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Nem tudo que se enfrenta pode ser modificado, mas nada pode ser
modificado até que seja enfrentado.

Albert Einstein



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar as lesdes andtomo-histopatoldgicas de figados
de frangos contaminados por Escherichia coli provenientes de matadouros avicolas da Bahia.
Coletou-se 62 amostras de figados de frangos provenientes de dois matadouros avicolas do
Reconcavo da Bahia, sob fiscalizagdo do Servico de Inspecdo Estadual (SIE), sendo 30
figados com aspecto macroscépico inalterado e 32 figados com alteragdo macroscopica que
originou o descarte das carcagas pela inspecdo da linha B. As alteracdes que originaram o
descarte das carcacas foram Septicemia (36%), seguida por Sindrome ascitica (26%),
Colibacilose (19%), Caquexia (13%) e Aerossaculite (6%). As amostras foram coletadas
assepticamente, acondicionadas em recipientes estéreis, identificadas, refrigeradas e enviadas
ao Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia (UFRB), sendo imediatamente executadas as andlises microbioldgicas e
avaliacdo macroscOpica. As andlises histopatoldgicas foram realizadas no Laboratério de
Anatomia Patolégica da Escola de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Bahia
(UFBA). Para a andlise microbioldgica foi realizada a etapa de enriquecimento em caldo de
infusdo de cérebro coracdo (Brain Heart Infusion - BHI), seguida por semeadura por estrias
no Agar McConkey e identificacdo bioquimica. Os isolados foram estocados em caldo BHI
com glicerol a 15% e mantidos a -20 °C para posterior extracio do DNA bacteriano e
realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a qual foi realizada no Laboratdrio de
Biologia Molecular do Instituto Materno Infantil de Pernambuco. Trinta cepas de Escherichia
coli foram isoladas e identificadas dos figados dos frangos pelo método microbiolégico
classico, sendo 21 cepas provenientes de figados inalterados e nove (9) de figados oriundos de
carcacas que foram rejeitadas. Os 30 isolados de E. coli foram oriundos de 27 figados de
frangos, uma vez que ocorreu infeccdo mista por E. coli patogé€nica para aves (APEC) e E.
coli enterohemorrdgica (EHEC) em 3 figados. A cor € um dos pardmetros macroscopicos
observados e a mais frequente nas amostras foi a castanho-escura (20/27), considerada
satisfatoria. A colangio-hepatite (16/27) foi a alteracdo inflamatdria predominante, sendo
considerada multifocal em 15/16 figados. Houve a predomindncia de heterdfilos e
mononucleares (12/27) nas amostras analisadas. Foi utilizada a PCR para verificacdo de genes
de viruléncia de E. coli, incluindo o gene de resisténcia sérica (iss) para identificacdo de
APEC; gene para Shiga cytotoxin 1 e 2 (stx) para identificacdio de EHEC; gene bfpA para
identificacdo de E. coli enteropatogénica (EPEC) e genes para toxinas LT-I (elt) e ST-I (st])
para identifica¢do de E. coli enterotoxigénica (ETEC). O gene iss foi identificado em 83,3%
(25/30) das amostras. 76,2% (16/21) dos genes de iss identificados foram provenientes de de
E. coli isoladas de figados oriundos de animais higidos. O gene stx foi identificado em 13,3%
(4/30) dos isolados de E. coli. Salienta-se que houve a associagc@o entre stx e iss em trés
amostras. Ndo houve a identificacdo dos genes bfpA, elt e stl nas cepas analisadas. Os genes
ndo foram identificados em um isolado de E. coli pelo método classico. Os critérios de
condenacdo das carcacas foram inadequados, haja vista o isolamento de Escherichia coli
patogénica em 18/30 figados oriundos de carcagas consideradas préprias para o consumo
humano. Com base nos resultados conclui-se que é necessdria a ado¢do de um protocolo no
matadouro avicola, que inclui necropsia, andlises microbiolégicas e soroldgicas de uma
amostra de aves rejeitadas e outras aparentemente sadias, permitindo o diagndstico mais
preciso e a identificacdo de agentes patogénicos e prevencdo na granja e matadouro, visando a
sanidade avicola e a produc¢do de alimento seguro.

Palavras-Chaves: Escherichia coli, PCR, figado, frango, inspecao sanitéria.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze anatomopathological lesions of chicken’s liver
contaminated with Escherichia coli at poultry slaughterhouses. 62 liver samples were
collected, under the supervision of the State Inspection Service at two poultry slaughterhouses
situated in Reconcavo of Bahia. 30 livers did not show any macroscopic alterations and those
who presented (n-32) had their carcass retained for further analyses (inspection line B).
Macroscopic alterations included septicemia (36%), ascites (26%), colibacillosis (19%),
cachexia (13%) and sacculitis (6%). Collected samples were aseptically packed in sterile
containers, and then, they were identified, refrigerated and sent to the Microbiology
Laboratory of Healthy Science Center at Federal University of Recdncavo of Bahia where
they were immediately carried out for microbiological and macroscopic analyses.
Pathological examinations were performed at the Laboratory of Pathology of Veterinary
School at Federal University of Bahia. For microbiological analysis step enrichment in Brain
Heart Infusion (BHI) were performed, followed by seeding streaks in McConkey agar and
biochemical identification. Isolates were stocked in BHI with 15% glycerol and kept at -20°C
for later extraction of bacterial DNA to perform the Polymerase Chain Reaction (PCR)
performed at the Laboratory of Molecular Biology of the Instituto Materno Infantil de
Pernambuco. Thirty Escherichia coli were isolated and identified in livers of chickens by
classical microbiological method, 21 samples were unchanged and 9 from carcasses were
rejected. The 30 E. coli isolates were from 27 poultry livers, because of a mixed infection of
Avian Pathogenic E. coli (APEC) and Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) in three samples.
Among the observed macroscopic parameters, the most common color of the samples was a
dark brown (20/27), which were considered satisfactory. Cholangiohepatitis (16/27) was the
predominant in inflammatory change, and was considered multifocal in 15/16 livers.
Heterophils and mononuclear cells were predominant (12/27). PCR was performed verifing E.
coli virulence genes, including the following genes: serum resistance (iss), for identification
of APEC; Shiga cytotoxin 1 and 2 (stx), for identification of EHEC; bfpA, for identification of
Enteropathogenic E. coli (EPEC); LT-I (elt) and ST-I (stl) toxins, for identification of
Enterotoxigenic E. coli (ETEC). There wasn’t identification of genes bfpA, elt and stl. Iss
gene was identified in 83.3% (25/30), and 76.2% (16/21) from E. coli strains isolated from
livers from healthy animals. Stx gene was identified in 13.3% (4/30) of E. coli isolates, and in
three of these samples were identified stx and iss. The genes were not identified in one E. coli
isolated from classic method. The criteria for condemnation of carcasses were inadequate,
because pathogenic Escherichia coli presence in 18/27 liver samples analyzed were from
apparently healthy animals. It is necessary to adopt a protocol in the poultry slaughterhouses,
which included necropsy, microbiological and serological analysis of a sample from rejected
and healthy poultry, allowing a more accurate diagnosis and identification of pathogens.
Safety procedures in farms and slaughterhouses are remarkable necessary for poultry health
and safe food production.

Keywords: Escherichia coli, PCR, liver, chicken, sanitary inspection.
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1 INTRODUCAO

Com uma populacio se aproximando aos sete bilhdes de habitantes, o Planeta Terra demanda
nutrientes e, dentre estes, as proteinas, assim, ha uma busca constante por fontes protéicas
econdmica e ecologicamente sustentdveis. Dentre essas diversas alternativas, a produgdo de
carne de aves, em especial a de frango, apresenta-se como sendo uma das mais interessantes.
Segundo a Secretaria de Agricultura, Irrigacio e Reforma Agriria, SEAGRI (2008) a
avicultura é, certamente, a atividade mais dindmica do setor agropecudrio e pode também ser
explorada em pequenas dreas de terra em modernos sistemas integrados, de elevada

eficiéncia.

O consumo de carne de frango vem aumentando em todo o mundo e a elevagdo da oferta, que
vem atendendo a essa crescente demanda, deve-se a alguns fatores como: melhoramento
genético mais veloz, visto que a distincia entre geragdes é muito pequena se comparada com
outras criagdes; estudos aprofundados sobre nutricdo e convertibilidade, desenvolvendo dietas
especiais para vdrias etapas da vida destes animais, o que os torna extremamente eficientes ao
transformar alimento em massa corpdrea; gestdo e processamento de todas as etapas da
produg@o, com auxilio tecnolégico intenso e aperfeicoamento no manejo operacional e

sanitdrio dos rebanhos, desde a postura até o abate e comercializacio (ABEF, 2009).

Entretanto, como em qualquer atividade que se expande e se intensifica, a avicultura, em
especial a industrial, tem novos desafios, como atender vérios povos, com peculiaridades
culturais e geograficas diversas e sempre com elevados niveis de exceléncia em qualidade de

produtos, em diversos aspectos, sendo o sanitdrio o mais basico e importante de todos.

Infecgdes causadas por Escherichia coli sdo responsdveis por prejuizos econdmicos na
inddstria avicola, sendo a colibacilose frequentemente associada a mortalidade embriondria e

do plantel, pior conversdo alimentar, menor desenvolvimento corpdéreo e custos com
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medicamentos, além do aumento da condenacdo de carcacas devido as lesdes por

colisepticemia (ANDREATTI FILHO, 2006).

Dessa forma, os processos produtivos, cada vez mais intensos e velozes, demandam controle e
fiscalizacdo da sanidade mais eficientes e sempre baseados em conhecimento cientifico, posto
que pequenas falhas podem gerar grandes perdas financeiras, € o pior, produzir agravos a

saiide para uma maior quantidade de pessoas ao redor do mundo globalizado.

A fiscalizag@o e controle da sanidade em carne de aves no Brasil estdo baseados em normas
federais, que utilizam parametros fisicos macroscOpicos para permitir ou descartar parcial ou
totalmente a carcaca dos animais para o consumo humano (BRASIL, 1998). Assim, os fiscais
agropecudrios avaliam, prioritariamente, aspectos visuais das carcagas nas linhas de produgao

dos matadouros avicolas utilizando alguns 6rgdos como parametros para essas avaliacdes.

O figado das aves, assim como o de outras espécies, € o 6rgao que pode modificar seu aspecto
em decorréncia de acdo de fatores quimicos e/ou microbiolégicos diretamente em seu
parénquima, ou em outros 6rgdos que demandem as suas atuagdes como regulador ou
detoxificador (MACLACHLAN e CULLEN, 1998). Entretanto, nem todas as patologias,
sejam de origem microbioldgica ou quimica, geram altera¢cdes macroscopicas no 6rgdo e é
possivel que nem todos os que estejam alterados visualmente possam servir de parametro para

descartar tdo precioso produto como a carne de uma ave.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar as lesdes anitomo-histopatolégicas de figados de frango contaminados por

Escherichia coli provenientes de matadouros avicolas da Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar as alteracdes anatomopatolégicas e histopatoldgicas dos figados de frango

contaminados com Escherichia coli.
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Verificar a ocorréncia de Escherichia coli em amostras de figados de frangos com alteragdes
macroscopicas e inalterados através dos métodos cldssicos.

Realizar a caracterizagdo genotipica dos isolados de Escherichia coli por meio de Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR).

Avaliar se os frangos contaminados com Escherichia coli sdo descartados pela inspe¢do do

figado.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE A AVICULTURA NO MUNDO, NO BRASIL E NA
BAHIA.

A importancia da inddstria avicola como fornecedora de proteina animal de baixo custo levou
a criacdo de frangos de corte a ter forte impacto a nivel internacional. Os avangos na drea de
nutricdo, genética, manejo e sanidade tornaram a avicultura a atividade pecudria de maior

crescimento das dltimas décadas (JACOBSEN e FLORES, 2008).

Existem algumas razdes que determinam o aumento do consumo da carne de aves. Segundo o
consenso de alguns consumidores, médicos e nutricionistas, a carne de aves € mais saudavel
que a carne vermelha. Isso estd associado ao fato de que a primeira contém menos gordura
saturada, apontada como a grande responsdvel por problemas cardiacos em seres humanos.
Além de sauddvel, ¢ um alimento altamente nutritivo, uma vez que uma por¢do de 100
gramas de filé de peito sem pele contém apenas 110 kcal e 23 gramas de proteina e com essa
quantidade o consumidor estard satisfazendo 46% de suas necessidades didrias de proteinas

(MENDES, 2002; ABEF, 2009).

O consumo mundial de frango deverd provavelmente crescer nos proximos anos mais do que
a demanda por carne suina e até a bovina. A principal razdo é que as carnes de aves vdo

continuar sendo a mais barata, uma vez que os pregos recordes das ragdes elevardo ainda mais
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o preco da carne vermelha, acredita Robert Feldman, chefe de pesquisa econdmica do Morgan

Stanley, em Téquio. (MONTOYA e FINAMORE, 2006).

Segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos (ABEF) em 2008
foram produzidos 71,2 milhdes de toneladas de carne de frango. O Brasil, como maior
exportador mundial desde o ano de 2004, contribui com aproximadamente 15,3% desse total
(ABEF, 2009). Patricio (2007) relata que o desenvolvimento da avicultura brasileira esta
baseado em técnicas modernas de manejo, melhoramento genético, nutricio e controle
sanitdrio. O frango brasileiro chega até 1,5kg em apenas 23,5 dias atingindo uma velocidade
de ganho de peso de 2,5g/h revelando assim a melhor conversdo alimentar e o ciclo produtivo
mais curto além de menor taxa de mortalidade, da padronizacdo dos lotes, do maior
rendimento das carcacas e consequentemente maior lucratividade, o que estimula o produtor
rural. A idade de abate, 44,5 dias, o frango no Brasil pesa 2,5kg, um ganho de 19,2% em

relacdo aos nimeros obtidos em 1990.

O Brasil iniciou sua produg@o intensiva de aves na década de 60 e atualmente € o terceiro
maior produtor e o primeiro exportador mundial de carne de frango, sendo o Parand o maior
produtor e exportador do Brasil, com a produ¢do aproximada de um milhdo de toneladas de
carnes e produtos industrializados em 2008 (UBA, 2009). O consumo per capita passou de
2,3kg, em 1971, para 38,9kg em 2008, tornando o Brasil o quarto maior consumidor de carne
de frango no mundo. Em 2008 foram produzidos 10,97 milhdes de toneladas com 33,27%
desse total destinado ao mercado externo, sendo produzidas 5,18 bilhdes de aves (ALCOCER

et al., 2006; ABEF, 2009).

A avicultura brasileira ndo s6 adquiriu a capacidade de produzir o quilograma de carne de
frango mais barato do mundo, como também a capacidade de produzir e vender produtos
avicolas de uma excepcional qualidade fisica, inquestiondvel qualidade sanitdria, que sdo
capazes de atender simultaneamente, as muitas especificacdes de seus clientes em mais de
150 paises aos quais exporta (NUNES, 2006). Salienta-se que o Brasil ji iniciou o
desenvolvimento do sistema de rastreabilidade na cadeia de carne de aves, para cumprir,
principalmente, os regulamentos dos paises importadores, o que garante um valor agregado a

carne (NAAS, 2002), haja vista que a rastreabilidade € hoje um pré-requisito para os sistemas
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de seguranga alimentar, permitindo, por exemplo, conhecer a origem dos ingredientes de um
produto, assim como o caminho e o destino desse produto final, facilitando a identificacdo e

segregacdo de lotes de produtos ou populagdes de animais afetados (MAIA e DINIZ, 2009).

Andreatti Filho (2006) relata que as monitoragdes devem ser adequadas para estabelecer as
linhas de base e objetivos da empresa com determinacdo da presenca de infecgdes,
identificando desafios de campo e imunocompeténcia das aves, niveis de imunidade materna,

biosseguridade e eficiéncia dos programas vacinais.

A avicultura de corte na Bahia, especificamente na microrregido de Feira de Santana,
apresenta vantagens comparativas e competitivas em relacdo a outras regides do Estado.
Encontra-se numa situagdo privilegiada, por dispor de recursos humanos e materiais,
quantitativa e qualitativamente em abundincia e com perspectivas de se tornar, com o
complexo agroindustrial avicola, o0 maior pélo produtor de frango de corte do Nordeste, em
condicdes de suprir o mercado interno e promover a exportacio para paises da Africa, Asia e

Europa (SEAGRI, 2009a).

Na safra de 2008 a Bahia produziu 6,1 milhdes de toneladas de graos, sendo 1,9 milhdes de
toneladas de milho e 2,5 milhdes de toneladas de soja (SEAGRI, 2009b). O aumento
sucessivo na produg¢do de graos de milho e soja na Bahia, sobretudo na regido oeste, tornou-se

o fator de maior importancia no desenvolvimento da avicultura no Estado (SEAGRI, 2008).

Com um plantel estimado em 99 milhdes de cabegas de frango, com crescimento médio de
9,9 milhdes de pintos a0 més, o estado da Bahia ainda representa 1,98% da produg¢@o nacional
de frango (UBA, 2008).

3.2 A INSPECAO SANITARIA NOS MATADOUROS AVICOLAS

De acordo com Franca (2007), produzir alimentos seguros € premissa fundamental, ndo
constituindo diferencial de mercado, uma vez que atender aspectos relacionados a auséncia de

patdgenos e residuos associados a carne de frango € condicdo determinante da participacdo no
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comércio internacional. Assim, a elevagdo dos niveis de controle e preven¢do da
contaminacdo em todos os pontos da cadeia produtiva é fundamental para o futuro do negdcio
da avicultura, pois o mercado nacional, e, sobretudo o internacional, exigem que toda a cadeia

produtiva atinja padrdes de seguridade sanitédria elevadissimos.

O servico oficial permanente de inspecdo sanitdria dos matadouros avicolas, representado
pelo Servico de Inspe¢dao Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) e suas representacdes estaduais € municipais, constituem 6rgaos
responsdveis pela garantia de qualidade da carne e visceras para o consumo. Os encarregados
da inspe¢do, médicos veterindrios, realizam a inspe¢do ante mortem, que compreende o
exame visual dos lotes de aves destinadas ao abate, bem como o conjunto de medidas
adotadas para a habilitacdo das mesmas ao processamento industrial (BRASIL, 1952;
BRASIL, 1998). De modo geral, as aves que se apresentam em estado agudo de uma
enfermidade apresentam temperatura corporal anormal, debilidade e muitas vezes sinais e
sintomas especificos de doencas. No entanto, é rara a evidéncia dessas alteracdes naqueles
animais que se recuperam, o que inviabiliza o julgamento de suas carcacas apenas com a
realizacdo do exame ante mortem. Assim, nesses casos, o julgamento é obtido pelo exame
post mortem (SILVA, 2005). O exame post mortem € realizado nas linhas de inspec¢do, que
sdo pontos na secdo de matanga, especificamente na calha de evisceracdo (BRASIL, 1998;
GOMIDE, RAMOS e FONTES, 2000).

Existem trés linhas de inspecdo nos matadouros avicolas: A, B e C. A primeira linha de
inspecdo, Linha A, é onde se realiza o exame interno das aves, através da visualizacdo da
cavidade tordcica e abdominal (celomatica) e dos 6rgdos a elas pertencentes, como sacos
aéreos, pulmdes rins e 6rgios sexuais. Na segunda linha de inspec¢do, Linha B, € realizado o
exame das visceras, como coracdo, figado, moela, baco, intestinos, ovario e oviduto nas
poedeiras. A terceira linha de inspec¢do, Linha C, é onde se realiza a observacdo das
superficies externas como pele e articulagcdes. (BRASIL, 1998). Gomide, Ramos e Fontes
(2006) ressaltam que cada linha deve respeitar o tempo minimo de inspecdo de dois segundos

por ave. Caso sejam detectadas afeccodes, as quais indiquem a necessidade de exames mais

acurados, a velocidade de abate ficard condicionada a perfeita execucdo dos trabalhos de
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inspecdo. As carcagas que ndo atendem ao padrdo sdo desviadas para o Departamento de

Inspecdo.

Na inspecdo post mortem € realizado o exame visual macroscépico de carcacas e visceras e,
conforme o caso, palpacdo e cortes (BRASIL, 1998). Prata e Fukuda (2001) citam que, agindo
dessa forma, procura-se avaliar o estado sanitdrio das carcagas, pois enquanto a visualiza¢do
cuidadosa promove uma estimativa da sanidade, a palpag@o oferece elementos indispenséveis

a complementacdo dessa informagdo fornecendo indica¢des de problemas e anormalidades

Osseas, musculares e mesmo de 6rgaos.

Durante o processo de evisceragdo € realizada a eventragdo, que consiste na exposi¢do das
visceras, sem a sua remocdo da carcaga, para a inspecdo post mortem. Essa exposicdo deve ser
feita cuidadosamente, para evitar o rompimento dos 6rgdos, o que provocaria a contaminagao

da carcaca (GOMIDE, RAMOS e FONTES, 2006).

O resultado desses exames, aliados as condi¢des observadas durante o exame ante mortem,
geralmente € suficiente para o estabelecimento de um diagndstico e para adog¢do de um
critério de julgamento final, ainda que muitas vezes baseado apenas em alteracodes

macroscépicas (PRATA e FUKUDA, 2001).

O figado é inspecionado durante os trabalhos de evisceragdo (Linha B) e os critérios de
condenacdo de visceras de frango, especialmente do figado, consideram o aspecto visual (cor,
forma e tamanho), consisténcia e odor do 6rgido (BRASIL, 1998). Dessa forma, Randall e
Reece (1996) afirmam que o conhecimento das caracteristicas do 6rgdo € fundamental para
correta avaliacdo sanitdria das carnes de aves. Muitas lesdes do figado ndo sdo especificas,
bem como as causas das mesmas, porém elas proporcionam uma importante informacdo sobre
os diversos processos patoldgicos e, em muitas espécies de aves, € o primeiro e o maior 6rgio

interno a ser visto na necropsia quando a cavidade corporal € aberta.

Segundo Gomide, Ramos e Fontes (2006) as lesdes porventura constatadas nos 6rgidos
determinam um novo detalhamento do exame da carcaca, seguindo-se o emprego de provas

complementares, como o exame bacterioldgico. Andreatti Filho (2006) cita que o laboratério
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¢ uma ferramenta auxiliar para os técnicos na prevencdo, no diagndstico e no tratamento de
doengas. O autor ressalta que os dados sdo importantes para proporcionar informagdes
epidemioldgicas para definicdo de fontes comuns de infecgao.

Utilizando os critérios de julgamento é possivel chegar as decisdes sanitdrias das carnes
destinadas ao consumo humano, que de acordo com a legislagdo brasileira s@o: aprovagio
total, aprovacdo com restrigdes ou sob condi¢cdes, condenag@o parcial e a condenagdo total

(BRASIL, 1952; BRASIL, 1998).

Dentre as causas que determinam a apreensdo das aves, e posterior condenacdo da carcaga,
destacam-se aerossaculite, caquexia, colibacilose, septicemia e sindrome ascitica (BRASIL,

1998).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as doengas respiratérias sdo as principais
responsdveis pela mortalidade e pelas condenagdes na industria avicola. Os produtores e os
especialistas em sanidade avicola consideram as doengas respiratdrias, como as de maior
significado econdmico. Quase a totalidade das condenac¢des nos matadouros nos EUA é
devida a aerossaculite e septicemia que, na sua maioria, sdo alteragdes decorrentes de doengas

respiratdrias ocasionadas por infecg@o pela bactéria Escherichia coli (NCRA, 2009).

Ansari-Lari e Rezagholi (2007) pesquisaram as causas de condenacdo de carcacas no sul do
Ird durante o periodo de 2002 a 2006 e a caquexia e septicemia foram as causas mais comuns
de rejeicdo das carcagas, sendo responsdveis por 62% das condenagdes do total de 959.416

aves (0,73%).

No Brasil, Silva (2005) estudou as principais causas de condenagdo total de carcacas de aves a
partir das notificacdes de inspe¢do post mortem ocorridas em um matadouro avicola da Bahia
sob Inspecdo Federal durante o periodo de outubro de 2004 a setembro de 2005 e a
quantidade de carcagas que sofreram condenacgdo total foi de 240.755, o que representa uma
parcela de 0,68% do total de aves abatidas nesse periodo. Dentre as alteracdes que
determinaram o maior nimero de reprovacdo total da carcaga, destaca-se o aspecto

repugnante (34,43%), a caquexia (21,34%) e a aerossaculite (16,93%).



20

Minharro et al. (1999) registraram um aumento consideravel do nimero de aves abatidas no
estado de Goids em abatedouros com SIF durante trés anos e as principais causas de
condenacio registradas no periodo foram a colibacilose e a aerosaculite.

Jacobsen e Flores (2008) constataram que 8,19% do total de carcagas oriundas de
estabelecimentos registrados pelo SIF no Estado do Rio Grande do Sul entre 2002 e 2006
foram condenadas devido a sindrome ascitica, o que representa um prejuizo estimado em 3,6

milhdes de reais.

Giottto et al. (2008) avaliaram o impacto econdmico de condenagdes post mortem parciais e
totais de frangos em um matadouro frigorifico de Inspecao Federal localizado na regido sul do
Brasil, no periodo de um ano, obedecendo aos critérios de condenacdes estipulados pelo SIF.
Os resultados obtidos demonstraram que as condenagdes totais por causas patoldgicas de
maior ocorréncia foram por aspecto repugnante, ascite e colibacilose e as condenagdes
parciais por causas patoldgicas mais freqiientes foram por dermatose, artrite e celulite. O
custo de producdo total dos frangos no periodo de estudo foi de aproximadamente 159,4
milhdes de reais, e as perdas econdomicas em decorréncia das condenacdes foram de

aproximadamente 3,7 milhdes de reias.

Vieira-Pinto et al (2003) acompanharam a inspe¢do post mortem de 49.121 aves abatidas em
matadouro, registraram as causas de rejeicdo total e realizaram necropsia e andlise
histopatoldgica de uma amostra das aves rejeitadas, objetivando o conhecimento da relagdo
entre as causas que conduzem a uma rejeicdo total das carcagas de aves e o quadro lesional
identificado no decurso da necropsia das aves rejeitadas. Foram rejeitadas 344 aves durante as
12 visitas realizadas em um meés, e foi realizada necropsia de 26 aves, seguida de andlise
histopatoldgica de 6rgdos, como figado e coracdo. As causas que contribuiram para uma
maior rejeicdo post mortem na linha do abate foram traumatismo, caquexia e sindrome
ascitica, nos frangos de corte, ma-sangria, nos frangos do campo e salpingite, nas galinhas
poedeiras. Foi constatado que os frangos rejeitados com ascite apresentavam lesdes no figado
e/ou coragido, salientando-se que as lesdes hepaticas dificultam o retorno venoso. Os autores
enfatizam a importincia da necropsia de uma amostra de aves rejeitadas por causas

inespecificas, como caquexia, mé-sangria e ascite, permitindo a tomada de decisdo mais
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conveniente para um maior entendimento do problema para resolu¢io do mesmo, como a

necropsia de um maior nimero de aves e andlises microbioldgicas e soroldgicas.

Santana et al. (2008) citam que para a qualidade do produto final deve ser implantado o
controle sanitdrio e operacional na industria, assim como deve existir um controle da
densidade populacional na granja, recomendando que o nimero maximo de aves seja 15 por

2
m.

De acordo com as novas exigéncias de seguranga alimentar, o sistema de inspeg¢do € realizado
em conjunto com as prdticas de garantia de qualidade, baseado nos principios de Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF), no Procedimento Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) e na
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que conferem um controle
minucioso sobre todo o processo. Esses procedimentos t€m por objetivo a reducdo dos riscos
de ocorréncia de perigos quimicos, fisicos e bioldgicos, visando a inocuidade dos alimentos

produzidos mediante o controle do sistema de producao (BRASIL 1997; BRASIL, 2002).

Carvalho, Costa e Carvalho (2002) elaboraram um plano APPCC em uma linha de producio
de frango inteiro congelado, de uma industria avicola situada no Estado do Rio de Janeiro e
concluiram com a determinag¢@o de 5 (cinco) pontos criticos de controle (PCC) bioldgicos, nas
etapas de pré-resfriamento da moela, do figado, coracdo e nas etapas de pré-resfriamento das
carcacas no primeiro e segundo estdgio. Salienta-se que na andlise dos perigos bioldgicos a E.
coli patogénica foi citada em todas as etapas do processo. O sistema APPCC passou a ter base

legal no Brasil com a Portaria 46 de 10/02/1998, do MAPA (FRANCA, 2007).

Dey et al. (2003) estabeleceram um sistema de inspecdo baseado em espectroscopia e
detectaram septicemia em 96% dos figados de frangos, como parte do APPCC baseado em
um modelo de inspecdo para diferenciar frangos normais dos frangos com

septicemia/toxemia.

Para aumentar a qualidade dos produtos das industrias cadastradas no Servico de Inspecdo
Estadual (SIE), de modo a garantir seguranca alimentar para a populacdo e acesso dos

produtores a mercados competitivos, a Bahia aderiu ao Sistema Brasileiro de Inspecdo de
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Produtos de Origem Animal (SISBI/POA) do MAPA. Parte do processo para adequacio dos
estabelecimentos do sistema estadual ao SISBI, a Portaria n® 290/2008, reitera a importancia
da aplicacdo das BPFs. Os estabelecimentos que optarem pela adesdo ao SISBI/POA deverdo
obrigatoriamente possuir sistema de BPF previamente implantado. A ndo implantacdo das
BPFs no prazo estabelecido implicard no cancelamento do registro de estabelecimentos junto

ao SIE (BAHIA, 2008).

Por conseguinte, a condenagdo de carnes e visceras imprdprias para o consumo visa zelar pela
saide publica, uma vez que a carne de frango e seus subprodutos sdo uma das mais

importantes fontes de enfermidades transmitidas por alimentos (JAY, 2005).

3.3 ASPECTOS ANATOMO-HISTOFISIOLOGICOS DOS FIGADOS DE FRANGOS

3.3.1 Anatomia do figado de frango

Benez (2004) e Dice, Sack e Wensing (2004) relatam que nas aves adultas o figado é de cor
castanho-escura (cor de vinho) (Figura 1), exceto nas duas primeiras semanas depois da
eclosdo, quando adquire uma coloragdo amarela, oriunda dos pigmentos da gema, que

continuam a ser absorvidos do intestino antes que o saco vitelino finalmente regrida.

O tamanho do figado em relagdo a massa corpdrea varia conforme o animal e no caso da
galinha é de 1:37 (GURTLER, 1987). Apresenta dois lobos (direito e esquerdo) ligados
cranialmente por uma ponte dorsal ao coragdo, localizados logo abaixo do osso esterno
(Figura 2). Em notdvel contraste com os mamiferos, as aves ndo tém diafragma; portanto os
lobos do figado, em vez dos pulmdes, rodeiam a por¢do caudal do coracdo (GETTY, 1986;

DICE, SACK e WENSING, 2004).
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Figura 1 — Fotografia de figado de frango sem alteracdo macroscépica proveniente de

matadouro avicola da Bahia sob inspecdo estadual.

9 Lobo Direito
9’ Lobo Esquerdo

&5

Figura 2 - Imagem representativa da localizacdo anatdmica do figado de frango
(GETTY, 1986).

O lobo direito é maior, apresentando a vesicula biliar em sua superficie visceral, sendo
atravessado pela veia cava caudal. O lobo esquerdo € subdividido em parte lateral e medial
através de uma profunda incisdo, incisura lobaris. A superficie parietal é convexa e fica

contra as costelas esternais e o esterno; portanto fica exposta quando os musculos peitorais e o
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esterno sdo removidos, no exame post-mortem. A superficie visceral € concava e fica em
contato com o baco, o proventriculo, a moela, o duodeno, o jejuno e o ovério (ou o testiculo
direito). Dois ductos biliares, um de cada lobo, penetram na extremidade distal do duodeno,
perto dos ductos pancredticos; somente o ducto oriundo do lobo direito € ligado a vesicula
biliar. Exceto préximo ao hilo, os l6bulos hepdticos sdo indistintos, devido a auséncia de

tecido conjuntivo perilobular (DICE, SACK e WENSING, 2004; BELS, 2006).

Os vasos sanguineos aferentes do figado penetram no 6rgdo através de uma fissura transversal
na face visceral e sdo: as artérias hepdticas direita e esquerda trazendo sangue direto do
coragdo e as veias porta hepdticas direita e esquerda trazendo nutrientes e substincias
absorvidas principalmente pelos intestinos. A artéria esquerda é uma parte do ramo esquerdo
da artéria celiaca, enquanto a artéria direita origina-se diretamente do ramo direito da artéria
celiaca, sendo a artéria hepdtica direita supridora de ambos os lobos do figado e da vesicula
biliar; as veias porta hepdticas direita e esquerda também drenam sangue para o 6rgdo, sendo
que a direita traz sangue do duodeno, do pancreas, do ileo e dos cecos através da veia
mesentérica cranial, e do reto através da veia mesentérica caudal. A veia porta esquerda drena
o sangue de partes do estdmago. O figado é drenado em sua maior parte por duas veias

hepdticas que se unem a veia cava caudal ao figado. (GETTY, 1986; BENEZ, 2004)

Os nervos do figado s@o originados dos plexos das artérias hepaticas direita e esquerda, sendo
o direito mais desenvolvido, além de ramos do nervo vago que passam para o lobo direito das
aves. (GETTY, 1986). O 6rgdo possui dupla inervagdo: as fibras simpdticas provenientes do
nervo esplénico, que se relacionam através do ganglio celiaco e as fibras parassimpaticas

provenientes do nervo vago (GURTLER, 1987).

3.3.2 Histologia do figado de frango

O componente estrutural bésico do figado € a célula hepatica ou hepatdcito (Gr. hepar, figado
+ Kytos, célula). Os hepatdcitos s@o células poligonais que estdo bem proéximas umas das
outras. A superficie de cada hepatdcito estd em contato com a parede do capilar sinuséide por
meio do espago perissinusoidal (espaco de Disse), e com a superficie de outros hepatdcitos.

Jungdes comunicantes do tipo gap sdo freqiientes formando placas anastomosantes de células
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e exercendo fungdes importantes na comunicagdo intercelular. As distincias que essas células
estdo em relagdo ao espago porta determinam diferencas em suas caracteristicas estruturais,
histoquimicas e bioquimicas. Por sintetizar ativamente proteinas, os hepatdcitos possuem em
abundancia ribossomos livres, reticulo endoplasmatico granular e aparelho de Golgi. A
grande quantidade de energia demandada para esses processos faz com que os hepatdcitos
possam conter até 2.000 mitocOndrias, o que lhes confere coloracdo eosinofilica quando
corados com hematoxilina e eosina (HE), além de um rico complemento de endossomos,
lisossomos, e peroxissomos (GARTNER e HIATT, 2007; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Santos (1986) e Junqueira e Carneiro (2004) relatam que os hepatdcitos estdo radialmente
dispostos no conceito do l6bulo hepético cldssico baseado no fluxo sanguineo, da periferia
para a veia central situada no centro do 16bulo. As células hepdticas se dispdem em traves ou
trabéculas que se arrumam de forma radiada em torno daquela veia centrolobular. Essas
células se anastomosam livremente formando um labirinto semelhante a uma esponja. Os
espacos entre essas placas contém capilares chamados sinuséides hepéticos, que sdo vasos
irregulares compostos por uma camada descontinua de células epiteliais fenestradas. Dessa
maneira, particulas com menos de 0,5um de didmetro podem deixar a luz do sinuséide com
relativa facilidade. Macréfagos fixos, denominados de células de Kupffer, estdo associados as
células de revestimento endotelial dos sinuséides e suas principais fungdes sdo: metabolizar
eritrécitos velhos, digerir hemoglobina, secretar proteinas relacionadas com processos
imunoldgicos e destruir bactérias que eventualmente penetrem no sangue portal através do

intestino grosso (Anexo A).

3.3.3 Fisiologia do figado de frango

A capacidade funcional do figado é extremamente importante nos animais domésticos sujeitos
a elevada exigéncia de produtividade (GURTLER, 1987). No embrido e feto, ele produz
células sanguineas (BOLELI, MAIORKA e MACARI, 2002) e no adulto, o figado é um
orgdo que tem funcdes metabdlicas importantes, como filtracdo e armazenagem de sangue;
metabolismo dos carboidratos, das proteinas, das gorduras, dos hormdnios, produtos quimicos

estranhos e carotendides (cantaxantina); formacdo de bile; armazenamento de vitaminas e
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ferro e formacdo de fatores de coagulacdo (BENEZ, 2004 e GUYTON e HALL, 2006). Sua
importancia pode ser depreendida pelo fato de que apds a sua retirada, as aves morrem cerca
de 24-36 h depois e a letalidade decorre da queda brusca da glicemia e do aparecimento no
sangue de substncias téxicas que sdo normalmente metabolizadas no figado (GURTLER ,

1987).

Uma vez que o figado é um 6rgdo expansivel, grandes quantidades de sangue podem ser
armazenadas em seus vasos sanguineos. Dessa forma, atua como valioso reservatdrio de
sangue nos momentos de excesso de volume sanguineo e estd apto a oferecer sangue extra em

tempos de volume sanguineo diminuido (GUYTON e HALL, 2006).

De acordo com Guyton e Hall (2006) e Benez (2004), no metabolismo dos carboidratos, o
figado desempenha fungdes de armazenagem de glicogénio, conversdo da galactose e frutose
em glicose, gliconeogénese, e formacdo de compostos quimicos a partir de produtos
intermedidrios do metabolismo dos carboidratos. A reabsorcdo intestinal dos monossacarideos
também ¢é auxiliada pelo figado, pois este 6rgdo produz enzimas necessdrias para a utilizacdo

da glicose, frutose e galactose.

O figado € especialmente importante para a manutencdo de uma concentra¢do normal da
glicose sanguinea. O armazenamento de glicogénio permite ao figado remover o excesso de
glicose do sangue, armazend-la e, entdo devolvé-la ao sangue quando a concentragdo comecar
a cair demais (GUYTON e HALL, 2006). O glicogénio nas aves corresponde a 3,0% do peso
do figado (BACILA, 2003). A gliconeogénese hepdtica é igualmente importante na
manutencdo da concentracdo normal da glicose sanguinea (GUYTON e HALL, 2006).

O figado € o 6rgdo central do metabolismo nitrogenado. Além de promover a biossintese de
suas préprias proteinas o figado, sintetiza diversas outras proteinas tais como a albumina do
soro, a protrombina, o fribrinogénio e as a e B-lipoproteinas. (BACILA, 2003). O corpo nao
pode prescindir das contribui¢cdes hepdticas ao metabolismo protéico que s@o: a desaminag¢do
dos aminodcidos, formacdo de uréia para a remocdo da amodnia dos liquidos corporais,
formacdo de proteinas plasmaticas e interconversdes de aminoicidos (GUYTON e HALL,

2006). A sintese das enzimas é regulada e é dependente da composi¢cdo dos alimentos. Os
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aminodcidos ndo-essenciais ingeridos em excesso sdo destruidos no figado e quando a
ingestdo € insuficiente provoca aumento de sua formacdo. Assim nas células hepaticas sdo

formadas por mais de 1000 diferentes enzimas (GURTLER, 1987).

A desaminag¢do dos aminodcidos é fundamental para que eles possam ser usados como
energia ou convertidos em carboidratos ou lipideos. A formacdo hepatica de uréia remove a
amonia dos liquidos corporais. Essencialmente, todas as proteinas plasmaticas, com exce¢do
de parte das gamaglobulinas, sdo formadas pelas células hepdticas, isso significa
aproximadamente 90% de todas as proteinas plasméaticas (GUYTON e HALL, 2006).
Segundo Giirtler (1987) as células hepdticas produzem também intimeras glicoproteinas e nas

células de Kupffer ocorre a sintese de fatores de coagulagao.

Embora a maioria das células corporais metabolize gordura, certos aspectos do metabolismo
lipidico ocorrem principalmente no figado e estes s@o: oxidagdo dos dcidos graxos, sintese de
grande quantidade de colesterol e sintese de gorduras a partir das proteinas e carboidratos
(GUYTON E HALL, 2006). O metabolismo dos lipidios € compartimentalizado no
hepatécito. No citosol ocorre sintese de triglicerideos (TG) e sintese de &cidos graxos

(BACILA, 2003).

A beta-oxidacdo das gorduras pode ocorrer em todas as células do corpo, com especial
rapidez nas células hepéticas, mas o figado ndo pode consumir todo o acetil-CoA. Assim, este
€ convertido em d4cido acetoacético, extremamente solivel, que passa para o liquido
extracelular, sendo, entdo transportado através do corpo para ser absorvido por outros tecidos.
Cerca de 80% do colesterol sintetizado no figado € convertido em sais biliares, que sdo
secretados pela bile. Depois de sintetizada a partir de proteinas e carboidratos, a gordura é
transportada nas lipoproteinas para o tecido adiposo, sendo armazenada (GUYTON e HALL,

2006).

Diversos hormonios secretados pelas glindulas enddcrinas sdo quimicamente alterados ou
excretados pelo figado, incluindo a tiroxina e essencialmente todos os hormodnios esterdides.

Devido a capacidade de inativar a maioria dos hormdnios, cabe ao figado a importante funcao
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de regular a influéncia das glandulas enddcrinas sobre as células do organismo. (GUYTON e

HALL, 2006; GURTLER,1987).

O figado desempenha importante funcdo no metabolismo das vitaminas e oligoelementos e
tem capacidade de armazenar a maior parte desses compostos. No caso das vitaminas
lipossoliveis como A e E, o figado pode formar depdsitos que suprem as necessidades
durante meses. Se houver ingestdo excessiva de vitaminas, apds o preenchimento completo do
depésito, o figado elimina o restante (GURTLER, 1987). As células hepéticas contém grandes
quantidades de uma proteina denominada apoferritina, que é capaz de se combinar
reversivelmente com o ferro formando a ferritina. Assim, quando o ferro encontra-se em
niveis baixos, a ferritina libera seu ferro (GUYTON e HALL, 2006). Além do ferro, segundo

Giirtler (1987), o figado € responsdvel pelo depdsito de cobre, manganés e zinco.

A formacao de bile pelas células hepdticas ocorre de maneira continua, aumentando durante o
ato da digestdo e a quantidade secretada varia de acordo com as espécies, nas aves € de 0,58
ml por g de figado e 14,2 ml por kg de peso. A fungdo da bile € auxiliar na digestdo das
gorduras e nas aves tem cor esverdeada, devido a grande quantidade de biliverdina, o pH
desta secrecdo nas galinhas é de 5,88 e ainda nessa espécie ocorre a concentra¢do da bile na
vesicula biliar, sendo que, nesse ambiente, a massa seca é de até 10 vezes maior que na bile

hepética (GURTLER, 1987; BACILA, 2003).

O sistema macrofagico hepatico cumpre uma funcdo de depuracdo do sangue, uma vez que o
sangue que flui através dos capilares intestinais recolhe muitas bactérias dos intestinos. Uma
amostra de sangue colhida das veias portais antes de sua entrada no figado quase sempre
exibird uma elevada populacdo microbiana. As células de Kupffer depuram o sangue a
medida que ele passa através dos sinusdides. Quando uma bactéria entra em contato com a
célula de Kupffer, em menos de 0,01 segundo ela passa para o seu interior, permanecendo ali
até ser destruida. Estima-se que menos de 1% das bactérias que entram no sangue portal a
partir dos intestinos consegue passar através do figado para a circulagdo sist€émica. Por
conseguinte, as células de Kupffer podem fagocitar agentes infecciosos potencialmente

lesivos, antes que possam ter acesso a circulacdo sistémica, e os hepatdcitos podem
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metabolizar e inativar muitas toxinas absorvidas pela circulagdo portal (MACLACHLAN E
CULLEN, 1998 e GUYTON e HALL, 2006)

Segundo Maclachlan e Cullen (1998), usualmente o figado estd envolvido nas infeccdes
hematdgenas, por receber tanto sangue arterial quanto sangue venoso do trato gastrintestinal.
A infecgdo do figado e a subsequente inflama¢do no 6rgdo podem ser primdrias, ou fazem

parte de um processo sistémico.

O figado de frango in natura ou processado, como alimento para o homem, é passivel de
sofrer contamina¢des por microrganismos, devido a sua constituicio quimica, condi¢Ges de
obtencdo e manipulacio (BARCELOS, 2005). O figado de frango pode ser acometido por
indmeras alteragdes que incluem distirbios circulatdrios, toxicoses, doencas infecciosas
(virais, bacterianas, parasitdrias) e neopldsicas. Muitas lesdes hepdticas ndo sdo especificas
quanto a etiologia, mas fornecem informagdes importantes sobre a ocorréncia de doencas
sisttmicas (HOERR, 1996). A enterobactéria Escherichia coli estd intimamente associada a

infeccdes sistémicas e comprometimento hepédtico (BARCELOS et al., 2006).

3.4 CONSIDERACOES SOBRE A CONTAMINACAO DE FIGADOS DE FRANGOS POR

Escherichia coli

3.4.1 Caracteristicas da Familia Enterobacteriaceae

Os membros da familia Enterobacteriaceae estdao amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados no solo, dgua, plantas e, como indica o nome da familia, no trato intestinal de
seres humanos e animais de producdo ou companhia (KONEMAN et al., 2008; HIRSH e
ZEE, 2003). Alguns géneros dentro da familia sdo primariamente patégenos de humanos e
animais de sangue quente (ex. Shigella, Salmonella, Yersinia), enquanto outros sio membros
da microbiota comensal normal do trato gastrointestinal (ex. Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella) e causam infec¢Oes oportunistas (Anexo B). De modo geral, as enterobactérias sdo

0s microrganismos mais isolados de processos infecciosos, representando em torno de 70 a
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80% das bactérias Gram-negativas isoladas em rotina de laboratério. (EINSENSTEIN e
ZALEZNIK, 2009; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

As bactérias que pertencem a familia Enterobacteriaceae sdo bacilos gram-negativos ndo
esporogénicos que fermentam a glicose e ampla variedade de outros agicares. Sdo oxidase
negativa, catalase positiva, anaerébios facultativos que crescem bem em dgar MacConkey
porque ndo sdo inibidos pelos sais biliares do meio. Esses microrganismos entéricos reduzem
nitrato a nitrito, e algumas espécies, notadamente a Escherichia coli, fermentam a lactose. A
maioria das enterobactérias ¢ movel por flagelos peritriquios. A familia contém mais de 28
géneros e de 80 espécies, incluindo Escherichia coli, sorotipos de Salmonella, Yersinia,
Proteus, Enterobacter e Klebsiella. Esses organismos podem infectar uma enorme variedade
de hospedeiros (incluindo humanos), resultando em algumas situacdes, em portadores e, em
outras instancias, causando doencgas, pois 0s microrganismos podem ser patdgenos entéricos e

sist€émicos ou oportunistas (QUINN et al., 2005).

Durante a maior parte do século XX, a indtstria de alimentos considerou a contaminagdo por
E. coli como um problema relacionado a préticas insatisfatérias de higiene — contaminacéo de
origem fecal. Todavia, nas tltimas décadas, comprovou-se que muitos sorotipos da bactéria
eram altamente patog€nicos para o homem e podiam provocar infeccdes graves, levando os

pacientes a 6bito (GERMANO e GERMANO, 2008).

3.4.2 Escherichia coli em aves

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez no final do século XIX por Theodor von
Escherich e denominada Bacterium coli commune, devido ao fato de ser uma bactéria
encontrada no cdlon e extremamente comum no homem e animais. O género Escherichia
contém apenas uma espécie e, aproximadamente, mil tipos antigénicos. E a espécie bacteriana
mais comumente isolada nos laboratérios clinicos. E um dos microrganismos comumente
envolvidos em septicemias por gram-negativos e em choque induzido por endotoxinas. E um

mesofilo tipico capaz de se desenvolver entre 7 e 42°C sendo 37°C a temperatura 6tima,
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embora existam cepas que possam se multiplicar a 4°C. N@o apresenta termorresisténcia,
sendo destruido a 60°C em poucos segundos, mas é capaz de resistir por longo tempo em
temperatura de refrigeracdo. O pH préximo do neutro propicia condi¢cdes Gtimas para o seu

desenvolvimento (KONEMAN et al., 2008; GERMANO ¢ GERMANO, 2008).

Segundo Quinn et al. (2005) a E. coli é frequentemente fimbriada e produz colonias cor de
rosa em dgar MacConkey, tendo reagdes bioquimicas caracteristicas nos testes do IMViC, ou
seja, teste de produgdo de indol e vermelho de metila positivos, teste de Voges-Proskauer e de
utilizagio de citrato negativos. Algumas linhagens sdo hemoliticas, nio produz H2S em Agar
Triplice Acicar Ferro (TSI), teste de Lisina descarboxilase positivo e atividade de urease
negativa. Antigenos somdticos (O), flagelar (H) e, por vezes capsular (K) sdo usados para
sorotipagem de E. coli. Os antigenos somdticos sdo de natureza lipopolissacaridica,
localizando-se na superficie da parede celular. Os antigenos flagelares sdo de natureza
protéica e os antigenos capsulares sdo compostos de polissacarideos. Antigenos proteindceos

fimbriais (F) agem como adesinas, facilitando a aderéncia as superficies mucosas.

Os fatores de viruléncia de linhagens patogénicas de E. coli incluem enterotoxinas,
sider6foros, toxina shiga-simile (verotoxina), fator citotdxico necrosante e hemolisina.
(HIRSH e ZEE, 2003). Dentre os principais fatores de viruléncia associados a E. coli de
origem avidria, destacam-se a expressdo de adesinas, a produg¢do de sideréforos e a
capacidade de resistir a acdo microbicida do soro. Os fatores que apresentam maior correlacio
com a viruléncia sdo a resisténcia dos componentes do sistema complemento e a capacidade
de sequestrar o fon ferro na corrente sanguinea e nos tecidos do hospedeiro. Estes dois fatores
contribuem para a sobrevivéncia e a evolucdo da doenga apds a invasdo da bactéria

(FERREIRA e KNOBL, 2000).

A Escherichia coli tem comprovado papel como patdgeno entérico e também extraintestinal,
sendo o agente etioldgico de um amplo espectro de infec¢des invasivas no homem e animais,

além de ser um dos integrantes da microbiota intestinal de mamiferos e aves (RON, 2006).

Com base nas caracteristicas de patogenicidade, no efeito em certas culturas de células e nos

grupos soroldgicos sdo reconhecidos nove grupos de E. coli virulentos (patotipos): E. coli



32

enteroagregativa (EaggEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli que
adere difusamente (DAEC) E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli de meningite neonatal
(NMEC), E. coli patogénica para aves (APEC) (KAPER, 2005). Ferreira e Knobl (2000)

ainda cita o patotipo E. coli enteropatogénica para coelhos (REDEC), conforme anexo C.

A evolugdo de muitas bactérias por transferéncia horizontal de genes facilita a adaptacdo em
novos ambientes e contribui para a capacidade de aquisicdo de fatores de viruléncia
envolvidos diretamente em infeccdes, podendo modificar a composicdo do material genético
bacteriano drasticamente, pela incorporagdo de elementos genéticos de outros organismos
diretamente no genoma (DAM e DAS, 2006). Dessa forma, Elena et al. (2005) relataram que
os patotipos surgiram devido a evolucdo molecular da Escherichia coli, havendo uma relacao
filogenética estreita entre diversas cepas, como a cepa B e K12, ndo patogénicas, seguida pela

O157:H7, enterohemorrégica, e CFT073, uropatogénica.

De acordo com Andreatti Filho (2006), o diagndstico de E. coli deve ser baseado no
isolamento e identificacdo da bactéria, estando também na dependéncia da diferenciag@o entre

amostras patogénicas e apatogénicas de E. coli.

A carne de aves, em especial a de galinha, tem sido apontada como causa de surtos de
toxinfeccdo alimentar, principalmente por EPEC (GERMANO e GERMANO, 2008). A carne
apresenta uma composi¢do quimica que a torna excelente meio de cultura. Apresenta alta
atividade de 4gua, é um alimento rico em substincias nitrogenadas e minerais e fatores de
crescimento, além do pH ser favordvel a maioria dos microrganismos, como a Escherichia
coli, sendo o conteido intestinal a principal fonte desse microrganismo (FRANCO e

LANDGRAF, 2008).

Fernandes (2008) isolou a E. coli em 50% das 30 amostras de frangos oriundas do comércio
de Salvador-Bahia, incluindo amostras de frangos congelados industrializados, frangos
resfriados industrializados e frangos nao industrializados. Silva et al (2002) detectaram E. coli

em 95% das 60 amostras de frangos refrigerados oriundas da cidade de Jodo Pessoa-PB.
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O patotipo APEC causa infecgdes extraintestinais em aves, como infeccdo respiratoria,
pericardite e septicemia. Em humanos estdo associados a infec¢des intra-abdominais
(KAPER, 2005). Frangos também sdo susceptiveis a colonizacdo por E. coli O157:H7,
pertencente ao patotipo EHEC, responsdvel pela sindrome da colite urémico-hemolitica
hemorrdgica em humanos (BARNES, VAILLANCOURT e GROSS, 2008). Cepas de APEC
tem sido relacionadas com maior prevaléncia aos sorogrupos O1, O2 e O78 (MCPEAKE,

SMITH e BALL, 2005).

De acordo com Andreatti Filho (2006), a colibacilose é o termo comumente empregado para
designar as infeccdes causadas por Escherichia coli nos animais. A colibacilose avidria esteve
posicionada em papel secunddrio, necessitando impreterivelmente de um fator estressante
primdrio para o desencadeamento da doenga. Aparecia associada a Mycoplasma
gallisepticum, M. synoviae, Pasteurella multocida, Haemmophillus paragallinarum,
Pneumovirus, virus da bronquite infecciosa (incluindo virus vacinal), doenca de Marek e de
New Castle, doenca infecciosa bursal (Gumburo) e presenca de micotoxinas (Aflatoxina) na
racdo. A erradicacdo de certas doengas avidrias intimamente associadas a infecgdes
secunddrias por E. coli e a diminui¢do da ocorréncia de outras, pela ado¢do de melhores
praticas de manejo e programas sanitdrios, vieram ressaltar a importancia da E. coli na
patologia avidria. Além desses agentes infecciosos, a infec¢do por E. coli se torna
clinicamente aparente quando e, principalmente, fatores ambientais adversos estdo presentes,
como a presenga de gases irritantes, principalmente a amoOnia, umidade da cama, poeira,

variagdes climéticas e alta densidade.

A colibacilose ¢ uma das principais doencas da avicultura industrial moderna, devido aos
grandes prejuizos econdmicos causados no mundo inteiro por quadros como: pneumonia,
peritonite, coliseptsemia, celulite, pleuropneumonia, peri-hepatite, pericardite, salpingite,
panolfalmia, osteomielite/sinovite, onfalite, coligranuloma, sindrome de cabeca inchada e

doenga cronica respiratéria (BARNES, VAILLANCOURT e GROSS, 2008).

Miharro et al (2001) realizaram um estudo para avaliar o envolvimento de E. coli,

Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em carcagas de frangos condenadas por
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aerossaculite pelo Servico de Inspecdo Federal e a E. coli foi a mais frequente, sendo isolada

em 25 (80,64 %) dos 31 galpdes estudados, em infeccdes mistas e simples.

O coligranuloma das galinhas e perus é caracterizado por granulomas no figado, ceco,
duodeno e mesentério, mas ndo no baco. Ocorre coagulacdo confluente e necrose envolvendo
aproximadamente metade do figado. Nas septicemias agudas causadas por E. coli pode
ocorrer isolamento do microrganismo em frangos adultos e em crescimento. As aves afetadas
estdo em boa condi¢do de carcaca e estdo em plena producdo. As lesdes mais caracteristicas
sdo o figado verde e musculos peitorais congestos. Em alguns casos podem ocorrer pequenas

lesdes focais brancas no figado (Figura 3) (CALNEK, 1997).

Figura 3 — Fotografia de carcaca de frango proveniente de matadouro avicola sob
inspecdo estadual da Bahia com condenacgio total da carcaga por colibacilose com

alteracdes macroscépicas no figado.
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Dentre as principais alteracdes histopatoldgicas, destaca-se o alargamento dos sinuséides
hepdticos pela congestdo, infiltrado heterofilico, tumefacdo das células de Kupffer,
alargamento do espago perisinusoidal, trombos de fibrina. Cepas avirulentas de E. coli
incitam respostas heterofilicas mais rdpido do que cepas virulentas de E. coli. A bactéria pode
ser vista livre nos sinusdides e nos macréfagos sinusoidais. Necrose ndo € um aspecto

significante na forma aguda da infeccdo por E. coli (HOERR, 1996).

Gomis et al. (1997) constataram peri-hepatite em 80% dos frangos inoculados com E. coli
subcutdnea. Peighambari et al. (1995) observaram 9% de incidéncia de peri-hepatite em
frangos de corte experimentalmente infectados com cepas de E. coli associadas ao virus da
bronquite infecciosa das galinhas. Pourbakhsh et al. (1997) realizaram inoculacio
experimental de E. coli nos sacos aéreos caudais de pintos. Eles relataram graus varidveis de
hiperemia no baco, rins e figado, além de infiltrado inflamatério, com exsudato fibrinoso e

debris celulares, indicando colisepticemia.

Em 2006 Barcelos et al. avaliaram através da macroscopia, histopatologia e bacteriologia,
figados de frangos condenados no abate. Dos 100 figados analisados, isolou-se Escherichia
coli em 21 amostras. Dos 10 figados sem alteracdes coletados, houve o isolamento de E. coli
em 2 amostras. Eles observaram com maior incidéncia a colangio-hepatite heterofilica
multifocal (9/26), seguida de hepatite necrosante aleatéria (6/26) como diagndstico

morfoldgico associado ao isolamento de E. coli.

Segundo Kahn (2008), a resposta clinica a infec¢do por E. coli depende da localizagdo e do
grau de infec¢@o. A aerossaculite associada ou ndo a pericardite, peri-hepatite e peritonite sdo
os sinais mais comuns, nas infeccdes agudas e sistémicas, como enterite, inflamacdo e
aumento de volume dos 6rgdos parenquimatosos podem ser uma expressdo tipica. Dessa
forma Boratto et al. (2004) em suas pesquisas com inoculagcdo experimental de E. coli em
frangos, que tiveram suas carcagas analisadas em trés fases diferentes do desenvolvimento
(11, 21 e 42 dias), o figado foi o tnico 6rgdo afetado nas trés fases estudadas, o que pode estar
relacionado a neutralizagdo de substincias toxicas produzidas a partir da atividade metabdlica
das bactérias intestinais, que requer um gasto constante da energia para desintoxicagdo feita

pelo figado, induzindo uma hipertrofia dos hepatdcitos.
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O uso adequado de antimicrobianos consiste em uma estratégia eficaz no controle de
Escherichia coli. Dentre os antimicrobianos utilizados no tratamento e prevencdo de doencas
associadas a E. coli destacam-se a danfloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina,
espectinomicina e 4dcido oxolinico, uma vez que apresentam espectro de sensibilidade superior
a 70% para amostras de E. coli isoladas de aves com colibacilose (ANDREATTI FILHO,
2000).

Por outro lado, a situacdo do uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento e
prevencdo de doencas é um problema de satide animal e publica (MOTA et al., 2005;
JOHNSON et al., 2005). 76% das cepas de Escherichia coli de origem avidria foram
consideradas resistentes por Zanatta et al. (2004), assim como 77,5% foram consideradas
multirresistentes e nenhuma droga foi eficiente para todas as amostras bacterianas avaliadas.
Um percentual maior de cepas resistentes de E. coli de origem fecal foi verificado por
Bogaard et al. (2001) em frangos e perus, bem como maior nimero de cepas multirresistentes,
comparados com galinhas caipiras. Jonhson et al. (2007) estudaram a resisténcia
antimicrobiana da E. coli origindria de fezes humanas e de frangos por meio de Reacdo em
Cadeia de Polimerase para grupo filogenético e genes de viruléncia associados a E. coli
resistente a sulfametoxazol-trimetropim, quinolona e cefalosporina de amplo espectro. Eles
concluiram que muitas cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos isoladas de humanos
podem ter sido oriundas do frango, por ingestdo do alimento contaminado, entretanto as cepas
resistentes aos antimicrobianos isoladas de frangos provavelmente sdo oriundas de

precursores de animais susceptiveis.

O controle da infeccdo por Escherichia coli é considerado um dos maiores desafios para a
avicultura industrial. Dentre as alternativas para consegui-lo, poderdo ser usados probidticos,
que mantém o equilibrio da microbiota do trato gastrintestinal de aves, previnem infecg¢des,
reduzem condenagdes de carcacas e a mortalidade, melhoram a conversio alimentar, o ganho
de peso e a qualidade das carcagas, conservando os indices de produtividade alcangados com

a utilizacdo de antimicrobianos e vacinas (SANTOS e GIL-TURNES, 2005).

Por fim, para prevenir a entrada de Escherichia coli na cadeia produtiva, deve ser efetuado

monitoramento bacterioldgico e a rejeicao das aves infectadas na granja e industria. Na granja
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devem ser implantadas as Boas Préticas de Manejo seguida da APPCC (GRANDO, SONCINI
e KUANA, 2004). Na industria avicola devem ser introduzidas as BPFs, o PPHO e a APPCC,
além da introducdo de um processo de avaliacdo de riscos (MAIA e DINIZ, 2009; ROQUE-
SPECHT, CASTRO e FIOD NETO, 2007).

3.4.3 Caracterizacao genética de Escherichia coli

O genoma da E. coli possui aproximadamente 4,6 milhdes de pares de bases e codificam
préximo de 4.000 protefnas diferentes, sendo que cerca de 90% do DNA serve como
sequéncia codificadora de proteina. Sendo um procarioto, seu DNA é uma molécula circular
unica no nucledide, ndo separada por membrana no citosol, o qual possui cerca de 30.000
ribossomos, sitio da sintese protéica (ROCHA et al., 2008; TORTORA, FUNKE e CASE,
2006).

Um dos mais importantes avancos na drea de métodos rdpidos em microbiologia foi a
tecnologia baseada na reacdo em cadeia de polimerase, também chamada PCR (Polimerase
Chain Reaction). A técnica da PCR € um grande avango no diagndstico molecular e
caracterizacdo genética de microrganismos patogénicos, como a Escherichia coli (GARCIA et

al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Consiste em uma rea¢do de amplificagcdo in vitro do DNA, pelo qual se pode conseguir, em
poucas horas, grandes quantidades de um gene, ou parte dele, a partir de uma quantidade
minima de DNA, inclusive de uma tnica célula. A multiplicacdo € exponencial e se da por
meio da acdo de uma enzima (DNA polimerase) que, tendo um segmento de DNA de fita
simples como molde, é capaz de construir a fita complementar a esse segmento, através da
polimeriza¢do de nucleotidios adicionados ao sistema. O inicio da cdpia se dé a partir de dois
oligonucleotidios iniciadores (primers) complementares as extremidades 3°e 5°do fragmento

do DNA a ser copiado (FRANCO e LANDGRAF, 2008; DE ROBERTIS e HIB, 2006).

Desenvolvida por Saiki et al. em 1985, a técnica de PCR foi aperfeigcoada por Mullis et al. em
1987. As melhorias introduzidas por Mullis foi o conceito de primer de PCR e o uso de uma

enzima termoestdvel (Tag DNA polimerase) isolada de uma bactéria que vive em fontes
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termais, conhecida como Thermus aquaticus. Esta enzima possui a propriedade de se manter
estdvel em temperaturas altas, facilitando a realizagdo da técnica. Em 1989 foi criado o
primeiro termociclador automético e em meados dos anos 90 foi aperfeicoado com o emprego
de um bloco de aquecimento composto por uma liga metdlica que aquece ou esfria de acordo

com a programacao do aparelho conhecido como padréo Peltier (VIEIRA, 2009).

O processo da PCR requer quatro componentes: dois primers, cada um consistindo em 15 a
20 bases de DNA, denominadas oligonucleotideos, correspondendo a sequencias de DNA
imediatamente adjacentes a sequéncia de interesse; DNA polimerase, que realiza o processo
vital de replicagcdo do DNA, sendo denominada extensdo do primer; um grande nimero de
nucleotideos de DNA livres; DNA gendmico de um individuo. Dessa forma, o DNA
gendmico é primeiramente aquecido e desnaturado para formar filamentos tnicos. Na fase de
helicoidizag¢do, o DNA ¢ esfriado, permitindo a hibridizacdo com seqiiéncias de primers que
flanqueiam a regido de interesse. Entdo, a rea¢do € aquecida a uma temperatura intermedidria
para a extensdo do primer, na qual a DNA polimerase adiciona bases livres na direcdo 3’ ao
longo de cada filamento tnico, comecando no primer. Fragmentos de DNA com terminagdes
“abruptas” sdo formados, e estes servem de molde para o proximo ciclo de aquecimento e
resfriamento. Ciclos repetidos produzem um grande nimero de fragmentos de DNA ligados
em cada ponta pela seqiiéncia do primer. Em virtude de cada ciclo de aquecimento-
esfriamento requerer apenas alguns minutos, uma unica molécula de DNA pode ser
amplificada para fazer milhdes de copias em poucas horas. A referida técnica possui indimeras
vantagens, dentre elas a utilizacdo de quantidade extremamente pequena de DNA, da ordem
de nanogramas, e de nio requerer clonagem génica. Dentre as desvantagens, destacam-se a
necessidade do conhecimento prévio das seqiiéncias de DNA flanqueadoras da seqiiéncia de
interesse, extrema sensibilidade a contaminacdo laboratorial e dificuldade de aplicar a PCR

em seqiiéncias maiores do que alguns kilobases (JORDE et al., 2004).

Existem diversas reacdes que utilizam a PCR, como a RT-PCR (Reverse Transcriptase Chain
Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR e PCR Competitiva. A reagdo de RT-PCR é composta
de duas partes: a transcri¢do reversa e a amplificagdo. Seu principal diferencial é que esta
reacdo ndo parte de um molde de DNA diretamente extraido da amostra; a amostra fornece o

RNA, que é convertido em cDNA (DNA complementar). Consiste em uma ferramenta ttil em
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estudos de expressdo génica, pois avaliando o mRNA, podemos detectar quais proteinas estdo
sendo efetivamente expressas (VIEIRA, 2009). Na Multiplex PCR dois ou mais /dcus sdo
amplificados simultaneamente na mesma rea¢do, mostrando-se um ensaio répido e eficiente
(PERRY et al., 2007). De acordo com Vieira (2009), na Nested PCR, o segmento gendmico &
amplificado, primeiro de forma abrangente, para melhorar a especificidade e a eficiéncia da
reacdo, copiando até mesmo sequéncias localizadas fora dela, e depois, utilizando este
primeiro produto, a amplificacdo da real sequéncia-alvo. Essas duas etapas (rounds) podem
ser realizadas concomitantemente, ou em duas reacdes separadamente, caracterizando o Semi-
Nested PCR. Na PCR competitiva, além do DNA molde, é adicionado a reacdo um outro
trecho de DNA, de sequéncia, tamanho e concentracio conhecidos (controle), cujas
extremidades sdo complementares também aos primers que irdo amplificar a sequéncia-alvo.
O resultado € a amplifica¢do de dois trechos de DNA: a de interesse e a controle. Essa ultima,
levando-se em conta a quantidade inicial e dados sobre a eficdcia da reacdo serve de padrio

para a quantificacdo do DNA-alvo, sendo possivel determinar o quanto foi amplificado.

Os produtos da PCR sdo analisados por meio de eletroforese, a qual possui dois modelos
basicos, baseados em géis de agarose ou em géis de poliacrilamida. As duas substincias
formam tramas de poros de tamanhos varidveis, possibilitando a separacdo dos fragmentos,
que terd sua eficiéncia dependente da concentragio do polimero e da intensidade da voltagem
e amperagem aplicada. Em qualquer um dos casos, essas substincias sdo dissolvidas numa
solugdo-tampdo eletrolitica, obrigatoriamente a mesma que recobrird o gel na cuba de
eletroforese e possibilitard a passagem de corrente elétrica (Tampdo de Corrida). Para
eletroforese de DNA, normalmente utiliza-se o TBE (Tris-Borato EDTA) e o TAE (Tris-
Acetato EDTA). Quanto a aplicagdo das amostras no gel, é importante ressaltar que, antes
disso, elas sdo misturadas a uma solu¢do tampdo, que tem como finalidade aumentar a
viscosidade da amostra e assim impedir que esta comece a flutuar no tampao de corrida antes

que a voltagem seja aplicada no sistema (VIEIRA, 2009).

Rocha et al. (2008) citaram que os mecanismos de viruléncia das amostras de E. coli
potencialmente patogénicas tém sido continuamente estudados e acredita-se ser multifatorial.
No caso de APEC os autores detectaram diversos genes, como o resisténcia sérica - iss

(73,8%), hemaglutinina sensivel a temperatura - tsh (55,7%) e presenca de aerobactina - iutA
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(45,9%). Nakazato et al. (2009) relataram que a caracterizacdo molecular e bioldgica é
necessdria para o entendimento da patogénese da APEC, visando o desenvolvimento de

ferramentas que podem prevenir as perdas econdmicas causadas por estas linhagens.

A EHEC acarreta destruicdo das células epiteliais intestinais e diarréia sanguinolenta ou ndo,
sindrome urémico-hemolitica devido a produgdo de uma potente citotoxina, denominada
shiga toxina (Stx) (KAPER, 2005). Existem dois grupos de Stx, denominados Stx1 e Stx2.
Stx1 € muito semelhante a principal citoxina produzida pela Shigella dysenteriae sorotipo 1 e
os membros do Stx2 possuem algumas diferencas. Eles analisaram 82 amostras de EHEC
oriundas de humanos e 100% continham os genes do grupo stx2 e 84% do stx1 (JELACIC et
al., 2003).

A ETEC estd associada a enterotoxina termoestavel (ST) e enterotoxina termolabil (LT). A
EPEC estd associada a diversos fatores, como EspF, EspH, Map e Tir, todos também
associados a EHEC (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Rodrigues et al. (2004),
estudando os fatores de viruléncia da EPEC, citaram que os genes mais associados a
expressdo da adesdo as células epiteliais do intestino e a indugdo do rearranjo do
citoesqueleto, com consequente alterac@o histopatoldgica, sdo os genes bfpA (bundle-forming
pilus) e eae (attaching e effacing). Krause, Zimmermann e Beutin (2005) examinaram a
presenca da intimina, por meio do gene bfpA, em diversos animais € 0 gene estava presente

em 2,3% das amostras de frangos.

E imprescindivel o conhecimento dos fatores que determinam o aparecimento de doengas no
homem e animais, visando intervencdes efetivas. Dessa forma, a definicdo dos genes de
viruléncia (e possiveis combinacdes) € vital para a eficidcia do diagndstico e melhoria da

satde publica (CAPRIOLI et al., 2005).
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ANEXO A - Modelo esquemaético do figado inalterado JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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ANEXO B - Diagrama representativo da Familia Enterobacteriaceae e sua relacdo com os

hospedeiros
Family Enterohacteriaceae
Primary Pathogens Opportunis tic Pathogens
Omanisms capable of causing Organism s that can only cause
disease in anyone disease under certain conditions
or in certain hosts

Shigelia \l Eschetichia “'/ \.‘\n
colf Providenci
Salmonelia Marga neila
Kebsialfz

PHEBION 0

Yo s inia Protens Entorobacter

Serratia

Fonte: http://faculty.ircc.edu/faculty/tfischer/images/enterobacteriaceae.jpg
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ANEXO C - Quadro das caracteristicas de viruléncia dos principais patotipos de Escherichia

coli.

Patotipo Patologia Principais sorogrupos

E. coli enteropatogénicas | Diarréia em humanos e animais. | O55; 0O86; OI111; O114;
(EPEC) 0119; 0125; 0126; 0127,
0128; 0142.

E. coli enterotoxigénicas | Diarréia em humanos e animais. | O6; O8; O15; 025; 027;

(ETEC) 078; 0128.

E. coli enteroinvasivas | Diarréia em humanos e animais. | O28ac; O112; O124; 0O136;

(EIEC) 0143; 0144; O173.

E. coli enterohemorragicas | Diarréia em humanos e animais | O157:H7; O111; 0O5; 026;
(EHEC), Doencga do edema em suinos. 055.
Sindrome da colite hemolitico-

urémica hemorragica em

humanos
E. coli enteroagregativas | Diarréia em humanos e animais. | Sorotipos especificos
(EaggEQC) (Doenga do edema dos
suinos):
0138:K81;0139:K82;
O141:K85.

E. coli uropatogénica | Infec¢cdes urindria em humanos | O1; O2; O4; 06; O7; O8;
(UPEC) e animais (cistite e pielonefrite). | 025; 062; O75.

E. coli de meningite | Meningite em criangas recém- | O1; 06; O7; 016 O18; O83.
neonatal (NMEC) nascidas.

E. coli enteropatogénica | Diarréia em coelhos. 015; 026; 0103; 0109
para coelhos (REDEC)

E. coli patogénica para | Doengas extra-intestinais nas | O1; 02; 0O21; 036; 045;

aves (APEC) aves. 078; K1; K80
E.  coli que adere | Diarréia em humanos. 08.
difusamente (DAEC)

Fonte: Adaptado de Ferreira e Knobl (2000).
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RESUMO

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia condi¢cdes que favorecem a
ocorréncia e a disseminagdo de alguns patdgenos, como a Escherichia coli, podendo provocar
infeccdes graves nos animais € no homem. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
andtomo-histopatologia de figados de frangos contaminados por Escherichia coli. Para tanto
foram colhidas 62 amostras de figados de frango, sendo 30 figados com aspecto macroscépico
inalterado e 32 figados com alteracdo macroscOpica que originou o descarte da carcaga pela
inspecdo da linha B. Escherichia coli foi isolada em 45,5% (27/62) dos figados coletados. A
bactéria foi isolada em 18 amostras de figados com aspecto macroscOpico inalterado e nove
(9) amostras de figados provenientes de carcagas que foram rejeitadas. A colangio-hepatite
(16/27) foi a alteragdo inflamatdria predominante, sendo considerada multifocal em 15/16
figados. Houve a predomindncia de heterdfilos e mononucleares (12/27). Os critérios de
condenacio das carcagas foram inadequados, haja vista o isolamento de Escherichia coli em
18/27 amostras de figados oriundos de carcacas consideradas préprias para o consumo

humano.

TERMOS DE INDEXACAO: Escherichia coli, figado, frango de corte, matadouros

avicolas, inspecao.
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ABSTRACT

Huge poultry production may increase pathogens such as Escherichia coli, which can cause
serious infections in animals and humans. The objective of this study was to characterize the
anatomical and histopathology of livers of chickens contaminated with Escherichia coli. 62
liver chicken samples were collected from two slaughterhouses situated in the State of Bahia.
30 livers were macroscopic unchanged and 32 showed macroscopic alterations that lead to
carcass disposal for inspection of line B. Escherichia coli was isolated in 45.5% (27/62) of
livers collected. The bacterium was isolated from 18 unchanged livers samples and 9 from
carcasses that were rejected. The cholangiohepatitis (16/27) was predominant considering
inflammatory alterations, and were considered multifocal in 15/16 livers. Heterophils and
mononuclear cells were predominant (12/27). The criteria for condemnation of carcasses were
inadequate, taking into consideration that pathogenic Escherichia coli were presented in 18/27
from apparently healthy animals.

INDEX TERMS: Escherichia coli, liver, poultry, slaughterhouses, inspection.

INTRODUCAO

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia condi¢cdes que favorecem a
ocorréncia e a disseminagdo de alguns patégenos, como a Escherichia coli, podendo provocar

infeccdes graves nos animais € no homem.

A E. coli tem comprovado papel como patégeno entérico e também extraintestinal, sendo o
agente etiologico de um amplo espectro de infec¢des invasivas na espécie humana e animal,

além de ser um dos integrantes da microbiota intestinal de mamiferos e aves (Ron 2006).
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Embora os relatos afirmem que o ambiente dos matadouros avicolas € propicio a instalacdo e
a proliferacdo de Escherichia coli, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos para esclarecer
quais alteracdes andtomo-histopatoldgicas estdo associadas a contaminacdo por esses
microrganismos. Ndo se tem certeza se frangos contaminados por Enterobactérias sdo
descartados, levando-se em consideragdo as alteragdes macroscopicas do figado no momento

da inspecdo.

O servigo oficial de inspe¢do sanitdria dos matadouros avicolas, representado pelo Servigo de
Inspecao Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e
suas representagdes estaduais e municipais, sdo responsdveis pela garantia da qualidade da
carne e visceras para o consumo. O figado € inspecionado na Linha B na etapa de evisceragdo
e os critérios de condenacdo de visceras de frango, especialmente do figado, consideram o

aspecto visual (cor, forma e tamanho), consisténcia e odor do 6rgao (Brasil 1998).

Para a preven¢@o da contaminacio por Escherichia coli é importante a implementacio e a
continua manutencdo de medidas de higiene e biosseguranga no sistema de producdo avicola,
em fungdo da larga distribui¢do ambiental do microrganismo e da consequente e inevitdvel
presenca dessa bactéria em alimentos (Minharro et al. 2001). O objetivo deste estudo foi
analisar as lesdes andtomo-histopatolégicas de figados de frangos contaminados por

Escherichia coli provenientes de matadouros avicolas da Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Procedéncia das amostras

Nos meses de julho a agosto de 2008 foram colhidas aleatoriamente 62 amostras de figados
de frangos (Gallus gallus) provenientes de dois matadouros avicolas do Recdncavo da Bahia,
sob fiscalizagdo da Agéncia de Defesa Agropecudria da Bahia (ADAB), sendo 30 figados
com aspecto macroscopico inalterado e 32 figados com alteracdo macroscépica que originou
o descarte da carcaga pela inspec¢do da linha B, um deles abatendo 12.000 animais/dia e o
outro 4.000 animais/dia. As alteracdes que originaram o descarte da carcaca foram septicemia
(36%), seguida por sindrome ascitica (26%), colibacilose (19%), caquexia (13%) e

acrossaculite (6%).

Coleta das amostras

Cada amostra foi constituida de um tnico figado de frango, coletado na linha de inspecdo com
o auxilio do Fiscal Agropecudrio Estadual. As amostras foram coletadas assepticamente com
uma lamina de bisturi, acondicionada em recipientes estéreis, identificadas, refrigeradas e
depois enviadas ao Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), sendo imediatamente executadas as
andlises microbioldgicas e avaliagdo macroscopica. No laboratdrio, porcdes de cada amostra
foram colocadas em frascos com formol tamponado a 10% e enviadas ao Laboratério de
Anatomia Patolégica da Escola de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Bahia

(UFBA) para realizagdo das andlises histopatoldgicas.



57

Avaliacao macroscopica das amostras
Os parametros utilizados para descricio da macroscopia foram a coloragdo, superficie,
tamanho, consisténcia e presenca ou nao de lesdes no parénquima ao corte. Apds essa etapa,

as amostras foram fotografadas.

Analise histopatologica das amostras

Foram retirados das amostras fragmentos hepéticos aparentemente sauddveis e dreas com
lesdes para a realizacdo de cortes para andlise histopatoldgica, totalizando 4 fragmentos por
figado. Os fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e preparados para inclusdo
em parafina. Em seguida foram cortados em micrétomo ajustado para 5 um, Os cortes obtidos
corados pela hematoxilina-eosina. Duas secdes histoldgicas foram examinadas sob

microscopia de luz.

Isolamento e identificacio de Escherichia coli

Cada amostra de figado pesando 1 g, devidamente identificada, foi macerada e semeada em 9
ml do caldo de infusdo de cérebro coracdo (Brain Heart Infusion - BHI), para posterior
semeadura em Agar McConkey com auxilio de uma al¢a de platina e incubadas em posi¢do

invertida em estufa bacterioldgica a 37°C durante18 h.

Transcorrido o tempo de incubagdo do plaqueamento seletivo, colOnias suspeitas de
Escherichia coli pelas caracteristicas coloniais tipicas (col6nias rosas-avermelhadas, lactose
positivas) e morfotintoriais (bacilos Gram-negativos) foram transferidas com auxilio de

agulha de platina para os meio bioquimicos.
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Fazendo-se semeadura em meios liquidos e semeadura mista nos meios sélidos, as colonias
suspeitas de Escherichia coli foram semeadas para verificar a producdo de sulfeto de
hidrogénio e fermentacio da glicose utilizando o Agar triplice acticar-ferro (TSI),
fermentacdo e oxidacdo da glicose, reacdo do citocromo oxidase, produgdo de fenilalanina
desaminase, producdo de indol, motilidade e producdo de sulfeto de hidrogénio utilizando o
meio Sulfeto Indol Motilidade (SIM), produgdo de urease, prova do vermelho de metila

(VM), Prova do Voges-Proskauer (VP) e utilizacdo de Citrato.

Os meios foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C durante 24-48h. A leitura e
interpretagdo das provas bioquimicas foram feitas de acordo com Koneman et al. (2008).
Foram considerados como E. coli os cultivos que apresentaram as seguintes caracteristicas:
TSI (Pico 4cido/Fundo 4cido), sulfeto de hidrogénio negativa, Glicose positiva com presenca
de gés no tubo de Durham, reag¢do do citocromo oxidase negativa, fenilalanina desaminase
negativa, Indol positiva, motilidade positiva, urease negativa, VM positiva, VP negativa e

Citrato negativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escherichia coli foi isolada em 45,5% (27/62) dos figados coletados. A bactéria foi isolada
em 18 amostras de figados com aspecto macroscopico inalterado e nove (9) amostras de
figados provenientes de carcacas que foram rejeitadas por septicemia (3/9), colibacilose (3/9),

caquexia (2/9) e sindrome ascitica (1/9).
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Um percentual menor foi observado por Barcelos et al. (2006), que avaliaram através da
macroscopia, histopatologia e bacteriologia, figados de frangos condenados no abate. Dos 100
figados analisados por esses autores, isolou-se Escherichia coli em 21 amostras. Dos 10
figados sem alteracdes coletados, houve o isolamento de E. coli em 2 amostras. Em contraste,
Miharro et al. (2001) isolaram E. coli em 80,64% (25/31) das amostras de carcagas de frangos
condenadas por aerossaculite pelo Servico de Inspe¢do Federal. Eles avaliaram o
envolvimento de E. coli, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae e o percentual
encontrado de E. coli se refere aos casos de infec¢do mista e simples. Apesar de ndo ter sido
isolada E. coli em figados oriundos de carcacas condenadas por aerossaculite, a bactéria pode

estar associada a essa patologia.

Haiden et al. (2004) isolaram E. coli em 96,66% (29/30) amostras provenientes de swab

intestinal de aves doentes ou mortas.

Resultados semelhantes ao estudo em questdo foram encontrados por Fernandes (2008) que
determinou o indice colimétrico e pesquisou E. coli em 30 amostras de frangos
comercializados em Salvador-Bahia, incluindo amostras de frangos congelados
industrializados, frangos resfriados industrializados e frangos ndo industrializados e a E. coli
foi isolada em 50% das amostras analisadas. Um nidmero significativamente maior de isolados
foi citado por Silva et al. (2002) que detectaram E. coli em 95% das 60 amostras de frangos

refrigerados oriundas da cidade de Jodo Pessoa-PB.

Vale salientar que no caso dos estudos de Fernandes (2008) e Silva et al. (2002) as amostras

foram carcacgas de frangos e a contaminacdo pode advir de outras fontes, como manipula¢do
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inadequada e equipamentos e utensilios contaminados, e, no estudo em questdo, o
microrganismo possivelmente contaminou a ave na granja, haja vista as lesdes
histopatoldgicas observadas. Segundo Maclachlan e Cullen (1998), usualmente o figado estd
envolvido nas infeccdes hematdgenas, por receber tanto sangue arterial quanto sangue venoso
do trato gastrintestinal. A infeccdo do figado e a subsequente inflamag@o no 6rgdo podem ser

primdrias, ou fazem parte de um processo sistémico.

Dentre os parametros macroscopicos observados, destaca-se a cor do figado, que se constitui
um parametro importante para deteccdo de patologias. A cor mais frequente das amostras nas
quais houve o isolamento de Escherichia coli foi a castanho-escura (20/27), seguida da
marrom-palida (4/27) e esverdeada (3/27). Salienta-se que das 20 amostras com coloracao
castanho-escura, 18 eram provenientes de frangos considerados aptos para o consumo, sendo
a cor esperada para um figado proveniente de um animal higido, conforme Dice et al. (2004) e

dois (2) eram de figados oriundos de carcagas rejeitadas devido a caquexia.

Associadas as alteragdes geralmente difusas na coloracdo, foram observadas alteragdes
macroscOpicas que provavelmente contribuiram para que a carcaca fosse condenada, tais
como aumento ou diminuicdo de volume (5/27), areas esverdeadas (4/27), focos necréticos
(3/27), consisténcia fridvel (3/27) e espessamento das bordas (1/27) (Figura 1). O peso dos
figados variou de 36,26 a 53,84 para os 6rgaos oriundos de carcacas consideradas aptas para o

consumo e 19,14 a 77,22 para os 6rgdos origindrios de carcagas rejeitadas.

Dey et al. (2003) analisaram 150 amostras de figados provenientes de animais com

septicemia/toxemia associados a coliformes, sendo a Escherichia coli a principal espécie, e
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observaram alteracdes macroscopicas, como aumento de volume (81), consisténcia fridvel

(50), evidéncias de hemorragia (30) e focos necréticos (12).

Supartika et al. (2007) analisaram amostras de figado com lesdes para histopatologia e
bacteriologia e 89,59% dos figados estavam aumentados de tamanho, tinham uma
consisténcia firme e mostravam multiplos focos necréticos e a maior propor¢do dos figados
apresentavam Escherichia coli, Bacteroides spp., Lactobacillus spp., Staphylococcus spp. e

Streptococcus spp.

Vieira-Pinto et al. (2003) acompanharam a inspecdo post mortem de 49.121 aves abatidas em
matadouro, registraram as causas de rejeicdo total e realizaram necropsia e andlise
histopatoldgica de amostra das aves rejeitadas, objetivando o conhecimento da relacdo entre
as causas que conduzem a uma rejei¢do total das carcagcas de aves e o quadro lesional
identificado no decurso da necropsia das aves rejeitadas. Foram rejeitadas 344 aves durante as
12 visitas realizadas em um més, e foi realizada necropsia de 26 aves, seguida de andlise
histopatoldgica de 6rgdos, como figado e coracdo. As causas que contribuiram para uma
maior rejeicdo post mortem na linha do abate foram traumatismo, caquexia e sindrome
ascitica, nos frangos de corte, ma-sangria, nos frangos do campo e salpingite, nas galinhas
poedeiras. Foi constatado que os frangos rejeitados com ascite apresentavam lesdes no figado
e/ou coragdo, salientando-se que as lesdes hepaticas dificultam o retorno venoso. Os autores
enfatizaram a importincia da necropsia de uma amostra de aves rejeitadas por causas
inespecificas, como caquexia, mé-sangria e ascite, permitindo a tomada de decisdo mais
conveniente para um maior entendimento do problema para resolu¢io do mesmo, como a

necropsia de um maior nimero de aves e andlises microbiolégicas e soroldgicas.
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Dentre os tipos de inflamag@o observados na microscopia, destacam-se a colangio-hepatite
(16/27), seguida de pericolangite (7/27), colangite (2/27) e hepatite (2/27). A lesdo foi
considerada multifocal em 22/27 figados (15/16 amostras de colangio-hepatite) e focal em
5/27. O grau da lesdo foi considerado moderado (16/27), discreto (6/27) e acentuado (5/27). O
processo inflamatdrio era constituido pela associa¢do de dois tipos celulares, principalmente
heter6filos e mononucleares (12/27), seguido por apenas heter6filos (8/27) e apenas
mononucleares (7/27). Salienta-se que nas amostras de figados oriundos de carcagas que
foram rejeitadas, a colangio-hepatite foi observada em 7/9 amostras e a lesdo foi considerada
multifocal em todos os casos (Figura 2). Dessas amostras 4/9 apresentavam necrose, as quais

foram caracterizadas como necrose de liquefacéo.

Esses dados corroboram com os achados de Barcelos et al. (2006) que observaram com maior
incidéncia a colangio-hepatite heterofilica multifocal (9/26), seguida de hepatite necrosante
aleatéria (6/26) como achado microscépico associado ao isolamento de E. coli. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Haider et al. (2004) que relataram infiltrados
mistos, com predominédncia de heteréfilos e linfécitos principalmente na regido do espaco
porta, como achados microscopicos relacionados a presenca de E. coli. Dey et al. (2003)
observaram pericolangite, colangio-hepatite, edema, fibrose hepética e necrose como achados
microscopicos predominantes nos figados provenientes de animais com septicemia
relacionada com a E.coli, sendo que mais da metade das amostras apresentavam mais de uma

alterac@o microscdpico.
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Apesar de ndo serem especificas, a colangio-hepatite e pericolangite com predominéncia de
heter6filos podem estar associadas ao Clostridium perfringens, especialmente os sorotipos A
e E, produtores de toxina a e a e B, respectivamente (Silva et al. 2009). Lovland e Kaldhusdal
(2001) encontraram dados semelhantes em 33/45 amostras de figados de frangos rejeitados no

matadouro.

A congestdo foi considerada discreta em 12/27 figados, seguida de moderada (9/27) e
acentuada (6/27). A hemorragia foi observada em 3/27 amostras e necrose em 7/27. A fibrose
periportal ocorreu em 6/27 amostras e a hiperplasia dos ductos biliares em 9/27. Foram
observados microabscessos em 9/27 amostras. 2/27 amostras apresentavam esteatose. Como
sdo consideradas alteragdes microscdpicas inespecificas, alguns desses achados foram
semelhantes aos encontrados por Morais (2004) que realizou andlise histolégica e pesquisa de
Aflatoxinas em 180 aves com 28 dias de idade e concluiu que nas aflatoxicoses pode haver
esteatose, necrose, aumento do nicleo dos hepatdcitos com marginalizagdo da cromatina e

nucléolo proeminente, além de hiperplasia dos ductos biliares.

Stooforth et al. (2007) avaliaram as mudancas na contagem total de bactérias, coliformes
totais, Escherichia coli e incidéncia de Salmonella em carcacas e cortes de frangos e dgua de
processamento e houve reducio de 2,4, 2,8, 2,9 log Unidades Formadoras de Coldnias/ml e
79%, respectivamente, apds a intervengdo no processamento, incluindo intensificacdo dos

processos de lavagem e utilizagdo de compostos clorados.

Por conseguinte, os critérios de condenacdo das carcacas foram inadequados, haja vista o

isolamento de Escherichia coli em 18/27 amostras de figados de frangos que foram liberados
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para consumo. E necessdria a adogdo de um protocolo no matadouro avicola, que inclua
necropsia, andlises microbioldgicas e soroldgicas de uma amostra de aves rejeitadas e outras
aparentemente sadias, permitindo o diagndstico mais preciso e a identificacdo de agentes
patogénicos e prevengdo na granja e matadouro, visando a sanidade avicola e a producdo de

alimento seguro.
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Figura 1 — Fotografia de figados de frango provenientes de matadouro avicola da Bahia sob
inspecdo estadual. Observar figado macroscopicamente inalterado (a); presenca de focos
necréticos, associada a condenacdo total da carcaga por Colibacilose (b); presenca de dreas

esverdeadas, associada a condenagdo total por Septicemia (c).
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Figura 2 — Fotomicrografia de figado de frango com presenca de Escherichia coli. Observar

colangite com presenca de heteréfilos e mononucleares, aumento 110X, coloracdo H-E (a);
infiltrado mononuclear e hiperplasia periductal, aumento 430X, coloracdo H-E (b); necrose
liquefativa, aumento 430X, coloracao H-E (c); microabscesso associado ao espacgo porta e

destruicdo da arquitetura ductal, aumento 430X, coloragao H-E (d).

NORMAS DA REVISTA PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

O objetivo da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira é contribuir, através da publica¢ao dos
resultados de pesquisa e sua disseminacio, para a manuten¢do da saide animal que depende,

em grande parte, de conhecimentos sobre as medidas de profilaxia e controle veterindrios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos originais e artigos de revisao de
pesquisa no campo da patologia veterindria no seu sentido amplo, principalmente sobre

doencas de importancia econdmica e de interesse para a saide publica.
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Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes ("Short comunications") sob forma de "Notas
Cientificas", ndo ha limite minimo do niimero de pédginas do trabalho enviado, contudo devem

conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no estudo.

Os trabalhos, em 3 vias, escritos em portugués ou inglés, devem ser enviados, junto com
disquete de arquivos (de preferéncia em Word 7.0), ao editor da revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira, no endereco abaixo. Devem constituir-se de resultados ainda nio publicados e ndo

considerados para publicacdo em outra revista.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos,
os editores, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reservam-se o direito de sugerir ou

solicitar modificagdes aconselhdveis ou necessarias.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo, Abstract, Resumo,
Introducao, Material e Métodos, Resultados, Discussao, Conclusdes (ou combinagdes
destes trés tltimos), Agradecimentos e Referéncias:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetido do trabalho;
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¢) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado, dando
0os mais importantes resultados e conclusdes; serd seguida da indicagdo dos termos de
indexagdo; nos trabalhos em inglés, Resumo e Abstract trocam de posicdo e de constitui¢do
(veja-se como exemplo sempre o dltimo fasciculo da revista);

d) a Introducido deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma
assuma importancia principal, e finalizar com a indicag@o do objetivo do trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a repeti¢ao do trabalho
por outros pesquisadores;

f) em Resultados deve ser feita a apresentacio concisa dos dados obtidos; quadros devem ser
preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de vdrias
repeticdes; € conveniente, as vezes, expressar dados complexos por grificos, ao invés de

apresentd-los em quadros extensos;
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g) na Discussao os resultados devem ser discutidos diante da literatura; nao convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigagdo
do autor e da revista de publica-los;
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2. Na elaboragdo do texto deverdo ser atendidas as normas abaixo:
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margens de, no minimo, 2,5 cm; o texto serd escrito corridamente; quadros serdo feitos em
folhas separadas, usando-se papel duplo oficio, se necessério, e anexados ao final do trabalho;
as folhas, ordenadas em texto, legendas, quadros e figuras, serdo numeradas seguidamente;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser a mais concisa possivel, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serao
nimeros ardbicos colocados um pouco acima da linha de escrita, apds a palavra ou frase que
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serdo citados pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de "et

al.", mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao
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RESUMO

Caracterizaram-se genotipicamente os isolados de Escherichia coli oriundos de figados de
frangos provenientes de dois matadouros avicolas da Bahia. Coletou-se 62 amostras de
figados de frangos, sendo 30 macroscopicamente inalterados e 32 com alteracdo
macroscOpica originando o descarte da carcaca. Isolou-se 30 cepas de Escherichia coli dos
figados dos frangos pelo método cldssico, sendo 21 isoladas de figados inalterados e 9
provenientes de carcacas rejeitadas. Utilizou-se a Reacdo em Cadeia de Polimerase para
verificacdo de genes de viruléncia de E. coli, incluindo o gene de resisténcia sérica (iss) para
identificacdo de E. coli patogé€nica para aves, gene para Shiga cytotoxin 1 e 2 (stx) para
identificacdo de E. coli enterohemorrdgica, gene bfpA para identificacio de E. coli
enteropatogénica e genes para toxinas LT-I (elr) e ST-I (st]) para identificacdo de E. coli
enterotoxigénica. Identificou-se iss em 83,3% (25/30) dos isolados, sendo 76,2% (16/21)

provenientes de figados de animais higidos. Detectou-se stx em 13,3% (4/30). Os genes stx €
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iss foram identificados em trés figados, caracterizando infeccdo mista. Os genes ndo foram
observados em um isolado de E. coli pelo método classico. Faz-se necessdria a utilizagdo de
tecnologias para identificacdo e prevengdo de Escherichia coli nos avidrios e matadouros

avicolas.

Palavras-chave: Escherichia coli; Caracterizacdo Genética; frangos

ABSTRACT

The isolates of Escherichia coli from chicken livers from two slaughterhouses of Bahia were
genotypically characterized. 62 poultry livers samples were collected. Thirty samples were
macroscopically unchanged and 32 demonstrated alterations that led to disposal of carcass for
sanitary inspection. 30 Escherichia coli strains from, 21 unchanged and 9 from carcasses that
were rejected were isolated by classical method. Polymerase Chain Reaction was performed
to verify E. coli virulence following genes: serum resistance (iss), for identification of Avian
Pathogenic E. coli; Shiga cytotoxin 1 and 2 (stx), for identification of Enterohaemorrhagic E.
col; bfpA, for identification of Enteropathogenic E. coli; LT-I (elt) and ST-I (st) toxins for
identification of Enterotoxigenic E. coli. Iss gene was identified in 83.3% (25/30), and 76.2%
(16/21) from E. coli isolated strains from from healthy animals. stx gene was identified in
13.3% (4/30) of E. coli isolates, and in three of these samples were identified as stx and iss,
featuring a mixed infection. The genes were not identified in one E. coli isolated from classic
method. Thus, it’s necessary use advanced technologies to identify and prevent Escherichia

coli contamination in poultry farms and slaughterhouses.

Keywords: Escherichia coli; Genetic Characterization; poultry

INTRODUCAO

A Escherichia coli tem comprovado papel como patdgeno entérico e também extraintestinal,
sendo o agente etioldgico de um amplo espectro de infec¢des invasivas no homem e animais,
além de ser um dos integrantes da microbiota intestinal de mamiferos e aves (Ron, 2006).
Com base nas caracteristicas de patogenicidade, no efeito em certas culturas de células e nos

grupos sorolégicos Kaper (2005) cita nove grupos de E. coli virulentos (patotipos): E. coli
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enteroagregativa (EaggEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli que adere
difusamente (DAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli de meningite neonatal (NMEC) e
E. coli patogénica para aves (APEC). Dos patotipos presentes nas aves destacam-se a APEC e

a EHEC (Rodriguez-Siek et al.,2005a; Lee et al., 2009).

A evolugdo de muitas bactérias ocorre por transferéncia horizontal de genes de outros
organismos para o genoma bacteriano facilitando a sua adaptacdo em novos ambientes e
aumentando a sua capacidade de aquisi¢do de fatores de viruléncia envolvidos em infeccdes
(Dam e Das, 2006). Essa evolucdo molecular possibilita o surgimento de cepas patogénicas
como ocorre nos patotipos de Escherichia coli, havendo uma relag¢do filogenética estreita
entre diversas cepas, como a cepa B e K12, ndo patogénicas, e pela O157:H7,

enterohemorragica e CFT073, uropatogénica (Elena et al., 2005).

Um dos mais importantes avancos na drea de métodos rdpidos em microbiologia foi a
tecnologia baseada na reacdo em cadeia da polimerase, também chamada PCR (Polimerase
Chain Reaction). A técnica da PCR é um grande avango no diagndstico molecular de

microrganismos patogénicos, como a Escherichia coli (Garcia et al., 2008).

Dentre os genes de viruléncia encontrados em APEC, o gene "increased serum survival" (iss),
confere a bactéria resist€ncia aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro, causando
bloqueio do complexo terminal do sistema do complemento que atua na membrana celular
provocando a lise da célula (Dho-Moulin e Fairbrother, 1999). Esse gene foi descrito pela
primeira vez associado com o plasmidio ColV-1-K94 em um isolado de E. coli proveniente de
humano (Binns et al., 1979). Esse gene codifica uma lipoproteina da membrana externa da
bactéria, denominada colicina. Esta proteina pode ser utilizada para estimular a producdo de
anticorpos monoclonais especificos para detec¢@o de cepas virulentas de E. coli (Foley et al.,
2003). Jonhson et al. (2008) estudaram a evolu¢do do gene iss e detectaram a existéncia de
trés alelos nas cepas de E. coli (tipos I a III), sendo que o iss ocorre em multiplas regides do
genoma. Houve a relacdo do referido gene com cepas de Escherichia coli oriundas de
infeccdes extraintestinais em humanos, apesar de Kaper et al. (2005) citarem que em humanos

a APEC estd associada a infecgdes intra-abdominais.
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A Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) tem a capacidade de destruir células epiteliais
e produz uma citotoxina potente, toxina Shiga (Szx), causando diarréia com ou sem a presencga
de sangue, sindrome urémico-hemolitica, sendo fatal para criancas (Kaper, 2005). Existem
dois grupos de Stx, denominados Stx1 e Stx2. Stx1 é muito semelhante a principal citoxina
produzida pela Shigella dysenteriae sorotipo 1, sendo que os membros do Stx2 possuem

algumas diferencas (Jelacic et al., 2003).

A situacdo do uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento e prevengdo de doencas é
um problema de saide animal e ptblica (Mota et al., 2005). 76% das cepas de Escherichia
coli de origem avidria foram consideradas resistentes por Zanatta et al. (2004), assim como
77,5% foram consideradas multirresistentes e nenhuma droga foi eficiente para todas as
amostras bacterianas avaliadas. Um percentual maior de cepas resistentes de E. coli de origem
fecal foi verificado por Bogaard et al. (2001) em frangos e perus, bem como maior nimero de

cepas multirresistentes, comparados com galinhas caipiras.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar genotipicamente os isolados de Escherichia coli

oriundos de figados de frangos provenientes de dois matadouros avicolas da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacdo bacteriana pelo método microbioldgico cldssico

Foram colhidas 62 amostras de figados de frango provenientes de dois matadouros avicolas
do Recdncavo da Bahia, sob fiscalizagdo do Servigo de Inspecdo Estadual (SIE), sendo 30
figados com aspecto macroscépico inalterado e 32 figados com alteragdo macroscopica que
originou o descarte da carcaca pela inspecdo sanitdria. As alteragdes que originaram o
descarte da carcaca foram septicemia (36%), seguida por sindrome ascitica (26%),
colibacilose (19%), caquexia (13%) e aerossaculite (6%). As amostras foram coletadas
assepticamente, acondicionadas em recipientes estéreis, identificadas, refrigeradas e depois
enviadas ao Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade
Federal do Recdoncavo da Bahia (UFRB), sendo imediatamente executadas as andlises
segundo Koneman et al. (2008). Resumidamente, inicialmente foi realizada a etapa de

enriquecimento em caldo de infusdo de cérebro coracio (Brain Heart Infusion - BHI), seguida
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por semeadura por estrias no Agar McConkey e identificagio bioquimica. Foram
considerados como E. coli os cultivos que apresentaram as seguintes caracteristicas: TSI (Pico
dcido/Fundo 4cido), sulfeto de hidrogénio negativa, Glicose positiva com presenga de gis no
tubo de Durham, reacdo do citocromo oxidase negativa, fenilalanina desaminase negativa,
Indol positiva, motilidade positiva, urease negativa, VM positiva, VP negativa e Citrato

negativa.

Trinta cepas de Escherichia coli foram isoladas e identificadas dos figados dos frangos pelo
método microbioldégico cldssico, sendo 21 cepas provenientes de figados inalterados e 9 de
figados oriundos de carcagas que foram rejeitadas com suspeita de septicemia (4/9),

colibacilose (3/9), sindrome ascitica (1/9) e caquexia (1/9).

Os isolados foram estocados em caldo BHI com glicerol a 15% e mantidos a -20°C para

posterior extragdo do DNA bacteriano e realizacdo da PCR.

PCR

Extracdo de DNA

Um mililitro da suspensdo da cultura bacteriana em caldo BHI a 24h 37°C foi coletada e
centrifugada por 5 minutos a 13.200rpm. O sobrenadante foi descartado e 800ul de dgua
miliQ foi adicionado. Apdés homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢gdes mencionadas anteriormente. O sobrenadante foi
descartado e 80ul de dgua miliQ foi adicionada. Apds essa etapa, as amostras foram
submetidas a temperatura de 96°C por dez minutos. O sobrenadante foi removido e mantido
congelado em tubos de polipropileno a -20°C até o momento da andlise.

Mix

Os componentes da PCR estao descritos na Tab. 1.

Tabela 1. Componentes da PCR

Componente Volume Concentragdo final

10X PCR buffer 2,5ul 1X
10mM dNTP mix 0,5ul 0,2mM
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50mM MgCI12 0,75ul 15mM
Taq DNA polimerase (5U/ul) | 0,2ul 2U
Agua Mili-Q estéril 16,05ul -
Iniciadores(10ul) (os dois | 1ul 0,5ul
primers)

DNA-molde 3ul -

Total 25ul

Amplificacdo

As condi¢gdes da PCR, a sequéncia dos primers e o tamanho do fragmento amplificado de
cada gene estudado estdo descritos na Tab. 2. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador do tipo Mastercycler (Eppendorf®). Os componentes da reagdo foram
misturados em camara asséptica e distribuidos 22ul, em tubos de polipropileno de 0,2ml.
Posteriormente, 3ul do lisado de cada amostra foram adicionados. Os produtos de
amplificacdo foram separados mediante eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio (1ug/ml) utilizando o equipamento Eletroforesis power supply EV 243 ™-
Consort. Um volume de 10ul do produto amplificado foi misturado a 2ul de tampdo da
amostra e colocado no gel. O tempo de corrida foi de 1 hora, a 100 Volts e 40mA. Em seguida
os produtos foram observados ao transluminador ultravioleta (BDH®). O padrdo de tamanho
molecular foi de 100pb DNA ladder. Foi realizado o controle negativo de todos os genes
pesquisados.

Tabela 2. Sequéncia dos primers, tamanho dos fragmentos amplificados e condi¢cdes usadas

na PCR para detec¢do de genes associados a viruléncia

Gene/ Sequencia do primer 5°-3° Tamanho do Condi¢des da PCR
sorotipo fragmento
(pb)
isssAPEC | GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA 760 5 min 94°C/30 ciclos
GC de 1 min 94°C, 1
CGC CTC GGG GTG GAG AA min 61°C e 2 min
72°C/10 min 72°C
stx/EHEC | TTT ACG ATA GAC TTC TCG AC 227 5 min 94°C/35 ciclos
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CAC ATA TAA ATT ATT TCG CTC de 1 min 94°C, 3
min 48°C e 4 min
72°C/10 min 72°C

bfpA/EPEC | AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 330 5 min 94°C/29 ciclos

GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA de 30 seg 94°C, 1
min 56°C e 2 min
72°C/10 min 72°C

elt/ETEC | GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 696 5 min 94°C/30 ciclos

CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC de 1 min
94°C(desnaturacgao),
1 min 56°C
(anelamento) e 1
min 72°C (extensao)
/10 min 72°C

st/ETEC | TTA ATA GCA CCC GGT ACA AGC 147 5 min 94°C/30 ciclos

AGG de 1 min 94°C, 1

CTT GAC TCT TCA AAA GAG AAA min 55°C e 1 min

ATT AC 72°C/10 min 72°C

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene iss foi identificado em 83,3% (25/30) das amostras (Fig. 1).

Os resultados sdo

semelhantes aos encontrados por Rocha et al. (2008), que detectaram iss em 73,8% (45/61)

dos isolados, assim como 81,5% encontrado por Rodriguez-Siek et al. (2005a), 82,7%

diagnosticado por Ewers et al. (2004) e 77% reportado por Pfaff-McDonough et al. (2000).

Barnes et al. (2008) ressaltaram que a APEC representa um sério problema para a avicultura,

devido aos grandes prejuizos econdmicos causados no mundo inteiro por quadros como:

pneumonia, peritonite, coliseptsemia, celulite, pleuropneumonia, peri-hepatite, pericardite,

salpingite, panolfalmia, osteomielite/sinovite, onfalite, coligranuloma, sindrome de cabeca

inchada e doenca crdnica respiratdria.
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76,2% (16/21) dos genes de iss identificados foram provenientes de amostras de E. coli
isoladas de figados oriundos de animais higidos. Kawano et al. (2006) encontraram dados
similares, detectando iss em 63,3% das amostras de E. coli origindrias de aves aparentemente
sauddveis no Japdo. Um percentual menor foi observado por McPeake et al. (2005), 17,8%,
apesar de terem identificado iss em 72,8% das amostras de E. coli isoladas de aves com
septicemia. Gongalves (2005) analisou 120 frangos aparentemente sadios por meio de
amostras de suabes oriundas de traquéia e sacos aéreos e houve a presenca de E. coli em 118
frangos, porém a deteccdo do gene iss ocorreu em 10,2% das amostras (12/118).
Concordando com Rodriguez-Siek et al. (2005b) que detectaram o gene iss em 18,3% nas
aves aparentemente sauddveis e 82,7% nas aves com colibacilose. Neste estudo os autores
relataram que o gene iss esteve mais associado a infeccdes sist€micas, incluindo o isolamento
em amostras de figado, coracdo, baco ou sangue (86,5%). Os autores encontraram maior
prevaléncia desse gene em frangos (84,9%), seguido de perus (76,2%), estando relacionado
com o sorogrupo O78 (95,5%), 02 (86%) e O1 (66,7%). A identificacio do gene iss, o qual
estd relacionado a APEC, em animais aparentemente sadios, indica que os animais
aparentemente sadios e infectados com a Escherichia coli patogénica para aves nao sao
isolados/descartados nos avidrios e, ao atingir a idade de abate, sio encaminhados ao
matadouro avicola para o consumo humano. Salienta-se que, segundo Kaper (2005), a APEC

¢ uma zoonose, estando associada a infec¢des intra-abdominais em humanos.

O gene stx foi identificado em 13,3% (4/30) dos isolados de E. coli (Fig. 2). Salienta-se que
houve a associagdo entre stx e iss em trés amostras, caracterizando uma infec¢do mista.
Resultados semelhantes foram encontrados por Lee et al. (2009) que analisaram 39 isolados
de E. coli provenientes de carne bovina, suina e de frango por meio de PCR multiplex e 7,3%
das amostras de carne de frango foram identificadas como EHEC. Jelacic et al. (2003)
analisaram 82 amostras de EHEC oriundas de humanos e 100% continham os genes do grupo
stx2 e 84% do stx1, demonstrando que o sorotipo EHEC ¢é mais prevalente em humanos do

que em frangos.

Nao houve a identificacdo dos genes bfpA, elt e stl nas cepas analisadas, ndo havendo a
caracterizacdo genética de EPEC e ETEC. Corroborando com a prevaléncia baixa do gene

bfpA, Krause, et al. (2005) examinaram a presenca da intimina em diversos animais, por meio
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do gene bfpA, e 0 mesmo estava presente em 2,3% das amostras de frangos. Um percentual
maior foi encontrado em humanos por Blanco et al. (2006), que estudaram amostras de EPEC
isoladas de criangas com diarréia e 40,5% possuiam os genes eae e bfpA. Wang (2008)
constataram genes para enterotoxina termoldbil (It) de ETEC em 2,5% dos isolados de E. coli
provenientes de frangos. Ahmadi et al. (2009) ndo detectaram ETEC por meio de genes para
identificacdo de enterotoxina termoestdvel (st) nas 25 amostras de frangos analisadas. Nagy e
Fekete (2005) ressaltaram que a ETEC € o tipo mais comum de colibacilose em animais
jovens, porém ocorre principalmente em suinos e bovinos, sendo responsdvel pela diarréia dos

viajantes e criangas em paises em desenvolvimento.

Os genes utilizados nesse estudo ndo foram identificados em apenas uma amostra de E. coli
isolada pelo método microbioldgico cldssico. Salienta-se que o isolado pode pertencer a outro

sorotipo, ser um dos sorotipos e ndo possuir os genes pesquisados ou ter sofrido mutacao.

Por conseguinte, faz-se necessdrio a utilizacdo de novas tecnologias para identificacdo e
prevengdo da Escherichia coli patogénica nos avidrios e matadouros avicolas, especialmente
APEC, considerando a eficidcia questiondvel dos antimicrobianos, administrados em doses
subterapéuticas ou terapéuticas, e os prejuizos do seu uso indiscriminado, como também as
limitacdes do diagndstico preciso por meio das caracteristicas macroscopicas observadas nas

linhas de inspecdo do frango na industria.
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Figura 1. Fotografia do gel de agarose a 2% da PCR para gene iss das amostras de E. coli
isoladas de figados de frangos. Tamanho do fragmento 760pb, PM Peso Molecular 100pb,

amostras positivas 1-13.

Figura 2. Fotografia do gel de agarose a 2% da PCR para gene stx das amostras de E. coli
isoladas de figados de frangos. Tamanho do fragmento 227pb, CN controle negativo, PM

Peso Molecular 100pb, CP controle positivo, amostras positivas 1, 3 e 6.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Corroborando com os autores € evidente a importancia da industria avicola para o mundo e
em especial para o Brasil, no que tange a oferta de alimentos de qualidade e a pregos
acessiveis para uma grande parcela da populacdo, assim como a significativa entrada de

divisas e empregos obtidos com a exportagdo e comércio interno da carne de aves.

Ficou evidente que o controle da sanidade avicola deve ser intensificado em todas as etapas
do processo produtivo, especialmente nos criatorios, antes das aves chegarem as plantas
industriais de abate, pois nessa etapa os agentes microbianos, podem ou ndo ser detectados.
No processamento das aves, cada vez mais intenso e veloz, existe a preocupacdo nio somente
com o descarte desnecessdrio de carcagas, mas, sobretudo, com a liberacdo de carcacas
contaminadas com patdgenos, haja vista a auséncia de lesdes que justifiquem a rejeigc@o total

ou parcial das mesmas.

Salienta-se ainda a eficdcia questiondvel dos antimicrobianos, administrados em doses
subterapéuticas ou terapéuticas, e os prejuizos do seu uso indiscriminado, especialmente no
que se refere a Escherichia coli patogénica. Nesse caso sdo necessdrios estudos para
identificar as fontes de contaminag¢do e os fatores predisponentes a infec¢do, além do

conhecimento dos fatores de viruléncia das cepas patogénicas prevalentes.

Faz-se necessdrio a ampliacdo dos parametros para que os fiscais agropecudrios condenem ou
ndo as aves para o consumo, incluindo ndo somente a utilizacdo das caracteristicas
macroscépicas dos figados de frangos, como também a necropsia, andlises microbioldgicas e
sorologicas de uma amostra de aves rejeitadas e outras aparentemente sadias, permitindo o
diagndstico mais preciso e a identificacdo de agentes patog€nicos e prevengdo na granja e
matadouro, para que o avango mercadoldgico internacional obtido pela agroindustria avicola
do pais ndo se perca por falhas no processo de inspecdo sanitdria. Por conseguinte, as
medidas de controle adotadas na industria avicola servirdo para garantir o melhor que o

médico veterindrio poderd oferecer: a producio do alimento seguro.



