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RESUMO

Objetivou-se pesquisar Escherichia coli (E. coli) em aviarios, celulites e figados de
frangos e as consequéncias da presenca deste patdgeno para a avicultura. No
periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014 foram coletadas 100 amostras de
lesdes de celulite e 100 figados oriundos de 100 frangos de uma linha de abate em
um matadouro avicola no Recéncavo da Bahia. Foram identificados 0s nove aviarios
de origem dos frangos, e entre trés e sete dias depois da coleta no matadouro estes
foram visitados duas vezes para coleta de amostras de cama, racdo e agua. Os
aviarios, numeros trés e sete ndo permitiram coletas. Foi verificada a populacéo de
E. coli pelo método de contagem Petrifim™ (3M Company), (AOAC 998.8) e na
agua por meio do método cromogénico Readycult® (Merck). Genes caracteristicos
de Escherichia coli patogénica para aves (APEC), iss e iutA, foram pesquisados nos
isolados de E. coli utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As analises
histopatoldgicas foram realizadas sob microscopia de luz, apés corte histoldgico e
coloracdo de rotina (Hematoxilina Eosina (HE)). Foram feitas analises estatisticas
descritivas e nas andlises de correlacao foram utilizados testes paramétricos e nao
paramétricos de acordo com 0S grupos amostrais. A correlacdo positiva e
significativa entre os isolados de E. coli das amostras do ambiente dos aviarios e
das celulites permitiu tracar a rota percorrida pelo patdgeno do aviario até o
consumidor, reforcando a necessidade de maior atencdo no manejo sanitario nos
aviarios e nas pesquisas sobre o potencial zoonético da E. coli patogénica para
aves (APEC). A presenca dos fatores de viruléncia, iutA e iss, na maioria das vezes
que E. coli foi isolada simultaneamente em celulites e figados salienta a
possibilidade de que APEC esteja presente nos dois tecidos biolégicos, fortalecendo
a hipétese de que a bactéria infecta o animal por meio das lesdes de pele e
posteriormente alcanca o figado, o que configuraria o carater sistémico da infeccao,
demandando assim o descarte total da carcaca quando da presenca de lesbes de
celulite. As alteragbes macroscopicas do figado devem continuar sendo utilizadas
como critério de descarte total de carcacas, pois reduz o risco de fornecer alimentos
inseguros ao consumidor, acrescidas da inclusédo das analises microbioldgicas e
histopatolégicas nas rotinas da inspec¢ao sanitaria da producéo de carne de aves.

Palavras-Chaves: Genes de viruléncia, inspec¢éo sanitaria, heterofilos.



ABSTRACT

This study aimed to research Escherichia coli (E. coli) in broiler houses, cellulitis
lesions and livers and the consequences of the presence of this pathogen for
aviculture. From August 2013 to January 2014 100 samples of cellulitis injuries and
100 broiler livers were collected from a slaughter line in a poultry slaughterhouse in
the Bahia Reconcavo Region. The number of nine broiler houses identified as being
broilers producers and between 3 and 7 days after the slaughterhouse collect the
aviary were visited twice to take samples from litter, feed and water. The broiler
houses three and seven did not allow collections. It was found the population of E.
coli by count method Petriflm™ (3M Company) (AOAC 998.8) and water by the
chromogenic method Readycult® (Merck). Genes characteristic of avian pathogenic
Escherichia coli, iss and iutA, were investigated in E. coli isolates using Polimerse
Chain Reaction (PCR). Histopathological analyzes were performed under light
microscopy after histological section and routine staining (hematoxylin eosin (HE)).
Descriptive analyzes were performed and for the correlation statistics were used
parametric and non-parametric tests in accordance with the sample groups A positive
and significant correlation between E. coli isolates from environmental samples of
broiler houses and cellulitis lesions allows traced the route taken by the pathogen
from broiler houses to consumers reinforcing the need for greater attention in
sanitary management in broiler houses and in research of the avian pathogenic E.coli
(APEC) potential zoonotic risk. The presence of virulence factors and iutA and iss, as
often than E. coli was isolated simultaneously in cellulitis and livers reinforces the
possibility that APEC is present in the two biological tissues providing the hypothesis
that the bacteria infect the animal initially from skin lesions and subsequently reaches
the liver, which would configure the systemic character of this infection, suggesting
that occurs the total disposal of the carcass when cellulitis lesions are found.
Macroscopic liver changes should continue to be used as a criterion for complete
carcasses disposal because it reduces the risk of delivering unsafe food to the
consumer. Added to this is necessesary the inclusion of microbiological and
histopathological analysis in poultry meat production sanitary inspection routines.

Keywords: Virulence genes, sanitary inspection, hetrophilys cells
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1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos vem crescendo acentuadamente no decorrer dos
anos. A preocupacdo pela producdo acelerada de alimentos, devido a grande
demanda proveniente do crescimento populacional mundial, impulsionou o0s
investimentos na area alimenticia. A carne, sendo um alimento indispensével a mesa
de toda a familia, tornou-se o fruto de investimentos neste setor (BECKER; KIEL,
2011; BARROS et al., 2012)

Com uma populagdo 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 sustentaveis.
Dentre essas diversas alternativas, a producdo de carne de aves, em especial a de
frango, apresenta-se como sendo uma das mais interessantes. Segundo a
Secretaria de Agricultura, Irrigacdo e Reforma Agraria, SEAGRI (2008), a avicultura
€, certamente, a atividade mais dinamica do setor agropecuario e pode também ser
explorada em pequenas areas de terra em modernos sistemas integrados, de
elevada eficiéncia.

O consumo de carne de frango vem aumentando em todo o mundo e a
elevacdo da oferta, que vem atendendo a essa crescente demanda, deve-se a
alguns fatores como: melhoramento genético mais veloz, visto que a distancia entre
geracbes € muito pequena se comparada com outras criacdes; estudos
aprofundados sobre nutricdo e convertibilidade, desenvolvendo dietas especiais para
varias etapas da vida destes animais, 0 que os torna extremamente eficientes ao
transformar alimento em massa corpoOrea; gestdo e processamento de todas as
etapas da producdo, com auxilio tecnolégico intenso e aperfeicoamento no manejo
operacional e sanitario dos rebanhos, desde a postura até o abate e comercializacdo
(ABEF, 2009).

Entretanto, como em qualquer atividade que se expande e se intensifica, a
avicultura, em especial a industrial, tem novos desafios, como atender varios povos,
com peculiaridades culturais e geograficas diversas e sempre com elevados niveis
de exceléncia em qualidade de produtos, em diversos aspectos, sendo o sanitario o
mais basico e importante de todos.

Infeccbes causadas por Escherichia coli sdo responsaveis por prejuizos

econdmicos na industria avicola, sendo a colibacilose frequentemente associada a
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mortalidade embrionaria e do plantel, pior conversdo alimentar, menor
desenvolvimento corp6reo e custos com medicamentos, além do aumento da
condenacédo de carcacas devido as lesdes por colisepticemia (ANDREATTI FILHO,
2006).

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, e o
pior, produzir agravos a saude para uma maior quantidade de pessoas ao redor do
mundo globalizado.

A Portaria n. 210 do MAPA, que versa sobre o controle da sanidade em carne
de aves no Brasil determina que sejam utilizados parametros fisicos macroscopicos
para permitir ou descartar parcial ou totalmente a carcaca dos animais para o
consumo humano (BRASIL, 1998a). Assim, os fiscais agropecuarios avaliam,
prioritariamente, aspectos visuais das carcacas nas linhas de producdo dos
matadouros avicolas utilizando alguns Orgdos como parametros para essas
avaliacoes.

A celulite aviaria € um processo infeccioso ocasionado por bactérias que
invadem o tecido, por meio das lesdes superficiais na pele causadas pelo contato
com outras aves ou devido a ma qualidade da cama. Salienta-se que estas lesdes
sdo comumente causadas pelo subgrupo da Escherichia coli patogénica extra-
intestinal (EXPEC), especialmente APEC, Escherichia coli Patogénica para Aves
(HUJA et al., 2015).

O figado das aves, assim como o de outras espécies, € 0 6rgdo que pode
modificar seu aspecto em decorréncia de acdo de fatores quimicos e/ou
microbiolégicos diretamente em seu parénquima, ou em outros 0Orgaos que
demandem as suas atuacOes como regulador ou detoxificador (MACLACHLAN;
CULLEN, 1998). Entretanto, nem todas as patologias, sejam de origem
microbiolégica ou quimica, geram alteracdes macroscopicas no 0rgdo e é possivel
gue nem todos 0s que estejam alterados visualmente possam servir de parametro

para descartar a carcaca de uma ave em uma linha de abate.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar Escherichia coli em aviarios, celulites e figados de frango e suas

consequéncias para a avicultura.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as alteracdes anatomopatoldgicas e histopatoldgicas dos figados
de frangos contaminados com Escherichia coli.

Verificar a ocorréncia de Escherichia coli em amostras ambientais e insumos
de aviarios, celulites e figados de frangos.

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

Identificar a possivel fonte de contaminacdo de Escherichia coli patogénica
para aves em amostras de ambiente e insumos dos aviarios.

Correlacionar a presenca de genes de viruléncia -caracteristicos de
Escherichia coli patogénica para aves em ambiente e insumos de aviarios e
lesbes de celulite de frangos.

Correlacionar a presenca de genes de viruléncia caracteristicos de
Escherichia coli em celulite e figados de frangos.

Discutir as consequéncias da presenca da Escherichia coli patogénica para
aves para a avicultura e saude publica.

Sugerir um novo critério para descarte de carcagcas com celulite.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O PROCESSO PRODUTIVO DA CARNE DE FRANGOS.

3.1.1 Avicultura industrial

A importancia da industria avicola, como fornecedora de proteina animal de

baixo custo, levou a criacdo de frangos de corte a ter forte impacto a nivel

internacional. Os avan¢cos na area de nutricdo, genética, manejo e sanidade
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tornaram a avicultura a atividade pecuaria de maior crescimento das ultimas
décadas (JACOBSEN; FLORES, 2008).

A producdo global da carne de aves atingiu 106 milhdes de toneladas em
2013. O fator que limita a producdo é o custo da matéria prima das racdes. Ao
contrario da carne bovina e de porco, o crescimento da produgéo esta previsto em
ambos o0s grupos de paises, em desenvolvimento e desenvolvidos. Precgos
competitivos das carnes de aves de em relacdo a outras carnes é um elemento
importante em sua dinamica (FAO, 2013).

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 é mais saudavel que a carne vermelha. Isso est4 associado ao fato
de que a primeira contém menos gordura saturada, apontada como a grande
responsavel por problemas cardiacos em seres humanos. Além de saudavel, € um
alimento altamente nutritivo, uma vez que uma porcdo de 100 gramas de filé de
peito sem pele de frango de corte de até oito semanas de vida crd contém apenas
108 kcal e 20,32 gramas de proteina e com essa quantidade o consumidor estara
satisfazendo 46% de suas necessidades diarias de proteinas (UNIFESP, 2015).

Conforme Robert Feldman, chefe de pesquisa econémica do Morgan Stanley,
Toquio, o consumo mundial de frango cresce mais do que a demanda por carne
suina e até a bovina. A principal razdo é que a carne de aves € a mais barata,
considerando que o preco das racfes elevam o preco da carne vermelha
(MONTOYA; FINAMORE, 20086).

O Brasil é o terceiro maior produtor de frango do mundo produzindo 12,520
milhdes de toneladas em 2014, ficando atrds apenas dos Estados Unidos da
América e da China, e o maior exportador de carne de frango do mundo, tendo
exportado 3,918 milhdes de toneladas, no ano de 2013. Seu consumo N0 MesmMo
ano foi em média de 41,8 kg por pessoa (UBAEF, 2014; IBGE, 2015).

O Brasil iniciou sua producgéo intensiva de aves na década de 60 e atualmente
€ 0 terceiro maior produtor e o primeiro exportador mundial de carne de frango,
sendo o Parand o maior produtor e exportador do Brasil, produzindo 31,12% e
exportando 29,35 dos numeros totais do Brasil em 2013 O consumo per capita
passou de 2,3kg, em 1971, para 41,8kg em 2013 (UBAEF, 2014).

A grande necessidade de investimentos na producéo alimenticia alavancou a

avicultura brasileira. A alta qualidade proteica, baixo custo em relacdo a outros tipos
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de carnes, melhoramento genético, melhoramento da alimentacdo, instalacdes e
processamento, sdo alguns dos fatores que contribuem para esse crescimento
(JACOBSEN; FLORES, 2008).

A avicultura brasileira ndo sé 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, com qualidade
sanitaria, 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 ja iniciou o desenvolvimento do sistema de
rastreabilidade na cadeia de carne de aves, para cumprir, principalmente, 0s
regulamentos dos paises importadores, o que garante um valor agregado a carne
(NAAS, 2002). Desta forma a rastreabilidade € hoje um pré-requisito para 0s
sistemas de seguranca 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 populacdes de
animais afetados (MAIA; DINIZ, 2009).

Andreatti Filho (2006) relata que as monitoracées devem ser adequadas para
estabelecer as linhas de base e objetivos da empresa com determinacdo da
presenca de infeccdes, 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 situacao privilegiada, por dispor de recursos
humanos e materiais, quantitativa e qualitativamente em abundancia e com
perspectivas de se tornar, com o complexo agroindustrial avicola, o maior pélo
produtor de frango de corte do Nordeste, em condi¢cdes de suprir 0 mercado interno
e promover a exportacdo para paises da Africa, Asia e Europa (SEAGRI, 2009).

Com um plantel estimado em 99 milhdes de cabecas de frango, com
crescimento médio de 9,9 milhdes de pintos ao més, o estado da Bahia representa
0,69% da producdo nacional de carne de frango com aproximadamente 848.700
toneladas de carne de frango produzidas no ano de 2013, sendo o maior produtor da
regido nordeste (UBABEF, 2014).
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Na safra de 2013 a Bahia produziu 6,21 milhdes de toneladas de graos,
sendo 2,15 milhdes de toneladas de milho e 2,8 milhdes de toneladas de soja.
Apesar da reducédo da producéo total da safra de graos em relacdo ao ano de 2012,
em especial na regido oeste do estado, o milho teve sua producédo e produtividade
elevadas e junto com a soja permitiram a sustentabilidade do setor avicola no estado
da Bahia. Além disto, o sorgo também representa uma alternativa na producao de
racdo animal, e no ano de 2012 foram produzidas 30,84 mil toneladas deste grao

mas com previsdo de quadruplicar a producao para 2014 (SEAGRI, 2015).

3.1.2 O sistema de inspec¢éo sanitaria na producédo de carne de aves no Brasil

7

De acordo com Franca (2007), produzir alimentos seguros é premissa
fundamental, n&do constituindo diferencial de mercado, uma vez que atender
aspectos relacionados a auséncia de patdégenos e residuos associados a carne de
frango é condicao determinante da participagdo no comércio internacional.

O servico oficial permanente de inspecdo sanitaria dos matadouros avicolas,
representado pelo Servico de Inspecao Federal (SIF) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e suas representacdes estaduais e municipais,
constituem Orgaos responsaveis pela garantia de qualidade da carne e visceras para
o consumo. Os encarregados da inspecdo, médicos veterinarios, realizam a
inspecdo ante mortem, que compreende o exame visual dos lotes de aves
destinadas ao abate, bem como o conjunto de medidas adotadas para a habilitacéo
das mesmas ao processamento industrial (BRASIL, 1952; BRASIL, 1998a).

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 carcagas apenas com a realizacdo do exame ante mortem. Assim, nesses
casos, 0 julgamento € obtido pelo exame post mortem. O exame post mortem é

realizado nas linhas de inspecdo, que sdo pontos na secdo de matancga,
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especificamente na calha de evisceracdo (BRASIL, 1998a; GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2006).

Existem trés linhas de inspecdo nos matadouros avicolas: A, B e C. A
primeira linha de inspecdo, Linha A, é onde se realiza 0 exame interno das aves,
através da visualizacdo da cavidade celomatica e dos 6rgdos a elas pertencentes,
como sacos aéreos, pulmdes rins e 6rgaos sexuais. Na segunda linha de inspecéo,
Linha B, é realizado o exame das visceras, como coracao, figado, moela, baco,
intestinos, ovario e oviduto nas poedeiras. A terceira linha de inspecéao, Linha C, &
onde se realiza a observacdo das superficies externas como pele e articulagdes.
(BRASIL, 1998a). Gomide, Ramos, Fontes (2006) ressaltam que cada linha deve
respeitar o tempo minimo de inspecao de dois segundos por ave.

Ressalta-se que caso sejam detectadas afecgbes, as quais indiqguem a
necessidade de exames mais acurados, a velocidade de abate ficara condicionada a
perfeita execucdo dos trabalhos de inspecédo. As carcacas que nao atendem ao
padrdo sdo desviadas para o Departamento de Inspecdo (GOMIDE; RAMOS;
FONTES, 2006)

Na inspecdo post mortem € realizado o exame visual macroscopico de
carcagas e visceras e, conforme o caso, palpacédo e cortes (BRASIL, 1998a). Prata;
Fukuda (2001) citam que, agindo dessa forma, procura-se avaliar o estado sanitario
das carcacas, pois enquanto a visualizacdo cuidadosa promove uma estimativa da
sanidade, a palpacdo oferece elementos indispensaveis a complementacdo dessa
informacdo fornecendo indicacbes de problemas e anormalidades O&sseas,
musculares e mesmo de érgéos.

Durante o processo de evisceracao € realizada a eventracdo, que consiste na
exposicdo das visceras, sem a sua remoc¢do da carcacga, para a inspecao post
mortem. Essa exposi¢cdo deve ser feita cuidadosamente, para evitar o rompimento
dos oOrgaos, o que provocaria a contaminacdo da carcaca (GOMIDE; RAMOS;
FONTES; 2006).

O resultado desses exames, aliados as condi¢cdes observadas durante o
exame ante mortem, geralmente é suficiente para o estabelecimento de um
diagnéstico e para adocdo de um critério de julgamento final, ainda que muitas
vezes baseado apenas em alteragfes macroscopicas (PRATA; FUKUDA, 2001).

O figado é inspecionado durante os trabalhos de evisceracdo (Linha B) e os

critérios de condenacao de visceras de frango, especialmente do figado, consideram
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0 aspecto visual (cor, forma e tamanho), consisténcia e odor do 6rgdo (BRASIL,
1998a). Dessa forma, Randall e Reece (1996) afirmam que o conhecimento das
caracteristicas do orgao € fundamental para correta avaliacdo sanitaria das carnes
de aves. Muitas lesbes do figado ndo séao especificas, bem como as causas das
mesmas, porém elas proporcionam uma importante informacdo sobre os diversos
processos patolégicos e, em muitas espécies de aves, é o primeiro e 0 maior 6rgao
interno a ser visto na necropsia quando a cavidade celomatica € aberta.

Segundo Gomide, Ramos e Fontes (2006) as lesGes porventura constatadas
nos orgaos determinam um novo detalhamento do exame da carcaca, seguindo-se o
emprego de provas complementares, como o exame bacterioldgico. Andreatti Filho
(2006) cita que as analises laboratoriais sédo ferramentas auxiliares para os técnicos
na prevencao, no diagnoéstico e no tratamento de doencas. O autor ressalta que os
dados sdo importantes para proporcionar informacdes epidemiologicas para
definicdo de fontes comuns de infeccéo.

Utilizando os critérios de julgamento € possivel chegar as decisdes sanitarias
das carnes destinadas ao consumo humano, que de acordo com a legislacéo
brasileira s&o: aprovacado total, aprovacdo com restricbes ou sob condigdes,
condenacéo parcial e a condenacéao total (BRASIL, 1952; BRASIL, 1998a).

Dentre as causas que determinam a apreensdo das aves, e posterior
condenacdo da carcaca, destacam-se aerossaculite, caquexia, colibacilose,
septicemia e sindrome ascitica (BRASIL, 1998a).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as doencas respiratorias sdo as
principais responsaveis pela mortalidade e pelas condenacdes na industria avicola.
Os produtores e os especialistas em sanidade avicola consideram as doencas
respiratorias, como as de maior significado econdmico. Quase a totalidade das
condenacgbes nos matadouros nos EUA é devida a aerossaculite e septicemia que,
na sua maioria, sdo alteracdes decorrentes de doencas respiratorias ocasionadas
por infeccao pela bactéria Escherichia coli (NCRA, 2009).

Ansari-Lari e Rezagholi (2007) pesquisaram as causas de condenacgédo 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 carcacgas, sendo responsaveis por
62% das condenacdes do total de 959.416 aves (0,73%).

Minharro et al. (1999) registraram um aumento consideravel do niumero de

aves abatidas no estado de Goias em abatedouros com SIF durante trés anos e as
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principais causas de condenacdo registradas no periodo foram a colibacilose e a
aerosaculite.

Giotto et al. (2008) avaliaram o impacto econdmico de condenacdes 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
gue as condenacfes totais por causas patologicas de maior ocorréncia foram por
aspecto repugnante, ascite e colibacilose e as condenacdes parciais por causas
patologicas mais freqlientes foram por dermatose, artrite e celulite.

Considerando as bactérias isoladas do ambiente industrial, Gomis et al.
(2000) isolaram Escherichia coli nas lesdes de celulite em mais de 90% das aves,
salientando a possibilidade de contaminacdo cruzada na linha de processamento
onde as lesdes de celulite estdo expostas.

Ressalta-se que as alteragBes cutaneas macroscopicas em carcacas de
frangos de corte ndo sdo especificas, ndo permitindo a classificacdo adequada das
doencas de pele encontradas na linha de processamento nos matadouros. Neste
contexto, ha possibilidade de erro sistematico de condenagdo e critérios mais
adequados para os servicos de inspecédo seriam importantes (FALLAVENA et al.,
2000).

Vieira-Pinto et al. (2003) acompanharam a inspecdo post mortem de 49.121
aves abatidas em matadouro, registraram as causas de rejeicao total e realizaram
necropsia e analise histopatologica de uma amostra das aves rejeitadas, objetivando
0 conhecimento da relagéo entre as causas que conduzem a uma rejei¢ao total das
carcacas de aves e o0 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 histopatol6gica de érgaos,
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
lesbes no figado e/ou coracgéo, salientando-se que as lesGes hepaticas dificultam o
retorno venoso. Os autores enfatizam a importancia da necropsia de uma amostra
de aves rejeitadas por causas inespecificas, como caquexia, ma-sangria e ascite,

permitindo a tomada de decisdo mais conveniente para um maior entendimento do
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problema para resolugdo do mesmo, como a necropsia de um maior numero de aves
e analises microbioldgicas e soroldgicas.

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

Para aumentar a qualidade dos produtos das empresas cadastradas no
Servico de Inspecéo 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 Inspecédo de Produtos de Origem Animal (SISBI/POA) do
MAPA. Parte do processo para adequacdo dos estabelecimentos do sistema
estadual ao SISBI, a Portaria n°® 290/2008, reitera a importancia da aplicacdo das
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Os estabelecimentos que optarem pela adeséo
ao SISBI/POA deverdo obrigatoriamente possuir sistema de BPF previamente
implantado. A ndo implantacdo das BPF no prazo estabelecido implicara no
cancelamento do registro de estabelecimentos junto ao SIE (BAHIA, 2008).

Além dos principios de BPF, deverdo ser considerados o Procedimento
Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) e o Programa de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), que conferem um controle minucioso sobre
todo o processo. Esses procedimentos tém por objetivo a reducdo dos riscos de
ocorréncia de perigos quimicos, fisicos e biologicos, visando a inocuidade dos
alimentos produzidos mediante o controle da producdo (BRASIL, 1997; BRASIL,
1998b;).

Carvalho, Costa e Carvalho (2002) elaboraram um plano APPCC em uma
linha de producédo de frango inteiro congelado de uma industria avicola do Rio de
Janeiro e concluiram com a determinacdo de cinco Pontos Criticos de Controle
(PCCs) bioldgicos, nas etapas de pré-resfriamento da moela, do figado, coracéo e
nas etapas de pré-resfriamento das carcacas no primeiro e segundo estagio.
Observou-se que, na analise dos perigos bioldgicos, Escherichia coli patogénica foi
mencionada em todas as etapas do processo (FRANCA, 2007).

Dey et al. (2003) estabeleceram um sistema de inspegcdo baseado em
espectroscopia, como parte do APPCC baseado em um modelo de inspecéo, e
indicaram que figados normais e septicémicos foram corretamente diferenciados em

96% dos 300 figados analisados.
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Por conseguinte, a condenagdo de carnes e visceras impréprias para o
consumo visa zelar pela saude publica, uma vez que a carne de frango e seus
subprodutos sdo uma das mais importantes fontes de enfermidades transmitidas por
alimentos (JAY, 2005).

3.2 COLIBACILOSE AVIARIA

3.2.1 Escherichia coli em aves

Os membros da familia Enterobacteriaceae estdo amplamente distribuidos na
natureza, sendo encontrados no solo, agua, plantas e, como indica o nhome da
familia, no trato intestinal de seres humanos e animais de producdo ou companhia
(HIRSH; ZEE, 2003; KONEMAN et al., 2008). Alguns géneros dentro da familia sdo
primariamente patégenos de humanos e animais de sangue quente, como Shigella,
Salmonella, Yersinia, enquanto outros s&o membros da microbiota comensal normal
do trato gastrointestinal, como Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e causam
infeccdes oportunistas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; EINSENSTEIN; ZALEZNIK,
20009).

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae sé@o bacilos gram-
negativos ndo esporogénicos e fermentadores de glicose e outros acucares. Sao
catalase positivas, oxidase negativas, anaerobias facultativas, sendo cultivadas em
agar MacConkey, haja vista que ndo séo inibidas pelos sais biliares presentes do
meio, além de reduzirem nitrato a nitrito e da maioria ser movel por flagelos
peritriquios. A familia contém mais de 28 géneros e de 80 espécies, incluindo
Escherichia coli, Yersinia, Proteus, Enterobacter e Klebsiella. Esses organismos
podem infectar uma enorme variedade de hospedeiros, podendo ser patégenos
entéricos e sistémicos ou oportunistas (QUINN et al., 2005).

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez no final do século XIX por
Theodor von Escherich, sendo chamada de Bacterium coli commune, devido ao fato
de ser uma bactéria encontrada no colon, estando usualmente presente no homem e
animais (KONEMAN et al., 2008).

O género Escherichia contém apenas uma espécie e cerca de mil tipos
antigénicos. Constitui-se na espécie bacteriana mais isolada e envolvida em casos

de sepse por gram-negativos e choque induzido por endotoxinas. E um mesdfilo



24

capaz de se multiplicar entre 7 e 42 °C, sendo 37 °C a temperatura 6tima, embora
existam estirpes que se multiplicam a 4-5 °C, existindo relatos de sobrevivéncia por
mais de nove meses em temperatura de congelamento (-20 °C). Temperaturas entre
60° C e 70 °C por 30 minutos sdo capazes de inativar a maioria das cepas. S&o
consideradas neutrdfilas, multiplicando-se numa faixa entre 4,5 a 9,0 O pH proximo
do neutro propicia condigdes 6timas para sua multiplicacdo (JAY, 2005; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2006).

Segundo Quinn et al. (2005) E. coli é frequentemente fimbriada e algumas
estirpes sao hemoliticas. Antigenos somaticos (O), flagelar (H) e, por vezes capsular
(K) sédo usados para sorotipagem de Escherichia coli. Ressalta-se que os antigenos
somaticos 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.

Os fatores de viruléncia de linhagens patogénicas de Escherichia coli incluem
enterotoxinas, sideroforos, toxina shiga-simile (verotoxina), fator citotoxico
necrosante e hemolisina (HIRSH; ZEE, 2003). Dentre os principais fatores de
viruléncia associados a E. coli aviaria, destacam-se a expressdo de adesinas, a
producdo de sideréforos e a capacidade de resistir a acdo microbicida do soro. Os
fatores que apresentam maior correlacdo com a viruléncia séo a resisténcia dos
componentes do sistema complemento e a capacidade de sequestrar o ion ferro na
corrente sanguinea e nos tecidos do hospedeiro. Estes dois fatores contribuem para
a sobrevivéncia e a evolucdo da doenca apds a invasdo da bactéria (FERREIRA;
KNOBL, 2000).

Escherichia coli se constitui em um patégeno entérico e extraintestinal,
causando infeccdes 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 sorologicos sédo reconhecidos nove grupos de E. coli
virulentos (patotipos): E. coli 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 citam o patotipo E.
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coli enteropatogénica para coelhos (REDEC). Ainda também é citada por Moulin-
Schouleur et al. (2007) a E. coli causadora de septcemia (SePEC).

A evolucdo 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 infec¢des, podendo modificar a
composicdo do material genético bacteriano drasticamente, pela incorporagédo de
elementos genéticos de outros organismos diretamente no genoma (DAM; DAS,
2006). Dessa forma, Elena et al. (2005) relataram que os patotipos surgiram devido
a evolucdo molecular da Escherichia coli, havendo uma relagéo filogenética estreita
entre diversas cepas, como a cepa B e K12, ndo patogénicas, seguida pela
0157:H7, enterohemorragica, e CFT073, uropatogénica.

De acordo com Andreatti Filho (2006) o diagnéstico de E. coli deve ser
baseado no isolamento e identificacdo da bactéria, estando também na dependéncia
da diferenciacdo 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 toxinfeccéo alimentar, principalmente por EPEC. (GERMANO; GERMANO,
2008). Segundo o Ministério da Saude (2014) foram registrados 239 surtos
atribuidos a carne de aves, processados e mitdos no periodo de 2000 a 2014.

De acordo com Franco e Landgraf (2008) a carne de aves possui elevada
atividade de agua, € rico em substancias nitrogenadas, minerais e fatores de
crescimento, além do pH ser favoravel a maioria dos microrganismos, como a
Escherichia coli, sendo o contetdo intestinal a principal fonte desse microrganismo.

O patotipo APEC causa infecgbes extraintestinais em aves, como infeccao
respiratoria, pericardite e septicemia. Em humanos estdo associados a infeccdes
intra-abdominais (KAPER, 2005). Frangos também sdo susceptiveis a colonizagéo
por E. coli O157:H7, pertencente ao patotipo EHEC, responséavel pela sindrome da
colite urémico-hemolitica hemorragica em humanos (BARNES, VAILLANCOURT;
GROSS, 2008). Cepas de APEC tém sido relacionadas com maior prevaléncia aos
sorogrupos 01, 02 e O78 (MCPEAKE, SMITH; BALL, 2005).

Minharro et al. (2001) realizaram um estudo para avaliar o envolvimento de E.
coli, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae em carcacas de frangos
condenadas por aerossaculite pelo Servico de Inspecao Federal e a bactéria E. coli
foi a mais frequente, sendo isolada em 25 (80,64%) dos 31 galpbes estudados, em

infecgdes mistas e simples.
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7

O coligranuloma das galinhas e perus é caracterizado por granulomas no
figado, ceco, duodeno e mesentério, mas nao 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 lesBes mais caracteristicas sdo o figado
verde e musculos peitorais congestos. Em alguns casos podem ocorrer pequenas
lesBes focais brancas no figado (CALNEK, 1997).

Dentre as principais alteracfes histopatologicas, destaca-se o alargamento
dos sinusdides hepéticos pela congestado, infiltrado heterofilico, tumefacdo das
células de Kupffer, alargamento do espaco perisinusoidal, trombos de fibrina. Cepas
avirulentas de E. coli incitam respostas heterofilicas mais rapidas do que cepas
virulentas de E. coli. A bactéria pode ser vista livre nos sinusoides e nos macrofagos
sinusoidais. Necrose ndo é um aspecto significante na forma aguda da infec¢ao por
E. coli (HOERR, 1996).

Gomis et al. (1997) constataram peri-hepatite em 80% dos frangos inoculados
com E. coli subcutanea. 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 inoculagdo experimental de E. coli nos sacos aéreos caudais de
pintos. Eles relataram graus variaveis de hiperemia no baco, rins e figado, além de
infiltrado inflamatdrio, 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 aleatdria (6/26) como diagnéstico morfolégico associado ao isolamento
de E. coli.

Segundo Kahn (2008) a resposta clinica a infec¢do por E. coli depende da
localizacéo e do grau de infeccdo. A aerossaculite associada ou ndo a pericardite,
peri-hepatite e peritonite sdo os sinais mais comuns, nas infec¢cdes agudas e

sistémicas, como enterite, inflamacdo e aumento de volume dos oOrgaos
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parenquimatosos podem ser uma expressdo tipica. Dessa forma, Boratto et al.
(2004) em suas pesquisas com inoculacéo experimental de E. coli em frangos, que
tiveram as carcacas analisadas em trés fases diferentes do desenvolvimento (11, 21
e 42 dias), revelaram que o figado foi o Unico 6rgado afetado nas trés fases
estudadas, o que pode estar relacionado a neutralizagcdo de substancias toxicas
produzidas a partir da atividade metabdlica das bactérias intestinais, que requer um
gasto constante da energia para desintoxicacao feita pelo figado, induzindo uma
hipertrofia dos hepatdcitos.

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 acido oxolinico, uma vez
gue apresentam espectro de sensibilidade superior a 70% para amostras de E. coli
isoladas de aves com colibacilose (ANDREATTI FILHO, 2006).

Além de atuarem como promotores de crescimento e prevencado de doencas,
0s antimicrobianos apresentam a vantagem da diminuicdo do tempo necessario para
gue se atinja o0 peso ideal para o abate, diminuicdo do consumo de ragdo, aumento
da eficiéncia alimentar, melhoria das qualidades organolépticas e conservacao da
racdo, além da diminui¢cdo da mortalidade (ALBUQUERQUE, 2005).

Por outro lado, a situacdo do uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento e prevencdo de doencas € um problema de saude animal e publica
(JOHNSON et al., 2005; MOTA et al., 2005). 76% das cepas de Escherichia coli de
origem aviaria 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 numero de
cepas multirresistentes, comparados com galinhas caipiras. Jonhson et al. (2007)
estudaram a resisténcia antimicrobiana da E. coli originaria 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
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aos antimicrobianos isoladas de frangos provavelmente séo oriundas de precursores
de animais susceptiveis.

O controle da infeccdo por Escherichia coli € considerado um dos maiores
desafios para a avicultura industrial. Dentre as alternativas para consegui-lo,
poderdo ser usados probioticos, que mantém o equilibrio da microbiota do trato
gastrintestinal de aves, previnem infec¢des, reduzem condenagfes de carcacgas e a
mortalidade, melhoram a conversao alimentar, 0 ganho de peso e a qualidade das
carcacas, conservando os indices de produtividade alcancados com a utilizacdo de
antimicrobianos e vacinas (SANTOS; GIL-TURNES, 2005).

Por fim, para prevenir a entrada de Escherichia coli na cadeia produtiva, deve
ser efetuado monitoramento bacteriolégico e a rejeicdo das aves infectadas na
granja e industria. Na granja devem ser implantadas as Boas Praticas de Manejo
seguida da APPCC (GRANDO; SONCINI; KUANA, 2004). Na industria avicola
devem ser introduzidos os programas de qualidade, como BPF, PPHO e APPCC,
além da introducdo de um processo de avaliacdo de riscos (ROQUE-SPECHT,;
CASTRO; FIOD NETO, 2007; MAIA; DINIZ, 2009;).

Durante a maior parte do século XX, a industria de alimentos considerou a
contaminagdo por Escherichia coli como um problema relacionado a praticas
insatisfatérias de higiene, especialmente por contaminacdo fecal. Nas ultimas
décadas, foi comprovado que muitos sorotipos da bactéria eram patogénicos para o
homem e podiam provocar infec¢cdes graves, podendo levar os pacientes a Obito
(GERMANO; GERMANO, 2008).

3.2.2 Genes de viruléncia de Escherichia coli

O genoma da E. coli possui aproximadamente 4,6 milhdes de pares de bases
e codificam cerca de 4.000 proteinas, sendo que aproximadamente 90% do Acido
Desoxiribonucleico (DNA) é utilizada como sequéncia codificadora de proteina.
Sendo um ser procarioto, seu DNA é uma molécula circular Unica dispersa no
nucleodide, com auséncia por carioteca no citosol, o qual possui cerca de 30.000
ribossomos, responsavel pela sintese de proteinas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2006; ROCHA et al., 2008;).

Um dos mais importantes avangos na éarea de métodos rapidos em

microbiologia foi a tecnologia baseada na reacdo em cadeia da polimerase, também



29

chamada PCR (Polimerase Chain Reaction). A PCR representa um grande avanco
no diagnoéstico molecular e caracterizacdo genética de microrganismos patogénicos,
como a Escherichia coli (GARCIA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

A reacdo consiste na amplificacdo 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 unica célula. A
multiplicacéo é exponencial e se da por meio da acdo de uma enzima, denominada
DNA polimerase, que a partir de um segmento de DNA de fita simples como molde,
€ capaz de construir a fita complementar a esse segmento, por meio da
polimerizacdo de nucleotidios adicionados ao sistema. O inicio da coOpia se d& a
partir de dois oligonucleotidios iniciadores, chamados primers, complementares as
extremidades 3’e 5°do fragmento do DNA a ser copiado (DE ROBERTIS; HIB,
2006).

A técnica da PCR foi desenvolvida por Saiki et al. em 1985 e aperfeicoada por
Mullis et al. em 1987. Mullis introduziu o conceito de primer e 0 uso de uma enzima
termoestavel, a Taq polimerase, isolada a partir de uma bactéria oriunda de fontes
termais, Thermus aquaticus. Esta enzima possui a propriedade de se manter estavel
em temperaturas altas, facilitando a execugdo da técnica. Em 1989 foi criado o
primeiro termociclador automético e na década de 90 esse equipamento foi
aperfeicoado com o emprego de um bloco de aquecimento composto por uma liga
metalica que aquece ou esfria de acordo com a programacao do aparelho conhecido
como padréo Peltier (VIEIRA, 2009).

A realizacdo da PCR necessita de 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 replicacdo do DNA,
sendo denominada extenséo do primer; um grande nimero de nucleotideos de DNA
livres; DNA gendmico de um individuo. Desta forma, o DNA gendmico € inicialmente
aquecido e desnaturado para formar filamentos Unicos. Na fase de helicoidizacdo, o
DNA é resfriado, permitindo a hibridizagdo com sequéncias de primers que
flanqueiam a regido de interesse. Entdo, a reacdo é aquecida a uma temperatura
intermediaria para a extensdo do primer, na qual a DNA polimerase adiciona bases
livres na direcdo 3’ ao longo de cada filamento Unico, comecando no primer.

Fragmentos de DNA com terminac¢des abruptas séo formados, servindo como molde
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para o proximo ciclo de aquecimento e resfriamento. Ciclos repetidos produzem um
grande numero de fragmentos de DNA unidos em cada ponta pela sequéncia do
primer. Em virtude de cada ciclo de aquecimento-resfriamento requerer apenas
alguns minutos, uma unica molécula de DNA pode ser amplificada para fazer
milhdes de copias em poucas horas (JORDE et al., 2004).

Os produtos da PCR séo analisados por meio de eletroforese, a qual possui
dois modelos basicos, podendo ser em géis de agarose ou em geéis de
poliacrilamida. As duas substancias formam tramas de poros de tamanhos variaveis,
possibilitando a separacdo dos fragmentos, que terd sua eficiéncia dependente da
concentragcdo do polimero e da intensidade da voltagem e amperagem aplicada. Em
qualquer um dos casos, essas substancias sdo dissolvidas numa solucao-tampéo
eletrolitica, obrigatoriamente a mesma que recobrira o gel na cuba de eletroforese e
possibilitara a passagem de corrente elétrica (Tampéo de Corrida). Para eletroforese
de DNA, normalmente utiliza-se o TBE (Tris-Borato EDTA) e o TAE (Tris-Acetato
EDTA). Quanto a aplicacdo das amostras no gel, é importante ressaltar que, antes
disso, elas sdo misturadas a uma solucdo tampdo, que tem como finalidade
aumentar a viscosidade da amostra e assim impedir que esta comece a flutuar no
tampdao de corrida antes que a voltagem seja aplicada no sistema (VIEIRA, 2009).

Nakazato et al. (2009) relataram que a caracterizacdo molecular e bioldgica é
necessaria para o0 entendimento da patogénese da APEC, visando o
desenvolvimento de ferramentas que podem prevenir as perdas econdmicas
causadas por estas linhagens.

Cepas de APEC podem desenvolver doengcas no hospedeiro por meio de
muitos fatores de viruléncia, incluindo adesinas, sistema de captacdo de ferro,
capsula, resisténcia ao soro, toxinas, evasinas e invasinas (JANBEN et al., 2001).
Os genes que codificam os fatores de viruléncia podem estar localizados em
plasmideos ou nas ilhas de patogenicidade (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER,
2007).

Os genes mais frequentemente encontrados em isolados patogénicos e nao
detectados em isolados fecais de frangos sadios séo tsh, iutA, iss, cvaC e papC, os
quais foram encontrados em diferentes associacfes. (LA RAGIONE, WOODWARD,
2002; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a, 2005b).Rocha et al. (2008) citaram que 0s
mecanismos de viruléncia das amostras de E. coli potencialmente patogénicas tém

sido continuamente estudados,e acredita-se ser multifatorial. No caso de APEC os
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autores detectaram diversos genes, como 0 resisténcia sérica - iss (73,8%),
hemaglutinina sensivel a temperatura - tsh (55,7%) e presenca de aerobactina - iutA
(45,9%).

O gene iss, que expressa uma proteina de parede celular bacteriana, tem sido
localizado em vérios plasmidios de grandes dimensfes que sao capazes de carrear
simultaneamente fatores de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos (JOHNSON
et al., 2002) e pesquisas o correlacionam fortemente com a habilidade de isolados
de APEC em causar patologias em frangos. (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005a)

Ressalta-se que o gene iss normalmente € amplificado em estirpes de APEC
isoladas de celulite aviaria. Sua presenca nas lesdes confere um possivel risco de
patogenicidade para os seres humanos, desde que o frango contaminado seja
consumido (BARROS et al., 2013),

Diversos trabalhos relatam a presenca do gene iss como um dos mais
prevalentes em aves doentes (EWERS et al., 2004; RODRIGUEZ-SEIK et al., 2005a;
DISSANAYAKE; OCTAVIA; LAN, 2014; MOHAMED; SHEHATA; RAFEEK, 2014).

Segundo Johnson et al. (2002), além de conferir resisténcia sérica ao sistema
imune do hospedeiro, esse gene também é capaz de carrear fatores de resisténcia a
substancias antimicrobianas, Nolan et al. (2002) revelam que apesar da
possibilidade da existéncia da doenca animais apresentando estirpes com a
auséncia desse gene, a sua presenca em E. coli oriunda de aves com colibacilose
pode ser considerada um marcador de patogenicidade para APEC.

Ao estudarem a gendmica da E.coli de colisepticemia aviaria e a filogenia da
APEC, Rojas et al. (2014) e Huja et al. (2015) utilizaram o gene iss como um dos
marcadores de patogenicidade para identificacdo desse patotipo.

Ao analisarem a amplificagcdo de iss em frangos com sintomatologia
respiratéria sugestiva de colibacilose, Rocha et al. (2008) detectaram o gene em
73,8% dos isolados de E. coli. Ewers et al. (2009) isolaram E. coli de aves doentes e
encontraram a presenca do gene iss em 88,2% das amostras. Os autores afirmaram
gue atualmente a resistencia serica € considerada um atributo determinante da
viruléncia da cepa.

Mohamed, Shehata e Rafeek (2014) compararam a presenca do gene iss em
aves doentes e aparentemente sadias e encontraram uma positividade em aves

doentes de 72,2% e 0% em aves sadias.
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Escherichia coli também expressa alta afinidade por sistema de captacéo de
ferro que sdo compostos sideroforos da aerobactina (genes iuc) e seus receptores
de membrana externa (gene iutA). (CHOUIKHA, et al., 2008)

O ferro € um elemento essencial para a sobrevivéncia de Escherichia coli.
Facilita inameras atividades celulares, como a reducédo do peréxido, de transporte de
elétrons, e biossintese de nucleotideos. Como existe ferro em baixas concentragcfes
em locais extra-intestinais da infec¢do, as cepas EXPEC desenvolveram multiplas
estratégias de sequestro de ferro a partir do hospedeiro (BRAUN, 2001;
HEINEMANN; JAHN; JAHN, 2008).

Segundo Huja et al. (2015), nas células eucaridticas os ions ferro séo
carreados por proteinas especiais, como transferrinas e ferritinas, que os liberam
guando € necessario e também mantém a concentracao de ions de ferro livre (Fe3)
em 10-24M. Desta forma, uma bactéria septicémica tem que competir contra estas
proteinas, dai a necessidade de haver mecanismos especificos para a aquisi¢cdo de
ferro em seus hospedeiros e de fato cepas de Escherichia coli O78-9, assim como
outras estirpes septicémicas, codificam outros tipos de sistemas sideroforos. Estes
sistemas incluem aerobactinas (LAFONT et al., 1987), yersiniabactina e IroN
(SCHUBERT et al., 2002).

Dho e Lafont (1984) observaram uma correlagdo positiva entre a baixa
concentracdo de ferro e a capacidade de crescimento das estirpes de APEC e de
sua letalidade para os frangos de um dia. Silveira et al. (2002) demonstraram que a
cepas patogénicas de APEC expressam sistemas de aquisicdo de ferro enquanto
que cepas ndo patogénicas nao apresentam este mecanismo genético.

Os receptores da aerobactina, proteinas de membrana externa sintetizadas
pelo gene iutA, fazem parte do sistema de captacdo e transporte de ferro mais
utilizado pela E. coli. Trata-se de um sideroforo que se liga ao ion ferro quando
excretado ao meio, formando um complexo estavel, através do qual o ferro é
transportado ao citolasma via componentes especificos das membranas externa e
interna (NEILANDS; BINDEREIF; MOTEGOMEREI, 1985)

Muitos autores encontram a associacao de estirpes virulentas de Escherichia
coli com a presenca de aerobactina e por conta disto ela vem sendo utilizada como
importante marcador de viruléncia, uma vez que os genes do plasmideo ColV no
qual o gene iutA esta codificado, também pode carrear outros fatores de viruléncia
(GOES; GAZIRI; VIDOTTO, 1993)
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Por conseguinte, € fundamental o conhecimento dos fatores determinantes do
surgimento de doengas no homem e animais, visando intervengdes efetivas. Dessa
forma, a definicho dos genes de viruléncia, e possiveis combinacdes, sao
imprescindiveis para a eficacia do diagnéstico e melhoria da saude da populacéo
(CAPRIOLI et al., 2005).

3.2.3 Etiopatogenia da Colibacilose Aviaria

De acordo com Andreatti Filho (2006), a colibacilose € o termo comumente
empregado para designar as infeccfes causadas por Escherichia coli nos animais. A
colibacilose aviaria esteve posicionada em papel secundario, necessitando
impreterivelmente de um fator estressante primario para o desencadeamento da
doenca. 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, como aflatoxinas, na racao.

A erradicacao de certas doencas aviarias intimamente associadas a infeccfes
secundarias por Escherichia coli e a diminuicdo da ocorréncia de outras, pela
adocdo de melhores praticas de manejo e programas sanitarios, vieram ressaltar a
importancia da E. coli na patologia aviaria. Além desses agentes infecciosos, a
infeccdo por E. coli se torna clinicamente aparente quando fatores ambientais
adversos estado presentes, como a presenca de gases irritantes, principalmente a
amonia, umidade da cama, poeira, variagcbes climaticas e alta densidade de
ocupacao (BARNES; NOLAN, VAILLANCOUT, 2008).

A colibacilose é uma das principais doencas da avicultura industrial moderna,
devido aos grandes prejuizos econémicos causados no mundo inteiro por quadros
COmMo: pneumonia, peritonite, coliseptsemia, celulite, pleuropneumonia, peri-hepatite,
pericardite, salpingite, panolfalmia, osteomielite/sinovite, onfalite, coligranuloma,
sindrome de cabeca inchada e doenca crbnica respiratoria (BARNES; NOLAN;
VAILLANCOUT, 2008).

Contudo, segundo Barnes, Nolan e Vaillancout (2008), o aparecimento de
lesbes ou implicagdes ndo pode inferir uma infecgdo por E. coli, visto que outras
bactérias oportunistas podem se comportar de forma semelhante a bactéria

Escherichia. coli .
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3.3 ASPECTOS ANATOMO-HISTOFISIOLOGICOS DO TECIDO CUTANEO E
SUBCUTANEO DE FRANGOS

Assim como em todas as espécies domeésticas, a pele reveste todo o corpo
dos frangos. Em comparacdo com outros vertebrados, a pele das aves é fina e
flexivel e com uma estrutura mais delicada, normalmente possuindo de quatro a sete
células de espessura (BERCHIERI JUNIOR; MARCARI, 2000; MARCARI; FURLAN;
GONZALES, 2002). A pele das aves se rompe facilmente e € mal suprida de vasos e
nervos. Em frangos de corte possui pH da superficie da pele de 7,52 + 0,45 (DICE;
SACK; WENSING, 2004; OLKOWSKI et al., 2005).

A pele é constituida por epiderme, derme e o tecido de sustentacdo
(conjuntivo). A epiderme € composta de camada germinativa, células de
queratinécitos aviarios, e a camada corneificada, células com depdésitos de queratina
para dar resisténcia mecéanica a pele (BENEZ, 2004).

A regido que separa a epiderme da derme é plana em muitas regifes da pele,
podendo haver reentrancias em algumas areas. E composta de uma camada
superficial e outra profunda, sendo a camada profunda composta por camada
superior densa e frouxa baixa. Na camada superficial fibras de colageno estéo
dispostas frouxamente em volta de numerosos capilares e na camada profunda as
fiboras de colageno estdo dispostas e justapostas paralelas a superficie da pele
(PASS, 1996).

A derme das aves é constituida por tecido adiposo, grandes vasos
sanguineos, vasos linfaticos, nervos, os quais estdo associados aos foliculos das
penas, musculatura e a base dos foliculos das penas (BENEZ, 2004).

Uma camada de fibras elasticas separa a derme do tecido subcutaneo, o qual
é formado por feixes de colageno e gordura (PASS, 1996).

A ave nao possui glandulas na pele, além da glandula uropigea, que se
localiza na base da cauda. Os queratinécitos aviarios, denominados
seboqueratindcitos, sdo 0s unicos que produzem secrecdes lipidicas responsaveis
por proteger a pele e auxiliar na impermeabilizacéo, evitando o ressecamento, tendo
acdo antimicrobiana (BENEZ, 2004).

Salienta-se que apesar da pele de ser um sistema de defesa com muitas
caracteristicas Unicas, representando a primeira linha de defesa contra a invaséo

microbiana (OLKOWSKI et al., 2005), .a fina espessura da pele dos frangos podem
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acarretar lesbes cutaneas por varios fatores, incluindo deficiéncia nutricional,
substancias irritantes, toxinas, infeccbes e manejo inadequado (MARCARI;
FURLAN; GONZALES, 2002).

3.4 ETIOPATOGENIA DA CELULITE AVIARIA

A celulite aviaria é termo utilizado para a inflamacdo aguda do tecido
subcutaneo, geralmente localizada na regido ventral do abdome e da coxa, com
tendéncia a ser unilateral (MESSIER et al., 1993; ELFADIL; VAILANCOURT; MEEK,
1996; ODERKIRK, 1997; ALLAN, 2010).

Caracteriza-se pela presenca de exsudato purulento, espessamento da derme
e formacéo de placas fibrino-caseosas subcutaneas (Figura 1). Os planos teciduais
sdo separados e o tecido muscular adjacente pode estar envolvido na leséo
(MESSIER et al., 1993; NORTON; BILGILI; McCMURTREY, 1997; JEFREY; CHIN;
SINGER, 1999).

Observa-se que as aves apresentando lesdes de celulite parecem grandes,
saudaveis e com crescimento normal, mas exibem placas caseosas sob a pele,
vistas somente na etapa de processamento, apés a depenagem. Desta forma, a
celulite é dificil de ser identificada antes do abate. Apesar de ndo haver sinais
clinicos associados a celulite em aves vivas, a presenca da patologia resulta na
condenacédo de parte ou a totalidade da carcaca durante a inspecado post mortem
(BRASIL, 1998a; GOMIS et al., 2000).

Por outro lado, aves com outras comorbidades, como pericardite,
aerossaculite, osteomielite, poliserosite, artrite, ou hepatite, apresentam baixa
conversao alimentar (GOMIS et al., 1997). As condenacdes por celulite ocorrem em
maior numero em lotes com patologias, como ascite, aerossaculite, peritonite e
pericardite (KUMOR et al., 1998).

Observa-se que a celulite representa uma porta de entrada de
microrganismos, favorecendo a contaminacdo de varios o6rgdos como figado,
coracgao, sacos aéreos e 0ssos (VIEIRA et al., 2006).

As lesdes sofridas pelas aves durante o crescimento permitem a penetracao

dos microrganismos. Uma vez instalados, os invasores séo fagocitados pelo sistema
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imunoldgico do animal, porém ndo sdo completamente eliminados, haja vista que o
organismo das aves ndo possui um arsenal bioguimico adequado, induzindo, deste
modo, o processo infeccioso e posterior formacao da celulite (BRITO et al., 2002).

Santana et al. (2008), ao observar as causas de condenacao de carcacas de
aves em matadouros localizados no Estado de Goias, constataram que o principal
motivo das condenacbes das carcacas de frango foi a presenca de celulite
associada a contaminacao por E. coli.

Andrade et al. (2006) pesquisaram E. coli como agente causal da celulite
aviaria em frangos de corte inspecionados em um matadouro de Sdo Paulo e
encontraram 76,6% de amostras contaminadas por Escherichia coli.

Assim como Vieira et al. (2006) encontraram 100% de contaminag¢ao por
Escherichia coli em amostras de celulite de frango oriundas de um matadouro do Rio
de Janeiro. Ressalta-se que Andreatti Filho (2006) isolaram Escherichia coli em
100% de aves inoculadas com amostras de E. coli isoladas de celulite, as quais
desenvolveram placas fibrinocaseosas, confirmando a bactéria Escherichia coli

como um agente etiolégico com alta prevaléncia em lesfes de celulite.

Figura 1 - Fotografia de lesdo de celulite (seta) na regido ventral direita em frango proveniente de um

matadouro avicola da Bahia sob inspecao estadual (Acervo pessoal).

3.5 A CELULITE E O MANEJO HIGIENICO-SANITARIO DOS AVIARIOS
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A celulite é uma patologia de causa multifatorial, estando ligada a fatores
ambientais, densidade populacional, ocorréncia de traumas, competicdo por
restricdo alimentar e selecao genética (ELFADIL et al.,1996).

Xavier et al. (2010) relataram que a piora na qualidade da cama,
principalmente pela compactagéo decorrente de aumento de umidade, determina o
aparecimento de lesbes na pele, pododermatites, calo de peito e hematomas.
Embora varias bactérias possam estar envolvidas nesse processo, Escherichia coli é
a mais predominante. Linhagem, alimentacdo, taxa de lotacdo, distancia entre
comedouos e bebedouros, tipo de cama, restricdo de alimento e programas de
iluminacdo podem afetar a incidéncia e a gravidade do problema. A utilizacdo de
minerais quelatados, em especial o zinco, associado a uma suplementacao
adequada de vitamina E, tem dado bons resultados no controle da celulite em
frangos de corte. Os autores verificaram que o nimero de condenacdes de carcaca
se elevou com a sequéncia de reuso da cama.

Schrader, Singer e Atwill (2004) ressaltam que a maioria das lesdes de
celulite iniciou durante a fase de crescimento. Os autores obtiveram uma relacéo
positiva entre temperatura ambiental e celulite. De acordo com Ryder, Feddes e
Zuidhof (2004), a utilizacdo do sistema de vaporizacdo resulta em melhora da
qualidade da carcaca para reducdo de temperatura ambiente nos galpdes, o que
resultou na reducao de 33% da mortalidade e 40% da condenacao de carcacas.

Na auséncia de aves, Singer et al. (2000) verificaram que uma cama
reutilizada tem contagens bacterianas abaixo do limite de detec¢do de 2 X 103
UFC/g em matéria seca. Desta forma, sugere-se que um numero muito baixo de
bactérias persiste em estado de laténcia na cama reutilizada, comecando a se
multiplicar quando o proximo lote é introduzido. Outras fontes de microrganismos
incluem a sujeira do piso dos aviarios e a poeira. Neste estudo as bactérias se
demonstraram persistentes por longos periodos na poeira dos aviarios.

Em seus estudos Schrader, Singer e Atwill (2004) identificaram dois fatores
gue afetam a prevaléncia da celulite, os quais podem ser controlados por meio de
manejo adequado, que sdo a quantidade de aves por utilizacdo da cama e o tempo
de vazio sanitario. De acordo com o modelo por eles proposto, a limitacdo do
namero de aves criadas na mesma cama e o aumento do tempo do vazio sanitario

diminui a incidéncia de celulite.
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Conforme Rocha et al. (2002) a compactacdo da cama de frango causa
lesbes na regido do peito do animal e a umidade favorece a multiplicagéo bacteriana
e contaminacdo dos frangos, levando a celulite. Segundo Johnson et al. (2001), a
maior incidéncia de celulite ocorre em machos devido a agressividade que ocasiona
0 surgimento de arranhdes.

Em um estudo realizado com amostras de cama de frango de corte, realizado
em aviarios de Goias, ocorreu o isolamento de Escherichia coli em 92,3% das 13
amostras (CORREA, 2013).

Desta forma, a integridade na pele dos frangos pode ser alcancada a partir de
ajustes no manejo dos lotes. E provavel que a qualidade da pele se deteriore nos
sistemas de producdo e processamento desenhados e operados para se obter o
maximo de produto ao minimo custo (BILGILLI; HESS, 2009).

3.6 ANATOMO-HISTOFISIOLOGIA DOS FIGADOS DE FRANGOS

O figado se constitui no maior 6rgao globuloso da cavidade celomatica das
aves. Apresenta coloracdo castanha escura e consisténcia firme quando a ave é
adulta (Figura 2) e coloracdo amarelada em aves jovens, até duas semanas apos a
eclosédo, oriunda dos pigmentos da gema que continuam a ser absorvidos do
intestino antes que o saco vitelino finalmente regrida (SAVIANE, 2009).

O tamanho do figado em relacdo a massa corpérea varia conforme o animal e
no caso da galinha é de 1:37 (GURTLER, 1987). Divide-se em dois l6bulos, o lado
direito possui um maior volume e o esquerdo possui uma divisdo secundaria, 0S
quais sao ligados cranialmente por uma ponte dorsal ao coracéo, localizados logo
abaixo do osso esterno (Figura 3). Em notavel contraste com os mamiferos, as aves
ndo tém diafragma; portanto os lobos do figado, em vez dos pulmdes, rodeiam a
porcao caudal do coracdo (GETTY, 1986; DICE; SACK; WENSING, 2004).
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Figura 2 - Fotografia de figado de frango apresentando coloragdo e forma normais e sem alteraces

macroscopicas, proveniente de um matadouro avicola sob inspe¢éo estadual (Acervo pessoal).

‘\“‘\b 9 Lobo Direito

e ] : ;
Figura 3 — Localizacéo e anatomia do figado de frango (GETTY, 1986).

7z

O lobo direito € maior, apresentando a vesicula biliar em sua superficie
visceral, sendo atravessado pela veia cava caudal. O lobo esquerdo é dividido em
parte lateral e medial por meio de uma profunda incisdo, incisura lobaris. A
superficie parietal € convexa e se localiza contra as costelas esternais e o esterno;
ficando exposta quando os musculos peitorais e o esterno séo removidos, no exame
post-mortem. A superficie visceral é cbncava, estando em contato com o baco, o
proventriculo, a moela, o duodeno, o jejuno e o ovario (ou o testiculo direito). Dois
ductos biliares, um de cada lobo, transpéem a extremidade distal do duodeno, perto

dos ductos pancreaticos; somente o ducto oriundo do lobo direito é ligado a vesicula
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biliar. Os l6bulos hepéticos sao indistintos, exceto préximo ao hilo, pela inexisténcia
de tecido conjuntivo perilobular (DICE; SACK; WENSING, 2004; BELS, 2006).

Os vasos sanguineos aferentes do figado penetram no 6rgdo por meio de
uma fissura transversal na face visceral e sdo as artérias hepaticas direita e
esquerda, trazendo sangue direto do coragcdo e as veias porta hepaticas direita e
esquerda, trazendo nutrientes e substancias absorvidas principalmente pelos
intestinos. A artéria esquerda € uma parte do ramo esquerdo da artéria celiaca e a
artéria direita se origina do ramo direito da artéria celiaca, sendo a artéria hepatica
direita supridora de ambos os lobos do figado e da vesicula biliar; as veias porta
hepéticas direita e esquerda também drenam sangue para o 6rgdo, sendo que a
direita traz sangue do duodeno, do pancreas, do ileo e dos cecos por meio 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 hepaticas que se unem a veia cava caudal ao figado (GETTY,
1986; BENEZ, 2004)

Os nervos do figado sao 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
inervacdo, que sao as fibras simpaticas, provenientes do nervo esplénico, que se
relacionam através do ganglio celiaco, e as fibras parassimpaticas provenientes do
nervo vago (GURTLER, 1987).

O componente estrutural basico do figado é a célula hepatica ou hepatdcito.
Os hepatécitos sao células poligonais que estdo proximas umas das outras. A
superficie de cada hepatécito entra em contato com a parede do capilar sinusoide
por meio do espaco perissinusoidal, denominado espaco de Disse, e com a
superficie de outros hepatocitos. Existem juncdes comunicantes do tipo gap que séo
frequentes e formam placas anastomosantes de células e exercem funcdo de
comunicacado intercelular. Considerando que os hepatdcitos sintetizam ativamente
proteinas, esses possuem ribossomos livres em abundancia, 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 mitocbndrias, o que lhes confere coloracdo eosinofilica quando corados com

hematoxilina e eosina (HE), além de um rico complemento de endossomos,
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lisossomos, e peroxissomos (GARTNER; HIATT, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Santos (1986) e Junqueira e Carneiro (2013), relatam que os hepatdcitos
estdo radialmente dispostos no conceito do I6bulo hepatico classico baseado no
fluxo sanguineo, da periferia para a veia central situada no centro do Iébulo. As
células hepéticas se dispbem 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 espacgos entre
essas placas contém capilares chamados sinuséides hepaticos, que sdo vasos
irregulares compostos por uma camada descontinua de células epiteliais
fenestradas. Dessa maneira, particulas com menos de 0,5um de diametro podem
deixar a luz do sinuséide com relativa facilidade. Macrofagos fixos, denominados de
células de Kupffer, estdo associados as células de revestimento endotelial dos
sinusdides e suas principais funcdes 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.

A capacidade funcional do figado € extremamente importante nos animais
domésticos com alta exigéncia de produtividade (GURTLER, 1987). No embrido e
feto, o figado produz células sanguineas (BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2002) e no
individuo adulto, trata-se de um oOrgdo com funcbes metabdlicas essenciais,
incluindo filtracdo e armazenagem de sangue; metabolismo dos carboidratos, das
proteinas, das gorduras, dos hormonios, produtos quimicos estranhos e
carotendides; formacédo de bile; armazenamento de vitaminas e ferro e formacéo de
fatores de coagulacédo (BENEZ, 2004; GUYTON; HALL, 2006).

Além disso, o figado desempenha funcbes de armazenagem de glicogénio,
conversdo da galactose e frutose em glicose, gliconeogénese e formacdo de
compostos quimicos a partir de produtos intermediarios no metabolismo dos
carboidratos. A reabsorcao intestinal dos monossacarideos € auxiliada pelo figado,
haja vista que esse O0rgao produz enzimas necessarias para a utilizacao da glicose,
frutose e galactose (BENEZ, 2004).

O figado € importante para a manutencdo de uma concentragdo normal da
glicose sanguinea. O armazenamento de glicogénio permite ao figado remover o

excesso de glicose do sangue, armazena-la e, entdo devolvé-la ao sangue quando a
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concentracdo comecar a cair demais (GUYTON; HALL, 2006). O glicogénio nas aves
corresponde a 3,0% do peso do figado (BACILA, 2003). A gliconeogénese hepatica
€ igualmente importante na manutencdo da concentracdo normal da glicose
sanguinea (GUYTON; HALL, 2006).

Ressalta-se que apos a retirada do figado, as aves morrem apds
aproximadamente 24-36 horas e a letalidade decorre da diminuigdo acentuada da
glicemia e do aparecimento de substancias téxicas no sangue, as quais sao
normalmente metabolizadas no figado (GURTLER, 1987).

O figado € também o 6rgdo essencial do metabolismo nitrogenado. Além de
promover a biossintese de suas proteinas, o figado produz outras proteinas, como
albumina do soro, protrombina, fribrinogénio e a e B-lipoproteinas (BACILA, 2003).
Existem contribuicdes hepaticas importante no metabolismo protéico, incluindo a
desaminacdo dos aminoacidos, formacdo de uréia, formacdo de proteinas
plasméticas e interconversdes de aminoacidos (GUYTON; HALL, 2006).

A desaminacdo dos aminoacidos é fundamental para que eles possam ser
usados como energia ou convertidos em carboidratos ou lipideos. A formacao
hepética de uréia remove a amonia dos liquidos corporais. Essencialmente, todas as
proteinas plasmaticas, com excecao de parte das gamaglobulinas, sdo formadas
pelas células hepaticas, o que representa aproximadamente 90% das proteinas
plasmaticas. As células hepaticas produzem também varias glicoproteinas e nas
células de Kupffer ocorre a sintese de fatores de coagulacdo (GURTLER, 1987;
GUYTON; HALL, 2006).

Embora a maioria das células corporais metabolize gordura, a oxidacdo dos
acidos graxos, sintese de grande quantidade de colesterol e sintese de gorduras a
partir das proteinas e carboidratos ocorre no figado O metabolismo dos lipidios é
realizado no hepatdcito e a sintese de triglicerideos e producdo de &cidos graxos
ocorre no citosol (BACILA, 2003; GUYTON; HALL, 2006).

A beta-oxidacdo das gorduras pode ocorrer em todas as células do corpo,
porém o figado ndo pode consumir todo o acetil-CoA. Desta forma, este é convertido
em acido acetoacético, que passa para o liquido extracelular, sendo absorvido por
outros tecidos. Cerca de 80% do colesterol sintetizado no figado € convertido em
sais biliares, que sado 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; HALL, 2006).
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Diversos hormoénios secretados pelas glandulas enddcrinas sdo quimicamente
alterados ou excretados pelo figado, como a tiroxina e os horménios esterdides,
cabendo ao figado regular a influéncia das glandulas endocrinas sobre as células do
organismo (GURTLER, 1987; GUYTON; HALL, 2006;).

O figado desempenha importante fungcdo 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 forma depdsitos que
podem suprir as necessidades durante meses. Se houver ingestdo excessiva de
vitaminas, apds o preenchimento completo do depdésito, o figado elimina o restante
(GURTLER, 1987).

As células hepaticas também contém grandes quantidades de apoferritina,
proteina capaz de se combinar reversivelmente com o ferro formando a ferritina.
Assim, quando o ferro estd em baixos niveis, a ferritina libera o ferro (GUYTON;
HALL, 2006). Além do ferro, segundo Gurtler (1987), o figado é responsavel pelo
depdsito de outros elementos, como cobre, manganés e zinco.

A formacdo de bile pelas células hepaticas ocorre de maneira continua,
aumentando durante o ato da digestdo e a quantidade secretada varia de acordo
com as espécies. Nas aves ocorre de 0,58 mL por g de figado e 14,2 mL por kg de
peso. A funcdo da bile é auxiliar na digestdo das gorduras e nas aves tem cor
esverdeada, devido a grande quantidade de biliverdina. O pH da bile nas galinhas é
de 5,88 e ainda nessa espécie ocorre a concentracdo da bile na vesicula biliar
(GURTLER, 1987; BACILA, 2003).

O sistema macrofagico hepético cumpre uma funcéo de filtracdo do sangue,
haja vista que o sangue recolhe muitos microrganismos dos intestinos. Uma amostra
de sangue oriunda das veias portais antes de sua entrada no figado quase sempre
terd uma alta populacdo microbiana. As células de Kupffer depuram o sangue a
medida que ele passa pelos sinusodides. Quando uma bactéria entra em contato com
a célula de Kupffer, em menos de 0,01 segundo ela penetra no seu interior até ser
destruida. Estima-se que menos de 1% das bactérias que entram no sangue portal a
partir dos intestinos consegue passar para a circulagcédo sistémica. Desta forma, as
células de Kupffer podem fagocitar patdgenos e evitar que estes cheguem a
circulacdo sistémica, além de que os hepatdcitos podem metabolizar e inativar
toxinas absorvidas pela circulagdo portal (MACLACHLAN; CULLEN, 1998;
GUYTON; HALL, 2006)
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Segundo Maclachlan e Cullen (1998), usualmente o figado esta envolvido nas
infeccdes hematdgenas, por receber tanto sangue arterial quanto sangue venoso do
trato gastrintestinal, sendo que a infeccdo hepatica e a consequente inflamacéo no

orgao podem ser primarias ou sistémicas.

3.7 Escherichia coli EM FIGADOS DE FRANGOS

Considerando o menor preco em comparacao com a carne bovina e uma boa
qualidade proteica, o frango e suas visceras comestiveis, incluindo o figado, estédo
cada vez mais presentes a mesa da populacdo (ESPOSITO et al., 2009).

O figado de frango € passivel de sofrer contamina¢des por microrganismos,
devido a sua constituicdo quimica, condicBes de obtencdo e manipulagcédo. InUmeras
alteragbes, como disturbios circulatérios, toxicoses, doencas infecciosas e
neoplasicas podem estar relacionadas ao figado (Figura 5). Salienta-se que muitas
lesbes hepaticas ndo sado especificas quanto a etiologia, porém fornecem
informacBes importantes sobre a ocorréncia de doencas sistémicas e a bactéria
Escherichia coli esta intimamente associada a infeccbes sistémicas e
comprometimento hepatico (HOERR, 1996; BARCELOS et al., 2006).

I —— d
Figura 4 - Fotografia de figado de frango proveniente de matadouro avicola da Bahia sob inspecao

estadual apresentando areas palidas-(setas) sugestivo de hepatopatia. (Acervo pessoal).

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) 12, de 2 de janeiro de 2001 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determina o limite maximo permitido de
coliformes termotolerantes de 10° UFC por grama para que o figado de frango seja
considerado apto para o consumo humano (BRASIL, 2001). Segundo Franco e
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Landgraf (2008) Escherichia coli representa o principal membro do grupo dos
coliformes termotolerantes, sendo um importante indicador da presenca de
enteropatégenos.

Em pesquisa desenvolvida por Vieira et al. (2014), envolvendo figados de
frangos de um matadouro, Escherichia coli esteve presente em 50,98% das
amostras. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2012), que
analisaram a contaminacdo por Escherichia coli em figados provenientes de dois
matadouros do Recéncavo da Bahia e encontraram a bactéria em 28 dos 62 figados
analisados.

Barcelos et al. (2006) em um estudo realizado com 100 figados de frango,
sendo 90 condenados por apresentarem alteracdes e 10 liberados por auséncia de
alteracéo, isolaram Escherichia coli em 24 das 90 amostras condenadas e 2 das 10
amostras liberadas.

Guastalli et al. (2010) em trabalho realizado com figados oriundos de aves de
postura com um dia de idade, detectaram Escherichia coli em 15 dos 32 lotes
analisados e concluiram que aves portadoras de Escherichia coli patogénica podem
ser veiculos de contaminagdo ambiental, disseminando o microrganismo e

comprometendo a salde de outras aves no mesmo plantel.

3.8 POTENCIAL ZOONOTICO DA APEC

Estudos de fatores de virulencia apontam uma grande semelhanca genética
entre algumas cepas do patotipo APEC e os demais patotipos do grupo das ExPEC,
gue reune ainda cepas de Escherichia coli uropatogenicas (UPEC) e de meningite
neonatal (NMEC) (SMITH; FRATAMICO;GUNTHER, 2007).

O numero de infec¢bes causadas por EXPEC associadas a elevadas taxas de
mortalidade vem se elevando drasticamente em todo o mundo, gerando
preocupacdo para a saude publica (PITOUT, 2012). Além de causarem patologias
em humanos, as EXPEC séo responsaveis por significantes prejuizos na producgéo
animal, particularmente na industria avicola.

Pesquisas de Moulin-Schouleur et al. (2007) comparararm APEC com
estirpes de Escherichia coli isoladas a partir de diferentes amostras clinicas,
incluindo as cepas associadas a outras sindromes de patologias humanas, tais
como UPEC, NMEC, SePEC. Rodriguez-Siek et al. (2005) verificaram que linhagens
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de APEC e outras EXPEC compartilham as mesmas origens filogenéticas, conforme
determinado pela tipificagdo sequéncial multilocus (MLST).

Segundo Ewers et al. (2007) foram estabelecidas hipéteses de que as aves
de producdo podem ser veiculos para estirpes da bactéria Escherichia coli, capazes
de causar doencas de origem alimentar nos seres humanos e nas aves, fazendo
deste procarioto um reservatério de genes de viruléncia e resisténcia. Isso ocorreu
devido a percepcdo da sobreposicdo de caracteristicas entre APEC e UPEC
utilizando como critérios de avaliagdo 0s sorogrupos, genotipos de viruléncia e
agrupamentos filogenéticos (RODRIGUEZ-SIEK, 2005b)

Segundo Gao et al. (2012) APEC é a principal causa da colibacilose aviaria
caracterizada pelas infec¢des localizadas ou sistémicas, como as sepses agudas e
fatais ou pericardites subagudas e aerosaculites. APEC e UPEC possuem fatores de
viruléncia similares para invadir e colonizar o hospediro incluindo adesinas, toxinas
membranas de polisacarideos, protectinas invasinas e sistemas de aquisicao de
ferro.

Embora as infeccbes por EXPEC ja tenham sido facilmente combatidas com
antimicrobianos, as condutas tradicionais estdo sendo desafiadas pelo surgimento
de cepas resistentes aos farmacos conhecidos. O desenvolvimento de estratégias
alternativas para prevenir e eliminar as infec¢cdes causadas por EXPEC exige a
compreensao acerca da viruléncia, e o risco zoonético, assim como a necessidade
de vigilancia epidemiolégica constante, considerando as tendéncias de evolucdo da
resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos (MELLATA, 2013)

Para Manges e Johnson (2012) a sobreposicdo das bases filogenéticas
(representadas por estirpes similares) com clousters de genes de viruléncia
detectados em EXPEC aviarias e humanas, em diferentes regiées do mundo, pode
refletir desafios semelhantes que este patégeno tem de superar para colonizar
ambos os hospedeiros e que a evolugcdo de estirpes de algumas EXPEC sé&o
recentes. Segundo Dissanayake, Octavia e Lan (2014) esta possibilidade é
reforcada pelo fato de que muitas novas cepas sédo derivadas de mutacdes
individuais das estirpes previamente conhecidas.

Um estudo de Schouler et al. (2004) envolvendo a subtracdo gendmica na
APEC sorogrupo 02, visando a identificacdo de novos genes de viruléncia, revelou
alta homologia entre seis das nove sequéncias gendmicas identificadas com os

genes descritos nas estirpes humanas, associado a meningite e infeccdo do trato
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urinério. Estas observagfes sugerem uma relacdo clonal entre a APEC e as EXPEC
humanas.

A maioria das pesquisas publicadas demonstram as similaridades entre APEC
e as ExPEC humanas foram produzidas na Europa e nos Estados Unidos da
América entretanto a presenca de cepas ST359 no Brasil, com marcadores
genéticos de moderada similaridade entre as cepas (APEC e EXPEC humanas)
indicam que estas estirpes podem ser caracterizadas como de potencial risco
zoonotico (MALUTA et al., 2014)

Em dados obtidos com suas pesquisas e apoiados por literatura sobre as
APEC, Knobl et al. (2012) sugerem que os genes hly e cnf podem atuar como um
marcadores de viruléncia de Escherichia coli associada a mamiferos, e a sua
presenca em aves deve ser monitorizada como um indicador de transposicdo de
barreira entre espécies.

Desta forma, as EXPEC representam uma das principais causas de infec¢oes
em seres humanos e em aves de producdo. A antibioticoterapia em uso na industria
avicola e a elevacdo no consumo de produtos de aves poderiam ter causado o
surgimento, disseminacao e persisténcia da resisténcia aos antimicrobianos, o que
configura em um grave problema de saude para animais e seres humanos. Devido a
variabilidade e capacidade de adaptacdo das ExPEC, a vigilancia constante de sua
epidemiologia em seres humanos e aves é necessaria assim como controles
rigorosos de todos os contaminantes envolvidos nos processos produtivos das aves
(MELLATA, 2013)
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PRESENCA DE GENES DE VIRULENCIA iss e iutA EM LESOES DE CELULITE E

INSUMOS E AMBIENTE DOS AVIARIOS.
Ricardo M. da Silva (1e3) Isabella de Matos M. da Silva(?), Maykson C. de Jesus(1), Marcilio Delan B.
Fernandes(), Vaneza L. Cardoso(), Carlos E. C. 0. Ramos() e Joaquim Evéncio-Neto()

ABSTRACT.- Silva R.M,, Silva .LM.M,, Jesus M.C., Fernandes M.D., Caradoso V.L., Ramos C.E.C.0. & Evéncio-
Neto J. [Presence of virulence genes iss and iuta of cellulitis lesions and inputs and environment
samples.] This work aimed to determine the population of E. coli and identify virulence genes iss and iutA
in E. coli strains of cellulitis coming from a slaughterhouse in Reconcavo southern Bahia and also from
inputs and environment samples of broiler houses including food, water and litter. In the period between
August 2013 and January 2014 100 cellulitis were collected and E. coli population was recorded using the
quick count method Petrifilm™ (3M Company), (AOAC 998.8). Samples of E. coli were analyzed for the
presence of genes iss,and iutA using the Polymerase Chain Reaction (PCR). In 82% of the samples
analyzed, there was the presence of E. coli with the samples population between 2,0 and 9,0 log UFC/g.
Genes iss and iutA were found in 89.02% and 97.56% respectively from cellulitis streams and in 42.5%
and 90.0% from litter isolates. Findings revel positive and significant correlation between E. coli presence
in litter and in cellulitis lesions and also with iutA gene and E. coli detected from litter isolates. The
presence of virulence genes iss and iutA frequently present in Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) in
cellulitis lesions and also in broiler houses litter from Recdncavo of Bahia region demonstrated the
importance of rigorously sanitary actions implantation in all phases of the avian meat production chain
intended to avoid the transmission of this and others pathogens from broilers house to the final consumer
ensuring safety food production.

INDEX TERMS: Escherichia coli, aviculture, zoonotic potential, APEC.

RESUMO.- Objetivou-se neste trabalho determinar a populagdo de Escherichia coli (E. coli) e identificar os
genes de viruléncia iss e iutA nas cepas isoladas de celulites em matadouro do Reconcavo da Bahia e em
amostras de insumos e ambiente dos aviarios, incluindo racdo, agua e cama. No periodo de agosto de 2013
a janeiro de 2014, foram coletadas 100 amostras de lesdes de celulite, sendo verificada a populagdo de E.
coli, pelo método rapido de contagem Petrifilm™ (3M Company), (AOAC 998.8) e nas amostras de dgua por
meio do método rapido cromogénico Readycult® (Merck). As amostras de E. coli foram analisadas quanto
a presenca dos genes iss e iutA, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Em 82% das amostras
de celulite analisadas, houve a presenca de E. coli, com a populagdo entre 2,0 a 9,5 log UFC/g e em 71,43%
das amostras coletadas em insumos e ambiente dos aviarios. Os genes iss e iutA foram amplificados em
89,02% e 97,56%, respectivamente, dos isolados originados das celulites e em 42,5% e 90,0% dos
isolados originados das amostras das camas dos aviarios. Os resultados revelaram correlacdo positiva e
significativa entra a presenca da E. coli na cama dos aviarios e nas lesdes de celulite e dos genes iutA
amplificados dos isolados de E. coli da cama dos aviarios. Desta forma, considerando a presenca dos genes
de viruléncia iss e iutA, caracteristicos de Escherichia coli Patogénica para Aves (APEC), nos isolados
oriundos de lesdes de celulite e de cama dos aviarios da regido do Reconcavo da Bahia, enfatiza-se que a
implantacdo de técnicas rigorosas de manejo sanitario, em todas as etapas do processo produtivo da carne
de frango que visem evitar a transmissdo deste e de outros patégenos do avario para o consumidor final,
garantindo a producdo segura do alimento.

TERMOS DE INDEXACAO: Escherichia coli, avicultura, potencial zoonético, APEC

1 Universidade Federal do Reconcavo da Bahia- Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas. Rua
Rui Barbosa, 710 - Campus Universitdrio Cruz das Almas, BA, CEP 44380-000.
ricardomendes@ufrb.edu.br, mayk_costa@hotmail.com;vaneza.leal@hotmail.com,carlosramos@ufrb.edu.br
2Universidade Federal do Reconcavo da Bahia- Centro de Ciéncias da Satude. Avenida Carlos Amaral, 1015
- Cajueiro, Santo Anténio de Jesus, BA, CEP 44.570-000. isabellamatos@ufrb.edu.br,
marciliobaliza@ufrb.edu.br

3 Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, S/N, Dois Irmaos, Recife, PE,
CEP 50.171-900. evencio@dmfa.ufrpe.br

INTRODUGAO
As patologias infecciosas causadas por Escherichia coli geram prejuizos econdmicos na industria
avicola, sendo a colibacilose frequentemente associada a mortalidade embrionaria e do plantel, ma
conversdo alimentar, menor desenvolvimento corpdéreo e custos com medicamentos, elevando o
percentual de condenacdo de carcacas devido as lesGes por colisepticemia (Andreatti Filho, 2006).
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Sendo considerada uma das principais doengas da indudstria avicola moderna, a colibacilose gera
quadros como pneumonia, peritonite, coliseptsemia, celulite, pleuropneumonia, peri-hepatite, pericardite,
salpingite, panolfalmia, osteomielite/sinovite, onfalite, coligranuloma, sindrome de cabeca inchada e
doenca cronica respiratéria. Além disto, Escherichia coli contribui ndo s6 para o surgimento da doenca,
mas também gera perda de peso das aves e eleva a taxa condenacgdo de carcacas durante o abate e
processamento (Barnes; et al., 2008; Machado et al., 2013).

Dentre as doencas causadas por cepas patogénicas de Escherichia coli, destaca-se a celulite,
caracterizada por uma inflamacdo subcutdnea, principalmente na coxa e abdémen. Ressalta-se que as
principais alteracdes macroscopicas encontradas incluem o espessamento e irregularidade da pele, com
alteragdes na coloracgio e presenca de placas amarelas destacaveis no subcutaneo (Andrade et al. 2006;
Ghanbarpour; et al. 2010). Esta inflamacdo pode levar a condenagdes parcial ou total da carcaga. A
condenacdo parcial é determinada pela presenga de inflamacao local ou de algum 6rgao, e, em existindo a
inflamacao de carater sistémico em carcaga ou visceras, ocorre a condenacao total (BRASIL, 1998).

Muitas bactérias podem estar envolvidas nesse processo, entretanto predomina a bactéria
Escherichia coli. A linhagem das aves, nutri¢do, taxa de lotacdo, distancia entre comedouros e bebedouros,
tipo e manejo da cama, restricdo de alimento e programas de iluminacdo podem afetar a incidéncia e a
gravidade do problema (Mendes & KOMIYAMA, 2011).

Desta forma, a celulite aviaria é um processo infeccioso ocasionado por bactérias que invadem o
tecido, por meio das lesdes superficiais na pele causadas pelo contato com outras aves ou devido a ma
qualidade da cama. Salienta-se que estas lesdes sdo comumente causadas pelo subgrupo da Escherichia
coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), especialmente a APEC, Escherichia coli Patogénica para Aves
(Huja et al. 2015).

Fatores de viruléncia descritos sobre estas estirpes de bactérias expressam caracteristicas como
adesinas, toxinas, sistemas de aquisicdo de ferro e resisténcia ao soro do hospedeiro (Nakazato et al.
2009). Em suas andlises Johnson et al. (2008), identificaram um grupo de genes (iutA, hlyF, iss, iroN, and
episomal ompT), que apresentaram correlagio com o patotipo APEC, sendo capazes de discriminar
isolados APEC de AFEC (Avian Fecal Escherichia coli) com a mesmo grau de genotipagem de viruléncia que
um grupo completo com 46 genes diferentes. Brito et al. (2010) afirmaram que os genes iss e iutA sio
utilizados como marcadores moleculares de viruléncia para amostras de Escherichia.coli associadas a
celulite.

Danos na pele e lesdes de diferentes tamanhos podem indicar que, durante seu desenvolvimento,
as aves sofreram abusos, dor e foram submetidas a ambiente inadequado (Broom & Reefmann 2005). O
manejo higiénico-sanitario da cama, incluindo a compostagem, é muito importante para a qualidade
microbiolégica da mesma, entretanto as condigdes ambientais, como umidade e temperatura também
impactam na populagdo microbiana da cama (Jones; et al. 2005; Mohee; et al. 2008), podendo alterar a
proliferacao de microrganismos na cama e determinar o surgimento de celulite e outras patologias (Coufal
etal. 2006).

Salienta-se que os isolados de Escherichia coli oriundos de lesdes de celulites apresentam
caracteristicas fenotipicas e genotipicas diferentes dos isolados de origem fecal, haja vista que, segundo
Brito et al. (2003), ndo foram encontrados os genes de viruléncia iss e iutA nos isolados fecais, enquanto
que eles foram amplificados em 83% e 92%, respectivamente, em isolados de Escherichia coli obtidas de
lesdes de celulites. Segundo Mohamed, Shehata & Rafeek (2014) o gene iss foi encontrado em 72.2% das
cepas de ExPEC examinadas contrastando com zero por cento nas cepas de AFEC, sendo entdo
considerado um bom marcador para distinguir as APEC.

Um fator preocupante relacionado a APEC consiste na atribuigdo de risco zoonético, devido as
semelhancas existentes entre as linhagens APEC e estirpes de Escherichia coli patogénicas extraintestinais
(ExPEC) de origem humana, causadoras de infec¢do do trato urindrio, septicemia, peritonite e meningite
(Kaper et al. 2004; Rojas et al. 2014).

As cepas de APEC podem servir de elo até as cepas extra-intestinais patogénicas de Escherichia
coli em humanos, por possuirem alguns fatores de viruléncia que as habilitam a causar patologias fora do
trato intestinal. Além disto, APEC resistentes podem transferir genes de resisténcia antimicrobiana para
cepas de humanos e para as comensais intestinais, via cadeia de produgao alimentar, gerando implicacdes
no tratamento de infec¢des do trato urinario e outras infecgdes extra-intestinais (Lima Filho et al. 2013;
Kazeminia; et al. 2014).

Diante da importancia da cadeia produtiva de carne de frango como fonte geradora de receitas e
de alimentos para todo o planeta, do impacto econdmico e ambiental gerado pelo descarte ocorrido nos
matadouros, dos riscos a saide do consumidor oferecido pelo poencial zoonético das APEC e da
inexisténcia de um estudo que trace a possivel trajetdria percorrida desde o surgimento até o destino final
deste patogeno, objetivou-se determinar a populacao de Escherichia coli (E. coli) e identificar os genes de
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viruléncia iss e iutA nas cepas isoladas de celulites em matadouro do Reconcavo da Bahia e em amostras
de insumos e ambiente dos aviarios, incluindo ragdo, agua e cama.

MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras. Foram coletadas 100 carcacas de frangos com lesdes de celulite, antes da etapa da
eventracdo, da linha de abate de um matadouro avicola da Bahia sob inspecdo estadual entre agosto de
2013 ajaneiro de 2014.

Em seguida foi realizada a identificacdo de nove aviarios de origem das amostras de celulite, dos
quais sete foram visitados duas vezes entre trés e sete dias ap0s a coleta no matadouro, a fim de realizar a
coleta de amostras de cama, racdo dos comedouros, ragio dos depdsitos (nos galpdes), de agua dos
bebedouros e dgua da tubulagdo do sistema de distribuicdo, duas de cada amostra. Ressalta-se que os
responsaveis por dois avidrios (nimeros 3 e 7) ndo permitiram a coleta das amostras em suas instalacdes.

Desta forma, foram analisadas 70 amostras de insumos e ambiente provenientes de sete aviarios,
10 por aviario. Foram 53 frangos, com lesdes de celulite, coletados no matadouro avicola oriundos destas
sete granjas.

As amostras foram coletadas assepticamente, identificadas e acondicionadas sob refrigeracao,

imediatamente transportadas para o Laboratério de Pesquisa em Microbiologia do Nucleo de Seguranca
Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia (CCS/UFRB), sendo as andlises microbioldgicas executadas em até duas horas.
Pesquisa de Escherichia coli. A presenca ou auséncia de Escherichia coli em 100 mL de cada amostra de
agua foi realizada por meio do método rapido cromogénico Readycult® (Merck), conforme orientagdes do
fabricante. Uma aliquota das amostras que apresentaram fluorescéncia azul sob luz ultravioleta,
caracteristicas de serem positivas para Escherichia coli, foram transferidas para placas de Petri contendo
agar Eosina Azul de Metileno (Eosine-Methylene Blue, EMB) com auxilio de al¢a de platina (didametro 0,46
por 5 cm), sendo selecionadas as coldnias que apresentaram coloracdo verde metalico (silva et al. 2007).

A populacdo de Escherichia coli das demais amostras (celulite, ragdo e cama) foi determinada por

meio de método placas Petrifilm™ (3M Company), utilizando a placa Petrifiim EC, conforme
recomendacdes do fabricante (AOAC 998.8). A contagem de colOnias caracteristicas foi realizada com um
contador de colonias modelo CP600 Plus (Phoenix®), sendo a populacdo bacteriana expressa em log
UFC/g (SILVA et al,, 2007).
Pesquisa de genes de viruléncia de APEC. Inicialmente foram isoladas até trés colonias tipicas de
Escherichia coli oriundas da placas Petrifilm EC™ (3M Company) e EMB. Cada col6nia foi inoculada, com o
auxilio da alca ou agulha de platina, em microtubo contendo o caldo de infusdo de cérebro coragido (Brain
Heart Infusion, BHI), sendo incubado a 35+1 °C por 24+2 h. Apés esse periodo, foram adicionados 2 mL de
glicerol a 15% e as amostras foram congeladas a 20 °C negativos para posterior extracdo do DNA.

Para a de extracdo do DNA, as amostras foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 35+1 °C por
24+2 h. Apés isto foram centrifugadas por 5 minutos a 13.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e
acrescentado 800uL de agua deionizada, sendo realizada a homogeneizacdo e centrifugacdo nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente. Novamente o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 80uL
de agua deionizada e o conteddo resultante homogeneizado. Em seguida as amostras foram aquecidas a
96 °C por 10 minutos aproveitado 2pL do sobrenadante e colocado em um microtubo contendo 18uL de
agua ultra pura (Hexapur™). As amostras de DNA foram estocadas a 20 °C negativos até o momento da
analise.

A quantificagdo do DNA, a qual foi realizada por espectrofotometria (BioPhotometer D30
Eppendorf™) subsequentemente padronizadas com concentracdo final de 50 ng/10pL e entdo
pesquisaram-se os genes de viruléncia associados ao patotipos APEC (iss e iutA) por meio da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e as caracteristicas dos primers estido descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos primers utilizados para a PCR em insumos e ambiente de aviarios e
celulite de frangos de um matadouro avicola do Recéoncavo da Bahia.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos Amplicom (PM) Funcao

iss* GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 Resisténcia
CGCCTCGGGGTGGATAA ao soro

futA** GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 Aquisicdo de
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG ferro

* Fonte- Knobl et al. (2012) ** Fonte Johnson et al. (2008) PM-Peso Molecular
Fonte: dados da pesquisa

0 mix foi preparado em camara asséptica e 24 pL foram distribuidos em tubos de polipropileno
de 0.2mlL, e adicionado 1pL de cada amostra por tubo. Para o controle negativo utilizou-se a agua
ultrapura (Hexapur™), para os controles positivos foram utilizadas cepas padrdes cedidas pela Fundagao
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Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro, APEC (ATCC 25922). A reacdo de PCR foi realizada em termociclador
Mastercycler (Amplitherm™).

Posteriormente, 10uL do produto amplificado, assim como os controles positivo e negativo, e 2pL
do peso molecular de 50 pb DNA ladder foram adicionados em cada pogo do gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etidio (10 mg/mL), realizando-se a separagio por eletroforese, utilizando o equipamento
GSR® 1000STD em condi¢cdes de 100 minutos, 60V, 37mA e 2W. Apés essa etapa os resultados foram
observados ao transiluminador ultravioleta (Loccus®).

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versao 22.0, empregando-se a média
e desvio padrdo na andlise descritiva dos dados e freqiiéncia percentual para as variaveis qualitativas.
Para comparar dados obtidos nas carcagas e no ambiente dos aviarios foram empregadas as frequéncias
da ocorréncia do isolamento da bactéria e amplificacdo de genes de viruléncia, utilizando-se o teste de
correlagdo de Pearson para comparagdes multiplas e andlise de componentes principais com rotagao
varimax e normalizacdo de Kaiser. Consideraram-se os resultados estatisticamente significantes para
valores de p menores ou iguais a 0,05 ou 0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelaram que foram amplificados simultaneamente os genes iutA e iss
em 87,80% (72/82), a partir dos isolados de Escherichia coli das amostras de celulite. Os genes iutA e iss,
amplificaram em 97,56% (80/82) e 89,02% (73/82) respectivamente, dos isolados de Escherichia coli
originados de lesdes de celulite avidria (Figuras 1 e 2). A amplificacdo de apenas um gene ocorreu em
9,76% (8/82) para o gene iutA e 1,22% (1/82) para o gene iss (Tabela 2), confirmando a genotipagem de
isolados de E. coli oriunda de celulite como um método eficiente para identificacdo de estirpes bacterianas,
permitindo a identificacdo destes de forma mais precisa que outros métodos, conforme citado por Jefrey
etal. (2004).

PM CN CP 9 10 11 12 PM

Figura 1 - Fotografia de gel de agarose da PCR do gene iss em amostras de celulite de frangos,
insumos e ambiente de aviarios do Reconcavo da Bahia. Fragmento 760pb, PM-Peso Molecular
100pb, CN- Controle negativo, CP- controle positivo, amostras positivas 1 - 12.

PM CN CP 1 10 11 12 PM

Figura 2 - Fotografia de gel de agarose da PCR do gene iutA em amostras de celulite de frangos,
insumos e ambiente de aviarios do Reconcavo da Bahia. Fragmento 302pb, PM Peso Molecular
100pb, CN Controle negativo, CP controle positivo, amostras positivas 1 - 12.



64

Tabela 2- Frequéncia de Escherichia coli e genes de viruléncia iss e iutA em amostras de celulite de
frangos em aviarios do Reconcavo da Bahia

Origem Populagao * Média E. coli E. coli iss iutA n**
Aviario 1 2,90-6,34 (+1,41) 5,34 5/5 2/5 5/5 5
Aviario 2 3,43-7,34 (¢1,62) 6,02 3/5 3/3 2/3 5
Aviario 3 <1-9,0 (¥2,91) 4,85 30/39 26/30 30/30 39
Aviario 4 <1-7,60 (%2,26) 517 14/16 12/14 13/14 16
Aviario 5 <1-8,15 (%3,65) 4,59 4/6 4/4 4/4 6
Aviario 6 <1-7,0 (¥2,38) 4,35 9/11 9/9 9/9 11
Aviario 7 <1-7,40 (£2,35) 5,55 7/8 7/7 7/7 8
Aviario 8 7,08-7,60 (+0,23) 7,37 4/4 4/4 4/4 4
Aviario 9 7,00-7,97 (£0,43) 7,68 6/6 6/6 6/6 6

Total <1-9,0 (+2,57) 5,66 82/100 73/82 80/82 100

*Populacio de E. coli em log UFC/g **n - nimero de amostras de celulite

Corroborando com estes resultados, Corréa et al. (2013) amplificaram o gene iss em 92,8%
(26/28) e o gene iutA em 71,4% (20/28) de amostras coletadas em aves no Brasil. Em um trabalho
realizado com frangos na regido sul do Brasil, Brito et al. (2003) apresentaram caracteristicas genotipicas
semelhantes, pois amplificaram o gene iss em 83%(43/52) das amostras analisadas e o gene iutA foi
amplificado em 92% (48/52) das cepas de E. coli oriundas de lesdes de celulites aviarias.

Da mesma forma, em estudo sobre a prevaléncia de genes de viruléncia nas APEC nos Estados
Unidos, Rodriguez-Siek et al. (2005) encontraram o gene iss em amostras de aves (frangos e perus) em
76,5% dos isolados e o gene iutA em 92,7% destas amostras.

Barbiere et al. (2013) encontraram o gene iss em 78,5% (113/144) de isolados obtidos de graves
lesdes de celulite em frangos de corte provenientes de matadouros do Parana e nas cepas APEC isoladas
na Coréia do Sul entre 1985 e 2005 e Jeong et al. (2012) amplificaram o gene iss em 78,2% das amostras.

A presenca de 19 genes de viruléncia em 460 isolados de Escherichia coli, procedentes de Franca,
Espanha e Bélgica, sendo 352 patogénicos e 108 ndo patogénicos, foi detectada utilizando a PCR e
hibridizacdo, e dentre os genes predominantes nas amostras patogénicas, o iutA, gene da aerobactina, foi
amplificado em 82,7% das cepas patogénicas (Schouler et al. 2012).

A ecologia da Escherichia coli geradora de lesodes de celulite e de septicemia ainda nao esta clara,
entretanto os estudos de Jeffrey et al. (2004) indicam, baseados em achados genéticos, que os mesmos
marcadores de DNA das lesdes nos frangos permanecem distintos entre fazendas geograficamente
separadas, permitindo inferir que o ambiente do aviario, especialmente a cama, seja o reservatorio
primario das Escherichia coli das lesdes de celulite.

Segundo Paganini (2004), cama é todo o material distribuido sobre o piso de galpdes para servir
de leito as aves, sendo constituido de uma mistura de excreta, penas das aves, ragio e o material utilizado
sobre o piso, os dados da presente pesquisa revelaram que a cama foi a amostra mais contaminada por
Escherichia coli. Conforme a tabela 3, a bactéria Escherichia coli foi isolada em 92,9% (13/14) das
amostras coletadas dos sete galpdes analisados.

Tabela 3 - Frequéncia de Escherichia coli e genes de viruléncia iss e iutA em insumos e ambiente de
aviarios do Recdncavo da Bahia.

Tipo de amostra Populacgao E. coli* Média E. coli* E. coli iss iutA n¥E*
Ragdo depésito <1-5,80 (¢1,79) 2,33 10/14 0/10 7/10 14
Rag¢do comedouro <1-5,28 (¢1,87) 2,81 11/14 6/11 11/11 14
Cama <1-7,79 (x1,78) 5,29 13/14 4/13 11/13 14
Agua reservatério NQ** NQ** 5/14 2/5 4/5 14
Agua bebedouro NQ** NQ** 11/14  5/11  11/11 14
Total <1-7,79 (¢2,20) 3,48 50/70 17/40  36/40 70
*Populagdo em log UFC/g

**NQ - Nao quantificado

***n - nimero de amostras
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Resultados semelhantes foram encontrados por Corréa (2013) que coletou 13 amostras de cama
de aviario diretamente nos galpdes situados na regido sul e sudeste do estado de Goias e isolou Escherichia
coli em 92,3% das amostras.

Segundo Xavier et al. (2010) a piora na qualidade da cama, principalmente pelo reuso que gera
compactacdo e aumento de umidade, determina o aparecimento de lesdes na pele, ocasionando o
surgimento de celulite, infec¢des subcutaneas resultantes da contaminacdo bacteriana nos arranhdes da
pele e, por conta destas lesdes, eles puderam observar a elevagdo no niimero de condenacgdes de carcagas
no processo de abate. Além disto, comparagdes da microbiota da cama de aves oriundas de propriedades
com diferentes manejos podem identificar praticas ou condi¢cdes que podem reduzir ou até eliminar
bactérias vegetativas agressivas.

A tabela 4 evidencia a correlagdo entre o isolamento de Escherichia coli nas amostras de celulite e
nas camas dos avidrios juntamente com a amplificacdo dos genes iss e iutA destas mesmas amostras.
Tabela 4 Correlacoes da frequéncia de Escherichia coli e genes de viruléncia iss e iutA em amostras
de celulite de frangos e de cama em aviarios do Reconcavo da Bahia.

Variaveis E. coli cel iss cel iutA cel E. coli cama iss cama iutA cama
E. coli cel 1,000

iss cel -0,458 1,000

iutA cel -0,302 0,431 1,000

E.coli cama 0,821*(12) -0,297 -0,186 1,000 0,32

iss cama 0,596 0,046 0,357 0,32 1,000

iutA cama 0,821*(22) -0,297 -0,186 1,000**(32) 0,32 1,000

* A correlacdo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
** A correlacdo € significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
cel - celulite

A primeira correlacdo destacada é entre as estirpes de Escherichia coli isoladas nas lesdes de
celulite e as obtidas nos aviarios, permitindo afirmar que é possivel que as mesmas estirpes de bactérias
que foram encontradas e isoladas de amostras das camas dos aviarios ocasionaram a infeccdo no tecido
subcutaneo das aves retiradas da linha de producdo (r=0,821, p<0,05). Destaca-se que ndo foram
encontradas outras pesquisas estudando possivel a correlagdo entre Escherichia coli isoladas das lesdes de
celulite e as obtidas nos aviarios.

A segunda é a correlagdo significativa foi obtida entre estirpes de Escherichia coli oriundas das
lesdes de celulite e a amplificagdo do gene iutA nos isolados de Escherichia coli provinientes das camas dos
aviarios (r=0,821, p<0,05). Este resultado reforca a primeira correlacdo, pois o gene iutA, caracteristico
das APEC, foi amplificado em 86% (12/14) das amostras oriundas de camas dos aviarios. Resultado
semelhante foi revelado pela pesquisa de Rodriguez-siek et al. (2005) que amplificaram 81,2% (368/451)
e de Johnson et al. (2008) quando iutA, gene sider6foro da aerobactina, foi amplificado em 97,3% (71/73).
Salienta-se que as amostras foram obtidas de aves em ambos os artigos.

A terceira correlagdo é entre os isolados de Escherichia coli oriundos das camas e os amplificados
do gene iutA de isolados de Escherichia coli das camas (r=1,000, p<0,01),e indica maior possibilidade do
patégeno isolado nas lesdes de celulite estar contido na cama dos aviarios.

Estudos correlacionam a APEC a ocorréncia de celulite avidria (Barros et al. 2013; Barbieri et al.
2013; Vieira et al.,, 2014; Huja et al. 2015), eles observaram que o manejo da cama se constitui em um
problema. Otutumi et al. (2013) revelam que o bom desempenho de um lote de frangos é associado a
qualidade da cama que ¢ influenciada por sua concentracdo de bactérias. Jefrey et al. (2004) afirmam que
quando os lotes apresentam alta incidéncia de celulite é necessario o aumento do periodo de vazio
sanitdrio e a troca da cama.

Os achados do presente estudo comprovam a presenca da APEC na cadeia produtiva da carne de
frango, o que, segundo Mohamed et al. (2014) pode permitir a transmissdo de patdégenos que carreiam
genes de resisténcia a antimicrobianos em seu material genético nas fazendas ou nas plantas industriais. A
possibilidade de produtos de origem aviaria serem fontes de EXxPEC causadoras de sepse em humanos é
demonstrada em varios estudos recente que demonstraram as similaridades entre as APEC e as ExPEC
humanas, especialmente por seus fatores de viruléncia (Manges & Johnson 2012), salientando desta forma
o potencial zoonotico do patégeno isolado nesta pesquisa.

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam a necessidade de que programas de controle
higiénico-sanitario sejam implantados e avaliados com mesma intensidade tanto no abate dos animais
como no ambiente do aviario, especialmente nas camas para assim reduzir a incidéncia de lesdes de
celulite nos frangos de corte.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a correlacdo positiva e significativa entre os isolados de Escherichia coli das
amostras do ambiente dos aviarios e das amostras de celulite é possivel tracar o provavel roteiro por onde
a bactéria Escherichia coli trafega desde a cama das aves até a planta industrial e dai até o consumidor
final por meio das lesdes de celulite nos frangos de corte.

Estes resultados reforcam a importancia da implantacdo de técnicas rigorosas de manejo
sanitdrio em todas as etapas do processo produtivo, em especial no avidrio, onde a troca ou
descontaminag¢do da cama entre os lotes é fundamental para a redug¢do da possibilidade de disseminacdo
de microrganismos patogénicos, em especial Escherichia coli.

Um vasto referencial tedrico, baseado em pesquisas com uso de diversas técnicas modernas,
permite afirmar que o potencial zoondtico das APEC deve ser mais atentamente avaliado por todos os que
participam da cadeia produtiva avicola, sejam da iniciativa privada ou dos 6rgaos publicos de fiscalizagdo
e pesquisa.

Assim, a comprovacdo da presenca dos genes de viruléncia iss e iutA nos isolados de Escherichia
coli, oriundos de lesdes de celulite e cama dos aviarios na regido do Reconcavo da Bahia deve ser um alerta
para todos que, de alguma forma, se relacionam com esta fonte de proteina tio estratégica que é a carne
de frango.

AGRADECIMENTOS
A Coordenacio de Aperfeicoamento de Nivel Superior pela concessio de bolsa de estudos. A
Fundac¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro pela disponibilizacdo das cepas padrdo utilizadas
como controle positivo, ao matadouro avicola e a todos os produtores rurais que permitiram a coleta das
amostras.

REFERENCIAS
Allan B., Buchanan R.M,, Hauta R., Hurk ].V.D., Wilsoninnate H.L. 2012. Immune Cocktail Partially Protects
Broilers Against Cellulitis and Septicemia. Avian Diseases, v. 56, n. 4, p.659-669,
Andrade C.L. Ferreira G.B., Franco R.M., Nascimento E.R., Tortelly R. 2006. Altera¢des patoldgicas e
identificacdo da Escherichia coli como agente causal da celulite aviaria em frangos de corte inspecionados
em um matadouro de Sdo Paulo. Revista Brasileira de Ciéncias Veterinarias, v. 13, n. 3, p. 139-143, set-dez.
Andreatti Filho R.L. 2006. Saude aviaria e doengas. Sdo Paulo: Roca, 314p.
Barbieri N.L., Oliveira A.L., Tejkowski T.M., Pavanelo D.B., Assumpg¢ao M., Rocha D., Matter L.B., Callegari-
Jacques S.M., Benito, ].G.B., Brito B.G., Horn F. 2013. Genotypes and athogenicity of cellulitis isolates reveal
traits that modulate APEC virulence. Plos One. v. 8, aug.
Barnes H.J., Vaillancourt J.P., Gross W.B. 2008. Colibacillosis. In: SAIF, Y.M. (Ed.) Diseases of poultry. e. 12,
p. 631-656.
Barros L.S.S,, Silva R.M. Silva I.LM.M,, Baliza M., Freitas F. 2013. Escherichia coli from cellulitis lesions in
broilers., Food Measure, v.7, p.40-45.
BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n. 210, de 26 de novembro de 1998.
Aprova o Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Higiénico Sanitaria da Carne de Aves. Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 1998.
Brito B.G., Gaziri L.C.J. & Vidotto, M.C. 2003.Virulence Factors and Clonal Relationships among Escherichia
coli Strains Isolated from Broiler Chickens with Cellulitis. Infection and Immunity, v. 71, n. 7, p. 4175-
4177, jul
Brito B.G., Tejkowski T.M., Jaenisch F.R.F., Brito K.C.T. 2010 Fatores de risco envolvidos na dermatite
necrotica dos frangos de corte, In: SIMPOSIO DE SANIDADE AVICOLA, 7.,, Santa Maria. Anais eletrénicos...
Santa Maria: UFSM, 2010. Disponivel em: <
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/bitstream/doc/874979/1/05.pdf> Acesso em: 13 mai. 2015.
Broom, D.M. & Reefmann, N. 2005. Chicken welfare as indicated by lesions on carcases in supermarkets.
British Poultry Science, v. 46, n. 4, p. 407-414.
Corréa, F.AF. 2013. Pesquisa de bactérias com determinacdo do perfil de sensibilidade em visceras
comestiveis de frango de corte, penas e camas de aviarios,. 48f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal)
- Escola de Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Goias. Goiania.
Corréa, LM.O.; Flores, F.; Schneiders, G.H.; Pereira, L.Q.; Brito, B.G.; Lovato, M. 2013. Detecgdo de fatores de
viruléncia de Escherichia coli e andlise de Salmonella spp. em psitacideos. Pesquisa Veterindria Brasileira,
v. 33, n. 2, p.241-246, fev.
Coufal, C.D.; Chavez, C.; Niemeyer, P.R.; Carey, ].B. 2006. Effects of top-dressing recycled broiler litter on
litter production, litter characteristics, and nitrogen mass balance. Poultry Science, v. 85, p. 392-397.



67

Ghanbarpour, R.; Salehi, M. & Oswald, E. 2010. Virulence genotyping of Escherichia coli isolates from avian
cellulitis in relation to phylogeny. Comparative Clinical Pathology, Londres, v.19, p.147-153.

Huja, S.; Oren,Y.; Trost, E.; Brzuszkiewicz, E.; Biran, D.; Blom, ].; Goesmann, A.; Gottschalk, G.; Hacker, J.;
Ron, E.Z.; Dobrindt, U. 2015. Genomic Avenue to Avian Colisepticemia. Mbio. Washington, v.6, p.1-13, jan.-
fev.

Jeffrey, ].S.; Singer, R.S.; O’Connor, R.; Atwill, E.R. 2004. Prevalence of Pathogenic Escherichia coli in the
broiler house environment. Avian Diseases, v. 48, p.189-195.

Jeong, Y.W.; Kim, T.E.; Kim, ].H.; Kwon, H.]. 2012. Pathotyping avian pathogenic Escherichia coli strains in
Korea. Journal of Veterinary Science, v. 13, n. 2, p.145-152.

Johnson, T.J.; Wannemuehler, Y.; Doetkott, C; Johnson, S.J., Rosenberger, S.C.; Nolan, L.K. 2008.
Identification of Minimal Predictors of Avian Pathogenic Escherichia coli Virulence for Use as a Rapid
Diagnostic Tool. Journal of Clinical Microbiology, v. 46, n. 12, p. 3987-3996.

Jones, T.A.; Donnelly, A.C. & Dawkins, M.S. 2005. Environmental and management factors affecting the.
wellfare of chickens on commercial farms in the United Kingdom and Denmark stocked at five densities.
Poultry Science, v. 84, p. 1155-1165.

Kazemnia, A.; Ahmadi & M.; Dilmaghani, M. 2014. Antibiotic Resistance Pattern of Different Escherichia
coli Phylogenetic Groups Isolated from Human Urinary Tract Infection and Avian Colibacillosis. Iranian
Biomedical Journal, v. 18, n.4, p. 219-224.

Kaper, ].B.; Nataro, J.P. & Mobley, H.L.T. 2004. Pathogenic Escherichia coli. Nature, v. 2, p. 123-140.

Knébl, T.; Moreno, A.M.; Paixdo, R.; Gomes, T.A.T.; Aparecida, M.; Vieira, M.; Leite, D.S.; Blanco, ].E.; Ferreira,
A.J.P. 2015. Prevalence of Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) Clone Harboring sfa Gene in Brazil.
The Scientific World Journal. 7 p. 2012. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3361264 /pdf/TSW]2012-437342.pdf> . Acesso em: 13
mai.

Lima-Filho, ].V.; Martins, L.V.; Nascimento, D.C.; Ventura, R.F.; Batista, ]J.E,; Silva, A.F.; Ralph, M.T.; Vaz, R.V,;
Rabello, C.B.; Silva, .M., Evéncio-Neto, J. 2013. Zoonotic potential of multidrug-resistant extraintestinal
pathogenic Escherichia coli obtained from healthy poultry carcasses in Salvador, Brazil. Brazilan Jornal
Infectious Diseases, v. 17, n. 1, p. 54-61.

Machado, L.S.; Nascimento, E.R.; Pereira, V.L.A.; Almeida, D.O.; Abreu, D.L.C.; Gouvéa R. 2013. PCR na
deteccdo de gene felA de Escherichia coli em frangos de corte condenados por aerossaculite pela inspecao
sanitaria federal. Arquivos do Instituto Biolégico v. 80, n. 2, p. 145-149, abr./jun.

Manges, A.R. & Johnson, ].R., 2012. Food-Borne Origins of Escherichia coli Causing Extraintestinal
Infections. Food Safety, v. 55, p. 712-719.

Mendes, A.A. & Komiyama, C.M. 2011. Estratégias de manejo de frangos de corte visando qualidade de
carcaca e carne. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 40, p. 352-357, (supl. especial).

Mohamed, M.A.; Shehata, M.A. & Rafeek, E. 2014. Virulence Genes Content and Antimicrobial Resistance in
Escherichia coli from Broiler Chickens. Veterinary Medicine International. 6 p. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4259055/pdf/VMI2014-195189.pdf>. Acesso em: 13
mai. 2015.

Mohee, R.; Driver, M. & Sobratee, N. 2008. Transformation of spent broiler litter from exogenous matter to
compost in a sub-tropical context. Bioresource Technology, v. 99, p. 128-136.

Nakazato, G.; Campos, T.A.; Stehling, E.G.; Brocchi, M.; Silveira, W.D. 2009. Virulence factors of avian
pathogenic Escherichia coli (APEC). Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 29, n. 7, p. 479-486.

Otutumi, L.K,; Previato do Amaral, P.F.G.; Piau Janior, R.; Moura, D.]., Carvalho, T.M.R.; Dalberto, ].L.; Brito,
B.G. 2013. Efeito de micro-organismos benéficos no tratamento da cama de frango. Arquivo de Ciéncias
Veterindrias e Zoologia UNIPAR, Umuarama, v. 16, n. 2, p. 121-127, jul./dez.

Paganini, F.J. 2004. Manejo de Cama. In: Mendes, A.A.; Otutumi Naas, .A.,, Macari, M. Producdo de frangos
de corte. Campinas: FACTA.

Rodriguez-Siek, K.E., Giddings, C.W., Doetkott, C., Johnson, T.]J., Nolan, L.K. 2005. Characterizing the APEC
pathotype. Veterinary Research, v. 36, p. 241-256.

Rojas, T.C.G.; Maluta, R.P.; Koenigkan, L.V.; Silveira, W.D. 2014. In silico phylogenetic and virulence gene
profile analyses of avian pathogenic Escherichia coli genome sequences. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.
34,n.2,p.129-133.

Schouler, C.A.; Schaeffer, B.; Brée, A.; Mora, A.; Dahbi, G.; Biet, F.; Oswald, E.; Mainil, ].; Blanco, J.; Schouleur,
M.M. 2012. Diagnostic Strategy for Identifying Avian Pathogenic Escherichia coli Based on Four Patterns of
Virulence Genes Journal of Clinical Microbiology, p 1673-1678, feb. Disponivel em:<
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3347144 /pdf/zjm1673.pdf>. Acesso em: 13 mai.2015.
Silva, N.; Junqueira, V.C.A,, Silveira, N.F.A., Taniwaki, M.H., Santos, R.F.S., Gomes, R.A.R 2007. Manual de
Métodos de Andlise Microbiolégica de Alimentos. 3. Ed. Sdo Paulo: Livraria Varela.



68

Vieira, T.B.; Pereira, V.L.A,; Franco, R.M.; Nascimento, E.R;; Silva, R.C.F,; Tortelly, R. 2014. Potencial
patogénico e carater séptico de Escherichia coli pela identificacdo dos fatores de viruléncia iss e felA em
celulite e mitdos de frangos sob Inspe¢ido Sanitaria. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, Rio de
Janeiro, v.36, n.2, p.144-152, abr.-jun.

Xavier, D.B.; Broom, D.M.; McManus, C.M.P.; Torres, C.; Bernal, F.EM. 2010. Number of flocks on the same
litter and carcase condemnations due to cellulitis, arthritis and contact foot-pad dermatitis in broilers.
British Poultry Science, v. 51, n. 5, p. 586-591.



5.2- SEGUNDO ARTIGO
Submetido ao periddico CIENCIA RURAL

69



70

Correlacéo entre a presenca de Escherichia coli em lesdes de celulite e figados de frango
Correlations between the presence of Escherichia coli in broilers’s cellulitis lesions and

livers.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi verificar a presenca de Escherichia coli nas lesdes de celulites e
figados de frangos e relatar a correlacdo entre estes achados. Entre agosto de 2013 a janeiro de
2014, foram retiradas 100 carcacas da linha de producdo de um matadouro avicola no estado
da Bahia por apresentarem lesdes de celulite, estas e os figados foram retirados
assepticamente para serem analisados. Foi quantificada E. coli, pelo método rapido de
contagem Petrifilm™ (3M Company) (AOAC 998.8), conforme orientacGes do fabricante e
os isolados de E. coli foram analisados quanto a presenca dos genes iss e iutA, utilizando a
PCR. E. coli foi isolada de 82 das 100 aves retiradas da linha de producéo, e em 40 destas 82
(48,78%) a bactéria foi detectada concomitantemente nas lesdes de celulite e figado com
contagens variando de 1,00 a 4,73 log UFC/g nos isolados dos figados e de 2,00 a 9,00 log

UFC/g, nas lesdes de celulite. Das 100 aves analisadas E. coli foi detectada em ambas as
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amostras, figados e lesdes de celulite, em 40 frangos e a analise genotipica revelou a
amplificacdo dos genes iutA e iss nos isolados de figado e celulite de 24 das 40 aves (60%).
Foi observada correlacdo positiva e significativa (r=0,22; p<0,05) entre as variaveis
ocorréncia de E. coli isolada das amostras dos figados e ocorréncia E. coli isolada das lesdes
de celulite e, nos casos em que foi detectada a ocorréncia de E. coli isolada em figado e lesdes
de celulite, correlagdes positivas e significa também foram evidenciadas entre as populacoes
de E. coli dos isolados dos figados e das les6es de celulite, (r=0,46; p<0,05). Assim, a relacao
entre as lesbes de celulite e a contaminacdo de outros Orgdos das aves, como o figado,
caracterizando uma infeccdo sistémica, permite afirmar que o descarte parcial das carcacas
nas plantas industriais dos matadouros avicolas em caso de ocorréncia de celulite aviaria, poe
em risco o consumidor final, desta forma, sugere-se que a presenca de lesdes de celulite seja

utilizada como critério para o descarte total da carcaca.

Palavras-chave: Escherichia coli, inspecédo sanitéria; colibacilose, genes de viruléncia

ABSTRACT

The aim of this research was to verify the presence of Escherichia coli in broilers’s cellulitis
lesions and livers and report correlations between this findings. From August 2013 to January
2014 100 cellulitis lesions were collected from production line from a poultry slaughterhouse
located in Bahia State for having cellulitis lesions. These lesions and livers were aseptically
removed for analysis. It was verified the E. coli population, by the rapid Petrifilm Count
Method of ™ (3M Company), (AOAC 998.8) according to manufacturer's directions. E. coli
strains were analyzed for the presence of iss and iutA genes using the Polymerase Chain

Reaction (PCR). E. coli was isolated from 82 of 100 poultry removed from the production
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line and in 40/82 (48.78%) the bacteria was detected simultaneously in cellulitis lesions and
livers with counts ranging from 1.00 to 4.73 log CFU/g from livers isolates and from 2.00 to
9.00 log UFC/g from cellulitis lesions isolates. Of the 100 poultry examined E. coli was
detected in both samples, livers and cellulitis lesions, in 40 broilers and genotypic analysis
revealed the simultaneous amplification of iutA and iss genes in liver and cellulite isolates in
24 of 40 birds (60%). There was a positive and significant correlation, (r=0.22; p<0.05),
between variables occurrence of E. coli isolated from liver samples and occurrence of E. coli
isolated from cellulitis lesions and, for samples which E. coli isolated was obtained for liver
and cellulitis lesions, also positive and significant correlation was found between E. coli
populations in liver and cellulitis lesions (r=0.46; p<0.05). Thus the relationship between
cellulite injuries and other organs contamination such as liver, featuring a systemic infection,
permits to affirm that the partial disposal of carcasses in industrial plants of poultry
slaughterhouse in the event of avian cellulitis, endanger the consumer this manner is
suggested that the presence of cellulitis lesions is used as a criterion for the total carcass

discharge.

Key words: Escherichia coli, sanitary inspection; colibacilosis, virulence genes

INTRODUCAO

A industria avicola possui forte impacto no mundo, uma vez que fornece proteina

animal a baixos custos. Avancando nas areas de nutri¢cdo, genética, manejo e sanidade, a

avicultura é considerada a atividade pecuéria de maior crescimento dos ultimos tempos

(JACOBSEN & FLORES, 2008).
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A producdo de carne de frango no Brasil, principal produto avicola, foi de 12,520
milhGes de toneladas em 2014, mantendo o posto de terceiro maior produtor de carne de
frango, atras dos Estados Unidos e da China, constituindo-se o maior exportador mundial,
enviando para o exterior 3,918 milhdes de toneladas de carne e produtos de carne de frango
(ABPA, 2014; IBGE, 2015)

Para a manutenc¢do dessa posicdo de destaque, 0 pais necessita aumentar e incrementar
sua eficiéncia produtiva, atender os aspectos de qualidade da carne e as exigéncias
relacionadas ao bem estar animal, além de preservar o meio ambiente, objetivando o
crescimento econdmico e evolucdo na producdo (PASCHOAL et al. 2012).

Os orgdos responsaveis pela garantia de qualidade sanitaria da carne e visceras para o
consumo sao o Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), servico oficial permanente de inspecdo sanitaria dos matadouros
avicolas, e suas representacdes estaduais e municipais. Os médicos veterinarios encarregados
da inspecdo realizam a inspecdo ante mortem, que compreende o exame visual dos lotes de
aves destinadas ao abate e 0 exame post mortem que é realizado nas linhas de inspecdo, que
sdo pontos na secdo de matanca, especificamente na calha de evisceracdo (BRASIL, 1998;
GOMIDE et al. 2006).

Apesar do 6timo desempenho, a avicultura vem apresentando problemas relacionados
a sanidade das aves, em funcdo da escala industrial da criacdo dos frangos de corte,
constatando-se que as enfermidades cutaneas, especialmente a celulite aviaria, vém se
tornando cada vez mais frequentes, gerando crescentes prejuizos a producédo avicola. Estes
danos sdo causados pela condenagdo parcial ou total das carcagas nos matadouros, com
reducdo no valor do produto final, despesas com méao-de-obra adicional e equipamentos,
reducdo na velocidade de processamento das carcacas e gastos com limpeza e desinfeccdo das

instalagdes (ANDRADE et al., 2006, VIEIRA et al., 2014)
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Dentre as causas da celulite aviaria, destacam-se 0 manejo e a nutri¢cdo inadequados e
a presenca de patdgenos, como Escherichia coli, que pode invadir o organismo da ave a partir
de uma solucdo de continuidade na pele (VIEIRA et al. 2006).

As principais caracteristicas da celulite aviaria, causada por cepas patogénicas de
Escherichia coli, sdo a inflamacdo subcutanea, principalmente na coxa e abdémen e as
alteracbes macroscopicas como o espessamento e irregularidade da pele com alteragcdes na
coloracdo e a formacdo de placas amarelas destacaveis no subcutaneo (ANDRADE et al.,
2006; GHANBARPOUR et al. 2010).

Gomis et al. (1997, 2000) demonstraram que aves condenadas por celulite podem
apresentar também lesdes em coracdo, sacos aéreos, 0ssos, articulacGes e/ou figado.
Obijetivando zelar pela satde publica BRASIL (1998) preconiza que qualquer 6rgao ou outra
parte da carcaca que estiver afetado por um processo inflamatério devera ser condenado e, se
existir evidéncia de carater sistémico do problema, a carcaca e as visceras na sua totalidade
deverdo ser condenadas. Os critérios de condenacdo de visceras de frango (Gallus gallus),
especialmente de figados, consideram os aspectos visuais (cor, forma e tamanho),
consisténcia e odor do 6rgéo.

S0 inimeras as alteracbes que o figado de frango pode apresentar, incluindo
disturbios circulatérios, degenerativos, inflamatorios e neoplasicos. Muitas lesGes hepaticas
ndo sdo especificas quanto a etiologia, mas fornecem informacBes importantes sobre a
ocorréncia de doencas sisttmicas (HOERR, 1996; CALNEK, 1997).

Assim, considerando a escassez de estudos que correlacionem achados
microbiologicos e moleculares em lesdes de celulites e figados de frangos, e pela
possibilidade de haver correlacdes entre a presenca de Escherichia coli e os genes de
viruléncia caracteristicos de Escherichia coli Patogénica para Aves (APEC) nas lesdes de

celulite e nos figados dos frangos durante a evolucdo do processo infeccioso, objetivou-se
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descrever a presenca de Escherichia coli nas lesdes de celulites e figados de frangos e relatar
a correlacao entre estes achados, possibilitando sugerir novos critérios de descarte de carcacas
a partir da observacao de lesdes de celulites nas linhas de producdo em matadouros avicolas.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras, isolamento e contagem bacteriana

No periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014, em um matadouro avicola do
Recbncavo Sul baiano, sob fiscalizacdo da Agéncia de Defesa Agropecuéria da Bahia
(ADAB), foram coletadas 100 amostras de lesbes de celulites e figados de frangos (Gallus
gallus) que apresentavam lesdes de celulite, originadas de 100 aves criadas em nove aviarios
da regido.

Para pesquisa de Escherichia coli, as amostras foram coletadas assepticamente com
auxilio de uma lamina de bisturi em coletores estéreis, identificados e transportados em caixa
isotérmica com gelo quimico, e, imediatamente apds a coleta, foram enviadas ao Laboratério
de Pesquisa em Microbiologia do Nucleo de Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI)
do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(CCS/UFRB). Para isolamento de Escherichia coli foi utilizado o método rapido de contagem
em placas Petrifilm™ (3M Company), utilizando a Placa Petrifilm EC™ (AOAC 998.8),
conforme orientacGes do fabricante. A contagem de coldnias caracteristicas foi realizada com
auxilio de um contador de col6nias modelo CP600 Plus (Phoenix®), calculando-se o numero
de log UFC/g (SILVA et al., 2007).Pesquisa de genes de viruléncia de APEC

Inicialmente foram isoladas ate trés colbnias tipicas de Escherichia coli oriundas da
placas Petrifilm EC™ (3M Company). Cada col6nia foi inoculada, com o auxilio da al¢a ou
agulha de platina, em microtubo contendo o caldo de infusdo de cérebro coragédo (Brain Heart

Infusion, BHI), sendo incubado a 35+1 °C por 24+2h. Apoés esse periodo, foram adicionados
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2mL de glicerol a 15% e as amostras foram congeladas a 20 °C negativos para posterior

extracdo do DNA.

Para a de extracdo do DNA, as amostras foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a
35x1 °C por 24+2h. Apos isto foram centrifugadas por 5 minutos a 13500 rpm. O
sobrenadante foi descartado e acrescentado 800uL de &gua deionizada, sendo realizada a
homogeneizacdo e centrifugacdo nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente. Novamente
0 sobrenadante foi descartado e foram adicionados 80uL de dgua deionizada e o conteddo
resultante homogeneizado. Em seguida as amostras foram aquecidas a 96 °C por 10 minutos
aproveitado 2L do sobrenadante e colocado em um microtubo contendo 18uL de &gua ultra
pura (Hexapur™). As amostras de DNA foram estocadas a 20 °C negativos até 0 momento da

analise.

A quantificacdo do DNA, a qual foi realizada por espectrofotometria (BioPhotometer
D30 Eppendorf(™) subsequentemente padronizadas com concentrag@o final de 50 ng/10uL e
entdo pesquisaram-se 0s genes de viruléncia prevalentes nos patotipos APEC (iss e iutA) por

meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

As caracteristicas dos primers estdo descritas na tabela 1.
Tabela 1 - Caracteristicas dos primers da PCR em amostras de lesdes de celulite e figados de

frangos oriundos de um matadouro avicola do Recéncavo da Bahia.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos Amplicom Funcéo
(PM)
iss* GTGGCGAAAACTAGTAAAACAGC 760 Resisténcia
CGCCTCGGGGTGGATAA a0 soro
IUtA** GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 Aquisicdo
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG de ferro

* Fonte- Knobl et al. (2012) ** Fonte Johnson et al. (2008). PM-Peso Molecular
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O mix foi preparado em camara asséptica e 24ulL foram distribuidos em tubos de
polipropileno de 0.2mL, ¢ adicionado 1uL de cada amostra de DNA por tubo. Para o controle
negativo utilizou-se a agua ultrapura (Hexapur™), para 0s controles positivos foram
utilizadas cepas padrdes cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro, APEC
(ATCC 25922). A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Mastercycler

(Amplitherm™),

Posteriormente, 10uL do produto amplificado, assim como os controles positivo e
negativo, e 2uL. do peso molecular de 100pb DNA ladder foram adicionados em cada pogo do
gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL), realizando-se a separagdo
por eletroforese, utilizando o equipamento GSR®1000STD em condi¢des de 100 minutos,
60V, 37TmA e 2W. Apds essa etapa os resultados foram observados ao transiluminador
ultravioleta (Loccus®).

A analise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 22.0,
empregando-se a média e desvio padrdo na analise descritiva dos dados e freqliéncia
percentual para as varidveis qualitativas. Para comparar as frequéncias da ocorréncia do
isolamento da bactéria Escherichia coli das lesbes de celulite e dos figados e das
quantificacbes dos isolados de Escherichia coli nas lesdes de celulites e dos figados utilizou-
se 0 Teste de Correlacdo de Pearson. Consideraram-se 0s resultados estatisticamente

significantes para valores de p menores ou iguais a 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escherichia coli foi isolada de 82 das 100 aves retiradas da linha de producgédo e em

40/82 (48,78%) a bactéria foi detectada concomitantemente nas lesdes de celulite e figado

(Tabela 2). As populacdes de Escherichia coli nos isolados dos figados variaram de 1,00 a
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4,73 log UFC/g e nas lesbes de celulite de 2,00 a 9,00 log UFC/g, corroborando com o0s
resultados de Vieira et al. (2013) que isolaram estirpes de Escherichia. coli em 50 amostras de
aves oriundas de um matadouro frigorifico do Estado do Rio de Janeiro, nas quais em 50%
(n=25) a bactéria estava presente simultaneamente nas lesdes de celulite e figado.

Tabela 2. Frequéncia de Escherichia coli e genes de viruléncia em amostras de lesdes de

celulite e figados de frangos oriundos de um matadouro do Reconcavo da Bahia.

Achado /Localizacéo Celulites Figados Celulites e Figados
Escherichia coli 82/100* 45/100* 40/100*

IUtA 80/82 43/45 38/40

Iss 73/82 29/45 24/40

IUtA e iss 24/40 24/40 24/40

* 100 namero de carcacas com lesdes de celulite retiradas da linha de producéo de
matadouro frigorifico do Recdncavo da Bahia.

Resultados contrastantes foram encontrados por Gomis et al. (2001), em pesquisa
realizada no Canadé, que isolaram Escherichia coli em 237 amostras de celulite e apenas em
trés destas a bactéria também foi isolada no figado com lesGes macroscopicas, entretanto a
inexisténcia de achados macroscopicos nao garante a inocuidade do 6rgdo, como
comprovaram Silva et al. (2012) quando isolaram Escherichia coli em 60% (18/30) das
amostras de figados de frangos sem alteragdes macroscépicas no Reconcavo da Bahia.

Foi observada correlagdo positiva e significativa (r=0,22; p<0,05) entre as variaveis
ocorréncia de Escherichia coli isolada das amostras de figado e Escherichia coli isolada das
lesGes de celulite, utilizando-se o coeficiente de correlagdo linear de Pearson. Brito, et al.
(2003) afirmaram que estirpes de Escherichia coli isoladas de celulite estdo mais associadas
ao surgimento de sepse do que isolados de outras manifestacdes clinicas de colibacilose.

Johnson et al. (2001) inocularam experimentalmente a bactéria Escherichia coli em aves para
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propiciar o surgimento de lesbes de celulite e constataram outras manifestacdes clinicas da
colibacilose na maioria das aves contaminadas, incluindo perihepatite, pericardite e
aerosaculite.

Outra correlacdo positiva e significativa observada, para as amostra em que
Escherichia coli foi isolada no figado e nas lesbes de celulite, foi entre a populacdo de
Escherichia coli dos isolados de figados e das lesdes de celulite, (r=0,46; p<0,05), revelando
que quanto maior a presenca da bactéria nas lesdes de celulite, maior serd a populacao
bacteriana nos figados, reforcando assim os achados de Vieira et al. (2013), que sugerem que
estirpes de Escherichia coli penetram no organismo animal por meio da lesdo de celulite e
alcancam os 6rgaos internos.

Em 40 das 100 amostras de figado e lesdes de celulite analisadas foi detectada a
Escherichia coli e a analise genotipica revelou a amplificacdo concomitante dos genes iutA e
iss em 24 das 40 amostras (60%) positivas para E. coli, caracterizando assim estas estirpes
como APEC, haja vista que, segundo Brito et al. (2010), os genes pesquisados sdo
considerados marcadores moleculares de viruléncia para os isolados de Escherichia coli
associados a lesdes de celulite.

Os achados das amplificacdes da PCR dos genes iutA e iss, caracteristicos de APEC,
nos isolados de figado e celulite foram encontrados em oito dos nove aviarios de onde foram
obtidas as amostras, demonstrando a possibilidade deste patdgeno estar disseminado nesta
regido do Estado da Bahia.

Resultados semelhantes foram encontrados por Brito et al. (2003) que identificaram
estirpes de Escherichia coli oriundas de lesdes de celulites apresentando fatores de viruléncia
semelhantes em 52 lotes de aves oriundas dos Estados da Regido Sul do Brasil, sugerindo

uma disseminagdo endémica deste patdgeno.
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Considerando a carne de frango como potencial veiculo de disseminagdo de patdogenos
de origem alimentar, especialmente APEC (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005), sendo as
EXPEC importantes causadores de infecgdes em humanos e aves, e ainda tendo em vista 0s
achados de homologia de sequéncias gendmicas entre cepas de APEC e de EXPEC humanas,
além da presenca de fatores de viruléncia de mamiferos em isolados oriundos de aves
(SCHOULER et al., 2004 e MALUTA et al., 2014), € evidente o potencial zoondtico deste
agente patogénico.

Por conseguinte, diante do eminente risco gerado pelas APEC para a saide humana e
corroborando com Vieira et al. (2014), que afirmaram que a remoc¢édo parcial das lesbes de
celulite apenas minimiza o aspecto repugnante da carcaca, sendo mais estética do que
higiénica, ndo contribuindo para eliminacdo da contaminacdo, que poderia se estender as
linhas de producéo, evidencia-se que os critérios oficiais de descarte de carcacas, sobretudo
no que tange o descarte parcial das areas afetadas por lesdes de celulite, precisam ser revistos,
passando a presenca de lesdes de celulite a ser um critério de descarte total e ndo parcial da
carcaca, haja vista a possibilidade de inseguranca alimentar gerada pelo consumo de carne de

frango e de seus subprodutos.

CONSIDERACOES FINAIS

A correlacdo positiva e significativa entre o isolamento de Escherichia coli nas les6es
de celulite e nos figados oriundos de aves criadas e abatidas na regido do Reconcavo da Bahia
sugere que a celulite aviaria seja o fator iniciador do processo patogénico infeccioso que
podera alcancar outros 0rgaos, em especial no figado destas aves.

A amplificacdo concomitante dos fatores de viruléncia, iutA e iss, na maioria das

vezes que Escherichia coli foi isolada simultaneamente em celulites e figados reforca a
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possibilidade de que o patotipo APEC esteja presente nos dois tecidos biologicos fortalecendo
a hipdtese de que a bactéria infecta o animal por meio das lesdes de pele e posteriormente
alcanca o figado, o que configuraria o carater sistémico, e ndo local, dos achados de lesdes de
celulite.

O potencial zoondtico das APEC e as evidéncias da relacdo entre as lesfes de celulite
e a contaminacéo de outros 6rgdos das aves, como o figado, permite afirmar que o descarte
parcial das carcagas nas plantas industriais dos matadouros avicolas, em caso de ocorréncia de
celulite aviaria, pde em risco ndo somente o consumidor de carne e produtos avicolas, como
também a cadeia produtiva de frango de corte, desde o aviario até o ponto de venda, passando
por todo o processo industrial e de distribuicao.

Por conseguinte, considerando a etiopatogenia da colibacilose iniciada pelas leses de
celulite, e 0 eminente caréater sistémico da infeccdo, pela presenca APEC no figado, torna-se
necessario que todas as carcacas que apresentarem lesdes de celulite sejam totalmente

descartadas visando a sustentabilidade dos neg6cios e a seguranca dos consumidores.
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Achados anatomo-histopatologicos de figados de frangos com

lesoes de celulite associados a Escherichia coli

Ricardo Mendes da Silva (1¢3) Isabella de Matos Mendes da Silva®®, Marcilio Delan Baliza® e

Sibele de Oliveira Tozetto Klein!?, Veronica Belote de Morais!?, Joaquim Evéncio-Neto®
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Resumo- Foram caracterizados aspectos andtomo-histopatolégicos de figados de frangos, relacionando os
achados a presenca ou auséncia de Escherichia coli. Foram coletadas 100 amostras de figados de frangos (Gallus
gallus) colhidas de carcacas com lesdes de celulite em uma linha de abate em um matadouro avicola no Estado
da Bahia. Analises histopatologicas foram realizadas sob microscopia de luz, ap6s corte histoldgico e coloracéo
de rotina pela Hematoxilina e Eosina (H.E). Analise microbioldgica utilizou Placas Petrifilm EC™ (3M
Company) (AOAC 998.8), conforme orientagbes do fabricante. Escherichia coli foi isolada em 44/100 dos
figados. Na analise anatomo-morfolégica ndo houve diferenca estatistica entre as amostras oriundas de figados
contaminados e ndo contaminados. A alteracdo histopatolégica em que foi detectada diferenca estatisticamente
significante foi o tipo celular dos infiltrados, sendo os heteréfilos mais prevalentes nos figados contaminados por
Escherichia coli e os infiltrados mistos caracteristicos de figados ndo contaminados por Escherichia coli.
Aspectos macroscopicos do figado devem continuar sendo utilizados como critério de descarte total de carcagas
de frango nos matadouros avicolas devendo ser incluidas as analises microbiolGgicas e histopatolégicas nas

rotinas de inspe¢do da producdo de carne de aves, para garantir producdo segura dos alimentos.

Termos para indexacao: Heterofilos; colibacilose; inspe¢do sanitaria; lesdo hepatica.
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Anatomical and histopathological findings of broiler livers with cellulitis

lesions associated with Escherichia coli.

Abstract- This study characterized anatomical and histopathological aspects of broilers livers associated with the
presence or absence of Escherichia coli. Broilers livers samples were collected taken from 100 carcasses that had
cellulitis lesions in a slaughter line in a poultry slaughterhouse in the Bahia State. Histopathological analyzes
were performed under light microscopy after histological section and routine staining (hematoxylin and eosin).
Microbiological analysis used the rapid Petrifilm Count Method EC™ (3M Company),, (AOAC 998.8)
according to manufacturer's directions. Escherichia coli was isolated from 44 of 100 livers. In the analysis of
anatomical and morphological characteristics there were no statistical differences between the samples from
contaminated livers and those not contaminated. The only histopathological alteration detected with statistically
significant difference was the infiltrates cell type. Hetrophilys cells were more prevalent in the contaminated
livers with Escherichia coli and mixed infiltrate were characteristic of livers without Escherichia coli isolates.
Macroscopic livers™ characteristics should continue to be used as a total disposal criteria of broilers’ carcasses in
slaughterhouses. Microbiological and histopathological should be routine analysis in the poultry meat production

sanitary inspection. This approach would ensure greater safety in broiler meat production.

Index terms: Heterophils; colibacillosis; sanitary inspection; liver injury.

Introducao

A inddstria avicola possui forte impacto no mundo, uma vez que fornece proteina
animal a baixos custos. No Brasil a producdo de carne de frango, principal produto avicola,
foi de 12,520 milhGes de toneladas em 2014. O pais manteve o posto de terceiro maior
produtor de carne de frango, atras dos Estados Unidos e da China, entretanto se constitui no
maior exportador mundial, com o envio de 3,918 milhdes de toneladas de carne e produtos de
carne de frango para o exterior em 2013 (IBGE, 2015).

Desta forma, torna-se necessaria a preocupacdo com 0s aspectos sanitarios,

objetivando o crescimento econdmico e evolugdo na produgdo, sendo imprescindivel o
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aprimoramento tecnolégico, o qual deve estar associado a evolucdo nas pesquisas
relacionadas a sanidade das aves (FRANCA, 2007).

O Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) é o servico oficial permanente de inspe¢édo sanitaria dos matadouros
avicolas, como também suas representacdes estaduais e municipais. Os médicos veterinarios
realizam a inspecdo ante mortem, que compreende o exame visual dos lotes de aves
destinadas ao abate e 0 exame post mortem que é realizado nas linhas de inspecédo, que sdo
pontos na se¢do de matanca, especificamente na calha de evisceracdo (Brasil, 1998).

Em funcdo da producdo em larga escala, do tipo de criacdo e do manejo de frangos de
corte as lesbes cutaneas, como a celulite aviaria, vém se tornando cada vez mais frequentes e
sdo consideradas como uma das maiores causas de condenacdes totais e parciais em todo o
mundo (Vieira et al., 2014).

As principais caracteristicas da celulite aviaria, causadas por cepas patogénicas de
Escherichia coli, sdo a inflamacdo subcutanea, principalmente na coxa e abddomen, e as
alteracbes macroscopicas, como 0 espessamento e irregularidade da pele com alteracbes na
coloracédo e a formacdo de placas amarelas destacaveis no subcutaneo (Andrade et al., 2006;
Ghanbarpour et al., 2010).

O critério de condenacdo por lesdes de celulite, segundo dados de Brasil (1998), indica
que estas, como qualquer érgdo ou outra parte da carcaca que estiver afetada por um processo
inflamatdrio, deverdo ser condenadas e, se existir evidéncia de carater sisttmico do problema,
a carcaga e as visceras na sua totalidade também deverdo ser condenadas, para os figados,
consideram-se majoritariamente os aspectos visuais, que sdo cor, forma e tamanho do 6rgao.

Gomis et al. (2000) demonstraram que aves condenadas por celulite apresentaram uma
combinacdo com outras lesbes em coragdo, sacos aéreos, 0ssos, articulagcdes e/ou figado.

Segundo Barcelos et al. (2006) no figado sdo observadas alteracbes macroscopicas de
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coloracdo, entretanto a principal alteracdo ndo residia somente na cor, mas no conjunto de
alteracdes, envolvendo cor, forma e consisténcia. Dentre alteracbes microscopicas mais
observadas destacaram-se a colangiohepatite multifocal e os infiltrados heterofilicos
estendendo-se também pelo parénquima hepatico. Os autores ressaltaram que muitas lesdes
hepaticas ndo sdo especificas quanto a etiologia, mas fornecem informac6es importantes sobre
a ocorréncia de doencas sistémicas.

Em seu estudo com 45 frangos de corte condenados por colibacilose no Rio Grande do
Sul, Casagrande (2013) também observou que as principais les6es histoldgicas ocorreram no
figado. Entretanto Silva et al (2012) analisaram 30 amostras de figados de frango
macroscopicamente inalterados na Bahia e observaram a presenca de Escherichia coli em 18
amostras dos figados analisados, sendo que todos os 6rgdos comestiveis foram oriundos de
dois matadouros inspecionados e iriam ser liberados para consumo.

Séo escassos estudos que correlacionem as lesbes macroscopicas de causa infecciosa
observadas em frangos de corte com a caracterizagdo histologica e o isolamento do patdgeno
nos Orgaos lesionados. Casagrande (2013) elucida que essa correlacdo é de extrema
importancia para que se estime o real impacto dos agentes infecciosos como causa de
condenacéo de carcagas.

Assim, considerando a necessidade de aprofundar o conhecimento acerca das
caracteristicas anatomo-histopatoldgicas do processo infeccioso causado pela bactéria
Escherichia coli em figados de frango oriundos de carcagas com lesdes de celulite, objetivou-
se neste trabalho caracterizar os aspectos anatomo-histopatologicos de figados de frangos,

relacionando os achados a presenca ou auséncia de Escherichia coli.

Material e Métodos
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No periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014, foram coletadas 100 amostras de
figados de frangos (Gallus gallus) que apresentavam les6es de celulite, na linha de abate de
um matadouro avicola do Recéncavo Sul baiano, sob fiscalizacdo da Agéncia de Defesa
Agropecuéria da Bahia (ADAB). Além das amostras de figados oriundas de carcacas com
celulite, trés amostras de figados de frango sem alteracGes macroscopicas e provenientes de
carcacas inalteradas também foram analisadas como controle negativo.

Para a avaliacdo das alteragdes macroscopicas dos figados foram utilizados como
parametros de descricdo comprimento, largura, espessura, peso e coloracdo, além de
observacGes da conformacdo e consisténcia da capsula e, cor e aspecto do parénquima.
Posteriormente todas as amostras foram fotografadas com uma cadmera Olympus modelo
E330. A analise anatomo-patologica foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Nucleo
de Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

As amostras dos figados, removidas sempre de um mesmo l6bulo hepético, foram
coletadas assepticamente com auxilio de material cirdrgico, imersas em solucdo de formol
neutro tamponado a 10%, durante 24 horas. Em seguida, foram conservadas em solucédo de
etanol a 70% até o processamento histoldgico. Apds processamento de rotina e inclusdo em
parafina liquida (60 °C), os cortes (5 um) foram realizados em micrétomo Leica RM2235 e
corados em Hematoxilina e Eosina (H.E). As analises foram realizadas sob microscopia de
luz e os resultados registrados com fotomicrografias (camera Olympus modelo DP21)
(microscépio Olympus modelo BX51).

Para pesquisa de Escherichia coli, as amostras foram coletadas assepticamente,
transportados em caixa isotérmica com gelo, e, imediatamente ap6s a coleta, foram enviadas

ao Laboratorio de Microbiologia da SANUTRI (CCS/UFRB). Para isolamento de Escherichia
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coli foi utilizado o método rapido de contagem em placas Petrifilm™ (3M Company),
utilizando a Placa Petrifilm EC™ (AOAC 998.8), conforme orienta¢des do fabricante.

Os dados foram tabulados com o programa estatistico SPSS versdo 20, sendo
realizadas analises descritivas e testes estatisticos de normalidade, seguidos por andlises de
correlagdo ndo paramétrica de Spearman e testes comparativos (Kruskal Wallis e Mann-
Whitney U) para avaliar a se havia diferencas significativas nas pontuacdes dos achados
anatomo-histopatologicos de figados de frangos contaminados, ou ndo, com Escherichia coli

(Reidy & Dancey, 2013).

Resultados e Discusséo
Escherichia coli foi isolada em 44% (44/100) dos figados coletados, corroborando
com Silva et al. (2012) que isolaram Escherichia coli em 45,50% (28/62) dos figados de
frango coletados em dois matadouros da Bahia. Por outro lado, Casagrande (2013) isolou

Escherichia coli em 18,42% dos 45 frangos de corte analisados no Rio Grande do Sul.
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Tabela 1 - Caracteristicas macroscdpicas de figados de frangos com lesGes de celulite coletados de matadouro

avicola no Recdncavo da Bahia.

Diagndstico Macroscopico Com E. coli Sem E. coli
n=44 n=56
Comprimento Médio 6,45 cm 6,54 cm
Largura Média 3,74 cm 3,65cm
Espessura Média 2,37cm 2,19cm
Peso Médio 52,84¢ 49,82 ¢
Coloracéo Castanho escura 14 (31,81%) 19 (33,90%)
A. areas pardas 17 (38,63%) 21(37,50%)
A. areas esverdeadas 4 (9,09%) 7 (12,50%)
A. areas enegrecidas 0 (0,00%) 1 (1,80%)
A. areas avermelhadas 4 (9,09%) 2 (3,60%)
Pardo 5 (11,36%) 6 (10,70%)
Capsula Lisa 43 (97,72%) 55 (98,21%)
Hemorragica e fridvel 1 (2,28%) 1 (1,79%)

Consisténcia Elastica 39 (88,63%) 52 (92,86%)
Friavel 5 (11,37%) 2 (7,14%)

Cor do parénquima Acastanhado 34 (72,27%) 46 (82,14%)
Pardo 10 (22,73%) 10 (17,86%)

Aspecto do parénquima Compacto 44 (100,00%) 55 (98,21%)
Friavel 0 (0,00%) 1 (1,79%)

A.- Acastanhada

O peso dos figados variou de 36g a 84g, para os figados contaminados com
Escherichia coli e entre 28g a 60g para 0s 0rgdos isentos deste microrganismo, apresentando
uma média de 52,849 e 49,82¢, respectivamente.

O tamanho do figado em relagdo & massa corporea varia conforme o animal e no caso
da galinha representa aproximadamente 2,7% do peso da carcaga. Neste estudo o peso dos

figados com isolados de Escherichia coli tiveram media de 2,79% do peso da carcaga, e
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naqueles ndo contaminados com esta bactéria a média de 2,63% do peso das carcacas,
observando-se percentuais semelhantes. E interessante lembrar que, segundo Santos et al.
(2008), os figados condenados se apresentam, na maioria das vezes, aumentados de volume,
com coloracdo variando entre manchas avermelhadas intercaladas com areas esverdeadas,
amareladas e palidas, mas ainda assim ndo permitem ao inspetor diagnostico etiologico
preciso.

De acordo com Silva et al. (2012) a coloracao esperada para um figado saudavel é
castanho escura, no presente estudo este achado foi encontrado em 14 (31,81%) e 19
(33,90%) das amostras com presenca e auséncia de Escherichia coli, respectivamente.

A coloracgdo acastanhada com areas pardas, a mais prevalente na presente pesquisa, foi
encontrada em 38,63% (17/44) em figados com isolados de Escherichia coli e em 37,50%
(21/56) dos figados onde ndo foram encontradas cepas de Escherichia coli. Resultados
contrastantes foram encontrados por Supartika et al. (2007) que observaram figados
acastanhados com areas pardas em apenas 3,56% (13/365) de frangos com doencas hepaticas
na Holanda.

Figados com é&reas esverdeadas foram detectados em 9,09% das amostras
contaminadas com Escherichia coli e em 12,50% daquelas que ndo produziram isolados de
Escherichia coli. A coloracdo com areas esverdeadas foi observada por Casagrande (2013) em
15,55% (7/45) dos figados de carcacas de aves com colibacilose e por Barcelos et al. (2006)
em 21,11% (19/90), ambos estudos realizados no Rio Grande do Sul.

Apesar de Brasil (1998) determinar que as alteragcdes macroscopicas do figado sejam
critérios utilizados para descarte total das carcacas, € importante ressaltar que segundo Dey et
al. (2003) a variacdo de coloracdo e peso dos figados pode estar relacionada a alimentagéo,

condi¢des ambientais que podem oscilar durante o ano. Além disto, os estudos de Silva et al.
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(2012) concluiram que a auséncia de alteracdo na coloracdo no figado ndo é garantia de que
este ndo possui alteracdo microscopica ou isencao de patdgenos.

As alteracdes na consisténcia do parénquima ndo foram percebidas em grande numero
de amostras no presente estudo, sendo constatada apenas uma amostra friavel em um figado
isento de Escherichia coli. Ja a coloracdo foi alterada em 22,73% dos figados contaminados
com Escherichia coli e em 17,86% das amostras isentas deste agente patogénico.

Os resultados das analises microscépicas estdo sumarizados na Figura 1 e na tabela 2
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Figura 1 -. Fotomicrografia de figados de frangos com lesdes de celulite de matadouro do Recdncavo da Bahia.
Observar em: A- Degeneragdo gordurosa macrovesicular (pontas de seta) e microvesicular (setas pequenas),
aumento 400x; B- Area de necrose, aumento 1000x Apoptose (setas pequenas); C-Area portal com: Hiperplasia
de ducto (setas pequenas) - Pericolangite heterofilica (cabega de seta) - Hipertrofia dos musculos lisos das

artérias (setas longas), aumento 200x; D- Infiltrado Mononuclear (seta pequena), 400x. Coloracdo H.E.
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Tabela 2 Tabela 2 - Caracteristicas microscopicas de figados de frangos com lesées de celulite coletados de

matadouro avicola no Recdncavo da Bahia.

Diagndstico microscopico ComE. coli Sem E. coli
n=44 n=56
Esteatose Presenca 10 (22,73%) 12 (21,43%)
Auséncia 34 (72,27%) 44 (78,57%)
Grau de esteatose Leve 2 (4,54%) 3 (5,36%)
Moderada 2 (4,54%) 2 (1,78%)
Severa 6 (13,63%) 7 (15,64%)
Infiltrado Presenca 44 (100,00%) 56 (100,00%)
Auséncia 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Tipo celular do infiltrado Heterofilo 15 (34,09%) 11(19,64%)
Mononuclear 20 (45,45%) 23 (41,07%)

Misto 9 (20,45%) 22 (39,29%)
Intensidade do infiltrado Leve 24 (54,54%) 31 (55,36%)
Moderado 16(36,36%) 9 (16,07%)
Severo 3 (6,82%) 14 (29,28%)

Localizacéo do infiltrado

Pericolangite

27 (61,36%)

39 (69,64%)

Colangiohepatite 3 (6,81%) 3 (5,36%)
Misto 14 (31,81%) 14 (25,00%)
Necrose Auséncia 35 (79,54%) 44 (78,57%)
Presenca 9 (20,45%) 12 (21,43%)
Hiperplasia de ducto Auséncia 12 (27,27%) 12 (21,43%)
Presenca 32 (72,73%) 44 (78,57%)
Focos de infiltrado Focal 1 (2,28%) 2 (3,57%)
Multifocal 43 (97,72%) 54 (96,43%)

A degeneracdo gordurosa, esteatose, foi observada em 22,73% das aves contaminadas

com Escherichia coli e em 21,43% dos figados ndo contaminados (Figura 1-A). Gesek et al.
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(2013) sugerem em sua pesquisa com trés linhagens diferentes de frangos de corte, que a
degeneracdo gordurosa pode estar associada a selecdo genética, a qual prioriza a conversao
alimentar, ou relacionada a presenca de infeccdes subclinicas, sendo esta Gltima a mais
provavel no presente estudo, ja que a selecdo das carcacas obedeceu o critério da presenca de
lesGes de celulite, que majoritariamente fazem parte de um processo infeccioso.

A necrose celular foi evidenciada em 20,45% dos figados contaminados por
Escherichia coli e em 21,43% dos 0Orgdaos que ndo estavam contaminados por este
microrganismo (Figura 1-B). Dados contrastantes foram encontrados por Supartika et al.
(2007) no qual foi evidenciada a presenca de focos de necrose em 51,66% das amostras de
figados de frangos.

Neste estudo a pericolangite (Figura 1-C) foi observada em 61,36% dos figados com
isolados de Escherichia coli e em 69,64% dos figados associados a auséncia desse
microrganismo. Em contraste, Barcelos et al. (2006) observaram este achado em apenas 9%
dos figados estudados com isolados de Escherichia coli.

No presente estudo a ocorréncia de colangiohepatite foi de 6,81% para os figados
contaminados e 5,36% em figados ndo contaminados por Escherichia coli, divergindo dos
resultados encontrados por Silva et al. (2012) que observaram estas alteracdes em 25,92% dos
figados contaminados com Escherichia coli, respectivamente.

Os mondcitos sdo as principais células fagociticas do sangue das aves e sdo as
precursoras do sistema mononuclear fagocitico podendo se fundir e formar células gigantes
multinucleadas. Infiltrados mononucleares foram denotados em 41,07% das amostras que nao
isolaram Escherichia coli e em 45,45% das amostras infectadas (Figura 1-D) e Silva et al.
(2012) demonstraram porcentagens menores (25,93%).

Infiltrados inflamatorios com presenca de heterdfilos foram notificados em 19,64%

nas amostras de figados sem a presenca de Escherichia coli e em 34,09% dos figados com
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isolados de Escherichia coli. Resultados semelhantes foram revelados por Silva et al. (2012),
que constataram a presenca de heterdfilos em 29,63%. Por outro lado, 0 mesmo tipo de
processo inflamatorio foi verificado em um percentual maior de amostras (56%) por Oliveira
et al. (2014) em Minas Gerais, em seus estudos, com 100 figados condenados na linha B de
inspecéo.

Resultados de testes estatisticos de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk
indicaram que a distribuicdo das pontuacdes das variaveis descritoras de aspectos anatomo-
histopatolégicos dos figados de frango desviava significativamente da distribuicdo normal
padrdo ao nivel de p<0,05 (Razali &Wah, 2011). Considerando os referidos resultados, bem
como recomendacOes da literatura estatistica (Reidy & Dancey, 2013), optou-se por realizar
0s testes de associacdo e de comparacao por meio de estatisticas ndo paramétricas. Assim, por
meio de analises de correlacdo de Spearman identificou-se que a Unica variavel com
associacao significativa, ao nivel de p<0,05, com os grupos amostrais com e sem Escherichia
coli foi o “Tipo celular do infiltrado” (Rho [¢]=-0,21 e p<0,039). Por seu turno, analises
comparativas com o teste Kruskal Wallis indicaram diferencas significativas ao nivel de
p<0,05 para a variavel “Tipo celular do infiltrado” na comparacdo dos grupos amostrais
classificados com e sem Escherichia coli (©*=4,231; p<0,040), conforme resultados

sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Tabela 3 - Resultados do teste Kruskal Wallis para comparacgéo das pontuacdes das

caracteristicas macroscopicas e microscopicas para amostras com e sem isolamento de

Escherichia coli.

x2

Variaveis gl p

Coloracéo 0,172 1 0,678
Aspecto da Capsula 0,035 1 0,851
Consisténcia 0,586 1 0,444
Cor do paréngquima 0,435 1 0,509
Aspecto do parénquima 0,768 1 0,381
Presenca de esteatose 0,047 1 0,829
Grau de esteatose 0,054 1 0,815
Presenca de infiltrado 0,000 1 1,000
Localizac@o do infiltrado 0,877 1 0,349
Intensidade do infiltrado 0,122 1 0,727
Tipo celular do infiltrado 4,231 1 0,040
Necrose 0,119 1 0,730
Hiperplasia do ducto 0,233 1 0,629
Focos de infiltrado 0,127 1 0,721
Congestdo de Sinusdides 0,111 1 0,739
Bilestase 1,302 1 0,254

Para compreender melhor essas diferencas, foram realizados testes com a estatistica

Mann-Whitney U, avaliando-se, par a par, os tipos celulares dos infiltrados avaliados

(Heterofilas x Mononucleares; Heterdfilas x Mistas; Mononucleares x Mistas). Os resultados

dessas analises comparativas sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Tabela 4 — Resultados de comparacgdes pelo teste Mann-Whitney U para a variavel
“Tipo Celular do Infiltrado” comparagdo feita par a par (Heteréfilas x Mononucleares;

Heterdfilas x Mistas; Mononucleares x Mistas).

Estatistica

Tipo celular N Postos médios Soma dos postos Mann-Whitney U p
Heterofilas 26 36,54 913,50

486,500 0,454
Mononucleares 43 33,31 1.432,50
Heterofilas 26 32,68 817,00

283,000 0,043
Mistas 31 25,13 779,00
Mononucleares 43 40,21 40,21

1729,00 0,131
Mistas 31 33,74 33,74

Conforme os resultados apresentados na Tabela 4 foram identificadas diferencas
significativas ao nivel de p<0,05 apenas para a contagem das células heterofilas e mistas (U =
283,000; p<0,043). Desse modo, ao avaliar as contagens dessas células nos grupos amostrais
com e sem Escherichia coli, é possivel compreender que a contagem de células heterofilas no
grupo “com Escherichia coli” (n=15) foi significativamente maior que a contagem dessas
células no grupo “sem Escherichia coli” (n=11). Ja para as células mistas, o grupo “com
Escherichia coli” apresentou contagem significativamente inferior (n=9) na comparagao com
o grupo “sem Escherichia coli” (n=22) (Reidy & Dancey, 2013).

Os heterofilos representam as primeiras células a migrarem para o sitio inflamatério e
atuam de forma semelhante aos neutréfilos dos mamiferos, apresentando nicleo segmentado
(dois a trés lobulos), com heterocromatina, formando massa densa. Seus granulos
citoplasmaticos especificos séo elipticos e esféricos de coloracdo aciddfila e a presenca deste
tipo celular pode representar infeccGes bacterianas recentes. Por outro lado, apesar dos
heterofilos serem a principal linha de defesa contra os microrganismos nas aves, pode ocorrer
reducdo da atividade fagocitaria em situacOes de estresse, portanto a auséncia destas células

ndo indica, necessariamente, auséncia de agentes infecciosos (Spinu et al.,1999).
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Foi observada hiperplasia do ducto biliar em 72,73% dos figados com isolados de
Escherichia coli e em 78,57% dos 6rgdos isentos desta bactéria (Figura 01). Resultados
contrastantes foram obtidos por Silva et al. (2012), que observaram esta alteracdo em 33,33%
(9/27) dos figados de frangos com isolados de Escherichia coli.

Trés amostras de figados de frango sem alteragdes macroscopicas e provenientes de
carcacas com auséncia de celulite também foram analisadas como controle negativo. Essas
laminas apresentaram infiltrados inflamatdrios de grau leve, sendo os heterofilos o tipo celular
predominante. Hiperplasia de ducto (2/3), esteatose (1/3) e colangiohepatite (1/3) e
pericolangite (1/3) também foram observadas. Apesar da presenca de alteracdes
microscopicas observadas no tecido hepatico dos animais utilizados como controle, percebeu-
se gue a intensidade das lesGes era bastante discreta quando comparada a das amostras de

figados de frangos com celulite.

Considerac0es Finais

No que se refere aos achados das alteracbes macroscopicas e microscopicas, 0 tipo
celular do infiltrado, representado pela presenca de heterdfilos nas amostras com isolamento
de Escherichia coli, foi a Unica alteracdo cujos achados apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre as amostras contaminadas e as ndo contaminadas com
Escherichia coli, podendo ser utilizada como um critério para caracterizar histologicamente
infeccdes por este patégeno em figados de frangos.

Por outro lado as outras alteragdes microscopicas, com excecdo do tipo celular dos
infiltrados inflamatdrios, ndo variaram entre os figados contaminados com Escherichia coli e
0s nao contaminados. Desta forma, baseados nos dados deste estudo, estes ndo podem ser
utilizadas como critérios diferenciais no diagndstico histopatolégico de infecgcdes por este

patogeno nos figados de frangos.
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Apesar de nao permitirem diagndstico do agente etiologico e de nem sempre estarem
relacionadas a um processo infecioso, as alteracfes macroscopicas do figado devem continuar
sendo utilizadas como critério de descarte total de carcacas, pois reduz o risco de fornecer
alimentos inseguros ao consumidor.

Também sdo necessarios estudos incluindo outros patdgenos, comparacfes entre
figados oriundos de aves sem lesdes de celulite e com lesGes de celulite, além de pesquisas
com inoculacdo de Escherichia coli causadora de celulite para verificacdo da etiopatogenia
desta infeccao.

Por fim, as analises microbioldgicas e histopatoldgicas devem ser incluidas nas rotinas
da inspecdo sanitaria da producdo de carne de aves, oferecendo maior confiabilidade nos
critérios de descarte de carcacas, permitindo o acompanhamento mais acurado das condicGes
sanitarias em todo o processo produtivo, da criacdo ao abate, e, sobretudo, garantindo maior

seguranca na producado dos alimentos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados desta pesquisa e na revisdo da literatura existente
fica clara a necessidade de revisdo, implementacéo e fiscalizacdo de novas praticas
sanitarias em todo o processo produtivo das carnes e derivados de aves. As praticas
precisam ser revistas, desde o manejo dos frangos nos aviarios, principalmente na
forma como as camas sdo utilizadas e reutilizadas, até as acdes da inspecao
sanitaria.

N&o se trata de afirmar que este estudo ird exaurir a necessidade de novas
pesquisas, mas, corroborando com muitos autores, comprova a urgente
necessidade de quebrar paradigmas e de voltar as atencdes para aspectos que
aparentemente estao consolidados ou isentos de necessidade de revisao.

E necessario um programa permanente de extens&o rural e fiscalizacdo dos
aviarios, haja vista a alta prevaléncia de Escherichia coli nas amostras de ambiente
e insumos, como também nas lesfes de celulite e figados dos frangos avaliados.

A comprovada correlagdo entre a presenca de Escherichia coli isolada nas
amostras de camas e nas lesdes de celulite das aves retiradas das linhas de abate
em um matadouro do Recéncavo da Bahia pode estar relacionada a pratica usual de
reutilizacdo indiscriminada das camas nos aviarios, pondo em risco a manutencao
da posicdo do Brasil no mercado mundial de carne e produtos avicolas e a saude
dos consumidores.

Considerando a presenca de genes de viruléncia de Escherichia coli nos
figados e lesdes de celulite, outro aspecto a ser revisto é a utilizacdo da lesdo de
celulite como um critério de descarte parcial de carcacas de frango. A aceitacédo
deste sinal clinico como um processo infeccioso local, na maioria das vezes, permite
gue alimentos sanitariamente inseguros sejam liberados para o consumo e, de
acordo com a competéncia imunoldgica dos comensais, pode propiciar 0 surgimento
de infec¢des alimentares de niveis de gravidade diversos.

Desta forma, sugere-se a revisdo nos critérios de descarte de carcagas nas
linhas de inspe¢do nos matadouros avicolas, como também a inclusdo de andlises
microbioldgicas e histopatologicas dos produtos finais e o controle da qualidade dos

insumos produtivos, pois ficou evidenciado que a presenca de heterdfilos nos
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tecidos hepaticos pode ser considerada como critério caracteristico de infec¢éo por
Escherichi coli.

Por fim evidenciou-se a necessidade de mais pesquisas, pois Escherichia coli,
assim como outros patdgenos, estdo em constante evolucdo e modificam suas
relacbes com seus hospedeiros, se adaptam a outros, criam alternativas de
sobrevivéncia a antigas e novas ameacas, demandando vigilancia e pesquisas

constantes de todos os envolvidos com a avicultura industrial.



