

galinha (Ambo et al., 2009).

Foi identificado um QTL no cromossomo (GGA) 7 influenciando cinco

caracteres relacionados com crescimento e consumo de ração. Outros
QTLs foram mapeados nos GGAs 6 e 11, associados com o peso dos

pés; nos GGAs 8 e 11, associados com o peso da moela; e no GGA13,

associado com o peso do coração. O QTL para peso do coração
explicou 4,34% da variação fenotípica para esta característica. Este

resultado pode ser de grande interesse para a avicultura, considerando

que a capacidade cardio-respiratória dos frangos está relacionada com
problemas metabólicos, como ascite e morte súbita, em frangos de

corte (Moura et al., 2006).

QTLs também foram mapeados para o rendimento de carcaça e de

cortes nobres. Destacam-se, por sua importância econômica, os QTLs

para rendimento de peito e de coxas e sobrecoxas. Esses resultados
contribuem para a identificação de genes envolvidos no rendimento das

diferentes partes da carcaça de aves, possibilitando uma seleção

genética diferenciada para o melhoramento das partes da carcaça de
maior valorização. QTLs inéditos também foram mapeados para

porcentagem (em relação ao peso vivo) de moela, pulmões,  coração e
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fígado no genoma da galinha. Além de possibilitar o melhor

entendimento da arquitetura genética envolvida no desenvolvimento
desses órgãos em relação ao peso vivo, esses resultados indicam

regiões do genoma cujos genes apresentam grande efeito na variação

dessas características. Marcadores ou genes identificados nessas
regiões poderão ser utilizados na seleção genética para crescimento

balanceado entre coração, pulmão e peso corporal, por exemplo,

visando reduzir a ocorrência de ascite e morte súbita.

A deposição de gordura tem impacto negativo sobre a eficiência

alimentar e o rendimento de carcaça em frangos e pode causar
dificuldades no processamento da carne destes e rejeição pelo

consumidor. A deposição de gordura é altamente herdável e apresenta

correlações genética e fenotípica positivas com o peso corporal, sendo
um problema para o melhoramento de frangos de corte, visto que a

seleção para aumento da taxa de crescimento também aumenta a

deposição de gordura. Estratégias de seleção para reduzir a deposição
de gordura baseadas no fenótipo são complexas e de alto custo. A

identificação de marcadores ligados a regiões do genoma que regulam a

deposição de gordura permite o uso destes na seleção assistida para
reduzir a gordura corporal, sem influenciar outras características de

carcaça e proporcionando um melhoramento genético mais rápido.

Neste projeto, foram mapeados cinco QTLs para peso da gordura
abdominal nos cromossomos (GGAs) 2, 3 e 27, seis QTLs para

porcentagem de gordura abdominal nos GGAs 3, 10, 12 e 27 e quatro

QTLs para níveis de triglicerídeos no plasma nos GGAs 5, 23 e 27. Há
uma região do cromossomo 5, entre 20 e 30 cM, que pode conter um

ou mais genes envolvidos no metabolismo da gordura, sendo o IGF2 e

o NR1H3 possíveis genes candidatos localizados nessa região (Campos
et al., 2009). Na Figura 1 está apresentada a comparação entre as

regiões de QTL relacionadas a características de deposição de gordura

mapeadas neste projeto e os QTLs mapeados para essas características
em outros estudos, publicados no QTLdb (http://www.animalgenome.

org/QTLdb/).
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Figura 1.  Comparação de QTLs mapeados pela equipe com QTLs para características
relacionadas com gordura corporal mapeados por outras equipes relatados no banco de
dados QTLdb (http://www.animalgenome.org/QTLdb/). QTLs para gordura abdominal -
GA (        ), gordura da pele (        ), triglicerídeos (  ), gordura intramuscular (        ),
colesterol (        ) e QTLs mapeados pela equipe do projeto (Campos et al., 2009;         ).

Além disso, foram evidenciadas interações entre QTL e sexo associadas
a características de desempenho e carcaça na população de aves F2 da

Embrapa. Os QTLs encontrados no GGA1 para pesos da cabeça, pés e

coração, ganho de peso e conversão alimentar; no GGA11 para peso de
asas, e no GGA3 para consumo de ração não apresentaram efeitos

significativos em fêmeas, sendo sexo-específicos para machos. Os

QTLs para peso corporal aos 35 e 42 dias de idade, mapeados no
GGA2, apresentaram efeitos maiores em machos do que em fêmeas.

Assim, espera-se uma menor resposta à seleção em fêmeas do que em

machos, se estes QTLs forem utilizados em programas de seleção
(Pinto et al., 2006). Foram também evidenciadas interações epistáticas

entre QTLs para peso aos 42 dias de idade indicando que para a

aplicação em seleção assistida por marcadores não basta selecionar as
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aves apenas pela informação de um determinado QTL, pois os efeitos

aditivos dependem das combinações genotípicas de vários QTLs (Pinto
et al., 2007).

Considerações finais

Em conjunto, os resultados obtidos contribuem para a melhor
compreensão da arquitetura genética relacionada as diferentes

características em que QTLs foram identificados, permitindo a busca

por novos direcionamentos para melhorar o desempenho e a qualidade
da carcaça de frangos de corte, por meio da seleção assistida por

marcadores. Os resultados obtidos apresentam impactos potenciais na

melhoria da eficiência de produção, melhoria de qualidade do produto
para o consumidor, redução de resíduos de abatedouro e redução de

custo para o produtor e consumidor.

Tecnologias geradas

Práticas/processos

Identificação de regiões genômicas nos cromossomos 6, 7,
8, 11 e 13 da galinha doméstica associadas com
características de desempenho, carcaça e peso de órgãos
Foi encontrado um QTL no cromossomo (GGA) 7 afetando cinco

caracteres relacionados com crescimento e consumo de ração. Outros

QTLs foram mapeados nos GGAs 6 e 11, associados com o peso dos
pés; nos GGAs 8 e 11, associados com o peso da moela, e no GGA13,

associado com o peso do coração. Essas regiões de QTL contêm genes

que atuam no controle dessas características, sendo este o primeiro
passo para a identificação de genes candidatos. O QTL para peso do

coração explicou 4,34% da variação fenotípica para esta característica.

Este resultado pode ser de grande interesse para a avicultura,
considerando que a capacidade cardio-respiratória está relacionada com

72       Mapeamento de QTL para características de produção e qualidade da carcaça em aves



problemas metabólicos, como ascite e morte súbita, em frangos de

corte. Os QTLs mapeados para ganho de peso, consumo de ração e
peso do coração devem ser melhor investigados, pois são regiões que

contêm genes que afetam características de grande relevância

econômica para a avicultura (Moura et al., 2006).

Interações entre QTL e sexo associadas a características de

desempenho e carcaça na população de aves F2 da

Embrapa

Foram utilizados modelos com e sem interação entre QTL e sexo para
mapear QTLs associados a características de desempenho e carcaça

nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11 e 13 de aves. Verificou-se

que não necessariamente há um aumento do poder do teste com a
inclusão da interação QTL x sexo no modelo. Se o efeito aditivo do QTL

for semelhante em magnitude e sinal, entre machos e fêmeas, o

excesso de parâmetros do modelo reduz o poder do teste, o que
reforça a importância em se testar este tipo de interação. Os QTLs

encontrados no GGA1 para pesos da cabeça, pés e coração, ganho de

peso e conversão alimentar; no GGA11 para peso de asas, e no GGA3
para consumo de ração não apresentaram efeitos significativos em

fêmeas, sendo sexo-específicos para machos. Os QTLs para peso

corporal aos 35 e 42 dias de idade, mapeados no GGA2, apresentaram
efeitos maiores em machos do que em fêmeas. Assim, espera-se menor

resposta a seleção em fêmeas do que em machos, se estes QTLs forem

utilizados em programas de seleção genética (Pinto et al., 2006).

Mapas genéticos de ligação dos cromossomos 6, 7, 8, 11 e

13 da população experimental de aves F2 da Embrapa

Com base na população F2 da Embrapa para estudos genômicos  foram

construídos os mapas de ligação dos cromossomos 6 a 8, 11 e 13 da
galinha. Foram testados 51 marcadores microssatélites, dos quais 28

foram informativos. Um SNP identificado pelo nosso grupo, localizado
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no gene do receptor da leptina, foi incluído no mapa do cromossomo 8.

As 10 aves da geração inicial, os 8 F1s e um total de 459 aves F2 de
cinco famílias de irmãos completos foram genotipados com estes

marcadores. O número de meioses informativas totais por loco variou

de 232 a 862 e o de meioses informativas de fase conhecida de 0 a
764. A ordem dos marcadores nos cromossomos coincidiu com a do

mapa consenso da galinha, com exceção dos marcadores ADL0147 e

MCW0213 do cromossomo 13 que tiveram sua ordem invertida. O
número reduzido de meioses informativas de fase conhecida para o

marcador ADL0147 (150) pode ser apontado como uma possível causa

para a inversão, além da relativa proximidade entre os dois marcadores
envolvidos na inversão (10,5 cM). Foi possível a construção de mapas

de ligação confiáveis, que podem ser utilizados pela comunidade

cientifica para mapeamento de QTLs ou auxílio na localização de genes
em aves, juntamente com os demais disponíveis na literatura (Ambo et

al., 2008).

Mapeamento de QTLs para características de desempenho

no genoma da galinha

QTLs inéditos que controlam o comprimento do intestino independente

do peso corporal foram descritos neste estudo. Verificou-se um número

limitado de QTLs posicionados em diferentes cromossomos, com efeito
aditivo, que explicam uma proporção substancial da diferença em peso

corporal entre as linhagens de corte e postura utilizadas neste estudo.

Esses resultados evidenciam diferentes regiões de QTL afetando o
crescimento. Algumas parecem agir do nascimento até as 6 semanas

de idade, enquanto outras regiões genômicas estão envolvidas em

fases iniciais ou tardias do crescimento da galinha (Ambo et al, 2009).
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Mapeamento de QTLs no genoma da galinha associados a

deposição de gordura

QTLs para peso e percentagem de gordura abdominal foram mapeados

no genoma da galinha, bem como QTLs inéditos para níveis de

triglicerídeos no plasma. Efeito de imprinting (gamético) foi detectado
em alguns QTLs para % de gordura abdominal, o que deve ser melhor

investigado devido as conseqüências deste efeito na seleção. Esses

resultados contribuem para a melhor compreensão da arquitetura
genética relacionada ao metabolismo e deposição de gordura,

permitindo a busca por novos direcionamentos para melhorar o

desempenho e a qualidade do produto final, por meio da seleção
assistida por marcadores (Campos et al., 2009).

Efeito epistático de QTLs para peso vivo em frangos

demonstrou-se que existem importantes interações entre QTLs para

peso vivo aos 42 dias de idade nos cromossomos GGA1, GGA3 e
GGA5, as quais foram identificadas somente com o modelo de busca

simultânea de dois QTLs, o qual permitiu mapear cinco QTLs a mais

que a análise unidimensional. Em termos de aplicação em seleção
assistida por marcadores, fica claro que não basta selecionar animais

apenas pela informação de um determinado QTL, pois os efeitos

aditivos dependem das combinações genotípicas de vários QTLs. Os
efeitos encontrados demonstram que as interações epistáticas integram

um mecanismo importante para geração de variação nas linhagens

estudadas. Assim, mecanismos como estes são importantes para o
desenvolvimento das aves e precisam ser investigados com mais

freqüência (Pinto et al., 2007).
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Introdução

A coccidiose é a doença mais freqüente na avicultura industrial

mundial, no entanto, é difícil chegar a estimativas reais das perdas

causadas por essa doença (Williams, 1999). São reconhecidas sete
espécies de Eimeria que parasitam a galinha doméstica e que são os

agentes patogênicos da coccidiose. São elas: Eimeria acervulina,

Eimeria brunetti, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix,
Eimeria praecox e Eimeria tenella (Schnitzler &  Shirley, 1999; Mattielo

et al., 2000). É extremamente raro existir lotes de aves que não

estejam infectados por, no mínimo, uma dessas espécies de Eimeria. A
coccidiose apresenta-se em duas formas: clínica e subclínica. A

primeira caracteriza-se por apresentar alta taxa de mortalidade e

atualmente não é comum na avicultura industrial. A segunda mostra-se
como sendo a forma mais comum na avicultura industrial, pois pelo

menos uma das sete espécies de Eimeria está presente com intensidade

variável, o que provoca redução no ganho de peso e comprometimento
na conversão alimentar.

Entre os aspectos negativos causados pela coccidiose encontram-se as
perdas associadas aos custos de anticoccidianos e as vacinas utilizadas

na sua prevenção em frangos de corte, matrizes e poedeiras. As perdas

anuais da avicultura mundial em consequência da coccidiose podem
chegar a valores de US$ 55 milhões (Williams, 1999).

As dificuldades no controle da coccidiose sempre estiveram presentes
no sistema de produção avícola. O controle da coccidiose em frangos

de corte, desde o desenvolvimento da avicultura industrial, é baseado

no uso preventivo de drogas anticoccidianas na ração (Braunius, 1986;
Vertommen, 1994). Por algum tempo pareceu que esta seria uma

solução definitiva, mas o surgimento de resistência nas populações de

Eimeria aos anticoccidianos logo mostrou a necessidade de se
desenvolver novas alternativas (Jeffers, 1989). Pode-se dizer que, as

alternativas estudadas foram, durante muito tempo, o desenvolvimento
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de novas drogas e de estratégias como os programas duais de controle

anticoccidiano. Mais recentemente, com os altos custos para o
desenvolvimento de novas drogas e, com as restrições aparentemente

crescentes quanto aos riscos que os anticoccidianos representam na

cadeia alimentar, tem havido um esforço considerável no
desenvolvimento de opções que racionalizem o seu uso ou torne a

avicultura independente desses produtos.

As vacinas para coccidiose são pesquisadas desde 1952 (Williams,

2002a), e desde então muitos aspectos de seu uso têm sido avaliados.

Entre os aspectos encontram-se os métodos de vacinação, as variações
imunogenéticas dos agentes patogênicos e a utilização combinada de

quimoterápicos (Williams et al., 2000; Williams, 2002b). No entanto, o

controle eficaz através da vacinação é limitado devido ao grande
número de cepas de Eimeria existentes e o uso de quimioterápicos é

limitado pelo desenvolvimento de parasitas resistentes. Dessa maneira,

busca–se novas alternativas para o controle da coccidiose. Para tanto,
uma opção seria a utilização do potencial genético dos animais em

relação à resistência de doenças, uma vez que, esta característica é

controlada por genes (Zhu et al., 2003a).

Atualmente, o uso do potencial genético no controle da coccidiose

encontra-se em fase inicial. Em vista disso,  o presente projeto
pretende contribuir para os esforços da comunidade científica no que

tange ao controle da coccidiose através da exploração do potencial

genético das aves. A exploração da seleção para utilização de aves
resistentes à coccidiose possibilitaria a inclusão da resistência genética

à parasitose como forma alternativa que possibilitasse a reduzir as

perdas econômicas e o uso de coccidiostáticos.

O projeto desenvolvido abordou o estudo da expressão de genes

envolvidos na imunidade inata como forma de compreender aspectos
relevantes da seleção genética para características produtivas em aves

(produção de ovos ou produção de carne) e seu efeito sobre resistência
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a doenças. Como modelo usamos a infecção por Eimeria tenella, um

dos agentes etiológicos da coccidiose. No âmbito desta proposta,
linhagens previamente desenvolvidas pela Embrapa Suínos e Aves

foram caracterizadas quanto à susceptibilidade à infecção por E.

tenella. Posteriormente, abordagens de genômica funcional e
proteômica foram introduzidas no estudo. O presente estudo teve como

objetivo caracterizar linhagens genéticas de aves desenvolvidas

baseando-se na teoria da genética quantitativa quanto suas
características fenotípicas e quando ao perfil de moléculas (RNA

mensageiro e proteína) após a infecção por Eimeria tenella.

Material e métodos

Três linhagens de aves desenvolvidas pela Embrapa Suínos e Aves,

Concórdia, SC, foram utilizadas. Essas linhagens apresentam

características fenotípicas divergentes, pois foram selecionadas, no
caso da TT (TT; selecionada por 12 gerações) e CC (selecionada por 10

gerações), para características que apresentam correlação genética

negativa (seleção para produção de ovos versus seleção para produção
de carne, por exemplo). Em outras palavras, a seleção para produção

de carne nas aves TT, resulta em aves com alta produção de carne,

porém com baixa fertilidade, ou seja, baixa produção de ovos,
justamente devido a essas duas características apresentarem correlação

genética negativa.

Por outro lado, as aves selecionadas para a produção de ovos, são aves

pequenas e com maior taxa de ovulação. A terceira linhagem utilizada,

CCc (selecionada por 10 gerações), é uma linhagem controle da CC.
Essa linhagem tem a mesma origem das aves CC, porém não foi

selecionada para produção de ovos e sim os cruzamentos foram feitos

ao acaso. Resumindo, temos duas linhagens com fenótipos divergentes
que possivelmente diferem ao nível de DNA devido às diferentes

origens, por não serem formadas a partir da mesma população base e

 Coccidiose: caracterização fenotípica e molecular de linhagens de aves com vistas a        83
estudar os mecanismos de resistência genética e desenvolver linhagens resistentes



também devido a seleção genética para duas características de

correlação genética negativa. No caso das diferenças em nível de DNA
entre CC e CCc, a principal diferença, possivelmente, seja devido à

seleção genética utlizando-se métodos quantitativos.

A metodologia empregada utilizando estas linhagens especiais é a base
para a identificação de moléculas associadas a características de

resistência à coccidiose.

A caracterização fenotípica das linhagens foi feita através da

inoculação via oral de 30.000 oocistos de Eimeria tenella e parâmetros

fenotípicos de resistência a infecção foram colhidos como taxa de
mortalidade, número de oocistos fecais, peso do baço, ganho de peso e

conversão alimentar. O baço foi colhido para a realização e estudos de

genômica funcional (expressão de RNAm) e de proteômica. O estudo de
genômica funcional utiliza microarranjos do sistema imune de galinha

que possibilita o estudo simultâneo de 13.000 genes associado ao

estudo de genes específicos utilizando-se reação em cadeia da
polimerase em tempo real (qRT-PCR).  Os estudos de proteômica

envolveram eletroforese em gel de duas dimensões e MALDI-TOF-

MS/MS.

Resultados e discussão

O estudo aqui relatado integrou abordagem clássica de genética

quantiativa através da caracterização fenotípica de diferentes linhagens
genéticas de aves associada a utilização de tecnologias avançadas para

identificar moléculas de RNA mensageiro e proteínas associadas a

infecção por Eimeria tenella de uma abordagem de pesquisa no dia do
nascimento, grupos de pintinhos foram alocados em gaiolas. No sétimo

dia, estes foram inoculados com 30.000 oocistos de E. tenella e grupos

controles foram mantidos. A taxa de mortalidade foi avaliada antes e
depois da inoculação tanto nos grupos inoculados como nos grupos

controle. Os oocistos fecais foram contados em cada uma das gaiolas
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(5 a 9 dias pós infecção). Entre os dias 7 e 25 de idade, a taxa de

mortalidade após infecção diferiu (letras diferentes, P<0.05) conforme
a seguir: TT = 35,0%a (35/100; ou seja de um total de 100 da

linhagem TT, 35 morreram), CCc = 25,0%ab (24/100) and CC =

18,7%b (18/101). Sete dias após a infecção, ou seja, aos 14 dias de
idade, várias outras características foram avaliadas, incluindo: consumo

de ração (CR), peso corporal aos 14 dias de idade (PC14), ganho de

peso ponderado (GPP), ganho de peso ponderado médio (GPPM),
consumo médio de ração (CMR), conversão alimentar ponderada (CAP).

Nas aves infectadas os resultados de GPPM, incluindo a média dos

quadrados mínimos e erro padrão foram: TT = 131,97g ±6,41a, CCc
= 24,08g ±3,42b e CC = 22,68g ±3,44b (P<0,01). Nas aves

controles, não inoculadas, os resultados para GPPM foram: TT =

274,7g ±8,45a, CCc = 63,19g ±3,42b e CC = 61,83g ±3,85b

(P<0,01). Em relação à CAP, nas aves infectadas, os resultados foram:

TT = 1,90 ±0,26b, CCc = 3,49 ±0,33a, CC = 3,93 ±0,33a

(P<0,1). Nas aves não infectadas, os resultados foram: TT = 1,27
±0,33b, CCc = 1,81 ±0,39,42a e CC = 1,96 ±0,37a (P<0,1). O

nível de infecção usado no presente estudo diminuiu significativamente

o desempenho de produção reduzindo vários parâmetros produtivos,
tais como: CR, PC14, GPP, GPPM e CMR. A linha genética com maior

taxa de mortalidade (TT) apresentou o melhor desempenho produtivo

em relação a GPPM e CAP, quando comparada com CC (linhagem
genética mais susceptível a mortalidade). Foram identificadas

diferenças significativas em relação a taxa de mortalidade e ganho de

peso pós infecção entre duas linhagens, as quais são materiais
genéticos valiosos no estudo dos mecanismos genéticos da resistência

genética contra esta parasitose de importância econômica que afeta a

avicultura.

Em relação ao número de oocistos liberados nas fezes de aves

infectadas, observou-se que a linhagem com maior taxa de mortalidade
TT, a liberação total de oocistos foi maior em relação as outras duas

linhagens. A linha controle (CCc) apresentou uma taxa de mortalidade

 Coccidiose: caracterização fenotípica e molecular de linhagens de aves com vistas a        85
estudar os mecanismos de resistência genética e desenvolver linhagens resistentes



intermediária, sem diferença significativa (P > 0.05) entre TT ou CC.

Na linhagem TT os parasitas estão se multiplicando e liberando sua
progênie com muito maior eficiência em relação as outras linhas, sendo

mais evidente nos dias cinco e seis após a infeção. Isso pode estar

refletindo uma menor capacidade imunoprotetora nas aves da linhagem
de corte TT. A expressão de treze mil genes do sistema imune foi

estudada através da genômica funcional. Destaca-se aqui a expressão

de NK-lisina no baço, sendo naturalmente expressa em maior
quantidade na linhagem que apresenta menor taxa de mortalidade

devido a infecção (CC). Na linhagem de maior mortalidade (TT), ocorre

um grande aumento nos níveis de expressão de NK-lisina dois dias após
a infecção. Isso pode refletir a ineficácia de combate ao processo de

instalação dessa parasitose. O mesmo padrão de expressão observado

n NK-lisina na linhagem de corte TT (mais susceptível) foi observado
também para o gene de IL-18. As aves da linhagem TT são

geneticamente menos propensas a impedir a infecção por E. tenella.

Esses resultados são interessantes devido ao fato de NK-lisina e IL-18
desempenharem papéis fundamentais no combate a infecções. A

primeira é secretada por células do sistema imune como linfócitos T e

células natural killer (NK) e atua principalmente sobre parasitas
intacelulares. IL-18 é uma citocina capaz de promover a produção de

IFN-γindependentemente das células NK, estimulando a resposta de

linfócitos T. No estudo de análise proteômica também foi identificado
variação na expressão de proteínas específicas. Identificamos que as

características de taxa de mortalidade, número de oocistos fecais

liberados em um período de 24 horas, e a relação do peso do baço com
o peso corporal, e o nível de expressão de NK-lisina e IL-18 no baço

são componetes importantes da resistência genética à infecção por

Eimeria tenella.
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Considerações finais

Estes resultados são interessantes no sentido de que estas linhagens

estão agora caracterizadas e poderão servir de modelo para estudos de

interação patógeno-hospedeiro. Além disso, o protocolo utilizado de
infecção poderia ser utilizado na seleção genética para diminuir a taxa

de mortalidade à infeção com E. tenella em linhagens experimentais.

Para uso em linhagens comerciais, mais estudos são necessários no
sentido de conhecer melhor a correlação genética da taxa de

mortalidade com E. tenella e outras características economicamente

importantes.
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Introdução

Estimativas reportam que em 2010, o Brasil responderá por 40% do

comércio mundial de carne de frango (Avisite, 2009). Essa liderança

brasileira está diretamente relacionada à produtividade do setor avícola
e à qualidade dos produtos comercializados.

Toda a produção de frangos converge para os abatedouros onde é
avaliada pelo Serviço de Inspeção Sanitária. O resultado desses exames

determina o grau de aproveitamento das carcaças. Nessa etapa, entre a

produção e a comercialização, a receita esperada pode ser
drasticamente reduzida, de acordo com o grau de alterações

encontradas nas aves durante a inspeção.

A detecção de problemas tegumentares é crescente durante a inspeção

em abatedouros. Muitas das lesões de pele são genericamente

classificadas como “dermatoses”, devido à dificuldade de determinar a
patogenia do problema.

A dermatite necrótica, popularmente conhecida por “celulite dos
frangos” (Figura 1) destaca-se como causa do descarte de carcaças em

abatedouros no mundo todo. A manifestação dessa afecção tem sido

relacionada a múltiplos fatores da produção.

Figura 1. Lesão de celulite em frango.
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A abordagem dada a este trabalho permitiu a identificação das variáveis

associadas à manifestação de dois problemas tegumentares, que
acometem frangos de corte, quais sejam: a dermatite necrótica,

comumente chamada de celulite dos frangos e as dermatoses, que são

lesões tegumentares inespecíficas, também identificadas durante o
abate. As respostas obtidas possibilitaram a proposição de intervenção

racional sobre os fatores de riscos associados a essas afecções. Esse

estudo corrobora com investigações preliminares sobre lesões de pele e
mau empenamento em frangos realizados previamente (Jaenisch et al.,

2002).

Os resultados permitiram a obtenção de ampla informação sobre esses

processos tegumentares, e maior compreensão na manifestação dessas

lesões.

Objetivos

• Identificar os fatores de risco associados à manifestação dos problemas

tegumentares em frangos, com ênfase em dermatite necrótica (celulite) e

dermatoses;

• Desenvolver uma prática/processo agropecuário, com orientações

técnicas dirigida a gerentes e técnicos que atuam em avicultura, com

vistas à intervenção racional nas áreas de sanidade, ambiência e manejo,

para reduzir a manifestação da celulite aviária, na produção de frangos

de corte.

Metodologia

A apresentação multifatorial que caracteriza esses processos

tegumentares determinou um estudo epidemiológico, abordando
questões de manejo, sanidade e ambiência. Foram analisados 125
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aviários de frangos de corte, durante os períodos de cria e recria e ao

abate das aves.

Atendendo à complexidade do problema, as variáveis observadas foram

incluídas no modelo de regressão logística associadas às razões de
chances (Odds Ratio), para identificar o conjunto de informações que

melhor explicassem a relação dos fatores de risco, com a manifestação

dos problemas tegumentares estudados, por procedimento LOGISTIC
(SAS, 2003).

A seleção das variáveis explicativas, para comporem o modelo final foi
realizada pelo método escore, considerando somente as variáveis cujo

nível descritivo de probabilidade foi inferior a 0,25 (p<0,25) na análise

Univariada. A superdispersão da variável resposta foi corrigida por meio
da estatística χ2de Pearson. No modelo final o nível mínimo de

significância considerado foi de 5%. O mesmo procedimento foi

realizado para compor o modelo das variáveis para avaliar as
dermatoses, lesões tegumentares inespecíficas.

Para o cálculo do impacto econômico da ocorrência de celulite no setor
avícola foram consideradas as informações respectivas ao ano de

2008, cuja produção estimada foi de 5,47 bilhões de frangos, com o

preço médio no atacado de R$ 2,29/kg, o peso do frango ao abate de
2,5 Kg, e o rendimento de carcaça de 84%,  (Avisite, 2009). Definida

uma perda média de 50%, e considerando-se a condenação de celulite

(total e parcial), de 0,43% (23,5 milhões de animais afetados) obteve-
se a perda em milhões de kg de frango. Dessa forma foi estimado o

prejuízo financeiro causado por celulite na cadeia de frangos de corte

brasileira.
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Resultados e discussão

A partir da metodologia empregada foi identificado o conjunto de

variáveis associadas à manifestação da celulite dos frangos. A

metodologia proposta possibilitou ainda, a identificação dos fatores de
risco associados à manifestação das dermatoses, lesões tegumentares

inespecíficas, que também acarretam grandes perdas em abatedouros.

As variáveis explicativas associadas à manifestação dos processos
tegumentares estudados compuseram um modelo estatístico, que

permitiu o cálculo de medidas de associação ajustadas,

simultaneamente para o efeito de múltiplas variáveis de confusão e/ou
modificadoras de efeito, que segundo Morais & Souza, 1998, essa

associação não incorre na perda de poder estatístico.

A identificação do conjunto de variáveis que melhor explicaram a

relação dos fatores de risco à manifestação das lesões, possibilitou

simular tendências de manifestação dessas patologias, em diferentes
condições de campo, decorrentes de modificações sobre os fatores de

risco identificados. As variáveis foram organizadas em conjuntos de

situações, cuja prevalência tenha sido inferior, à identificada nos
aviários estudados.

Com relação especificamente aos resultados obtidos sobre a
manifestação da celulite dos frangos, observou-se que a prevalência

média foi de 0,43%. Na Figura 2 está apresentada a distribuição da

freqüência de celulite nos 107 aviários que compuseram o estudo.
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Figura 2. Histograma da distribuição de dermatite necrótica (celulite), nos aviários

avaliados.

A abordagem feita nesse estudo permitiu a visualização de situações

encontradas a campo, em que a modificação de variáveis determina
significativa associação negativa à manifestação das lesões nos

frangos. O conjunto das variáveis estatisticamente associadas à

manifestação de celulite está relacionado aos seguintes tópicos:

• Tipo de piso usado nos aviários: O uso de piso de concreto no aviário

mostrou 1,7 vezes mais chances das aves apresentarem celulite do que

no piso de chão batido. A esse respeito tem sido reportado, que o chão

batido favorece a absorção da umidade da cama, por infiltração da água

no solo (Fiorentin, 2003), o que pode ter contribuindo para esse

resultado.

• Cuidados de biosseguridade nos aviários: Aviários em que não houve a

retirada dos utensílios para higienização antes do alojamento

apresentaram 1,8 vezes mais chance de ter celulite. A retirada de aves

mortas do aviário durante o dia reduziu em 0,8 a prevalência de celulite,

para cada unidade de retirada. Já o excesso de bebedouros nos aviários,
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durante as três primeiras semanas de alojamento aumentou o risco de

manifestação de celulite.

• Sexo das aves alojadas: Frangos do sexo masculino apresentaram 2,5

vezes mais chance de ter celulite do que as fêmeas, sugerindo

associação a transtornos metabólicos, uma vez que machos demandam

maior trabalho fisiológico (Jaenisch, et al.,2001).

• Número de lotes criados sobre a mesma cama:  O aumento do número

de lotes criados sobre a mesma cama aumentou em 1,1 o risco de

celulite, para cada lote a mais alojado.

• Distância entre incubatório e aviário: Aves provenientes de incubatórios

localizados fora da região de criação apresentaram 1,3 vezes mais

chance de ter celulite, do que as oriundas do incubatório local.

• Tempo de permanência das aves no aviário: O tempo de permanência

das aves no aviário aumentou a manifestação de celulite em 1,0 para

cada dia a mais de alojamento.

• Localização dos silos de ração: A localização dos silos de ração, do lado

de fora do aviário aumentou 2,3 vezes mais a chance das aves

apresentarem celulite. É provável que a maior exposição às temperaturas

elevadas acelere a degradação de ingredientes da ração, especialmente

de vitaminas e antioxidantes, que atuam na preservação dos endotélios

dos vasos e integridade da pele. Trabalhos reportam que a

suplementação de Zinco e vitamina E reduz a incidência de celulite em

frangos (Downs, et al., 2000).

Considerando-se que em 2008, a produção brasileira de frangos foi de
5,47 bilhões de cabeças (Avisite, 2009) e sendo de 0,43% a

condenação (total/parcial) por celulite obtida nesse trabalho, estima-se

uma perda por essa lesão em torno de  23,5 milhões de animais, o que
corresponde a um prejuízo de 56,4 milhões de reais, para a cadeia de

frangos de corte brasileira.
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Outro problema tegumentar, estudado nesse trabalho foram as

afecções cutâneas inespecíficas, categorizadas como dermatoses, ao
exame post morten.

A prevalência média de dermatose em 102 lotes avaliados foi de
1,31% mostrando-se um problema maior que a própria celulite em

frangos (Figura 3).

Figura 3. Histograma da distribuição de dermatose nos aviários avaliados.

Foi determinado o conjunto de fatores de risco, associados à

apresentação das dermatoses. Este estudo possibilitou maior

esclarecimento sobre a participação das possíveis variáveis na
manifestação dessa afecção.

Da mesma forma que na celulite, foram identificadas diversas situações
de campo que, ao serem modificadas, determinam significativa redução

da prevalência de dermatose. O conjunto dos fatores de risco que

apresentou menor chance da manifestação de dermatose foi composto
por variáveis relativas aos seguintes tópicos:
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• Fatores relacionados à biosseguridade: Aves alojadas em aviários nos

quais não houve a distribuição de cama nova no pinteiro apresentaram

1,7 vezes mais chance de ter dermatose, do que as alojadas em aviários

em que essa distribuição foi realizada. Aviários em que não houve a

desinfecção dos equipamentos antes do alojamento dos pintos

apresentaram 1,4 vezes mais chance de descarte por dermatose, do que

naqueles em que não houve a desinfecção. A redução no número de dias

de intervalo entre lotes, antes do alojamento dos pintos, propiciou

aumento na chance de aparecimento de dermatose.

• Linhagem e sexo: Obteve-se 1,7 vezes mais chance de ter dermatose

com a linhagem denominada A quando comparada com a linhagem B.

Machos mostraram o dobro de chance da ocorrência dessa lesão com

relação às fêmeas.

• Fatores de manejo e ambiência: O uso de comedouros tubulares, que

demandam maior manipulação operacional propiciou 1,7 vezes mais

chance de aparecimento de dermatoses, do que os comedouros tuboflex.

Nos aviários pequenos, de até 63m de comprimento, a chance do

aparecimento de dermatoses foi 1,8 vezes menor quando comparados

aos aviários de até 103m.

• Fatores de risco ligados à ambiência: Aves alojadas no inverno

apresentaram 1,4 vezes mais chance de ter dermatose do que aquelas

alojadas no verão. Observou-se que quanto mais vezes a temperatura

esteve fora da zona de conforto para as aves, maior foi a prevalência de

dermatose.

Tecnologias geradas

A identificação do conjunto de variáveis relacionado à manifestação da
dermatite necrótica e da dermatose em frangos possibilitou a

elaboração de documento do tipo prática/processo agropecuário. As
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informações são direcionadas a gerentes e técnicos, que trabalham na

avicultura, com orientações que permitem a tomada de decisão de
forma ponderada, quanto à adoção de medidas de manejo, ambientais e

sanitárias, com vistas à redução desses problemas tegumentares em

frangos de corte.

Considerações finais

Essa pesquisa demandou grande empenho, para abarcar de maneira

clara e correta, as inúmeras variáveis com potencial envolvimento na
manifestação das afecções estudadas.

Este estudo possibilitou maior esclarecimento quanto à participação das
variáveis explicativas na manifestação dos problemas tegumentares

estudados, limitando o universo dos fatores de risco a serem

considerados no entendimento e controle dessas afecções.

As informações obtidas dão subsídios para a tomada de decisão,

quanto à adoção de medidas racionais de manejo, ambientais e
sanitárias, com vistas à redução da manifestação de celulite e de

dermatose em frangos de corte.
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