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RESUMO: Coletaram-se, de forma asséptica 40 amostras de lesGes de celulite
de frangos provenientes de matadouro avicola localizado no Recéncavo da
Bahia para a caracterizacdo fenotipica e genotipica de Escherichia coli. Os
animais deste estudo foram oriundos de quatro aviarios localizados na mesma
regido, pesavam entre 1.050g a 2.867g e 90% eram isentos de patologia
associada a celulite. Observou-se caquexia em dois frangos, sendo um caso de
pericardite e outro de contusdo. O peso das lesdes de celulite variou de 0,9 a
1,79 e 85% destas estavam no lado esquerdo do abddébmen dos frangos.
Escherichia coli foi isolada em 82,5% das amostras por meio de método rapido
de contagem por placas Petrifim ™ (3M Company). Utilizou-se a Reacdo em
Cadeia de Polimerase para verificacdo do gene de resisténcia sérica (iss),
identificando, assim, E. coli patogénica para aves (APEC). Identificou-se iss em
87,9% dos isolados. Com os resultados deste trabalho ficou clara a
necessidade da revisdo do manejo nos aviarios, de estudos que confirmem a

presenca de APEC nos alimentos e do seu potencial zoonético e da



intensificacao da fiscalizacdo nos matadouros, a fim de se evitar o surgimento e
a liberacéo, para consumo, de aves com lesdes de celulite.
Palavras-chave: Infeccao; caracterizacdo bacteriana; avicultura; APEC.

FENOTIPICAL AND GENOTIPICAL CARACTHERIZATION OF
ESCHERICHIA COLI FROM CELLULITIS LESIONS IN
BROILERS.

Autor: Ricardo Mendes da Silva

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros
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ABSTRACT: Were collected aseptically 40 samples from lesions of chickens
from poultry slaughterhouse located in Bahia Recdncavo for phenotypic and
genotypic characterization of Escherichia coli. The animals of this research
were from four poultry houses located in the same region, weighed 1.050 g
2.867 g 90% were free of pathology associated with cellulitis. Cachexia
observed in two chickens, one case of pericarditis and another injured. The
weight of the cellulitis lesions ranged from 0.9 to 1.7 g and 85% of these were
on the left side of the abdomen of chickens. Escherichia coli was isolated in
82.5% of samples by means of a rapid method for counting by Petrifilm™ plates
(3M Company). Was used the Polymerase Chain Reaction (PCR) for
verification of the gene of serum resistance (iss), identifying Avian Pathogenic,
E. coli (APEC). Iss was detected in 87.9% of isolates. The results of this study
showed a clear need for the revision of management in the aviaries, more
studies that confirm the presence of APEC in food and its zoonotic potential and
the intensification of surveillance in slaughterhouses in order to prevent the
emergence and liberation, to consumption of birds with cellulitis lesions.

Key-words: Infection; bacterial caracterization; aviculture, APEC






1 INTRODUCAO

Com uma populacao se aproximando dos sete bilhdes de habitantes, o
planeta Terra demanda nutrientes e, dentre estes, as proteinas, assim, hd uma
busca constante por fontes protéicas econdmica e ecologicamente
sustentaveis. Dentre as diversas alternativas, a producao 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, a avicultura
€, certamente, a atividade mais dindmica do setor agropecuario e pode também
ser explorada em pequenas areas de terra em modernos sistemas integrados,
de elevada eficiéncia SEAGRI (2008).

O consumo de carne de frango vem aumentando em todo o mundo e a
elevacao 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 é muito pequena se comparada com outras criagcdes; estudos
aprofundados sobre nutricio e convertibilidade, desenvolvendo dietas
especiais para varias etapas da vida destes animais, 0 que 0s torna
extremamente eficientes ao transformar alimento em massa corporea; gestao 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 comercializacao (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.

InfecgBes causadas por Escherichia coli sGo responsaveis por prejuizos
econdmicos na industria avicola, sendo a colibacilose frequentemente
associada a mortalidade embrionaria e do plantel, pior conversao alimentar,
menor desenvolvimento corpéreo e custos com medicamentos, além do
aumento da condenacdo de carcacas devido as lesGes por colisepticemia
(ANDREATTI FILHO, 2006).



Dessa forma, 0s 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 fiscalizagao e controle da sanidade em carne de aves no Brasil estdo
baseados em normas federais, que utilizam parametros fisicos macroscopicos
para permitir ou descartar parcial ou totalmente a carcaca dos animais para o
consumo humano (BRASIL, 1998). Assim, os fiscais agropecuarios avaliam,
prioritariamente, aspectos visuais das carcagas nas linhas de producdo dos
matadouros avicolas utilizando alguns érgdos como parametros para essas
avaliagOes.

Observou-se um crescente aumento das perdas na industria avicola com
a condenacado total ou parcial das carcacas por conta das dermatites,
sobretudo causadas pelas celulites (ELFADIL, VAILLANCOURT e MEEK,
1996; ONDERKA et al., 1997). Somente nos Estados Unidos estima-se uma
perda anual superior a 80 milhdes de ddlares (NORTON e HESS, 1999). No
Canada estima-se que a celulite aviaria € responsavel pela condenacédo de
1,2% dos frangos de corte abatidos (KUMOR et al., 1998). No Brasil as perdas
por condenacdo no abate, atingem uma soma de 10 milhfes de ddlares
(BRITO e TAGLIARI, 2000).

Santana et al (2008) afirmam que a celulite pode ser considerada como
uma das mais importantes causas de condenac¢do da carne de frango em todo
o mundo, gerando interesses em termos econdémicos por conta das perdas
financeiras impostas aos produtores, (VAILLANCOURT e BARNES, 2003)
corroboram quando afirmam que a celulite € um processo infeccioso que
emergiu como uma patologia aviaria de relevancia financeira por conta do
crescimento do numero de condenacdes de carcacas, da reducédo da qualidade
do processamento industrial e pelo aumento dos custos relativos as

condenacdes parciais e ao reprocessamento das carcacas afetadas.

2 OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de Escherichia coli em amostras de lesdes de
celulite em frangos provenientes de matadouro avicola do Recbncavo da
Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a ocorréncia de Escherichia coli em amostras de lesbes de
celulite em frangos provenientes de matadouro avicola do Recéncavo da
Bahia.

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

3 REVISAO DE LITERATURA

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

A importancia da indastria avicola como fornecedora de proteina animal
de baixo custo levou a criacédo de frangos de corte a ter forte impacto a nivel
internacional. Os avancos na area de nutricdo, genética, manejo e sanidade
tornaram a avicultura a atividade pecuaria de maior crescimento das Ultimas
décadas (JACOBSEN e FLORES, 2008).

Existem algumas razfes que determinam o aumento do consumo da
carne de aves. Segundo o consenso de médicos e nutricionistas, a carne de
aves é mais saudavel que a carne vermelha. Isso est4 associado ao fato de
gue 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 contém apenas 110 kcal e 23 gramas de proteina e com
essa quantidade o consumidor estara satisfazendo 46% de suas necessidades
diarias de proteinas (MENDES, 2002; ABEF, 2009).

O consumo mundial de frango devera provavelmente crescer nos

préximos anos mais do que a demanda por carne suina e até a bovina. A



principal razdo é que a carne de aves vai continuar sendo a mais barata, uma
vez que o0s precos recordes das racdes elevarao ainda mais o preco da carne
vermelha, acredita Robert Feldman, chefe de pesquisa econémica do Morgan
Stanley, em Toquio (MONTOYA e FINAMORE, 2006).

Segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de
Frangos em 2008 foram produzidos 71,2 milhdes de toneladas de carne de
frango em todo o mundo. O Brasil, como maior exportador mundial desde o ano
de 2004, contribui com aproximadamente 15,3% desse total (ABEF, 2009).
Patricio (2007) relata que o desenvolvimento da avicultura brasileira esta
baseado em técnicas modernas de manejo, melhoramento genético, nutricdo e
controle sanitario. O frango brasileiro chega até 1,5kg em apenas 23,5 dias
atingindo uma velocidade de ganho de peso de 2,5g/h revelando assim a
melhor conversédo alimentar e o ciclo produtivo mais curto além de menor taxa
de mortalidade, da padronizacdo dos lotes, do maior rendimento das carcacas
e consequentemente maior lucratividade, o que estimula o produtor rural. A
idade de abate, 44,5 dias, o frango no Brasil pesa 2,5kg, um ganho de 19,2%
em relacdo aos numeros obtidos em 1990.

O Brasil iniciou sua producédo intensiva de aves na década de 60 e
atualmente é o terceiro maior produtor e o primeiro exportador mundial de
carne de frango, sendo o Parana o maior produtor e exportador do Brasil, com
a producdo aproximada de um milhdo de toneladas de carnes e produtos
industrializados em 2008 (UBA, 2009). O consumo per capita passou de 2,3kg,
em 1971, para 38,9kg em 2008, tornando o Brasil o quarto maior consumidor
de carne de frango no mundo. Em 2008 foram produzidos 10,97 milhdes de
toneladas com 33,27% desse total destinado ao mercado externo, sendo
produzidas 5,18 bilhdes de aves (ALCOCER et al., 2006; ABEF, 2009).

A avicultura brasileira ndo 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
gualidade fisica, inquestionavel qualidade sanitaria, que séo capazes de
atender simultaneamente, as muitas especificacfes 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, os regulamentos dos paises importadores,



0 que garante um valor agregado a carne (NAAS, 2002), haja vista que a
rastreabilidade € hoje um pré-requisito para os 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 populagdes de animais
afetados (MAIA e DINIZ, 2009).

Andreatti Filho (2006) relata que as monitoragdes devem ser adequadas
para estabelecer as linhas de base e objetivos da empresa com determinagao
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 microrregiao de Feira
de Santana, apresenta vantagens comparativas e competitivas em relacdo a
outras regides do Estado. Encontra-se numa situacéo 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 polo produtor de frango de corte do Nordeste, em condi¢cbes
de suprir o mercado interno e promover a exportacdo para paises da Africa,
Asia e Europa (SEAGRI, 2009a).

Na safra de 2008 a Bahia produziu 6,1 milhdes de toneladas de graos,
sendo 1,9 milhdes de toneladas de milho e 2,5 milhdes de toneladas de soja
(SEAGRI, 2009b). O aumento sucessivo na producao de graos de milho e soja
na Bahia, sobretudo na regido oeste, tornou-se o fator de maior importancia no
desenvolvimento da avicultura no Estado (SEAGRI, 2008).

Com um alojamento anual estimado em 99 milh6es de cabecas de
frango, com crescimento médio de 9,9 milhdes de pintos ao més, o estado da

Bahia ainda representa 1,98% da producao nacional de frango (UBA, 2008).

3.2 AINSPECAO SANITARIA NOS MATADOUROS AVICOLAS

De acordo com Francga (2007), produzir alimentos seguros é premissa

fundamental, ndo constituindo diferencial de mercado, uma vez que atender



aspectos relacionados a presenca de patdgenos e residuos associados a carne
de frango é condi¢do determinante da participacdo no comeércio internacional.
Assim, a elevacdo dos niveis de controle e prevencdo da contaminacdo em
todos os pontos da cadeia produtiva é fundamental para o futuro do negdcio da
avicultura, pois o mercado nacional, e, sobretudo o internacional, exigem que
toda a cadeia produtiva atinja padrées de seguridade sanitaria elevados.

O servico oficial permanente de inspecdo sanitaria dos matadouros
avicolas, representado pelo Servico de Inspecao Federal (SIF) do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e suas representacfes
estaduais e municipais, constituem 6rgdos responsaveis pela garantia de
gualidade da carne e visceras para o consumo. Os encarregados da inspecéo,
médicos veterinarios, realizam a inspecdao ante mortem, que compreende o
exame visual dos lotes de aves destinadas ao abate, bem como o conjunto de
medidas adotadas para a habilitacdo das mesmas ao processamento industrial
(BRASIL, 1952; BRASIL, 1998). De modo geral, as aves que se apresentam
em estado agudo de uma enfermidade apresentam temperatura corporal
anormal, debilidade e muitas vezes sinais e sintomas especificos de doencas.
No entanto, € rara a evidéncia dessas alteracfes naqueles animais que se
recuperam, o que inviabiliza o julgamento de suas carcacas apenas com a
realizacdo do exame ante mortem. Assim, nesses casos, 0 julgamento é obtido
pelo exame post mortem (SILVA, 2005). O exame post mortem € realizado nas
linhas de inspecéo, que sdo pontos na secdo de matanca, especificamente na
calha de evisceracédo (BRASIL, 1998; GOMIDE, RAMOS e FONTES, 2006).

Existem trés linhas de inspecdo nos matadouros avicolas: A, Be C. A
primeira linha de inspecéo, linha A, € onde se realiza o exame interno das
aves, através da visualizacdo da cavidade toracica e abdominal (celomatica) e
dos drgdos 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 inspecéo, linha C, é onde se realiza a observacao
das superficies externas como pele e articulacbes (BRASIL, 1998). Gomide,
Ramos e Fontes (2006) ressaltam que cada linha deve respeitar o tempo
minimo de inspecdo de dois segundos por ave. Caso sejam detectadas

afeccOes, as quais indiqguem a necessidade de exames mais acurados, a



velocidade de abate ficara condicionada a perfeita execugdo dos trabalhos de
inspecdo. As carcacas que ndo atendem ao padrdo sao desviadas para o
Departamento de Inspecéao.

Especificamente sobre a pele, Gomide, Ramos e Fontes (2006) afirmam
gue, durante a inspecao, o inspetor deve observar o aspecto da ave em geral,
verificando: a coloracdo da pele e o seu estado de integridade, o cheiro e a
consisténcia da musculatura.

Na inspecdo post mortem é realizado o exame visual macroscopico de
carcacas e visceras e, conforme o caso, palpacdo e cortes (BRASIL, 1998).
Prata e Fukuda (2001) citam que, agindo dessa forma, procura-se avaliar o
estado sanitario das carcacas, pois enquanto a visualizacdo cuidadosa
promove uma estimativa da sanidade, a palpacdo oferece elementos
indispensaveis a complementacéo dessa informacao fornecendo indicacdes de
problemas e anormalidades 0sseas, musculares e mesmo de 0rgaos.

Durante o processo de evisceracdo € realizada a eventracdo, que
consiste na exposi¢cdo das visceras, sem a sua remocéo da carcaca, para a
inspecdo post mortem. Essa exposicdo deve ser feita cuidadosamente, para
evitar o rompimento dos 6rgdos, 0 que provocaria a contaminacao da carcaca
(GOMIDE, RAMOS e FONTES, 2006).

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

Utilizando os critérios de julgamento € possivel chegar as decisdes
sanitarias das carnes destinadas ao consumo humano, que de acordo com a
legislacdo brasileira sdo: aprovacdo total, aprovacdo com restricdes ou sob
condicBes, condenacao parcial e a condenacao total. Realiza-se a visualizagcéo
das superficies externas na linha C e a presenca de celulite é considerada
causa de apreensdo total ou parcial da carcaca, a depender do numero e
localizacao das lesbes (BRASIL, 1952; BRASIL, 1998).

Segundo Gomide, Ramos e Fontes (2006), as lesbes porventura
constatadas nos 0Orgdos determinam um novo detalhamento do exame da

carcacga, seguindo-se o emprego de provas complementares, como 0 exame



bacteriolégico. Andreatti Filho (2006) cita que o laboratério € uma ferramenta
auxiliar para os técnicos na prevencdo, no diagnostico e no tratamento de
doencas. O autor ressalta que os dados sdo importantes para proporcionar
informacdes epidemioldgicas para definicdo de fontes comuns de infecgéo.

Giotto et al. (2008) avaliaram o impacto econémico 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 condenacfes estipulados pelo SIF. Os resultados obtidos
demonstraram que as condenacdes totais por causas patoldégicas de maior
ocorréncia foram por aspecto repugnante, ascite e colibacilose e as
condenacgfes parciais por causas patologicas mais frequentes foram por
dermatose, artrite e celulite. O custo de producao total dos frangos no periodo
de estudo foi de aproximadamente 159,4 milhdes de reais, e as perdas
econdmicas em decorréncia das condenacdes foram de aproximadamente 3,7
milhdes de reais.

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

De acordo com as novas exigéncias de seguranca dos alimentos, o
sistema de inspecado é realizado em conjunto com as praticas de garantia de
gualidade, baseado nos principios de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), no
Procedimento Padrédo de Higiene Operacional (PPHO) e na 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 biolégicos, visando a
inocuidade dos alimentos produzidos mediante o controle do sistema de
producdo (BRASIL 1997; BRASIL, 2002).

Carvalho, Costa e Carvalho (2002) elaboraram um plano APPCC em
uma linha de producdo de frango inteiro congelado, de uma industria avicola
situada no Estado do Rio de Janeiro e concluiram com a determinacdo de 5
(cinco) Pontos Criticos de Controle (PCC) bioldgicos, nas etapas de pré-
resfriamento da moela, do figado, coracdo e nas etapas de pré-resfriamento

das carcagas no primeiro e segundo estagio. Salienta-se que na analise dos



perigos biolégicos a E. coli patogénica foi citada em todas as etapas do
processo. O sistema APPCC passou a ter base legal no Brasil com a Portaria
46 de 10/02/1998, do MAPA (FRANCA, 2007).

Para aumentar a qualidade dos produtos das industrias cadastradas no
Servigco de Inspecao Estadual (SIE), de modo a garantir seguranca alimentar
para a populagéo e acesso dos produtores a mercados competitivos, a Bahia
aderiu ao Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(SISBI/POA) do MAPA. Parte do processo para adequagdo dos
estabelecimentos do sistema estadual ao SISBI, a Portaria n°® 290/2008, reitera
a importancia da aplicacado das BPFs. Os estabelecimentos que optarem pela
adesédo ao SISBI/POA deverdo obrigatoriamente possuir sistema de BPF
previamente implantado. A ndo implantacdo das BPFs no prazo estabelecido
implicard no cancelamento do registro de estabelecimentos junto ao SIE
(BAHIA, 2008).

Fallavena et al. (2000) concluiram que as alteragbes cutaneas
macroscopicas em carcacas de frangos de corte ndo sdo especificas, e néo
permitem classificacdo correta das doencas de pele encontradas na linha de
processamento nos matadouros frigorificos. Neste contexto, ha possibilidade
de erro sistematico em interpretacdo dos dados estatisticos da condenacéo e
mais critérios adequados para os servicos de inspeccao seriam uteis. Gomis et
al. (2000) afirmam que, a Escherichia coli foi isolada de lesdes de celulite em
mais de 90% das aves. Isto enfatiza a possibilidade de contaminacéo cruzada
na linha de processamento onde as lesGes de celulite estdo expostas, por
conseguinte, a condenacdo de carnes e visceras improprias para 0 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).

3.3 ASPECTOS ANATOMO-HISTOFISIOLOGICOS DO TECIDO CUTANEO E
SUBCUTANEO DOS FRANGOS

Como em todas as espécies domesticadas, a pele reveste todo o corpo
dos frangos sendo que Berchieri Junior e Marcari (2000) afirmam que em

comparacado com outros vertebrados, a pele das aves é fina e flexivel e com



10

uma estrutura mais delicada e segundo Marcari, Furlan e Gonzales (2002) a
pele da ave é fina e flexivel na maior parte do corpo, normalmente possui de
qguatro a sete células de espessura, complementando Dice, Sack e Wensing
(2004) reiteram afirmando que a pele € fina e solta, rompendo-se facilmente;
porém sendo mal suprida de vasos e nervos, os ferimentos ndo sangram tanto
como nos mamiferos. De acordo com Olkowski et al (2005), o pH da superficie
da pele nos frangos de corte é de aproximadamente 7,52 + 0,45.

Como um sistema de defesa com muitas caracteristicas Unicas a pele se
constitui em uma notével primeira linha de defesa contra a invaséo bacteriana.
(OLKOWSKI et al., 2005). Benez (2004) afirma que a estrutura da pele constitui
em sua totalidade dos seguintes elementos: epiderme, derme e o tecido de
sustentacao (conjuntivo), onde a epiderme é composta de camada germinativa
(células de queratindcitos aviarios) e a camada corneificada (células com
depdsitos de queratina para dar resisténcia mecanica a pele).

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

Na derme encontram-se o tecido adiposo, grandes vasos sanguineos,
vasos linfaticos, nervos (principalmente associados aos foliculos das penas),
musculatura e a base dos foliculos das penas (BENEZ, 2004).

A derme é separada do tecido subcutaneo através de uma camada de
fibras elasticas. O tecido subcutdaneo € formado por feixes de colageno e
gordura. (PASS, 1996)

A ave nédo possui glandulas na pele, além da uropigea, localizada na
base da cauda. Os queratindcitos aviarios (seboqueratinécitos) sdo os Unicos
gue produzem secrecdes lipidicas que protegem a pele auxiliando na
impermeabilizacdo, evitando o ressecamento, produzindo acdo antifingica e
antibacteriana (BENEZ, 2004).

Marcari, Furlan e Gonzales (2002) ressaltam que por conta da fina

espessura da pele dos frangos, varios fatores como deficiéncia nutricional,
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substancias irritantes, toxinas, infeccdes e problemas de manejo podem
potencialmente levar lesbes cutaneas. Em estudo comparativo, Olkowski et al
(2005) descobriram que quando defrontado com Leghorns, o estrato corneo em
frangos de corte aparece esparso, frouxamente organizado e fragmentado e
com menor numero de células no estrato germinativo. Além disso, 0s
elementos celulares da derme superior em frangos apareceram esparsos. A
camada da derme €, aparentemente, mais estreita, com estruturas de tecido
conjuntivo mal definidas, mal representadas e com fibras colagenas

irregularmente distribuidas.

3.4 ETIOPATOGENIA DA CELULITE AVIARIA

Celulite aviaria é termo utilizado para a inflamacédo aguda do tecido
subcutéaneo (ODERKIRK, 1997). Geralmente esta localizado na regido ventral
do abdome e da coxa (ALLAN, 2010; ODERKIRK, 1997), com tendéncia a ser
unilateral (MESSIER et al.) , 1993; ELFADIL et al., 1996) E caracterizada pela
presenca de exsudato purulento, espessamento da derme e formacdo de
placas fibrino-caseosas subcutaneas (NORTON, BILGILI e McMURTREY,
1997; JEFREY, CHIN e SINGER, 1999). Planos teciduais sdo separados, e 0
tecido muscular adjacente pode estar envolvido (MESSIER et al., 1993).

As aves afetadas parecem grandes, saudaveis e com crescimento
normal, mas exibem placas caseosas sob a pele, vistas somente no
processamento das mesmas. Isto faz com que a celulite seja quase
imperceptivel de se identificar antes do abate, pois geralmente requer a
visualizacdo do tecido subcutédneo. Apesar de nado haver sinais clinicos
associados com a celulite em aves vivas, a presenca da lesdo resulta na
condenacdo de parte ou a totalidade da carcaca durante a inspecdo post
mortem (MESSIER et al. , 1993; ELFADIL, VAILLANCOURT e MEEK, 1996;
GOMIS et al. 2000). JA as aves com outras doencas concomitantes,
pericardite, aerossaculite, osteomielite, poliserosite, artrite, ou hepatite,
apresentam-se pequenas e com musculatura pouco desenvolvida (GOMIS et
al., 1997). As condenac0fes por celulite sdo maiores em lotes com problemas
sanitarios, como ascite, aerossaculite, peritonite e pericardite (KUMOR et al.,
1998).
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Em contraste, Gomis et al. (2000) citam que a razdo para a auséncia de
Escherichia coli no pericardio, sacos de ar, figado e poliserosite lesdes de aves
com lesBes graves nesses 6rgdos ndo é totalmente clara, mas € possivel que
as aves sejam capazes de conter a infeccdo completamente, enquanto
depdsitos fibrinosos inflamatérios persistem.

Amostras de Escherichia coli sdo isoladas nos locais lesados 100% de
aves inoculadas com amostras de E. coli isoladas de casos de celulite,
desenvolvem placas fibrinocaseosas -caracteristicas (ANDREATTI FILHO,
2006) e Peighambari et al. (1995) afirmam que as lesdes de celulite sdo mais

comuns e relevantes quando ocorrem no abdémen e sobrecoxas.

3.5 RELACAO ENTRE MANEJO SANITARIO DO AVIARIO E A QUALIDADE
DA PELE DAS CARCACAS

Segundo Elfadil et al. (1996) a celulite € uma patologia de causa
multifatorial e estd ligada a fatores ambientais, densidade populacional no
galpdo, com ocorréncia de traumatismos (arranhdes), pela competicdo
(restricdo alimentar) e selecdo genética. Schrader, Singer e Atwill, (2004)
declaram que é provavel que a maioria das lesdes de celulite observadas
durante o processamento tenha iniciado durante a fase de crescimento. Os
dados da pesquisa de Norton, Macklin e McMurtrey (2000) reforcam a hipotese
de que a celulite é resultado de infeccbes que ocorrem em idade adiantada,
portanto a énfase das intervencées ndo € nos matadouros mas sim no

momento da criacéo.

A coliseptsemia afeta frangos, perus, patos e aves ornamentais entre 4 e
12 semanas, e o desenvolvimento e crescimento da industria avicola contribuiu
para a expansao das criagcdes (maior numero de aves por galpdo, ventilacao
deficiente) e o surgimento de infec¢Bes virais e bacterianas aumentando a
predisposicdo dessa infec¢cao (LA RAGIONE e WOODWARD, 2002)

Schrader, Singer e Atwill (2004) obtiveram uma associacao positiva
entre temperatura ambiente e celulite, significando que lotes criados em
temperaturas mais elevadas contraem mais celulites. Segundo Ryder, Feddes

e Zuidhof, (2004) a utilizagcdo do sistema de vaporizagdo para reducédo de
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temperatura ambiente nos galpdes resulta em melhora da qualidade da
carcaca e reducédo de 33% e 40% na mortalidade e condenagao de carcacas,
respectivamente.

Entretanto, faz-se necessério o controle da umidade, pois foi observada
uma associagao positiva entre umidade relativa e celulite, quando a umidade
relativa se elevou a incidéncia de celulite teve 0 mesmo sentido. A umidade
relativa medida no periodo entre 26 a 46 dias de idade esteve
significantemente associada com a celulite. E tarefa ardua refrigerar um galpdo
de frangos em uma situacdo de elevada umidade relativa, isto pode afetar
negativamente o comportamento dos frangos estimulando-os a sentar ou deitar
durante o periodo mais quente do dia. (SCHRADER, SINGER e ATWILL,
2004).

Em oposicao, Feddes et al. (2003) ndo perceberam qualquer alteracao
na incidéncia de celulites em tratamentos com diferentes niveis de ventilacédo e
velocidade do ar desde que a temperatura seja mantida igual.

Em seus estudos Schrader, Singer e Atwill, (2004) identificaram dois
fatores que afetam a prevaléncia da celulite e que podem ser completamente
controlados através de gerenciamento do manejo: a quantidade de aves por
utilizacdo da cama e o tempo de vazio sanitario. De acordo com o modelo por
eles proposto, limitando o nimero de aves criadas na mesma cama e elevando
o tempo do vazio sanitario a taxa de celulite sera reduzida significativamente.
Rocha et al. (2002) complementam quando afirmam que a compactacdo da
cama causa lesdes na regido do peito e a umidade favorece a multiplicacéo
bacteriana que encontra facilidades para penetrar e causar a inflamacéao.

Em estudos de campo Singer et al. (2000), verificaram que uma cama
reutilizada, na auséncia de aves, muitas vezes tem contagens bacterianas
abaixo do limite de deteccdo de 2X10° UFC/g em matéria seca. E possivel, no
entanto, que um numero muito baixo de bactérias, persiste em um estado de
laténcia na cama reutilizada, e, quando o préximo lote for introduzido, o
microrganismo comecar a se multiplicar. Outras fontes potenciais incluem a
sujeira do piso dos aviarios e a poeira. As bactérias tém se demonstrado
persistentes por longos periodos na poeira dos aviarios.

Johnson et al. (2001) destacam que a maior incidéncia de celulite em

machos frequientemente observada em criagbes de aves comerciais parece ser
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uma funcdo da agressividade (arranhdes associados) e nédo diferem
marcadamente das taxas observadas no sexo feminino, quando ambos o0s

sexos sdo desafiados por um modelo de injecdo do indculo (Escherichia coli)

no tecido subcutaneo.

Para conseguir integridade na pele dos frangos pode ser que sejam
necessarios ajustes no manejo dos lotes assim como durante o
processamento. E provavel que a qualidade da pele se deteriore nos sistemas
de producao e processamento desenhados e operados para se obter o maximo
de produto ao minimo custo. (BILGILLI e HESS, 2009)

3.6 CONSIDERAQC)ES SOBRE A ETIOPATOGENIA DA CELULITE AVIARIA
POR Escherichia coli

3.6.1 Escherichia coli em aves

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez no final do século XIX por
Theodor von Escherich e denominada Bacterium coli commune, devido ao fato
de ser uma bactéria encontrada no colon e extremamente comum nos
humanos e animais. Pertence a familia Enterobacteriaceae, que estédo
amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados no solo, agua,
plantas e, como indica o0 nome da familia, no trato intestinal de seres humanos
e animais de producédo ou companhia (KONEMAN et al., 2008; HIRSH e ZEE,
2003). Alguns géneros dentro da familia sdo primariamente patdgenos de
humanos e animais de sangue quente (ex. Shigella, Salmonella, Yersinia),
enquanto outros sdo membros da microbiota comensal normal do trato
gastrointestinal (ex. Escherichia, Enterobacter, Klebsiella) e causam infec¢des
oportunistas. De modo geral, as enterobactérias sdo 0os microrganismos mais
isolados de processos infecciosos, representando em torno de 70 a 80% das
bactérias Gram-negativas isoladas em rotina de laboratério. (EINSENSTEIN e
ZALEZNIK, 2009; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

As bactérias que pertencem a familia Enterobacteriaceae séo bacilos
gram-negativos ndo esporogénicos que fermentam a glicose e ampla variedade
de outros acucares. Sao oxidase negativa, catalase positiva, anaerdbios

facultativos que crescem bem em agar MacConkey porque ndo sao inibidos
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pelos sais biliares do meio. Esses microrganismos entéricos reduzem nitrato a
nitrito, e algumas espécies, notadamente a Escherichia coli, fermentam a
lactose. A maioria das enterobactérias € movel por flagelos peritriquios. A
familia contém mais de 28 géneros e de 80 espécies, incluindo Escherichia coli,
sorotipos de Salmonella, Yersinia, Proteus, Enterobacter e Klebsiella. Esses
organismos podem infectar uma enorme variedade de hospedeiros (incluindo
humanos), resultando em algumas situacdes, em portadores e, em outras
instancias, causando doencas, pois 0s microrganismos podem ser patdgenos
entéricos e sistémicos ou oportunistas (QUINN et al., 2005).

O género Escherichia contém apenas uma espécie e, aproximadamente,
mil tipos antigénicos. E a espécie bacteriana mais comumente isolada nos
laboratérios clinicos. E um dos microrganismos comumente envolvidos em
septicemias por gram-negativos e em choque induzido por endotoxinas. E um
mesofilo tipico capaz de se desenvolver entre 7 e 42°C sendo 37°C a
temperatura O0tima, embora existam cepas que possam se multiplicar a 4°C.
N&o apresenta termorresisténcia, sendo destruido a 60°C em poucos
segundos, mas €& capaz de resistir por longo tempo em temperatura de
refrigeracdo. O pH préximo do neutro propicia condicbes Otimas para 0 seu
desenvolvimento (KONEMAN et al., 2008; GERMANO e GERMANO, 2008).

Segundo Quinn et al. (2005) a Escherichia coli € frequentemente
fimbriada e produz col6nias cor de rosa em agar MacConkey, tendo reacdes
bioquimicas caracteristicas nos testes do IMVIC, ou seja, teste de producao de
indol e vermelho de metila positivos, teste de Voges-Proskauer e de utilizacédo
de citrato negativos. Algumas linhagens sdo hemoliticas, ndo produz H2S em
Agar Triplice Acucar Ferro (TSI), teste de Lisina descarboxilase positivo e
atividade de urease negativa. Antigenos somaticos (O), flagelar (H) e, por
vezes capsular (K) sdo usados para sorotipagem de E. coli. Os antigenos
somaticos sédo de natureza lipopolissacaridica, localizando-se na superficie da
parede celular. Os antigenos flagelares sdo de natureza protéica e o0s
antigenos capsulares sdo compostos de polissacarideos. Antigenos
proteinaceos fimbriais (F) agem como adesinas, facilitando a aderéncia as
superficies mucosas.

Os fatores de viruléncia de linhagens patogénicas de Escherichia coli

incluem enterotoxinas, sideréforos, toxina shiga-simile (verotoxina), fator
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citotoxico necrosante e hemolisina. (HIRSH e ZEE, 2003). Dentre os principais
fatores de viruléncia associados a Escherichia coli de origem aviaria,
destacam-se a expressdo de adesinas, a producdo de sideréforos e a
capacidade de resistir & acdo microbicida do soro. Os fatores que apresentam
maior correlacdo com a viruléncia sdo 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 ap0s a invasdo da bactéria (FERREIRA
e KNOBL, 2000).

A Escherichia coli tem comprovado papel como patdgeno entérico e
também extra-intestinal, sendo o agente etiolégico de um amplo espectro de
infec¢des invasivas no homem e animais, além de ser um dos integrantes da
microbiota intestinal de mamiferos e aves (RON, 2006).

Com base nas caracteristicas de patogenicidade, no efeito em certas
culturas de células e nos grupos sorologicos sdo reconhecidos nove grupos de
Escherichia coli virulentos (patotipos): Escherichia coli enteroagregativa
(EaggEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) Escherichia
coli uropatogénica (UPEC), Escherichia coli de meningite neonatal (NMEC),
Escherichia coli patogénica para aves (APEC) (KAPER, 2005). Ferreira e Knobl
(2000) ainda cita o patotipo Escherichia coli enteropatogénica para coelhos
(REDEC).

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 infecgdes,
podendo modificar a composicdo do material genético bacteriano
drasticamente, pela incorporacdo de elementos genéticos de outros
organismos diretamente no genoma (DAM e DAS, 2006). Dessa forma, Elena
et al. (2005) relataram que os patotipos surgiram devido a evolu¢cdo molecular
da Escherichia coli, havendo uma relacéo filogenética estreita entre diversas
cepas, como a cepa B e K12, ndo patogénicas, seguida pela O157:H7,

enterohemorragica, e CFT073, uropatogénica.
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De acordo com Andreatti Filho (2006), o diagnéstico de Escherichia coli
deve ser baseado no isolamento e identificacdo da bactéria, estando também
na dependéncia da diferenciacdo entre amostras patogénicas e nao
patogénicas de Escherichia coli

A carne de aves, em especial a de galinha, tem sido apontada como
causa de surtos de toxinfeccdo alimentar, principalmente por EPEC
(GERMANO e GERMANO, 2008). A carne apresenta uma composi¢cao quimica
gue a torna excelente meio de cultura. Apresenta alta atividade de agua, € um
alimento rico em substancias nitrogenadas e 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
(FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Fernandes (2008) isolou a Escherichia coli em 50% das 30 amostras de
frangos oriundas do comércio de Salvador-Bahia, incluindo amostras de
frangos congelados industrializados, frangos resfriados industrializados e
frangos nao industrializados. Silva et al (2002) detectaram E. coli em 95% das
60 amostras de frangos refrigerados oriundas da cidade de Jodo Pessoa-PB.

Em seus experimentos Ewers, Jansen e Wieler (2003) ressaltam que as
APEC partiiham ndo somente idénticos sorotipos com as Escherichia coli
patogénicas para humanos, mas também fatores de viruléncia especificos,
portanto o seu potencial zoondtico deve ser considerado (KAPER, 2005) afirma
gue, o patotipo APEC causa infec¢gbes extraintestinais em aves, como infeccéo
respiratéria, pericardite e septicemia. Em humanos estdo associados a
infeccdes intra-abdominais.

Frangos também sdo susceptiveis a colonizacdo por Escherichia coli
0157:H7, pertencente ao patotipo EHEC, responsavel pela sindrome da colite
urémico-hemolitica hemorragica em humanos (BARNES, VAILLANCOURT e
GROSS, 2008). Cepas de APEC tem sido relacionadas com maior prevaléncia
aos sorogrupos O1, 02 e O78 (MCPEAKE, SMITH e BALL, 2005).

De acordo com Andreatti Filho (2006), a colibacilose é o termo
comumente empregado para designar as infeccbes 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
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gallisepticum, M. synoviae, Pasteurella multocida, Haemmophillus
paragallinarum, Pneumovirus, virus da bronquite infecciosa (incluindo virus
vacinal), doenca de Marek e de New Castle, doenca infecciosa bursal
(Gumburo) e presenca de micotoxinas (Aflatoxina) na racdo. A erradicacdo de
certas doencas aviarias intimamente associadas a infec¢des secundarias por
Escherichia coli e a diminuicdo da ocorréncia de outras, pela adocdo de
melhores préticas de manejo e programas sanitérios, vieram ressaltar a
importancia da Escherichia coli na patologia aviaria. Além desses agentes
infecciosos, a infecgdo por Escherichia coli se torna clinicamente aparente
guando e, principalmente, fatores ambientais adversos estdo presentes, como
a presenca de gases irritantes, principalmente a amonia, umidade da cama,
poeira, variacdes climaticas e alta densidade.

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

O uso adequado de antimicrobianos consiste em uma estratégia eficaz
no controle de Escherichia coli Dentre os antimicrobianos utilizados no
tratamento e prevencao de doencas associadas a Escherichia coli destacam-se
a danfloxacina, gentamicina, enrofloxacina, apramicina, espectinomicina e
acido oxolinico, uma vez que apresentam espectro de sensibilidade superior a
70% para amostras de Escherichia coli isoladas de aves com colibacilose
(ANDREATTI FILHO, 2006).

Por outro lado, a situacdo do uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento e prevencdo de doencas é um problema de saude animal e publica
(MOTA et al., 2005; JOHNSON et al., 2005a). 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 Escherichia coli de origem fecal foi verificado por
Bogaard et al. (2001) em frangos e perus, bem como maior nimero de cepas

multirresistentes, comparados com galinhas caipiras. Jonhson et al. (2007)
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estudaram a resisténcia antimicrobiana da Escherichia coli originaria de fezes
humanas e de frangos por meio de Reag¢do em Cadeia de Polimerase para
grupo filogenético e genes de viruléncia associados a Escherichia coli
resistente a sulfametoxazol-trimetropim, quinolona e cefalosporina de amplo
espectro. Eles concluiram que muitas cepas de Escherichia coli resistentes aos
antimicrobianos isoladas de humanos podem ter sido oriundas do frango, por
ingestdo do alimento contaminado, entretanto as cepas resistentes aos
antimicrobianos isoladas de frangos provavelmente sao 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 probiodticos, que mantém o equilibrio da
microbiota do trato gastrintestinal de aves, previnem infeccdes, reduzem
condenacgdes de carcacas e a mortalidade, melhoram a converséo alimentar, o
ganho de peso e a qualidade das carcagas, conservando os indices de
produtividade alcangcados com a utilizagdo de antimicrobianos e vacinas
(SANTOS e GIL-TURNES, 2005).

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

3.6.2 Escherichia coli como agente etiolégico da celulite aviaria

De acordo com Ron (2006) a Escherichia coli tem comprovado papel
como patdgeno entérico e também extraintestinal como causa de amplo
espectro de infec¢des invasivas em humanos e animais. Segundo Zavalla
(2000), a manipulacdo das aves, a penetracdo da pele com agulhas, os
arranhGes da pele, as lesGes nas cristas e barbelas, podem contribuir para
penetracdo de bactérias na pele das aves. As lesbes de pele cicatrizam e

desaparecem, entretanto as bactérias permanecem no tecido subcutaneo,
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onde a fagocitose das bactérias € ineficiente, e os fagdcitos encarregados de
eliminar a infeccdo carecem de arsenal bioquimico que estd presente nos
fagocitos dos mamiferos, isto significa que as infec¢Bes tenderdo a serem mais
cronicas nas aves.

Em frangos de corte, a possivel associacdo entre bactérias e lesées de
celulite foi primeiramente reportada em 1984, quando foram isoladas
Escherichia coli e ocasionalmente Pasteurella multocida (RANDALL et al,
1984). E. coli sdo os organismos predominantemente isolados destas lesoes, e
numerosos investigadores tem casualmente conectado a presenca de E. coli
com a celulite (PEIGHAMBARI et al., 1995; GOMIS et al.,, 1997; NORTON,
BILGILI e McMURTREY, 1997; JEFFREY, CHIN e SINGER, 1999). Messier et
al. (1993) isolaram a bactéria em 88,1% das amostras, sendo que em 62,5%
destas, foi a Unica bactéria isolada. Gomis et al. (1997) isolaram E. coli e 75%
das lesdes de aves que reproduziram experimentalmente a doenca. Em outro
estudo, 83,3% das lesdes de celulite foram positivas para a presencga de E. coli
(ONDERKA et al., 1997)

Andrade (2005) em sua pesquisa afirmou que de forma geral, das 30
amostras comprovadamente com celulite, 23 foram positivas na identificacédo
de Escherichia coli, das amostras controle, 18 confirmaram a presenca da
bactéria.

Escherichia coli foi isolada da superficie assim como de lesbes da pele
de muitos frangos. E possivel que esta aparente susceptibilidade da pele dos
frangos para a colonizagcdo da E. coli esta associada a especificidades
estruturais e fisicoquimicas da pele dos frangos. Olkowski et al. (2005).

Schrader, Singer e Atwill, (2004) encontraram elevados niveis de
Escherichia coli no terco final da criacdo e este periodo estd associado a
elevada prevaléncia de celulite. E neste momento que a densidade das aves no
galpdo é mais elevada concomitante ao pico no nivel de concentracdo da
Escherichia coli na cama oferecendo uma critica justaposicdo de lesdes de

pele e dose de inoculo infeccioso

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

Um dos mais importantes avancos na area de métodos rapidos em
microbiologia foi a tecnologia baseada na reacdo em cadeia de polimerase,
também chamada PCR (Polimerase Chain Reaction). A técnica da PCR é um
grande avanco no diagnéstico molecular e caracterizacdo genética de
microrganismos patogénicos, como a Escherichia coli (GARCIA et al., 2008;
ROCHA et al., 2008).

Consiste em uma reacdo de amplificacéo 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
(DNA polimerase) que, tendo um segmento de DNA de fita simples como
molde, é capaz de construir a fita complementar a esse segmento, através da
polimerizacdo de nucleotidios adicionados ao sistema. O inicio da cépia se da
a partir de dois oligonucleotidios iniciadores (primers) complementares as
extremidades 3’e 5'do fragmento do DNA a ser copiado (FRANCO e
LANDGRAF, 2008; DE ROBERTIS e HIB, 2006).

Desenvolvida por Saiki e seu colaboradores em 1985, a técnica de PCR
foi aperfeicoada por Mullis e seus colaboradores em 1987. As melhorias
introduzidas por Mullis foram o conceito de primer de PCR e o0 uso de uma
enzima termoestavel (Tag DNA polimerase) isolada de uma bactéria que vive
em fontes termais, conhecida como Thermus aquaticus. Esta enzima possui a
propriedade de se manter estavel em temperaturas altas, facilitando a
realizacdo da técnica. Em 1989 foi criado o primeiro termociclador automatico e
em meados dos anos 90 foi aperfeicoado com o emprego de um bloco de
aguecimento composto por uma liga metalica que aquece ou esfria de acordo
com a programacdo do aparelho conhecido como padréo Peltier (VIEIRA,
2009).
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O processo da PCR requer quatro componentes: dois primers, cada um
consistindo em 15 a 20 bases de DNA, denominadas oligonucleotideos,
correspondendo a sequencias de DNA imediatamente adjacentes a sequéncia
de interesse; DNA polimerase, que realiza o processo vital de replicacdo do
DNA, sendo denominada extensdo do primer; um grande numero de
nucleotideos de DNA livres; DNA gendmico de um individuo. Dessa forma, o
DNA genbmico é primeiramente aquecido e desnaturado para formar
filamentos Unicos. Na fase de helicoidizacdo, o DNA é esfriado, permitindo a
hibridizacdo com seqiéncias de primers que flanqueiam a regido de interesse.
Entdo, a reacdo € aquecida a uma temperatura intermedidria para a extensao
do primer, na qual a DNA polimerase adiciona bases livres na direcédo 3’ ao
longo de cada filamento Unico, comec¢ando no primer. Fragmentos de DNA com
terminagdes “abruptas” séo formados, e estes servem de molde para o préximo
ciclo de aquecimento e resfriamento. Ciclos repetidos produzem um grande
numero de fragmentos de DNA ligados em cada ponta pela sequéncia do
primer. Em virtude de cada ciclo de aguecimento-esfriamento requerer apenas
alguns minutos, uma unica molécula de DNA pode ser amplificada para fazer
milhdes de coOpias em poucas horas. A referida técnica possui inUmeras
vantagens, dentre elas a utilizacdo de quantidade extremamente pequena de
DNA, da ordem de nanogramas, e de ndo requerer clonagem génica. Dentre as
desvantagens, destacam-se a necessidade do conhecimento prévio das
sequéncias de DNA flanqueadoras da sequéncia de interesse, extrema
sensibilidade a contaminacéo laboratorial e dificuldade de aplicar a PCR em
sequéncias maiores do que alguns kilobases (JORDE et al., 2004).

Existem diversas reacfes que utilizam a PCR, como a RT-PCR (Reverse
Transcriptase Chain Reaction), Multiplex PCR, Nested PCR e PCR
Competitiva. A reacdo de RT-PCR é composta de duas partes: a transcricao
reversa e a amplificacdo. Seu principal diferencial é que esta reacdo néo parte
de um molde de DNA diretamente extraido da amostra; a amostra fornece o
RNA, que é convertido em cDNA (DNA complementar). Consiste em uma
ferramenta Gtil em estudos de expressao génica, pois avaliando o mRNA,
podemos detectar quais proteinas estdo sendo efetivamente expressas
(VIEIRA, 2009). Na Multiplex PCR dois ou mais l6écus sdo amplificados

simultaneamente na mesma reagéo, mostrando-se um ensaio rapido e eficiente
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(PERRY et al., 2007). De acordo com Vieira (2009), na Nested PCR, o
segmento genbmico € amplificado, primeiro de forma abrangente, para
melhorar a especificidade e a eficiéncia da reacdo, copiando até mesmo
sequéncias localizadas fora dela, e depois, utilizando este primeiro produto, a
amplificacdo da real sequéncia-alvo. Essas duas etapas (rounds) podem ser
realizadas concomitantemente, ou em duas reacdes separadamente,
caracterizando o Semi-Nested PCR. Na PCR competitiva, além do DNA molde,
€ adicionado a reacdo um outro trecho de DNA, de sequéncia, tamanho e
concentragdo conhecidos (controle), cujas extremidades sdo complementares
também aos primers que irdo amplificar a sequéncia-alvo. O resultado € a
amplificacdo de dois trechos de DNA: a de interesse e a controle. Essa Ultima,
levando-se em conta a quantidade inicial e dados sobre a eficacia da reacao
serve de padréo para a quantificacdo do DNA-alvo, sendo possivel determinar
0 quanto foi amplificado.

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

Rocha et al. (2008) citaram que o0s mecanismos de viruléncia das
amostras de Escherichia coli potencialmente patogénicas tém sido
continuamente estudados e acredita-se ser multifatorial. No caso de APEC os
autores detectaram diversos genes, como o resisténcia sérica - iss (73,8%),
hemaglutinina sensivel a temperatura - tsh (55,7%) e presenca de aerobactina -

iutA (45,9%). Nakazato et al. (2009) relataram que a caracterizagdo molecular e
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bioldgica € necesséria para o entendimento da patogénese da APEC, visando
o desenvolvimento de ferramentas que podem prevenir as perdas econdmicas
causadas por estas linhagens.

E imprescindivel o conhecimento dos fatores que determinam o
aparecimento de doencas no homem e animais, visando intervencoes efetivas.
Dessa forma, a definicdo dos genes de viruléncia (e possiveis combinacdes) é
vital para a eficacia do diagnéstico e melhoria da saude publica (CAPRIOLI et
al., 2005), acrescente-se a isso os resultados de estudos de Johnson et al.
(2005b) demonstrando a presenca de EXPEC em alimentos, sugerindo que
elas representam uma nova classe de patdégenos alimentares, contudo novos
estudos sdo necessarios para obter uma melhor compreenséo da extensao da
contaminacao dos alimentos por EXPEC e o real potencial destes patdégenos

em gerar patologias diretamente relacionadas com alimentos.
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Caracterizacao fenotipica e genotipica de Escherichia coli provenientes
de lesdes de celulite de frangos de corte?

'Artigo submetido ao comité editorial do periddico cientifico Pesquisa Veterinaria Brasileira

Caracterizacao fenotipica e genotipica de Escherichia coli provenientes
de lesdes de celulite de frangos de corte’

ABSTRACT.- Silva R.M., Silva I.M.M., Baliza M., Freitas F. & Barros L.S.S. 2011.
[Fenotipical and genotipical caractherization of Escherichia coli from cellulitis
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lesions in broilers.] Caracterizacdo fenotipica e genotipica de Escherichia coli
provenientes de lesdes de celulite de frangos de corte. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, Rua Rui Barbosa, 710, Centro, Cruz das Almas,BA 44.380-000, Brazil. E-
mail: riccomendes@yahoo.com.br

Were collected aseptically 40 samples from lesions of chickens from poultry
slaughterhouse located in Bahia Recéncavo for phenotypic and genotypic characterization of
Escherichia coli. The animals of this research were from four poultry houses located in the same
region, weighed 1.050 g 2.867 g 90% were free of pathology associated with cellulitis.
Cachexia observed in two chickens, one case of pericarditis and another injured. The weight of
the cellulitis lesions ranged from 0.9 to 1.7 g and 85% of these were on the left side of the
abdomen of chickens. Escherichia coli was isolated in 82.5% of samples by means of a rapid
method for counting by Petrifilm™ plates (3M Company). Was used the Polymerase Chain
Reaction (PCR) for verification of the gene of serum resistance (iss), identifying Avian
Pathogenic, E. coli (APEC). Iss was detected in 87.9% of isolates. The results of this study
showed a clear need for the revision of management in the aviaries, more studies that confirm
the presence of APEC in food and its zoonotic potential and the intensification of surveillance in
slaughterhouses in order to prevent the emergence and liberation, to consumption of birds with
cellulitis lesions.
INDEX TERMS: Infection; bacterial caracterization; aviculture, APEC

' Recebido em

Aceito para publicacdo em

2 Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia, Rua Rui Barbosa 710, Centro, Cruz das Almas, BA, 44.380-000, Brasil. *Autor para
correspondéncia: riccomendes@yahoo.com.br

% Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Rua do Cajueiro
S/N, Cajueiro, Santo Antdnio de Jesus, BA, 44.570-000, Brasil.

RESUMO: Coletaram-se, de forma asséptica 40 amostras de lesdes de celulite de frangos
provenientes de matadouro avicola localizado no Recéncavo da Bahia para a caracterizacao
fenotipica e genotipica de Escherichia coli. Os animais deste estudo foram oriundos de quatro
aviarios localizados na mesma regido, pesavam entre 1.050g a 2.867g e 90% eram isentos de
patologia associada a celulite. Observou-se caquexia em dois frangos, sendo um caso de
pericardite e outro de contusdo. O peso das lesdes de celulite variou de 0,9 a 1,79 e 85% destas
estavam no lado esquerdo do abdémen dos frangos. Escherichia coli foi isolada em 82,5% das
amostras por meio de método rapido de contagem por placas Petrifilm ™ (3M Company).
Utilizou-se a Reagdo em Cadeia de Polimerase para verificacdo do gene de resisténcia sérica
(iss), identificando, assim, E. coli patogénica para aves (APEC). Identificou-se iss em 87,9%
dos isolados. Com os resultados deste trabalho ficou clara a necessidade da revisdo do manejo
nos aviarios, de estudos que confirmem a presenca de APEC nos alimentos e do seu potencial
zoondtico e da intensificacdo da fiscalizagdo nos matadouros, a fim de se evitar o surgimento e a
liberagdo, para consumo, de aves com lesdes de celulite.

TERMOS DE INDEXAC;AO: Infeccdo; caracterizacdo bacteriana; avicultura; APEC.

INTRODUCAO

A celulite aviaria € um termo utilizado para a inflamagéo aguda do tecido subcutaneo (Oderkirk
1997), comumente localizada na regido ventral do abdome e da coxa (Allan 2004, Oderkirk
1997), usualmente unilateral (Messier et al. 1993, Elfadil et al. 1996). Caracteriza-se pela
presenca de exsudato purulento, espessamento da derme e formacdo de placas fibrino-caseosas
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subcuténeas (Norton et al. 1997, Jefrey et al. 1999), estando os planos teciduais separados e 0
tecido muscular adjacente possivelmente envolvido (Messier et al. 1993).

Vaillancourt & Barnes (2003) afirmam que a celulite € um processo infeccioso que
emergiu como uma patologia aviaria de relevancia financeira por conta do crescimento do
nimero de condenagOes de carcagas, da reducdo da qualidade do processamento industrial e
pelo aumento dos custos relativos as condenagdes parciais e ao reprocessamento das carcagas
afetadas. Santana et al. (2008) corroboram quando afirmam que a celulite pode ser considerada
como uma das mais importantes causas de condenacdo de carne de frango em todo o mundo,
gerando interesses em termos econdmicos por conta das perdas financeiras impostas aos
produtores.

Em frangos de corte, a possivel associacdo entre bactérias e lesdes de celulite foi
primeiramente reportada em 1984, quando foram isoladas Escherichia coli e, ocasionalmente,
Pasteurella multocida (Randall et al. 1984). Varios estudos evidenciaram o isolamento de E.
coli oriunda de lesBGes de celulite em frangos (Peighambari et al. 1995, Gomis et al. 1997,
Norton et al. 1997, Jeffrey et al. 1999, Zavalla 2000, Andrade 2005, Olkowski et al. 2005). Para
o isolamento de E. coli sdo utilizados diversos métodos, dentre eles o de Petrifilm, que consiste
numa modificacdo da contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) em placas,
reconhecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e pelo Nordic Committee
on Food Analysis (NMKL), sendo muito utilizado em alimentos (Silva et al. 2007).

A Escherichia coli tem comprovado papel como patégeno entérico e também
extraintestinal, sendo o agente etiolégico de um amplo espectro de infec¢des invasivas no
homem e animais, além de ser um dos integrantes da microbiota intestinal de mamiferos e aves
(Ron 2006). A Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC) possui fatores de viruléncia
que permitem invadir, colonizar e induzir patogenias fora do trato gastrointestinal (Smith et al.
2007).

Com base nas caracteristicas de patogenicidade, no efeito em certas culturas de células e
nos grupos soroldgicos sdo reconhecidos nove grupos de Escherichia coli virulentos (patotipos):
Escherichia coli enteroagregativa (EaggEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC),
Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli que adere difusamente (DAEC), Escherichia
coli uropatogénica (UPEC), Escherichia coli de meningite neonatal (NMEC) e Escherichia coli
patogénica para aves (APEC) (Kaper 2005). Ferreira & Knobl (2000) ainda citam o patotipo
Escherichia coli enteropatogénica para coelhos (REDEC).

Nakazato et al. (2009) e Ewers et al. (2004) afirmam que linhagens de APEC causam
uma grande diversidade de doencas em aves e Sd0 responsaveis por grandes prejuizos na
indlstria aviaria. E. coli patogénica para aves (APEC) é um dos agentes etioldgicos da
colibacilose, uma sindrome caracterizada por lesées em multiplos 6rgdos como aerosaculite,
pericardite, peritonite, salpingite, sinovite, osteomielite, infeccdo no saco vitelinico.

O genoma da Escherichia coli possui aproximadamente 4,6 milhGes de pares de bases e
codificam proximo de 4.000 proteinas diferentes, sendo que cerca de 90% do DNA serve como
sequéncia codificadora de proteina. Como um procarioto, seu DNA é uma molécula circular
Gnica no nucle6ide, ndo separada por membrana no citosol, o qual possui cerca de 30.000
ribossomos, sitio da sintese protéica (Rocha et al. 2008, Tortora et al. 2006).

Dentre os métodos rapidos de diagnoéstico molecular de E. coli patogénica, como APEC,
destaca-se reacdo em cadeia da polimerase, denominada PCR (Polimerase Chain Reaction)
(Garcia et al.2008).

Dentre os genes de viruléncia encontrados em APEC, o gene "increased serum survival"
(iss), confere a bactéria resisténcia aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro, causando
blogueio do complexo terminal do sistema do complemento que atua na membrana celular
provocando a lise da célula (Dho-Moulin & Fairbrother 1999). Esse gene foi descrito pela
primeira vez associado com o plasmidio ColV-1-K94 em um isolado de Escherichia coli
proveniente de humano (Binns et al. 1979). Esse gene codifica uma lipoproteina da membrana
externa da bactéria, denominada colicina. Esta proteina pode ser utilizada para estimular a
producdo de anticorpos monoclonais especificos para deteccdo de cepas virulentas de
Escherichia coli (Foley et al. 2003). Johnson et al. (2008) estudaram a evolucdo do gene iss e
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detectaram a existéncia de trés alelos nas cepas de Escherichia coli (tipos | a Il1), sendo que o
iss ocorre em multiplas regides do genoma. Houve a relacdo do referido gene com cepas de
Escherichia coli oriundas de infecgfes extraintestinais em humanos, apesar de Kaper (2005)
citar que em humanos a APEC esté associada a infec¢@es intra-abdominais.

Campos et al. (2008) concluiram que a proximidade genética entre a APEC e a
Escherichia coli humana € percebida pelo sequenciamento do DNA e das regides fliC
conservadas, e estes dados exibem o risco zoonético da bactéria e Antdo et al. (2008)
corroboram quando afirmam que, em seus estudos envolvendo patdgenos humanos (UPEC e
NMEC), descobriram que estes também podem infectar frangos, evidenciando o potencial
zoonGtico da APEC.

Ewers et al. (2007) realizaram estudos que suportam as seguintes hipdteses: (a) frangos
podem ser veiculos ou reservatorios para cepas humanas de ExPEC, (b) APEC serve como
reservatorio para genes associados com viruléncia das UPEC e NMEC (c), algumas linhagens
de EXPEC, apesar de diferentes patotipos, podem compartilhar ancestrais em comum e (d)
alguns subgrupos de APEC tem consideravel potencial como agentes zoondticos.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar fenotipicamente e genotipicamente
Escherichia coli oriundas de les6es de celulite de frangos provenientes de matadouro avicola.

MATERIAL E METODOS

O isolamento e identificacdo bacteriana foi realizado pelo método microbiolégico rapido de
contagem por placas Petrifilm ™ (3M Company) ), método AOAC (998.08).

Foram colhidas, 40 amostras de les6es de celulite de frango provenientes de matadouro
avicola do Recdncavo da Bahia, sob a fiscalizacdo do Servico de Inspecdo Estadual (SIE), que
realiza o abate de 22.000 aves/dia, estando sob a fiscalizacdo do SIE, aves estas oriundas de
quatro aviarios localizados na mesma regido. As amostras foram coletadas assepticamente com
lamina de bisturi estéril, precedida pela antissepsia do tecido cutaneo, acondicionadas em
recipientes estéreis, identificadas, acondicionadas em caixa térmica contendo gelo quimico e
prontamente enviadas ao Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, sendo imediatamente executadas as analises
segundo Silva et al. (2007).

Foi diluido 1 g da lesdo de celulite em 9 ml de solucdo salina 0,9% e realizada
inoculacdo de 1 ml na placa para cultivo de Escherichia coli (EC), contendo meio base
Vermelho Violeta Bile (VRB), indicador cloreto de trifeniltetrazolium (TTC), lactose e
substrato cromogénico para B-glicuronidase. A inoculagdo foi feita no filme inferior que, depois
de inoculado, foi coberto com o filme superior. O indculo foi espalhado com um difusor
plastico, por leve pressdo manual e, depois da solidificacdo do gel, as placas foram incubadas
para desenvolvimento das colbnias a 35+1°C/24+2h. Foram considerados como E. coli os
cultivos gque apresentaram as seguintes caracteristicas: coloracdo azul ou vermelho azulada e
presenca de bolhas de gas.

Os isolados foram estocados em caldo BHI (Brain and Heart Infusion) com glicerol a
15% e mantidos a 20°C negativos para posterior extracdo do DNA bacteriano e realizacdo da
PCR.

Polimerase Chain Reaction (PCR):
Extracdo de DNA

Um mililitro da suspensdo da cultura bacteriana em caldo BHI a 24h 37°C foi coletada e
centrifugada por 5 minutos a 13.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e 800l de agua miliQ
foi adicionado. Ap6s homogeneizagao, as amostras foram submetidas a uma nova centrifugacao
nas mesmas condi¢cBes mencionadas anteriormente. O sobrenadante foi descartado e 80ul de
agua miliQ foi adicionada. Apoés essa etapa, as amostras foram submetidas a temperatura de
96°C por dez minutos. O sobrenadante foi removido e mantido congelado em tubos de
polipropileno a -20°C até o momento da analise.

Mix
Os componentes da PCR estéo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Componentes da PCR

Componente Volume Concentragdo final
10X PCR buffer 2,5ul 1X
10mM dNTP mix 0,5ul 0,2mM
50mM MgCI2 0,75ul 15mM
Taq DNA polimerase (5U/ul) | 0,2ul 2U
Agua Mili-Q estéril 16,05ul -
Iniciadores(10ul)  (os  dois | 1pl 0,5l
primers)

DNA-molde 3ul -

Total 25l

Amplificacéo

As condicdes da PCR para o gene iss para diagnostico molecular da APEC foram as
seguintes: 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 61°C e 2 minutos a 72°C;
com extensdo final de 10 minutos a 72°C. As sequéncias dos primers foram 5’-GTG GCG AAA
ACT AGT AAA ACA GC-3’ ¢ 5-CGC CTC GGG GTG GAT AA-3’ ¢ o tamanho do
fragmento amplificado do gene estudado foi 760pb. As reacdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclador do tipo Mastercycler (Eppendorf®). Os componentes da reagdo de
PCR foram misturados em camara asséptica e distribuidos 22ul em tubos de polipropileno de
0,2ml. Posteriormente, 3ul do lisado de cada amostra foram adicionados. Os produtos de
amplificacdo foram separados mediante eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio (1pg/ml) utilizando o equipamento Eletroforesis power supply EV 243 ™.
Consort. Um volume de 10l do produto amplificado foi misturado a 2l de tamp&o da amostra
e aplicados no gel, sendo o tempo de corrida de 2 horas a 40mA. Em seguida os produtos da
amplificacdo foram observados em transluminador ultravioleta (BDH®). Foi utilizado como
marcador de peso molecular o padrdo de 100pb DNA ladder.

RESULTADOS

Os animais envolvidos no estudo pesavam entre 1,050g a 2,867g e 90% (36/40) ndo
apresentavam patologia associada a celulite. A caquexia foi observada em apenas 2 frangos,
seguida um caso de pericardite e um de contusdo. O peso das lesdes de celulite variou de 0,9 a
1,79 e 85% destas (34/40) estavam localizadas no lado esquerdo do frango. Escherichia coli foi
isolada em 82,5% (33/40) amostras de lesdes de celulite. O gene iss foi identificado em 87,9%
(29/33) das amostras. Como mostra a figura 1, apenas os isolados 7, 11, 29 e 32 foram negativos
para 0 gene iss. Foram utilizados um controle negativo da reacdo de PCR e um controle
positivo. Entretanto, o controle positivo, uma amostra de DNA de Escherichia coli sabidamente
portadora do gene iss, ndo amplificou. Uma das possibilidades para a sua ndo amplificacdo é a
degradagdo do DNA devido ao longo tempo de armazenamento dessa amostra.
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Figura 1. Fotografia do gel de agarose a 2% da PCR para gene iss das amostras de Escherichia
coli isoladas de lesdes de celuite de frangos. Tamanho do fragmento 760pb, 1 Controle
negativo, 2 Peso Molecular 100pb, 3 Controle positivo, 7-11-29-32 Amostras negativas.

DISCUSSAO

Os resultados da alta prevaléncia de Escherichia coli em lesdes de celulite corroboram com 0s
achados de Messier et al. (1993), que isolaram a bactéria em 88,1% das amostras, sendo que em
62,5% destas, foi a Unica bactéria isolada, e com Gomis et al. (1997) que isolaram Escherichia
coli em 75% das lesfes de aves, no qual a doenca foi experimentalmente reproduzida. Em outro
estudo, Onderka et al. (1997) constataram a presenga de Escherichia coli em 83,3% das lesdes
de celulite. Em suas pesquisas, Gomis et al. (2000) isolaram E. coli em 92% das lesGes de
celulite (n=51), resultado similar aos estudos de Derakhshanfar & Ghanbarpour (2002) que
isolaram E. coli em 91,8% das lesdes de celulite (n=98), sendo que foi 0 Unico microrganismo
isolado em 83,7% das amostras (n=82). Desta forma, fica evidenciado que 0 manejo sanitério e
cultural nesses aviarios ndo estdo sendo eficazes para evitar o surgimento das lesGes e para
evitar a incidéncia de Escherichia coli nesses ambientes.

Quanto ao elevado percentual da presenca do gene iss, para o diagndstico molecular da
APEC, os resultados sdo semelhantes aos encontrados por Rocha et al. (2008), que detectaram
iss em 73,8% dos isolados (n=61), assim como 81,5% encontrado por Rodriguez-Siek et al.
(2005a), 82,7% diagnosticado por Ewers et al. (2004) e 77% reportado por Pfaff-McDonough et
al. (2000). Mcpeake et al. (2005) identificaram iss em 72,8% das amostras de E. coli isoladas de
aves com septicemia. Barnes et al. (2008) ressaltaram que a APEC representa um sério
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problema para a avicultura, devido aos grandes prejuizos econémicos causados no mundo por
pneumonia, peritonite, coliseptisemia, celulite, pleuropneumonia, peri-hepatite, pericardite,
salpingite, panolfalmia, osteomielite/sinovite, onfalite, coligranuloma, sindrome de cabega
inchada e doenga crénica respiratoria.

Concordando com Rodriguez-Siek et al. (2005b) que detectaram o0 gene iss em 82,7%
das aves com colibacilose, neste estudo os autores relataram que 0 gene iss esteve mais
associado a infecgdes sistémicas, incluindo o isolamento em amostras de figado, coragdo, baco
ou sangue (86,5%). Os autores encontraram maior prevaléncia desse gene em frangos (84,9%),
seguido de perus (76,2%), estando relacionado com o sorogrupo O78 (95,5%), O2 (86%) e O1
(66,7%).

Brito et al. (2003) relatam que 63% das Escherichia coli isoladas de lesdes de celulite
apresentaram genes iss. Em seus estudos Rocha et al. (2002) encontraram a presenca do gene iss
em 80,6% nas amostras de celulite coletadas e em 53,8% das amostras provenientes de fezes
oriundas de um universo de 238 amostras de Escherichia coli, isoladas de amostras de lesGes de
celulites e de cama de aviario.

Jeffrey et al. (2002), em seus estudos, sugeriram que cepas de Escherichia coli
associadas com casos de celulites em aves, possuem mecanismos de viruléncia semelhantes aos
observados em cepas associadas a coliseptcemia, pois 0 gene iss foi encontrado por eles em
isolados bacterianos de aves com colibacilose ou celulite.

Salienta-se que, segundo Kaper (2005), a APEC é uma zoonose, estando associada a
infeccBes intra-abdominais em humanos. Johnson et al. (2007) em suas comparacGes de
genomas de APEC com muitas EXPEC humanas confirmaram suas fortes similaridades e
mantém a possibilidade da APEC estar envolvida com doengas em humanos.

De acordo com Barnes et al. (2008), similares & APEC, as EXPECs humanas sdo
responsaveis por significante morbidade e mortalidade, resultando em milhares de mortes e
milhGes de dias de perda de produtividade laboral anualmente. Segundo Barnes et al. (2008),
apesar da dificuldade em aferir o impacto econdmico das enfermidades causadas por esses
microrganismos, € aceitdvel assumir perdas substanciais relacionadas com mortalidade,
condenacdo de carcacas e perda de produtividade. Por outro lado, Russo e Johnson (2003)
afirmam que todos os anos, somente nos Estados Unidos, é estimado que doencgas causadas por
EXPEC resultem em mais de 4 bilhdes de dolares em custos diretos no sistema de saude.

Vale salientar que Johnson et al. (2005a e 2005b) indicaram que a carne, especialmente
a carne de frango, pode ser uma importante fonte de cepas resistentes de EXPEC. Johnson et al.
(2009) afirmam que seus achados significam que ndo podemos descartar a possibilidade que a
carne de frango contaminada com APEC é uma fonte de EXPEC capaz de provocar patologias
em humanos. Sendo assim, é provavel que seja insuficiente, em muitos matadouros, 0 nimero
de profissionais inspecionando a qualidade da carne de aves, visto que as lesdes de celulite
podem ser de dificil detect¢cdo. O potencial zoonético da APEC deve ser objeto de novos
estudos, haja vista a probabilidade desse microrganismo estar causando patologias em humanos.

As quatro amostras de Escherichia coli isoladas pelo método rapido de contagem que
ndo apresentaram o gene iss podem pertencer a outro sorotipo, ser do sorotipo e ndo possuir o
gene pesquisado ou ter sofrido mutacao.

CONCLUSOES

O manejo nos aviarios deve seguir regras higiénicas e sanitarias rigidas, que priorizem a
qualidade total do produto final. E necessario que conceitos como lotagdo méaxima, utilizagio de
cama e de promotores de crescimento sejam revistos, para evitar, dentre outras patologias, a
celulite aviéria.

O volume de aves abatido diariamente demanda dos servigos de inspecdo maior nimero
de profissionais atuando na linha de producdo, j& que mesmo com toda a automatizagdo dos
processos industriais modernos, algumas tarefas ainda s&o exclusivamente humanas e a detecgao
das lesdes de celulite € uma destas.

A presenga da Escherichia coli em lesdes de celulite é, neste estudo, notadamente
superior a de outros microrganismos assim como a das APEC em relacdo a outros sorotipos.
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Diante dos resultados obtidos, torna-se necessario a continuidade dos estudos,
especialmente quanto o potencial zoon6tico da APEC e sua presenca nos alimentos prontos para
consumo
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A grande importancia da industria avicola para o mundo, e em especial
para o Brasil, fica evidenciada com as citacdes dos autores neste estudo. O
fornecimento de fontes protéicas de qualidade e a precos acessiveis, além da
grande demanda por mao de obra e o valor ambiental desta cultura, pois utiliza
insumos que, em sua maioria, sdo subprodutos resultantes da producédo de
alimentos humanos, sao o0s principais motivos que levam e levardo
pesquisadores, em varias partes do mundo, a tentar elucidar as duvidas e
solucionar os problemas relativos a avicultura.

O manejo nos aviarios deve seguir regras higiénicas e sanitarias rigidas,
que priorizem a qualidade total do produto final. E necesséario que conceitos
como lotacdo maxima, utilizacdo de cama e de promotores de crescimento
sejam revistos, pois estes devem ser efetuados prioritariamente em funcao da
saude do consumidor final, acima de todos os outros parametros de avaliacéo.

O volume de aves abatido diariamente demanda dos servigcos de
inspecdo maior numero de profissionais atuando na linha de producao, ja que
mesmo com toda a automatizacdo dos processos industriais modernos,
algumas tarefas ainda sdo exclusivamente humanas e a deteccdo das lesfes
de celulite € uma destas.

Diante dos resultados obtidos torna-se necesséario a continuidade dos
estudos, especialmente quanto o potencial zoonético da APEC e sua presenca

nos alimentos prontos para consumo.
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Vale salientar que o controle da sanidade avicola deve ser intensificado
em todas as etapas do processo produtivo. Esse segmento agroindustrial,
muito bem sucedido até hoje, demanda processos e controles que o mantenha
nos patamares de lideranca mercadoldgica atuais. Novas exigéncias surgirdo e
€ decisivo antecipar-se a elas para a permanéncia das benesses conseguidas
com esforco e dedicagdo dos profissionais envolvidos para a garantia do

alimento seguro.

ANEXO A
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NORMAS PARA SUBMISSAO A REVISTA PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA

Os trabalhos, em 3 vias, escritos em portugués ou inglés, devem ser
enviados, junto com disquete de arquivos (de preferéncia em Word 7.0), ao
editor da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, no endere¢o abaixo. Devem
constituir-se de resultados ainda n&o publicados e ndo considerados para
publicacdo em outra revista.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob
forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas do
trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os
experimentos ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre
Anestesiologia e Cirurgia somente os da area de Animais Selvagens seréo
recebidos para submissao.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o0 direito de sugerir ou solicitar modificacbes
aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sao aceitos através da
aprovacao pelos pares (peer review).

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacédo destes dois
altimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores

de identificacéo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.
b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para
facilitar sua identificacdo cientifica, como para as citacdes bibliograficas. Em
muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,

inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva
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S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que 0S
trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT dever& ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos

devem ser seguidos de “‘INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAOQ”,
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusoes.

Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e entre
colchetes, logo apos a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem
gue a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com
animais, deve constar a aprovacdo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de varias repeti¢cbes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los
em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo
a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada

alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
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todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacéo
e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra,
usando as instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors”
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragéo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob
“Instrugoes

aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacéo deve ser na fonte Helvética,
corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm
de

margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nao
deve

ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no
final

(logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens
copiadas e coladas perdem as informacdes do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacédo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apés a palavra ou
frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o trabalho;
as notas serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de
chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto.
Estas remissdes

serdo feitas pelos respectivos niameros e, sempre que possivel, na ordem
crescente

destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um soé

paragrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliogréaficas.
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c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia,
bem como e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviacbes dos nomes de instituicOes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por
extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo serd feita através do
acréscimo de letras mindsculas ao ano, em ambos. Trabalhos néo
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados,
colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A mencado de comunicacao pessoal e de dados
nao publicados é feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de
origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses,
ndo se usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula
apo0s cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por
virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a
ordenacao de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverao
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nhome do autor;

havendo possibilidade de davida, deve ser indicada a parte inferior da figura
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pela palavra “pé”. A chave das convencbes adotadas serd incluida
preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a

0 uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser
colocados em envelope.

Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das
figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo

do Quadro respectivo, do qual seréo separadas por um trago curto a esquerda.



