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RESUMO

Visando subsidiar o Servico de Inspecdo Federal quanto a garantia da qualidade da
carne de frango e de seus subprodutos, realizou-se este trabalho para avaliar caracteres
morfolégicos de figados de frango aprovados para consumo e pesquisar contaminagao
hepética por Escherichia coli. Foram coletados assepticamente 110 figados de frango,
linhagem Cobb 500, provenientes de abatedouro avicola industrial localizado na regido
metropolitana de Recife. Apds avaliagdo macroscopica, onde foram considerados os
parametros forma, tamanho, coloracdo, consisténcia, odor e presenca ou nao de lesdes
visiveis, cada amostra foi devidamente acondicionada, identificada e enviada para 0s
Laboratorios de Histologia e de Microbiologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco para proceder aos estudos histopatolégicos e a pesquisa de Escherichia
coli, respectivamente. Apds os processamentos e analises das amostras, mediante
metodologias especificas para cada area, observou-se que 97% do parénquima hepatico
é constituido de hepatdcitos, 1,7% de leucdcitos, 1,1% de vasos sanguineos e 0,2% de
ductos biliares; quanto a E. coli , 91% das amostras estavam contaminadas, denotando
que os critérios adotados para aprovacao e/ou condenacdo das carcagas, por si sO, ndo
sdo eficazes, haja vista, os figados terem sido aprovados para consumo e, a andlise,

apresentarem integridade morfoldgica em 100% das amostas.

Palavras-chave: Figado, frango, Escherichia coli, aves, inspecao sanitaria.



ABSTRACT

In order to subsidize the Federal Inspection Service for chicken meat and its byproducts
quality assurance, the objectives of this work were to evaluate the morphology of
chicken livers approved for consumption and also search for Escherichia coli liver
contamination. Were collected aseptically, 110 chicken livers, lineage Cobb 500, from a
industrial poultry slaughterhouse located in the metropolitan region of Recife. After
macroscopic evaluation, where parameters such as shape, size, color, consistency, odor
and presence or absence of visible lesions were considered, each sample was properly
packaged, labeled and sent to the Laboratory of Histology and Microbiology at the
Federal Rural University of Pernambuco to proceed to the histopathological studies and
research of Escherichia coli, respectively. After processing and analysis of the samples
with specific methods, it was observed that 97% of hepatic parenchyma consists of
hepatocytes, 1.7% of leukocytes, 1.1% of blood vessels and 0.2% of bile vessels; as for
the presence of E. coli, 91% of the samples were contaminated, indicating that the
criteria used for approval and/or rejection of carcasses alone are not effective, given the
livers were approved for consumption and during the analysis presented morphological
integrity in 100% of the samples.

Key words: Liver, chicken, Escherichia coli, birds, sanitary inspection.
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1. INTRODUCAO

A busca por alimentos, a forma de conserva-los e a maneira de garanti-los no
futuro, sempre foram motivos de preocupacdo humana. Desde a fase do empirismo até o
estabelecimento das pesquisas, diversas conquistas foram realizadas no sentido de
viabilizar a producdo de alimentos em quantidade e, sobretudo com qualidade,
principalmente em relacdo a carne, por ser importante elemento nutricional e ainda de
dificil aquisi¢do. Em face ao crescimento populacional e as novas tendéncias, 0 homem
vem modificando seus héabitos alimentares pelo consumo e producdo de carnes e
subprodutos de diferentes espécies animais. Contudo, devido a alta qualidade protéica e
ao menor custo e tempo de producéo, a carne de frango e seus subprodutos comestiveis
tomaram lugar no mercado mundial, constituindo-se na melhor alternativa de consumo
(MADEIRA et al., 2006; VENTURINI et al., 2007; REZENDE et al., 2008).

Neste cenario, a industria avicola representa um dos mais importantes setores do
agronegocio para o mundo, sobretudo para o Brasil, que atualmente ocupa o topo do
comeércio internacional de carne de frango. Para alcancar esta posicdo de lideranca, toda
a cadeia produtiva sofreu evolucGes para adequar os produtos as exigéncias do mercado.
O abate de animais passou a ter um rigido controle sanitario, a fim de garantir a
qualidade dos produtos e minimizar a incidéncia de Doencas Transmitidas por
Alimentos — DTAs, cabendo ao servico oficial permanente de inspecdo sanitaria nos
abatedouros avicolas, representado pelos Fiscais/Inspetores do Servico de Inspecdo
Federal (SIF) do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e suas
representacdes estaduais e municipais, a responsabilidade de garantir a qualidade dos
produtos (PONTES, 2004; MADEIRA et al., 2006; ABEF, 2012; AVISITE, 2012).

Os fiscais agropecudrios, baseados em normas federais, utilizam pardmetros
fisicos macroscopicos para avaliarem as carcacas, e assim, poder permitir ou condenar,
parcial ou totalmente, seu consumo. Os mildos de frango (visceras comestiveis) —
alimento acessivel as diversas classes sociais, cujo consumo per capita cresce a cada
ano — também sao inspecionados, haja vista, representam importantes fontes potenciais
de enfermidades transmitidas por alimentos (HERENDA et al., 1994; PONTES, 2004).

A exemplo disto, o exame do figado reveste-se de especial importancia, pois em
face das suas caracteristicas funcionais, nele repercutem (alteracbes morfoldgicas

macroscopicas e microscopicas) cerca de 90% dos casos de problemas toxicos e
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infecciosos, além do que, sua dimensdo em relacdo aos outros orgaos oferece melhores
condigdes para avaliacdo (RANDALL e REECE, 1996; MACLACHLAN e CULLEN,
1998). A avaliacdo é bastante subjetiva, baseando-se no aspecto visual (cor, forma e
tamanho), consisténcia e odor (BARCELOS, 2005).

O figado de frango pode ser acometido por inUmeras alteragdes que incluem
disturbios circulatérios, toxicoses, doencas infecciosas (virais, bacterianas, parasitarias)
e neoplésicas. Contudo, muitas lesGes ndo séo especificas, bem como suas causas, mas
podem proporcionar importantes informac6es sobre a ocorréncia de doencas sistémicas
(HOERR, 1996; RANDALL e REECE, 1996).

N&o obstante, independentemente da origem, se por fatores biol6gicos ou
quimicos, nem todas as afec¢fes geram alteracdes morfoldgicas no figado, e este,
devido a sua constituicdo quimica, condi¢bes de obtencdo e manipulacgdo, é passivel de
sofrer contaminagfes (JAY, 1994).

Ron (2006) relata que a continua intensificagdo da producdo no setor avicola tem
propiciado as condi¢cBes que favorecem a ocorréncia e a disseminagdo de patdgenos
como a Escherichia coli.

Segundo Germano e Germano (2008) o consumo de frango e subprodutos tem
sido apontado como causa de surto de toxinfecgdo alimentar, principalmente por E. coli
(Escherichia coli enteropatogénica - EPEC).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes sobre a avicultura e o servico de inspecao

O Brasil iniciou sua producgdo aviéria de forma intensiva na década de 60. A partir
dessa data, muitos investimentos foram realizados nas areas de nutricdo, genética,
manejo e sanidade (PATRICIO, 2007) de forma que, atualmente, segundo a Secretaria
de Agricultura, Irrigacdo e Reforma Agraria, a avicultura é apontada como a atividade
mais dindmica e de maior crescimento do setor agropecuério (JACOBSEN e FLORES,
2008; SEAGRI, 2012;).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Produtores e Exportadores de Frango —
ABEF, desde 2004 o Brasil vem ocupando o terceiro lugar mundial em producdo de
frangos, o primeiro em exportacdo — sendo o Parand o maior produtor e exportador
brasileiro — e 0 quarto maior consumidor (PONTES, 2004; ALCOCER et al., 2006;
ABEF, 2009; UBA, 2009).

A posicdo ocupada pelo Brasil, em face aos niveis elevados de produtividade
alcancados, € devida aos avancos tecnologicos em toda a cadeia produtiva e, sobretudo,
a destacada articulacdo entre os diferentes agentes que a compde (MIELE e GIROTTO,
2006), o que permitiu a avicultura brasileira a capacidade de produzir o quilograma de
carne de frango mais barato do mundo (NUNES, 2006).

Quanto ao consumo (per capita - de 2,3kg em 1971 para 38,9kg em 2008),
também h& razbes para o aumento: além do fato de ser acessivel, é consenso para
nutricionistas, medicos e outros profissionais da saude que a carne de frango € um
alimento altamente nutritivo e mais saudavel que a carne vermelha (MENDES, 2002;
ABEF, 2009).

Visando a melhoria e crescimento constantes, ja se iniciou o desenvolvimento do
“sistema de rastreabilidade” na cadeia produtiva de carnes de aves (NAAS, 2002), pois
0 mesmo é pré-requesito para os sistemas de seguranca alimentar, haja vista, permitir
conhecer a origem dos ingredientes de um produto e os caminhos e destino desse
produto final, o que vem facilitar a identificacdo e a segregacao de lotes de produtos ou
populacgdes de animais afetados (MAIA e DINIZ, 2009).

Pelo exposto, é possivel perceber que apesar dos avancos tecnoldgicos na

avicultura, ainda h4 uma grande preocupacdo com a sanidade avicola, uma vez que
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falhas neste setor podem representar prejuizos econdmicos pela perda de mercados,
devido a restrices sanitarias e, 0 mais importante, o comprometimento da salde
pablica (ANTUNES, 2006).

Conforme a assertiva de Franca (2007), produzir alimentos seguros ndo constitui
um diferencial de mercado, mas uma premissa fundamental. Atender aspectos
relacionados a auséncia de patdgenos e residuos associados a carne de frango é
condigdo determinante para desenvolver-se no comeércio nacional e ter participacdo no
internacional.

As aves destinadas ao consumo sdo julgadas conforme o Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL,
1952), atualizado pela Portaria N° 210 de 10 de novembro de 1998 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 1998), por fiscais
agropecudarios que realizam a inspecdo ante mortem e post mortem. A primeira
constitui-se de um exame visual dos lotes destinados ao abate, bem como, da
averiguacdo do conjunto de medidas para o processamento industrial; a segunda, o
exame post mortem, € realizada nas linhas de inspecdo, pontos na secdo de abate,
especificamente na calha de evisceracdo (BRASIL, 1998; GOMIDE et al., 2006).

Sdo trés as linhas de inspecdo, A, B e C. Na linha A séo realizados 0os exames
visuais macroscépicos da cavidade celomatica (téraco-abdominal) e de alguns 6rgéos e
estruturas contidas (odor, cor, forma e tamanho): pulmdes, rins, 6rgdos sexuais e sacos
aéreos; na Linha B sdo examinados o figado, coracdo, moela (estbmago muscular),
baco, intestinos e, ovario e oviduto nas poedeiras; na terceira linha, observam-se as
superficies externas, pele e articulagdes. Havendo necessidade, sdo realizadas palpacdes
e cortes para complementar o exame (BRASIL, 1998). Para tanto, salienta-se que para
poder reconhecer alteraces e proceder a avaliagdo correta, faz-se necessario conhecer
as caracteristicas morfologicas dos 0Orgdos e estruturas examinadas nas linhas de
inspecdo (RANDALL e REECE, 1996).

Exames bacteriologicos, dentre outros, podem ser requisitados em caso de
constatacdo de lesbes. O laboratorio deve ser utilizado como ferramenta auxiliar na
prevencdo, diagnostico e no tratamento de doencas, bem como, fornecer informacdes
epidemioldgicas (ANDREATTI FILHO, 2006).

As condicGes observadas no exame ante mortem, somadas ao resultado do post
mortem, mesmo que baseados apenas em exame macroscopicos, sao geralmente o

suficiente para o estabelecimento de critério de julgamento final (PRATA e FUKUDA,
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2001) e para a tomada de decisdo sanitaria quanto ao consumo: aprovacao total,
aprovacao com restricdo ou sob condicOes, condenacdo parcial e a condenagédo total
(BRASIL, 1952; BRASIL, 1998).

Dentre as causas que determinam a apreensdo das carcacas e posterior
condenacdo, destacam-se abscessos, aerossaculite, artrite, aspecto repugnante, caquexia,
celulite, colibacilose, neoplasias, salpingite, septicemia e sindromes ascitica e
hemorréagica (BRASIL, 1998; MINHARRO et al., 1999; VIEIRA-PINTO et al., 2003;
PONTES; 2004; SILVA, 2005; GIOTTO et al., 2008).

2.2 Aspectos anatémicos e fisiologicos do figado

O figado, maior glandula (isolada) do corpo — localizado nas cavidades celémicas
hepaticas, direita e esquerda, dorsal e ventral — é suspenso pelo periténio, apresenta duas
faces, parietal e visceral, e esté dividido didatica e funcionalmente em dois lobos, direito
e esquerdo (BANKS, 1992).

O lobo direito tem formato cordiforme; é mais largo; apresenta a vesicula biliar e
¢ atravessado pela veia cava caudal. O lobo esquerdo tem formato de prisma, € menor
que o direito e sua parte caudal estad dividida por uma fissura nas partes caudoventral e
caudodorsal. Os lobos estdo unidos na linha média, contudo, ndo havendo distin¢do na
regido (exceto préximo ao hilo) devido a falta de tecido conjuntivo perilobular. A face
parietal do figado estd voltada para as paredes ventral e laterais do corpo, fazendo
sintopia com o esterno, costelas e sacos aéreos; a face visceral apresenta varias
impressoes e, de forma geral, faz sintopia com es6fago, estomago glandular e muscular,
baco, duodeno e jejuno, testiculo direito ou com o ovario direito (McLELLAND, 1986;
BENEZ, 2004; DICE et al., 2004).

A vesicula biliar, diverticulo do ducto biliar, é fusiforme e localizada na face
visceral do lobo direito. Cada lobo é drenado por um ducto: o ducto hepatocistico se
estende do lobo direito para a vesicula biliar e o ducto cistico-entérico a une ao
duodeno. O ducto hepato-entérico drena o lobo esquerdo no duodeno. Os ductos biliares
e 0S vasos sanguineos permeiam o figado no hilo hepatico, localizado em sua fissura
transversa na face visceral (McLELLAND, 1986; BENEZ, 2004; DICE et al., 2004).
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Sua irrigacdo é fornecida pelas artérias hepaticas, direita e esquerda, que séo
artérias colaterais dos ramos direito e esquerdo da artéria celiaca. A artéria hepética
direita supre a vesicula biliar. A veia porta drena no figado: a direita as veias
pancreaticoduodenal, mesentérica cranial e mesentérica caudal; a esquerda, muito
menor, drena as veias provenientes do estdbmago e do baco. A drenagem do figado é
realizada pelas veias hepéticas na veia cava caudal. Sua coloracdo varia da amarelada
até castanho- escura, correspondendo ao periodo de incubacéo até a maturidade. E um
orgdo friavel, de consisténcia firme-elastica e maleavel. E mais caudal no macho
(McLELLAND, 1986; GURTLER, 1987; BENEZ, 2004; DICE et al., 2004).

O figado € recoberto por duas cépsulas, a serosa e a de Glisson. A primeira é uma
membrana serosa; a segunda, mais interna, constitui uma membrana fibrosa de tecido
conjuntivo denso, rico em fibras elasticas. Ao corte, observa-se o parénquima hepatico
(BANKS, 1992).

Apesar da diversidade funcional do figado, basicamente, apenas dois tipos
celulares estdo envolvidas nos processos: a celula de Von Kupffer e o hepatdcito. As
células de Kupffer, membros do sistema macrofagico e responsaveis pela atividade
fagocitaria do figado, revestem as regiGes endoteliais dos sinusdides hepaticos e estdo
intimamente associadas aos hepatdcitos. Os hepatocitos sdo células poliédricas, cujos
limites sdo bem definidos; apresentam ndcleo vesicular, centralmente posicionado e
com nucléolos proeminentes, circundado por citoplasma acidofilo. Possui humerosas
mitocondrias (até 2.000), uma rede extensa de reticulo endoplasmatico granular e liso, e
muitos ribossomos livres; lisossomos, peroxissomos, goticulas de lipideos e glicogénio
também estdo presentes; o aparelho de Golgi é proeminente e a membrana
citoplasmatica é adjacente aos sinusoides (BANKS, 1992; GARTNER e HIATT, 2007).

Os sinusdides hepaticos formam um leito vascular intralobular, de onde o sangue
¢ transportado para as veias centrolobulares. Também é formada uma rede
anastomosada que separa as placas hepaticas umas das outras. Todos os hepatocitos tém
pelo menos uma de suas superficies justaposta ao sinusoide. Apesar da justaposicéo,
eles sdo separados pelo espaco perisinusoidal ou espago de Disse (BANKS, 1992;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os lbébulos hepaticos, delineados pelo tecido conjuntivo interlobular, sdo a
unidade morfofuncional do figado; s@o massas prismaticas e poligonais de tecido,
formadas por placas ou laminas de hepatdcitos interdigitados entre os capilares
sinusoides anastomosados (BANKS, 1992).
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O estado fisiologico do organismo no momento da colheita pode alterar o aspecto
do hepatdcito: nos animais em jejum, os hepatdcitos sdo pequenos, turvos e mal
delineados; apds refeicdo, hepatdcitos grandes, bem delineados e preenchidos por
diversas inclusoes lipidicas e de glicogénio (SANTOS, 1986; BANKS,1992).

A capacidade funcional do figado é vasta e complexa. No embrido e no feto
produz células sanguineas e no adulto é um 6rgdo de funcfes metabodlicas importantes:
filtracdo e armazenagem de sangue; metabolismo de carboidratos, proteinas, gorduras,
horménios e carotendides (cantaxantina); formacdo da bile; armazenamento de
vitaminas e ferro e, formacdo de fatores de coagulacdo. A armazenagem deriva da
capacidade de expansdo dos vasos sanguineos e demais constituintes (BOLELI et al.,
2002; BENEZ, 2004; GUYTON e HALL, 2006).

Nas aves o glicogénio corresponde a 3% do peso do figado (BACILA, 2003;
GUYTON e HALL, 2006). Segundo Girtler (1987), aves cujo figado foi removido,
morrem em 24-36h pela queda brusca da glicemia e pelo aparecimento de substancias
toxicas, normalmente metabolizadas pelo figado. Assim, o 6rgdo é especialmente
importante para a manutencdo da concentracdo normal da glicose sanguinea, removendo
e armazenando (glicogénese) ou liberando-a (glicogendlise) quando necessario. Além
de atuar na armazenagem do glicogénio a partir da glicose, converte galactose e frutose
em glicose, e ainda sintetiza compostos quimicos a partir de produtos intermediarios do
metabolismo do carboidrato (BENEZ, 2004).

Em relacdo ao metabolismo nitrogenado, além de promover a biossintese das
proprias proteinas, sintetiza a albumina do soro, protrombina, fibrinogénio, a e f-
globulinas, lipoproteinas; realiza desaminagdo e transaminagdo de aminoacidos,
possibilitando o uso dos mesmos como energia ou fazendo interconversdes; elimina o
excesso de aminoacidos ndo-essenciais ou aumenta sua formacdo quando a ingestdo é
insuficiente; sintetiza a ureia, removendo a aménia dos liquidos corporais (GURTLER,
1987; BANKS, 1992).

Muito embora a maioria das células somaticas metabolize as gorduras, grande
parte da oxidagdo dos acidos graxos e da sintese do colesterol ocorre nos hepatocitos.
Nestes, o metabolismo dos lipideos é compartimentalizado, enquanto a sintese de
triglicerides e acidos graxos se ddo no citosol (BACILA, 2003). Cerca de 80% do
colesterol produzido no figado é convertido em sais biliares secretados na bile
(GUYTON e HALL, 2006).
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Apesar de armazenar passivamente vitaminas, a funcdo hepatica e a secrecdo de
bile sdo essenciais para a absor¢do das vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K) no trato
intestinal (BANKS, 1992). Em relacdo as vitaminas A e E, o figado pode formar
depdsitos que suprem as necessidades por meses. Por conter expressiva quantidade de
apoferritina, uma proteina que combina-se com o ferro para formar a ferritina, o figado
também ¢é armazenador de ferro; também pode ser formado depdsitos de cobre,
manganés e zinco (GURTLER, 1987).

Através das células de Kupffer o figado ainda consegue realizar uma de suas
funcGes mais importantes, a de depurar o sangue que passa por seus sinusoides. Estes
macrofagos eliminam agentes infecciosos potencialmente lesivos — antes que possam ter
acesso a circulacéo sisttmica — e metabolizam e inativam diversas toxinas absorvidas e
carreadas pela circulacdo portal. Em face as caracteristicas funcionais descritas, €
corrente o surgimento de hepatopatias, infecciosas inclusive, primarias ou derivadas de
processos sisttmicos (MACLACHLAN e CULLEN, 1998).

2.3 Consideracodes sobre a contaminacéo hepatica por Escherichia

coli

Segundo Barcelos et al. (2006), a enterobactéria Escherichia coli esta
intrinsicamente associada as infec¢des sistémicas com comprometimento hepatico.

Quanto aos figados saudaveis, aptos para consumo, Gomide et al. (2006)
informam que a evisceracdo, necessaria ao exame, deve ser procedida cuidadosamente
para ndo lesionar 6rgdos, pois provocaria a contaminagdo de outros 6rgaos e da carcaca
como um todo. Germano e Germano (2008) e Koneman et al. (2008) alertam que
sorotipos altamente patdgenos da Escherichia coli podem provocar infecgbes graves,
choque induzido por endotoxinas e mesmo a morte em homens e animais.

A ressalva de Gomide et al. (2006) esta no fato de membros da familia
Enterobacteriaceae (ex.: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella), amplamente
distribuidos na natureza (solo, 4gua e plantas), constituirem a microbiota normal do
trato gastrointestinal do homem e dos animais (RON, 2006; FRANCO e LANDGRAF
2008; KONEMAN et al., 2008).
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De forma geral, as enterobactérias sdo 0s microrganismos mais isolados dos
processos infecciosos, representando em torno de 70 a 80% das basctérias Gram-
negativas isoladas em rotina de laboratério (HIRSH e ZEE, 2003; TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005; KONEMAN et al., 2008; EINSENSTEIN e ZALEZNIK, 2009).
Caracteristicamente, sdo mesofilos tipicos capazes de desenvolver-se entre 7 - 42°C
(temperatura 6tima de 37°C), ndo apresentam termorresisténcia, sendo destruidos a
60°C em poucos segundo e podem resistir por muito tempo em temperaturas de
refrigeracdo; sdo bactérias esporogénicas; fermentam a glicose e outros agucares; Sao
oxidase negativa e catalase positiva; anaerdbios facultativos; crescem bem em agar
MacConkey; reduzem nitrato a nitrito; e em algumas espécie como a Escherichia coli,
fermentam a lactose. A familia contém 28 géneros e 80 aespécies que podem infectar
uma variedade de hospedeiros, tornando-os portadores ou gerando afeccBes (QUINN et
al., 2005; GERMANO e GERMANO, 2008). O género Escherichia compreende as
espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii e E. vulneris. No
entanto, a Unica espécie de importancia pratica € a E. coli, com
aproximadamente mil tipos antigénicos (CAMPOS e TRABULSI, 2002).

A Escherichia coli foi descrita inicialmente em 1885 por Theodor von Escherich e
denominada de Bacterium coli commune, por ser encontrada no c6lon e muito comum
(BERCHIERI JUNIOR, 2000). Frequentemente € fimbriada; produz colbnias de cor
rosaceas em agar MacConkey; positiva para os testes de producdo de indol e vermelho
de metila; negativa para os testes de VVoges-Proskauer e de utilizacdo de citrato; algumas
linhagens sdo hemoliticas e ndo produz H2S em agar triplice acucar ferro (TSI). Para
sorotipagens séo utilizados os antigenos somaticos (O — lipopolissacaridicos), flagelar
(H — proteico) e capsular (K — polissacaridicos). Outro antigeno, o fimbrial (F), age
como adesinas, que facilitam a aderéncia as superficies mucosas (QUINN et al., 2005).

Os fatores de viruléncia das linhagens patogénicas de Escherichia coli incluem as
enterotoxinas, sideroforos, a toxina shiga-simile (verotoxina), fator citotoxico
necrosante e hemolisina. Em relacdo a aviéria, destacam-se as adesinas e os siderdforos
(FERREIRA e KNOBL, 2000; HIRSH e ZEE, 2003). Com base nisto, sdo
reconhecidos nove grupos de Escherichia coli virulentos: E. coli enteroagregativa
(EaggEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli que adere

difusamente (DAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli de miningite neonatal
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(NMEC), E. coli patogénica para aves (APEC) e E. coli enteropatogénica para
coelhos (REDEC) (FERREIRA e KNOBL, 2000; LEITE, 2001; KAPER, 2005).

O termo colibacilose aviaria refere-se a qualquer infecgcdo, localizada ou
sistémica, causada pela APEC (BARNES et al., 2003). Geralmente € caracterizada por
quadros de pneumonia, peritonite, coliseptsemia, celulite, pleuropneumonia, peri-
hepatite, pericardite, salpingite, panolftalmia, osteomielite/sinusite, coligranuloma,
sindrome de cabeca inchada e doenca crbnica respiratéria (BERCHIERI JUNIOR,
2000; BARNES, VAILLANCOURT e GROSS, 2008). Aparece, frequentemente,
associada a Mycoplasma sp, ao virus da bronquite infecciosa, doenca de Newcastle além
das doencgas imunossupressoras (LEITE, 2001).

Sendo uma das principais doengas da avicultura industrial moderna, o controle da

Escherichia coli representa um dos maiores desafios para o setor avicola.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analise morfoldgica e pesquisa de Escherichia coli em figado de frango abatidos

em frigorifico industrial da regido metropolitana de Recife
3.2 Especificos
Subsidiar o Servigo de Inspecdo Federal quanto a garantia da qualidade da carne

de frango e de seus subprodutos e avaliar caracteres morfoldgicos de figados de frango

aprovados para consumo e pesquisar contaminacao hepatica por E. coli.



21

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia das amostras

As amostras foram coletadas em matadouro avicola — sob Sistema de Inspecéo
Federal (SIF) — localizado na Regido Metropolina do Recife, durante onze visitas no

periodo de agosto a outubro de 2012.

4.2 Coleta das amostras

Cada amostra representa uma unidade de figado. Com auxilio do Fiscal
Agropecuario e utilizando laminas de bisturi, foram coletados assepticamente 110
figados (10 unidades por visita) julgados aptos para consumo. Cada amostra foi
seccionada ao meio, gerando dois fragmentos para dois protocolos de
acondicionamento: refrigeracdo e fixacdo. No primeiro, cada fragmento foi
acondicionado em recipiente plastico estéril, devidamente identificado, refrigerado e em
seguida, enviado ao Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE); no segundo, cada fragmento foi acondicionado em recipiente
plastico contendo solucdo tamponada de formaldeido a 10% e enviada ao Laboratério
de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia (DMFA) da mesma

universidade.

4.3 Avaliacdo macroscopica das amostras

Os parametros utilizados para o exame macroscopico e sua descricdo foram:
forma, coloracgdo, tamanho, consisténcia, odor e a presenga ou ndo de lesdes visiveis.
Para facilitar o registro e a anélise dos dados, elaborou-se uma ficha de avaliagdo

macroscopica (Apéndice A). As etapas foram acompanhadas de registro fotografico.

4.4 Preparo das amostras para a avaliacdo histopatoldgica
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As amostras fixadas foram fragmentadas para obterem-se fragmentos menores. As
pecas foram processadas para inclusdo em parafina segundo a metodologia preconizada
por Masson (1956). Os blocos foram cortados em micrétomo tipo Minot (Leica RM
2125 RT) ajustado para 5 um e os cortes obtidos (trés por amostra) foram corados pela
hematoxilina e eosina (H.E). Para a analise morfoldgica e fotomicrografias utilizou-se
um microscopio trinocular NIKON E50i, com camera de video SAMSUNG de alta
sensilibidade, acoplado a computador com sistema de captura e andlise de imagem
microscopica (Software Analisador de Imagem — IMAGELAB - VD 480).

4.5 Morfometria das amostras

Para a andlise morfométrica, foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Glagolef (1933) e modificada por Chalkley (1943), Chalkley (1949), Weibel et al.
(1966) e Dias et al. (1975). Para o calculo de relacdo porcentual entre os leucdcitos,
ductos biliares, vasos sanguineos e hepatécitos, foi utilizada uma técnica
histomorfométrica, com auxilio de uma lente ocular integradora de 25 “hits” (Kpl-W
10X) adaptada a um microscopio de luz com objetiva de 40X. O “hit” ¢ definido como a
intersecdo de duas linhas perpendiculares projetadas sobre a imagem da lamina, o qual
assinala uma determinada estrutura. Pelo sistema de varredura horizontal, foram
contados 20 campos para cada amostra de animal, nimero suficiente para se obter um
erro absoluto menor que 1% (DIAS, et al., 1975). A analise foi realizada em todas as
amostras, sendo registrados 500 hits por amostra, 5000 por grupo de coleta, num total
de 55000 hits.

4.6 Isolamento e pesquisa de Escherichia coli

Para pesquisar-se a contaminacdo hepatica por Escherichia coli adotou-se a
metodologia de Silva et al, (2007): cada amostra refrigerada foi macerada e dela retirada
1 g para ser semeado em 9 ml (diluicdo 10™) de caldo BHI (Brain Heart Infusion) —
infusdo de cérebro coragdo e incubado por 24 h a 37°C. Em seguida procedeu-se a
semeadura em agar EMB (Eosin Methylene Blue) e incubou-se por 24 h a 37°C, a fim
de isolar coldnias tipicas (negro-azuladas com reflexo verde metalizado).

Posteriomente, as colonias tipicas foram repicadas em tubos com BHI inclinado e
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submetidas aos meios/testes bioquimicos para identificacdo da Escherichia coli: meio
TSI (Triple Sugar Iron), meio SIM (Sulfeto, Indol, Motilidade), meio base urease; meio
VM — VP (prova de Vermelho de Metila — VM e prova de Voges-Proskauer — VP) e
meio citrato. ApoOs incubacdo, foram considerados como E. coli os cultivos que
apresentaram as seguintes caracteristicas: TSI (pico &cido/fundo baésico), sulfeto de
hidrogénio negativo, glicose positiva com presenca de gas no tubo de Durham, indol
positiva, motilidade positiva, VM positiva, VP negativa e citrato negativa (SILVA et al.,
2007).
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5. RESULTADOS

A analise macroscopica, 100% das amostras estavam integras externamente e
internamente.

A Escherichia coli foi isolada em 91% das amostras (100/110).

Os dados sobre a frequéncia de leucocitos, ductos biliares, vasos sanguineos e
hepatocitos no parénquima hepatico estdo descrito na Tabela 1, assim como, na Figura
1.

TABELA 1 - Valores médios* de leucdcitos, ductos biliares, vasos sanguineos e
hepatocitos, obtidos por estudo morfométrico de parénquima hepatico (contagem total de
55.000 hits, 500 por unidade) em frango de corte (Linhagem Cobb 500).

_Amostra?"* Leucacitos Dy_ctos Vasos Hepatdcitos
/Medidas de dispersao Biliares sanguineos
01 6,3 0,9 1,7 491,1
02 8,1 0,5 3,8 487,6
03 11,1 0,3 5,6 483,0
04 10,2 0,7 5,4 483,7
05 10,7 0,9 6,2 482,1
06 9,9 0,5 59 483,7
07 13,3 0,9 6,1 479,7
08 6,1 1,0 53 487,6
09 51 0,7 7,5 486,7
10 7,1 1,6 6,2 485,1
11 53 0,9 59 488,2
T 93,2 8,9 59,6 5338,5
X 8,47 0,81 5,42 485,32
DP 7,40 0,12 2,29 10,66
CV% 32,0 42,25 27,97 0,67

**meédia por agrupamento de 10 unidades figado;

*Representada pelo total de figados em 11 coletas;

T= somatorio das médias; X = Média aritmética das médias; DP = Desvio Padrdo das
variaveis pesquisadas e CV% = Coeficiente de Variagéo.
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Hepatdcitos
485,3
97%

\V/asos Leucdcitos
Ductos biliares sanguineos 8,";7
0,81 5,4 1,7%
0,2% 1,1%

FIGURA 1 — Valores das frequéncias absoluta e relativa de leucdécitos, ductos biliares,
vasos sanguineos e hepatdcitos, obtidos por morfometria de parénquima hepatico
(contagem total de 55000 hits, 500 por unidade) de frango de corte (Linhagem Cobb 500).
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6. DISCUSSAO

Os critérios de avaliacdo dos figados de aves estabelecidos pela Portaria n® 210 do
MAPA de 10 de novembro de 1998, determinam que sejam avaliados a coloracao,
forma, tamanho, consisténcia e o odor no exame post mortem na linha B (BRASIL,
1998). Neste trabalho, como os figados supostamente estavam sem lesdes e haviam sido
aprovados para consumo por fiscal agropecuario, priorizou-se o exame da coloracao e
da consisténcia para percepg¢do de possiveis alteragdes hepaticas, assim como realizado
por Barcelos (2005).

Ao examinar-se a configuracdo anatdmica externa e a coloracdo dos figados,
constatou-se a integridade de todos os constituintes morfoldgicos (capsula, lobos
hepaticos, faces e bordas) em 100% das amostras, assim como, durante a palpacéao e ao
corte, parénquimas sem alteracdes, tipicos e firme-elsticos. Todos apresentaram
coloracdo marrom-escura (castanho-escura), tonalidade esperada para figados higidos
(DYCE et al., 2004).

Histologicamente ndo foram observadas quaisquer alteragdes morfoldgicas.
Barcelos (2005) pesquisou alteracbes macroscopicas e microscopicas em 100 figados,
10 dos quais considerados sem alteragdes morfolégicas pelo servico de inspecédo, e
também ndo encontrou lesdes macroscopicas e microscépicas nos considerados aptos
para 0 consumo.

Quanto a andlise morfométrica do parénquima hepatico, em relacdo aos
leucdcitos, ductos biliares, vasos sanguineos e hepatécitos, observou-se que em um
universo de 55.000 hits contados, 53.385 foram de hepat6citos, 932 de leucdcitos, 594
vasos sanguineos e 89 de ductos biliares, representando uma frequéncia relativa de 97%,
1,7%, 1,1% e 0,2%, respectivamente. Conforme as informacdes de Gurtler (1987),
Banks (1992), Boleli et al. (2002), Benez (2004), Dice et al. (2004), Jungueira e
Carneiro (2004) e Guyton e Hall (2006), o figado é responsavel por diversas e
complexas func¢Bes metabdlicas e o hepatocito é principal componente celular envolvido
nos processos, assim, mesmo ndo encontrando dados morfométricos na literatura sobre
0 percentual dos caracteres observados para poder discutir os percentuais obtidos, €
possivel afirmar-se que a frequéncia relativa observada é coerente.

Como o coeficiente de variagdo foi muito alto (acima de 50% - vide Tabela 1)

para os leucdcitos, ductos biliares e vasos sanguineos, ndo € seguro afirmar que as
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frequéncias absoluta e relativa, representem o padrdo histomorfolégico do figado.
Todavia o observado para o0s hepatdcitos sim, pois esta muito préximo de zero.

A figura 1 ilustra as médias e os percentuais dos constituintes morfoldgicos
contados. Na Figura 1 as médias e os percentuais demonstrados representam a
amostragem (110 figados). Quando observado por grupo de coleta, os dados tornam-se
mais homogéneos e o coeficiente de variagdo diminui, ainda sim, como 0s grupos nao
representam tratamentos diferenciados na pesquisa, excetuando os obtidos para
hepatocitos, os dados obtidos por grupo ndo sdo representativos para o padrdo
morfologico.

Acredita-se que o pequeno percentual de leucdcitos esteja em consonancia com a
auséncia de alteracdes morfoldgicas. Nao obstante, a Escherichia coli foi isolada em
91% das amostras (100/110), sugerindo contaminacao.

A continua intensificacdo da producdo no setor avicola propicia condi¢cdes que
favorecem a ocorréncia e a disseminacdo de patdgenos, como a Escherichia coli, cujo
agente etioldgico possui amplo espectro de infeccBes invasivas nas espécies humana e
de animais e se constitui um dos integrantes da microbiota intestinal de mamiferos e
aves (RON, 2006).

Embora os relatos afirmem que o ambiente dos matadouros avicolas permite a
instalagdo e a proliferagdo de Escherichia coli, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos
para esclarecer quais alteracbes anatomo-histopatologicas estdo associadas a
contaminacdo por esses micro-organismos. Segundo Barcelos et al, (2006) ao se
considerar como Unico critério as alteracdes macroscépicas do figado no momento da
inspecdo para aprovacdo ou descarte, ndo ha certeza se frangos contaminados por
enterobactérias sdo descartados.

Silva (2009) pesquisando a contaminacdo por Escherichia coli em figados de
frango provenientes de matadouro avicula do Reconcavo baiano, isolou a bactéria em
43,5% dos figados coletados (27/62), sendo que destes, 18 amostras (18/30) foram
considerados com aspecto macroscopico inalterado, representando 60%. As demais
amostras com isolamento de Escherichia coli (9/32) representam 28% do total de
descartados. Todavia, diferentemente da pesquisa em questdo, Silva (2009) encontrou a
microscopia, alteracbes morfoldgicas caracteristicas de processos inflamatorios:
colangio-hepatite (16/27), pericolangite (7/27) e hepatite (2/27). Atraves dos referidos

dados a autora afirmou que os critérios de condenagéo das carcagas utilizados foram
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inadequados, haja vista o indice elevado de isolamentos de Escherichia coli em figados
de frangos que foram liberados para consumo.

Lembrando que a condenacdo de Orgdos, visceras e carcagas de animais
destinados ao abate pelo servico de inspecdo veterinario € importante para a saude
publica, pois muitas das alteracGes patoldgicas sdo devidas a zoonoses. Portanto, tal
pratica tem o objetivo de tornar seguro o consumo humano dos alimentos inspecionados
(HERENDA et al., 1994).

Barcelos (2005) em estudo no Rio Grande do Sul isolou Escherichia coli em 20%
das amostras (2/10) consideradas supostamente sem alteracdo e em 31% (21/68) das
amostras com lesdes microscépicas sugestivas de infeccdo bacteriana. Como as lesdes
encontradas ndo sdo especificas para a Escherichia coli, também héa a possibilidade de
ter ocorrido contaminacdo. De forma geral, o autor péde concluir que os critérios de
condenacdo de figados de frango utilizados pelo SIF foram corretos e eficientes, por
descartar “aqueles com potencial risco” de transmissao de enfermidades.

De acordo com Freitas (1999) e Alberton (2000), uma grande dificuldade
enfrentada pelos inspetores oficiais em estabelecimentos de abate tem sido relacionada a
seguranca em diagnosticar as diversas enfermidades e, em seguida, estabelecer o destino
apropriado e confidvel para as carcagas e visceras desses animais. Muitas vezes a falta
de acuracia na linha de inspe¢do tem elevado os custos de producdo dos frigorificos,
bem como, acredita-se que também tenha proporcionado o aumento do ndmero de
problemas de saude publica.

Por fim, o fato de ter-se obtido nimeros maiores de isolamento da bactéria em
relacdo aos outros trabalhos deve ser ponderado em relacdo a ocorréncia de
contaminacgéo e/ou infeccdo, pois segundo Fisher et al. (1998), a Escherichia coli, por
septicemia, pode ser detectada em 6rgdos viscerais antes do surgimento das lesdes. O
autor sugere que ndo ha uma relacdo linear entre o lapso de tempo de infeccédo
transcorrido e os isolamentos bacterianos.

Nesta mesma perspectiva, Seyed et al. (1997) citam que o nUmero de Escherichia
coli que coloniza o figado de frango em casos de septicemia parece ndo depender do
tempo transcorrido ap6s a infecgdo, ndo havendo portanto, nesses figados, como
determinar quando ocorreu a infecgdo, uma vez que as aves foram encaminhadas para

0 abate, cumprindo-se o cronograma do mesmo e eram supostamente saudaveis.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados e com as condicOes estabelecidas no

trabalho, pode-se concluir que:

N&o é possivel detectar o momento de contaminacéo e ou infeccdo da Escherichia
coli, se na granja ou se por manipulacdo inadequada ou uso de equipamentos e
utensilios contaminados no abatedouro.

Figados aprovados para consumo humano pelo Sistema de Inspecdo Federal
podem ndo ser higidos.

Supde-se que figados sem lesBes, provenientes de aves doentes ou de aves
saudaveis, mas contaminados, estejam sendo comercializados.

Se faz necesséria a adocdo de medidas preventivas nos abatedouros avicolas, que
incluam necropsias e analises microbioldgicas e sorologicas em amostras rejeitadas e
em amostras consideradas sadias, para permitir diagndsticos mais precisos e seguros, e
fornecer informacdes epidemioldgicas para avicultores e orgdos que trabalham com

sanidade animal e higiene na producéo de alimentos.
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APENDICE

MODELO DA FICHA DE AVALIACAO MACROSCOPICA
DOS FIGADOS DE FRANGO

Amostra n°:
Local:
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PARAMETROS OBSERVACOES:

FORMA PADRAO SIM [NAO
Bordas regulares
Aumentadas
Superficie regular

TAMANHO SIM | NAO
Pequeno
Padréo
Grande

CONSISTENCIA SIM | NAO
Firme
Friavel

COLORACAO SIM | NAO
Marrom-escura (padrao)
Marrom-palido
Amarelado

Esverdeado

Congesto

ODOR SIM | NAO | Qual?

Sui generis
Outro

LESOES SIM | NAO | Quais?

Externas
Internas
Secregéo




