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RESUMO

JESUS, M.C. Coliformes totais e Escherichia coli em amostras de celulite e
figado de frango e identificacdo de genes de viruléncia de patotipos de
Escherichia coli
A produgdo mundial de frango vem crescendo acentuadamente no decorrer dos
anos. Apesar dos avancos empregados na producédo, as enfermidades cutaneas
constituem uma das principais causas que levam a rejeicao parcial ou total das
carcacas de frango em matadouros. Salienta-se que o tecido lesado representa
uma porta de entrada para uma infeccdo sistémica, atingindo Orgaos internos,
como coracao e figado. Este trabalho teve como objetivo determinar a populacéo
de Coliformes Totais e Escherichia coli (E. coli) em amostras de celulite e figado
de frangos, além de pesquisar 0s genes de viruléncia para os patotipos de E.coli,
EHEC (stx), EPEC (bfpA) e APEC (iss). Foram selecionadas da linha de producéo
100 carcacas com lesdes cutaneas, entre os meses de agosto de 2013 a janeiro
de 2014. A determinacdo da populacdo de Coliformes Totais e Escherichia coli (E.
coli) foi realizada por meio de método rapido de contagem em placas Petrifilm™
(3M Company), utilizando a placa Petrifilm EC. Para a caracterizacdo genotipica,
as colbnias caracteristicas de E.coli foram inoculadas em microtubo contendo o
caldo Brain Heart Infusion (BHI), sendo posteriormente adicionado glicerol a 15 %
e as amostras armazenadas a -20° C para posterior extracdo de DNA, o qual
padronizado a uma concentragdo de 50 nmol/uL. Para a realizacdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), partindo das cepas de Escherichia coli isoladas das
celulites e figado de frango, pesquisaram-se 0s genes de viruléncia associados
aos patotipos APEC, EHEC e EPEC. Os Coliformes Totais foram detectados em
96 % das amostras na celulite, com populacdo entre 3,4 a 9,5 log UFC/g. No
figado foi constatada a prevaléncia de Coliformes Totais de 74%, com contagem
entre 1,0 a 4,78 log UFC/g. Em 84 % das amostras de celulite foi verificada a
presenca de E.coli, com populacdo entre 2,0 a 9,0 log UFC/g. Nas amostras de
figado, E. coli foi isolada em 45 % dos casos, com populacéo entre 1,0 a 4,73 log
UFC/g. As reagOes dos genes stx e bfpA ndo amplificaram. O gene iss obteve
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uma prevaléncia de 85,7% nos isolados de E.coli da celulite e 64,4% dos isolados
do figado. A populacéo elevada de Coliformes Totais nas amostras de celulite e
figado determina que falhas higiénico-sanitarias graves ocorrem na producao dos
frangos, possivelmente nos aviarios. Considerando a elevada prevaléncia de E.
coli nas amostras de celulite avaliadas, o consumo da carne de frango
caracteriza-se como risco a saude publica. Em relacdo a contagem desta bactéria
nos figados, as amostras estavam aptas para o consumo segundo a legislacdo
vigente. A identificagdo do gene iss na grande maioria dos isolados de E.coli
oriundos de celulite e figado, sugere que esse gene possui grande importancia na
patogenicidade para aves, podendo representar um risco para 0s comensais, haja
vista o potencial zoonético da bactéria.

Palavras chave: Lesdo Cutanea, Seguranca dos Alimentos, Aves, Escherichia

coli, Inspecao Sanitaria



ABSTRACT

JESUS, M.C. Total coliforms and Escherichia coli in cellulitis and poultry
liver samples and identification of virulence genes in Escherichia coli
pathotype

Chicken world production has increased sharply over the years. Despite advances
used in the production, skin diseases are a major cause leading to partial or full
rejection of chicken carcasses in slaughterhouses. It should be noted that the
injured tissue represents a gateway to a systemic infection, affecting internal
organs such as heart and liver. This study aimed to determine the population of
Total Coliforms and Escherichia coli (E. coli) in cellulite and liver samples of
chickens, besides researching for virulence genes to pathotypes of E. coli, EHEC
(stx), EPEC (bfpA) and APEC (iss). Were selected the production line 100
carcasses with skin lesions, and sampled cellulitis and liver lesions to perform the
microbiological and molecular analyzes. The population of coliforms and E. coli
was performed by rapid method to count Petriflm™ Plates (3M Company) using
Petrifilm EC card. For genotypic characterization of the characteristics of E. coli
colonies were inoculated into microtube containing Brain Heart Infusion broth
(BHI) and then added 15% glycerol and the samples stored at -20° C for later DNA
extraction, which standardized to a concentration of 50 nmol/puL. To perform the
Polymerase Chain Reaction (PCR), starting strains of E. coli isolated from cellulitis
and chicken liver, researched up them virulence genes associated with pathotypes
APEC, EHEC and EPEC. The Total Coliforms were detected in 96% of samples in
cellulite, with a population between 3,4 to 9,5 log UFC / g. In the liver was found
the prevalence of Total Coliforms 74%, with counts between 1,0 to 4,78 log
UFC/g. In 84% of cellulite samples was verified the presence of E. coli, with
population between 2,0 to 9,0 log UFC/g. Liver samples in E. coli was isolated in
45% of cases, with population between 1,0 to 4,73 log UFC/g. The reactions of stx
genes and bfpA not amplified. The iss gene obtained a prevalence of 85,7% in E.
coli isolates of cellulite and 64,4% of the isolates of the liver. The high population

of Total Coliforms in cellulitis and liver samples determines that serious hygienic

7



sanitary failures occur in the production of chickens, possibly in aviaries.
Considering the high prevalence of E. coli in samples evaluated cellulite,
consumption of chicken meat is characterized as the risk to public health.
Regarding the count of these bacteria in the liver, the samples were suitable for
consumption according to current legislation. The identification of the iss gene in
most isolates of E. coli come from cellulite and liver, suggesting that this gene
plays important role in pathogenicity for birds, which may represent a risk to the
diners, considering the zoonotic potential of bacteria.

Keywords: Cutaneous Lesions, Food Security, Kid Poultry, Pathogenic
Escherichia coli, Sanitary Inspection



INTRODUCAO

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

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

O Brasil € o terceiro maior produtor de frango do mundo, ficando atras
apenas de Estados Unidos da América e China, e o maior exportador de carne de
frango do mundo, tendo exportado 3.918.000 toneladas, no ano de 2013. Seu

consumo mesmo ano foi em media de 41,8 kg por pessoa (ABEF, 2015).

Entre os criadores de frango no Brasil, 0 estado do Parana lidera o ranking
seguido por Santa Catarina e, posteriormente, Rio Grande do Sul (ABEF, 2015). A
Bahia ocupa a décima colocacédo em relacdo aos produtores brasileiros, porém foi
0 segundo maior produtor do nordeste no ano de 2010, com uma producdo de
240.000 toneladas de frango (ABA, 2015).

A alta produtividade da avicultura brasileira se deve a caracteristica de ser
uma atividade economicamente eficiente, com altos indices zootécnicos
(viabilidade, conversédo alimentar e ganho de peso). Esses fatores associados ao
baixo custo de producdo, boa qualidade dos produtos e um elevado status
sanitario, permitem uma alta competitividade da carne de frango brasileira
(JACOBSEN; FLORES, 2008).

Apesar da grande e crescente producdo avicola brasileira nos udltimos

anos, a sanidade das aves ainda € considerada um problema da producéo. As
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enfermidades cutaneas constituem uma das principais causas que levam a
rejeicdo parcial ou total das carcacas de frango em matadouros, o qual gera
grande prejuizo (SANTANA et al., 2008).

Mesmo com todo o investimento tecnoldgico utilizado na avicultura que
garanta a sanidade dos produtos, falhas podem gerar contaminagdo ou
inadequacédo do consumo deste tipo de carne. A producdo veloz e intensa
demanda uma maior e melhor fiscalizagdo, uma vez que pequenas falhas podem
gerar prejuizos a saude dos consumidores em todo o mundo (BARROS et al.,
2012).

Dentre as falhas de manejo observadas esta a contaminacédo dos frangos
associada a arranhdes na pele no periodo de crescimento, que pode gerar a
celulite (XAVIER, et al., 2010). A lesdo é caracterizada por uma inflamagao
purulenta no tecido subcutaneo, principalmente na sobrecoxa e abdbémen
(BARNES; NOLAN; VAILLANCOUT, 2003). Salienta-se que o tecido lesado
representa uma porta de entrada para uma infeccao sistémica, atingindo 6rgaos

internos, como coracao e figado (VIEIRA et al., 2006).

O figado constitui um 6rgao susceptivel a contaminacao e proliferacdo de
varias espécies microbianas devido a sua caracteristica metabdlica (BARCELOS
et al., 2006). Existe relato da presenca da E. coli associada a processos
infecciosos nesse 6rgdo e ocasionando celulite em aves aparentemente sadias
(VIEIRA et al., 2014).

Esse micro-organismo € responsavel por infeccdes entéricas e extra-
intestinais, sendo considerado um agente etiologico de infeccbes invasivas no
homem e animais (RON, 2006). Desta forma, sua presenca em celulite de frango
representa um risco a saude coletiva, uma vez que o mesmo pode ser
disseminado na cadeia produtiva (BARROS et al., 2013; VIEIRA et al., 2006).

Este trabalho foi dividido em trés capitulos, a revisdo de literatura esta

representada no primeiro capitulo, abordando aspectos importantes acerca da
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avicultura, a inspecao de aves e seus contaminantes e sobre os Coliformes Totais

e a E.coli.

O segundo e terceiro capitulos, em forma de artigo, relatam os resultados
da pesquisa de Coliformes Totais, E. coli e genes de viruléncia da E. coli, em
amostras de celulite e figado de frango.
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CAPITULO 1

Revisdo de Literatura: A avicultura industrial e a inspecdo de aves

no Brasil
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Resumo- Apesar da grande e crescente produgdo avicola brasileira nos ultimos
anos, a sanidade das aves ainda é considerada um problema da producédo. As
enfermidades cutaneas constituem uma das principais causas que levam a
rejeicdo parcial ou total das carcacas de frango em matadouros. Dentre as
enfermidades cutaneas destaca-se a celulite, que é uma lesdo caracterizada por
uma inflamagéo purulenta no tecido subcutaneo, principalmente na sobrecoxa e
abdbmen. Salienta-se que o tecido lesado representa uma porta de entrada para
uma infeccdo sistémica, atingindo érgdos internos, como coracdo e figado. O
figado constitui um érgdo susceptivel a contaminacdo e proliferacdo de varias
espécies microbianas devido a sua caracteristica metabdlica. Estudos relatam a
presenca da Escherichia coli (E. coli) associada a processos infecciosos nesse
orgdo e ocasionando celulite em aves aparentemente sadias. Esse micro-
organismo é responsavel por infec¢cdes entéricas e extra-intestinais, sendo
considerado um agente etiologico de infec¢des invasivas no homem e animais. A
infeccéo localizada ou sistémica causada pela E.coli em aves, pode ser chamada
de Colibacilose. As cepas patogénicas podem acarretar doencas no hospedeiro
por meio de muitos fatores de viruléncia, como adesinas, sistema de captacao de
ferro, capsula, resisténcia ao soro, toxinas, evasinas e invasinas. Dentre o0s
fatores de viruléncia da E. coli patogénica par aves (APEC), o gene iss, determina
a patogenicidade de espécie E.coli para aves, sendo geralmente encontrado em
celulite aviaria. Sua presenca nas lesdes confere um risco do surgimento doencas

em seres humanos, relacionadas ao consumo do frango.

ABSTRACT

Food consumption has increased sharply over the years. The concern of

accelerated food production, due to high demand from the world population

growth, boosted investments in the food industry. This great need leveraged the

Brazilian poultry industry. Brazil is the third largest chicken producer in the world,

behind only the United States of America and China, and the largest exporter in
13



the world chicken meat. Bahia occupies the tenth place in relation to Brazilian
producers. Despite the large and growing Brazilian poultry production in recent
years, the health of the birds is still considered a problem in production. Skin
diseases are a major cause leading to partial or full rejection of chicken carcasses
in slaughterhouses. Among skin diseases stands out cellulite, which is a disease
characterized by a purulent inflammation of the subcutaneous tissue, especially in
the thigh and abdomen. Please note that the injured tissue represents a gateway
to a systemic infection, affecting internal organs such as heart and liver. The liver
is an organ susceptible to contamination and proliferation of various microbial
species due to its metabolic trait. Studies have reported the presence of
Escherichia coli (E. coli) associated with infectious processes that organ and
causing cellulite in apparently healthy birds. This micro-organism is responsible for
enteric infections and extra-intestinal and is considered an etiologic agent of
invasive infections in humans and animals. Thus, their presence in cellulite and
chicken liver is a risk to public health, since it can be spread in the production
chain. The localized or systemic infection caused by E. coli in birds, can be called
Colibacilosis and implications associated with this pathogen include
colisepticemia, respiratory diseases, swollen head syndrome, coligranuloma,
peritonitis, cellulitis, salpingitis and others. Pathogenic strains can cause disease
in the host by means of many virulence factors, including adhesins, iron uptake
system, capsule, serum resistance, toxins, invasins and evasinas. Among the
virulence factors of pathogenic E. coli to birds (APEC), the iss gene determines
the kind of pathogenic E.coli to birds, usually found in avian cellulitis. Its presence
confers a risk of lesions of the disease onset in humans, related to the

consumption of chicken.
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A Avicultura industrial e ainspecéo de aves no Brasil

Assim como qualquer atividade que se expande, a avicultura,
principalmente a industrial, passa por varios desafios, entre eles a necessidade de
producédo de excelente qualidade. Fatores como tipos de criacdo e manejo
comprometem a qualidade do frango de corte e induz a condenacgéo parcial ou
total das carcacas (ANDRADE et al., 2006).

A portaria 210, de 10 de novembro de 1998, do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento do Brasil, foi criada para regulamentar a inspec¢ao
tecnologica e higiénico-sanitaria de carne de aves, descrevendo o esquema de
trabalho do Servico de Inspecdo Federal, para o abate e a industrializacdo das
aves. Nesta inspecdo sdo realizados exames macroscopicos de carcaca e
visceras e, quando necessario, palpacéo ou cortes. A etapa de inspecao pode ser
realizada por profissionais treinados, mas a determinacao final do destino da
carcaca ou visceras € exclusivamente responsabilidade do médico veterinario
(BRASIL, 1998).

Salienta-se que durante a criacdo das aves ocorrem falhas que séao
evidenciadas na inspecdo post-mortem. Apds a escaldagem e depenagem, a
observacédo de descoloracdo e engrossamento da pele, além da inflamac&o do
tecido subcutaneo, podem caracterizar a inadequacéo da carcaca (NORTON et
al.,, 1999). A condenacdo parcial da carcaca de frango € determinada pela
presenca de inflamacao local ou de algum 6rgdo e a condenacao total ocorre se
existir inflamacao de carater sistémico em carcaca ou visceras (BRASIL, 1998)

A inflamacéo geralmente é decorrente da contamina¢ao microbiana, sendo
gue o numero de micro-organismos pode ser influenciado pelas condi¢bes
higiénicas do abate e processamento, sendo as proprias aves responsaveis pela
contaminacao inicial (CARVALHO et al., 2005).

Em um estudo desenvolvido por Vieira et al., (2014), foi verificada a
presenca da E. coli em amostras de celulite e figado de frango em 11 das 50
amostras analisadas. Guastalli et al., (2010), verificaram contaminacdo pela

mesma bactéria em aves com um dia de idade.
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A bactéria E. coli tem sido isolada concomitantemente da celulite e de pelo
menos um outro orgdo, como figado e coragcdo (VIEIRA et al, 2014). A
contaminacao pode ser determinada clinicamente pela presenca de alguns fatores
ambientais, como gases irritantes (principalmente a amonia), umidade da cama,
poeira e variacado climatica (ANDREATTI FILHO, 2006).

Rodrigues et al (2008) afirmam que a possivel contaminacdo do figado
ocorre devido a exposicdo das visceras (eventracdo) de forma inadequada,
indicando falhas na condi¢cdo higiénica de manipulacdo, o que confere risco a
saude do consumidor.

Um estudo realizado por Silva et al. (2012), em dois matadouros do
Recbncavo da Bahia, constataram que 28 das 62 amostras de figado analisadas
estavam contaminadas por E. coli, e destas, 18 ndo possuiam alteracéo
macroscopica estando, desta forma, aptos para o consumo, considerando a

legislagéo sanitaria vigente.

A celulite aviaria como indicadora de contaminacao sistémica

A celulite é caracterizada pela inflamacao purulenta, aguda e difusa, que
ocorre no tecido subcutaneo profundo formando placas fibrinocaseosas, sendo a
principal determinante da contaminacdo sistémica do frango. Essa inflamacéo é
localizada principalmente na regido do abdémen e sobrecoxa, devido a arranhdes
sofridos durante o seu desenvolvimento (BARNES; NOLAN; VAILLANCOUT,
2003). A celulite funciona como a porta de entrada de micro-organismos,
favorecendo a contaminacdo de varios 6rgdaos como figado, coracdo, sacos
aéreos e 0ssos (VIEIRA et al., 2006).

As lesBes sofridas durante o crescimento permitem a penetracdo dos
micro-organismos. Uma vez instalados, os invasores sao fagocitados pelo sistema
imunolégico do hospedeiro, porém ndo sao plenamente eliminados, visto que o

organismo das aves ndo dispde de um arsenal bioquimico adequado, induzindo,
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deste modo, a infeccdo e posterior formacao da celulite (BRITO et al., 2002)
(Figura 1).

Figura 1: Lesdo de celulite localizada na regido ventral do
frango de corte, oriundo de matadouro avicola do

Recbncavo Sul da Bahia

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

Ao analisar a presenca de E. coli como agente causal da celulite aviaria em
frangos de corte inspecionados em um matadouro de Sdo Paulo, Andrade et al.
(2006) encontraram 76,6% de contaminacao por E. coli. Corroborando com esse
achado, Vieira et al. (2006) encontraram 100% de contaminag&o por E. coli em
celulite de frango proveniente de um matadouro do Rio de Janeiro sob Inspecao

Estadual.
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A importancia do figado na cadeia produtiva de frangos de corte

Devido ao menor prego em comparagdo a carne bovina e uma boa
qualidade proteica de sua carne, o frango e seus miudos, como o figado, vém se
tornando cada vez mais presentes a mesa da populacdo em geral (ESPOSITO et
al., 2009).

O figado € o maior 6rgdo globuloso do abdémen do frango, possui
coloracdo marrom escuro e consisténcia firme quando a ave € adulta e uma
coloracdo amarelada em aves jovens. Esse érgao é dividido em dois |6bulos, o
lado direito possui um maior volume e o esquerdo possuindo uma divisdo
secundaria. Esse oOrgdo possui inumeras fungbes como, metabdlica,
desintoxicacao, biossintese e digestdo (SAVIANE, 2009).

Devido seu carater metabdlico, o conhecimento das caracteristicas do
figado € de fundamental importancia para determinar a qualidade da carne das
aves, pois algumas lesdes podem indicar importantes informacdes sobre
processos patolégicos (RANDALL; REECE, 1996).

As lesbes hepaticas (Figura 2) podem fornecer informacdes a respeito de
ocorréncia de doencas sistémicas. Inimeras alteracdes podem acometer o figado
devido a doencas infecciosas, toxicoses, disturbios circulatorios e neoplasias
(HOERR, 1996).

Figura 2: Figado de frango oriundo de matadouro avicola

do Recbncavo sul da Bahia apresentando areas palidas,

caracteristicas de lesédo hepatica.
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Em necropsia de aves, quando a cavidade abdominal é aberta, o figado € o
primeiro e maior 6rgdo visto. Esse 6rgdo usualmente é utilizado para realizar
analises que determinam a condenacdao total da carcaca de frango, caso exista
uma lesdo suspeita de contaminagdo por micro-organismos patogénicos
(RANDALL; REECE, 1996). Segundo a RDC n° 210 de 1998, aspecto visual (cor,
tamanho e forma) e de consisténcia e odor, sdo analisados como critérios de
descarte deste 6rgao (BRASIL, 1998).

Tais condenacdes, sendo carcaca ou visceras, visam zelar pela saude
publica, visto que produtos de origem animal, incluindo frango e seus subprodutos
séo importantes fontes de enfermidades transmitidas por alimentos (JAY, 1994).

A Resolucdo RDC 12, de 2 de janeiro de 2001 determina o limite maximo
permitido de Coliformes a 45° C de 10> UFC por grama para que o figado de
frango seja considerado apto para o consumo humano (BRASIL, 2001). Salienta-
se que a bactéria E. coli representa o principal Coliforme Termotolerante,
conforme Franco e Landgraf (2008).

Em um estudo desenvolvido por Vieira et al. (2014), com celulite e figado
de frangos de um matadouro, foi encontrada a presenca da E.coli em 50,98% das
amostras de figado analisadas. Resultado semelhante foi encontrado por Silva et
al. (2012), que ao analisar a contaminacdo por E.coli em figados de dois
matadouros do Recdncavo da Bahia, encontrou uma contaminacdo em 28 dos 62
figados analisados.

Guastalli et al., (2010), ao analisarem a presenca da E.coli em figados de
aves de postura com um dia de idade, encontraram contaminacdo em 15 dos 32
lotes analisados e concluiram que aves portadoras de E.coli patogénicas, podem
funcionar de veiculo para o ambiente e comprometer a sadude de outras aves no
mesmo aviario. Essa bactéria € responsavel por quadros clinicos, como
septicemia e 6bito em pintos (BARNES; VAILLANCOURT; GROSS, 2003).

Barcelos et al. (2006), em um estudo realizado com 100 figados de frango,

sendo 90 condenados por apresentarem alteragfes e 10 liberados por auséncia
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de alteracédo, isolaram E.coli em 24 das 90 amostras condenadas e 2 das 10
amostras liberadas.

Coliformes Totais e Escherichia coli como indicadores de qualidade
sanitaria de produtos avicolas

Seguranca e qualidade de alimento é uma atual preocupacdo mundial. A
presenca de perigos (quimicos, fisicos e microbiolégicos) em alimentos, pode
representar riscos potencialmente capazes de causar efeitos nocivos a saude
humana (VEIGA et al., 2009).

Para a determinacdo da qualidade de alimentos, alguns fatores, como a
verificacdo da presenca de micro-organismos, sdo imprescindiveis (CUNHA; SILVA,
2006). Segundo Franco e Landgraf (2008), a avaliagcdo microbiologica € um
parametro na determinacdo da qualidade do alimento e sua negligéncia pode
gerar riscos a saude publica.

Os principais grupos de micro-organismos encontrados em alimentos sao
os fungos e as bactérias (SCAPIN, 2011) e sua presenca pode ser devido a
microbiota intrinseca ao alimento ou oriundos de contaminacéo posterior. Sendo
assim, o0 tipo e a carga microbiana permitem determinar a qualidade
microbiolégica dos mesmos (CUNHA; SILVA, 2006).

Alguns micro-organismos sdo denominados indicadores e considerados
relevantes na avaliacdo da seguranca e da qualidade microbiologica dos
alimentos. Estes microrganismos, quando presentes em um alimento, podem
fornecer informacBes sobre as condicbes sanitarias e a possibilidade de
contaminacao por patdgenos (SILVA, 2002).

De acordo com Oliveira e Salvador (2011), dentro do grupo de micro-
organismos indicadores da qualidade microbiolégica de alimentos, destacam-se
os Coliformes Totais e Termotolerantes. O grupo dos Coliformes é constituido por
membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Citrobacter spp. e Escherichia spp. (FRANCO; LANDGRAF, 2008)

Embora a legislacdo brasileira vigente ndo determine parametros para a

avaliagdo deste grupo de bactérias, a determinagdo da contaminacdo por

20



Coliformes Totais em alimentos € importante, visto que a sua presenca esta
relacionada com a qualidade higiénico-sanitaria do produto, (PENTEADO;
ESMERINO, 2011).

Dentro do grupo dos Coliformes Totais, existe o grupo dos Coliformes
Termotolerantes ou a 45° C, que recebem essa denominacdo devido a
capacidade de desenvolver e fermentar lactose com producdo de gas a
temperatura de 44° C - 45° C. Sdo constituidos pelos géneros Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella, tendo como principal representante a espécie E. coli,
visto que € mais abundante e a Unica de origem fecal. Considerando que a
bactéria E. coli est4 presente em vérios alimentos, a determinagdo deste micro-
organismo pode indicar contaminacdo fecal recente e eventual presenca de
organismos patogénicos. (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

E. coli € uma bactéria Gram negativa, anaerobia facultativa, pertencente a
familia Enterobacteriaceae, encontrada na microbiota de humanos e animais.
Geralmente as cepas sao encontradas confinadas no lUmen intestinal, porém em
hospedeiros imunosuprimidos, ou quando as barreiras gastrointestinais sao
transpostas, podem causar doencas infecciosas. Além disso, algumas cepas
mutagénicas podem causar doencas em hospedeiros sadios (NAKAZATO et al.,
2009).

A maioria das cepas de E.coli se multiplica em baixas temperaturas (4-5°
C), sendo a temperatura Otima em torno de 37° C, existindo relatos de
sobrevivéncia por mais de nove meses em temperatura de congelamento (-20° C)
(DOYLE; SCHOENI, 1987). Temperaturas entre 60° C e 70° C por 30 minutos sao
capazes de inativar a maioria das cepas. Em relacdo ao pH, elas séo
consideradas neutrdéfilas, crescendo numa faixa entre 4,5 a 9,0 (BARNES;
NOLAN; VAILLANCOUT, 2003).

Para a caracterizacdo dos sorotipos de E.coli, algumas estruturas
antigénicas sao consideradas. Para a identificacdo do antigeno somatico “O”, sédo
relacionados os lipopolissacarideos da estrutura da membrana plasmatica, 0s
antigenos flagelares “H” sao relacionados com as proteinas do flagelo, os

antigenos capsulares “K” estédo relacionados com os polissacarideos da capsula,
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importantes no processo de aderéncia e colonizacdo do hospedeiro. O sorogrupo
da cepa é identificado através do antigeno “O”, enquanto o sorotipo é identificado
utilizando a combinacgao dos antigenos “O” e “H” (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A viruléncia de cepas de E.coli esta associada a variedades cromossomais
e genes plasmidais que codificam variedades de fatores de aderéncia intestinal,
pili, antigenos capsulares, flagelos, enterotoxinas termolabeis e termoestaveis,
producdo de colicina, presenca de aerobactina, resisténcia sérica, entre outros.
Estes fatores de viruléncia sdo importantes indicadores de patogenicidade
(EWERS et al., 2004).

Através da associacdo entre os fatores de viruléncia, as manifestacfes
clinicas e a epdemiologia do hospedeiro, as linhagens de E.coli consideradas
patogénicas foram agrupadas em 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 meningite neonatal
(NMEC) e E. coli patogénica para aves (APEC) (KAPER, 2005).

A infeccéo localizada ou sistémica causada por APEC pode ser chamada
de Colibacilose e as implicacbes incluem colisepticemia, doenca respiratoria,
sindrome da cabeca inchada, coligranuloma, peritonite, celulite, salpingites entre
outras. Contudo, o aparecimento de lesGes ou implicacdes ndo pode inferir uma
infeccdo por E. coli, visto que outras bactérias oportunistas podem se comportar
de forma semelhante a E.coli (BARNES; NOLAN; VAILLANCOUT, 2008).

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

Dentre os fatores de patogenicidade da APEC, o gene iss, determina a
patogenicidade de espécie E.coli para aves, sendo geralmente encontrado em

celulite aviaria. Sua presenca nas lesdes confere um possivel risco de
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patogenicidade para os seres humanos, desde que o frango contaminado seja
consumido (BARROS et al., 2013),

Varios trabalhos relatam a presenca do gene iss como sendo um dos mais
prevalentes em aves doentes (EWERS et al., 2004; DISSANAYAKE; OCTAVIA;
LAN, 2014; MOHAMED; SHEHATA; RAFEEK, 2014; RODRIGUEZ-SEIK et al.,
2005). Aléem de conferir resisténcia sérica ao sistema imune do hospedeiro, esse
gene também é capaz de carrear fatores de resisténcia a antimicrobiano
(JOHNSON et al., 2002). Apesar da possibilidade da existéncia da doenca sem a
presenca deste gene, a sua presenca em E. coli oriunda de aves com colibacilose
pode ser considerado como um marcador de patogenicidade para o patotipo
APEC (NOLAN et al., 2002).

Huja et al. (2015) e Rojas et al. (2014), ao estudarem a gendémica da E.coli
de colisepticemia aviaria e a filogenia da E.coli patogénica para aves,
respectivamente, utilizaram o gene iss como um dos marcadores de
patogenicidade para identificacdo da APEC.

Rocha et al., (2008) ao analisar a presenca de iss em frangos com
sintomas de problemas respiratorio sugestivos de colibacilose, detectaram o gene
em 73,8% das amostras. Vale ressaltar que no estudo descrito acima as bacterias
foram isoladas do sistema respiratorio.

Ewers et al. (2009), isolaram a E. coli de aves doentes e encontraram a
presenca do gene iss em 88,2% e afirmaram que atualmente a resistencia serica
€ considerado como um atributo que determina a viruléncia da cepa. Em 2004,
Ewers et al., ja haviam encontrado uma grande prevalencia deste gene, 82,7%,
em aves com colisepticemia.

Mohamed, Shehata e Rafeek (2014) ao realizarem a comparacao entre a
presenca do gene iss em aves doentes e aves aparentemente sadias,
encontraram uma positividade em aves doentes de 72,2% contra 0% em aves
sadias. Desta forma, afirmam que é notoria a presenca da E.coli nos sistemas de
criacdo de ave convencionais.

A presenca da E.coli também é observada em outro tipo de animal, neste

caso o bovino, especificamento o trato intestinal, o qual é o principal reservatorio
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da E.coli enterohemorragica (EHEC), este patotipo provoca a Sindrome
Hemolitica Urémica (HUS), diarréia sanguinolante e diarreia ndo sanguinolenta.
Os primeiros surtos provocados por esse patotipo foi associado ao hamburguer
mal cozido. Posteriormente, varios alimentos foram associados com a doenca,
com macgad, alface e leite ndo pasteurizado. O sorotipo O157:H7 € um dos mais
importantes da América Latina (VARMA et al., 2003).

O fator de virulencia principal para o patotipo EHEC é o Stx, responsavel
pela capacidade de producéo da verotoxina (VT). A toxina é produzina no colén, e
pode, através da corrente sanguinea, alcancar o rim e induzir um processo
inflamatério nas celulas renais. Este dano pode agravar para HUS, caracterizada
por trombocitopenia, insufisciencia renal aguda e anemia hemolitica. No intestino
delgado, induz apoptose em celulas epitelias. No célon ele provoca dano local,
resultando em diarreia sanguinolenta, colite homorragica, perfuracéo intestinal e
necrose (JONES et al., 2000).

Em um estudo desenvolvido por Silva et al. (2011), ao analisar a presenca
de genes de patogenicidade para os patotipos, APEC (iss), EHEC (stx), EPEC
(bfpA) e ETEC(elt e stl), oriundos de figados de frangos, encontou o gene stx em
13,3% (4/30). Resultado semelhante foi encontrado por Lee et al.(2009), que
encontraram 7,3% de 39 amostras com contaminacéo por EHEC.

Vandekerchove et al. (2005) avaliaram as caracteristicas associadas a
viruléncia da APEC utilizando grupos de genes responsaveis pela expressao de
adesina, caracteristica de invasdo, resisténcia ao soro, absorcdo de ferro,
producdo de colicina e producdo de toxina. Dentre os genes analisados, foi
utilizado o stx, porém nao foi encontrado esse gene nos isolados.

Em 2009, Ewers et al., estudaram o potencial zoonético da Escherichia coli
patogénica extra-intestinal (EXPEC) isoladas do meio ambiente e intestino de
galinhas, ao autores utilizaram o stx como um dos 46 genes analisados. Assim
como Ghanbarpour, Salehi, Oswald (2010), que utilizaram o stx em seu trabalho
sobre a filogenia da E.coli isolada de celulite. Em ambos os trabalhos néo foi

verificada a presenca desse gene.
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Outro patotipo que causa doenca intestinal € o EPEC, refere-se a
Eschericia coli enteropatogénica, que ndo produz enterotoxina, porém causa
lesdo histopatoldgica atravées da ligagdo intima e desvanecimento das
microvilosidades dos enterdcitos, consequentemente pode levar a uma disfungéo
na absorcao intestinal (NATARO; KAPER, 1998)

Os principais sintomas da doenca causada pela EPEC sé&o diarreia aquosa
e desnutricdo, podendo implicar em meningite e inflamacdo do trato urinario
(CHEN; FRANKEL, 2005).

Para que a bactéria possa desenvolver a doenca € preciso que alguns
fatores de viruléncia sejam expressos. Knutton et al. (1998) propde que a
patogenicidade da EPEC ocorre em quatro fases, durante a primeira, ocorre a
expressdo em sua superficie de alguns componentes, como a adesina bfpA, que
ao entrar na segunda fase € uma das responsaveis pela aderéncia ao epitélio
intestinal. Harti, Iravati e Asmara (2006), afirmam que 0s genes eae, espA e bfpA,
podem ser utilizados para marcadores da deteccéo do patotipo EPEC.

O gene bfpA foi investigado por Silva et al. (2011), ao analisar a presenca
deste em figados de frango oriundos de dois matadouros do Recéncavo da Bahia,
porém o mesmo néo foi encontrado. Resultado positivo para o bfpA foi encontrado
por Krause, Zimmermann e Beutin (2005), que constataram a presenca desse
gene de 2,3% das amostras de frangos.

Harti, Iravati e Asmara (2006), ao procurar 0s genes eae, bfpA, espA em
isolados de E.coli provenientes de fezes de criancas com diarréia no Centros de
Saude Publica em Yogyakarta (Indonésia), encontrou o gene bfpA em 20 de um

total de 49 isolados, representando um grave problema de saude publica.
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Elevada prevaléncia de Coliformes Totais e Escherichia coli

patogénica em amostras de celulite de frango de corte
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Resumo — Objetivou-se determinar a populacdo de Coliformes Totais de Escherichia coli e
identificar os genes de viruléncia stx, iss e bfpA nas cepas de E. coli isoladas de celulites
em um matadouro do Recdncavo da Bahia. No periodo de agosto de 2013 a janeiro de
2014, foram coletadas 100 lesdes de celulite, sendo verificada a populacdo de Coliformes
Totais e E. coli, pelo método rdpido de contagem Petrifilm™ (3M Company), (AOAC
998.8). As amostras de E. coli foram analisadas quanto a presenca dos genes iss, stx e
bfpA, utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Em 96 % das amostras
analisadas, houve a presenca de Coliformes Totais, com a populacdo entre 3,4 a 9,5 log
UFC/g. Constatou-se também a presenca da E. coli em 84 % das amostras de celulite, com
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populacdo entre 2,0 e 9,0 log UFC/g. Os genes stx e bfpA ndo foram identificados e o gene
iss foi encontrado em 85,7 % dos isolados. Considerando a elevada prevaléncia de
Escherichia coli nas amostras de celulite avaliadas, sugere-se que o consumo da carne do
frango com a populacédo elevada dessa bactéria é caracterizado como risco a satde publica,
visto que essa espécie de bactéria possui sorotipos com grande potencial patogénico para o
homem.

Palavras-chave: APEC, Gene iss, Inspe¢éo

High prevalence of Total Coliforms and Escherichia coli Pathogenic for poultry in

broiler cellulite samples

Abstract — The objective was to determine the population of Total Coliforms of E. coli
and identify virulence genes stx, iss and bfpA in E. coli strains of cellulite coming from a
slaughterhouse in Reconcavo southern Bahia. In the period august 2013 to january 2014,
100 cellulitis lesions before evisceration aseptically were collected, verified the population
of Total Coliforms and E. coli, the quick method of counting Petrifilm™ (3M Company),
(AOAC 998.8). Samples of E. coli were analyzed for the presence of genes iss, stx and
bfpA using the Polymerase Chain Reaction (PCR). In 96% of the samples analyzed, there
was the presence of Total Coliforms, with the population between 3,4 to 9,5 log UFC/g. It
was also the presence of E. coli in 84 % of cellulite samples, with population between 2,0
and 9,0 log UFC/g. The stx genes and bfpA were not identified and the iss gene was found
in 85,7 % of the isolates. Considering the high prevalence of Escherichia coli in samples
evaluated cellulite, it is suggested that the consumption of chicken meat with a high
population of this bacterium is characterized as risk to public health, since this species of
bacterium has great potential pathogenic serotypes for humans.

Keywords: APEC, iss gene, inspection
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Introducéo

A celulite aviaria é caracterizada por uma inflamacdo subcutanea, principalmente
na coxa e abdémen (Barnes et al., 2003). Esta inflamacao pode levar a condenag6es parcial
ou total da carcaca. A condenacdo parcial € determinada pela presenca de inflamacéao local
ou de algum 6rgdo e a condenacdo total ocorre se existir inflamacdo de carater sistémico

em carcaca ou visceras (Brasil, 1998).

Este processo infeccioso € ocasionado por bactérias que invadem o tecido, por meio
das lesdes superficiais na pele causadas pelo contato com outras aves ou devido a méa
qualidade da cama. Salienta-se que a lesdo € comumente causada pelo subgrupo da
Escherichia coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), especialmente APEC, Escherichia

coli Patogénica para Aves (Huja et al., 2015).

Nos humanos, a bactéria Escherichia coli (E. coli) é capaz de causar uma variedade
de infeccOes intestinais e extra-intestinais, como diarreia, infeccdo do trato urinario,
septicemia, peritonite e meningite (Kaper et al., 2004). Os agentes causadores de diarréia
sdo classificadas com base em propriedades de viruléncia em E. coli enterotoxigenicas
(ETEC), E. coli enteropatogenica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
verotexigénica (VTEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli enteroagragativa

(EaggEC) (Nataro & Kaper, 1998).

Cepas de APEC podem apresentar o gene iss (Increased Serum Survival), que
determina a resisténcia aos efeitos liticos do soro. Este gene pode ser considerado como
fator de viruléncia, visto que, dentre os genes de viruléncia existentes, o iss €

frequentemente encontrado em aves doentes (Rocha et al., 2008).
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Dentre os genes de viruléncia relacionados aos patotipos de humanos, destacam-se
0 gene de patogenicidade stx, responsavel pela producdo de uma citotoxina, podendo
causar dano local no célon, estando associado a EHEC, e também o bfpA, encontrado no
patotipo EPEC, responsavel pela codificacdo da fimbria, estrutura que desempenha
inumeras funcdes de patogenicidade, como adeséo, auto agregacao, formacao de biofilme,

transferencia horizontal de genes, motilidade e viruléncia (Kaper et al., 2004).

Atualmente, estudos afirmam a semelhanca entre a EXPEC humana e aviaria,
sugerindo um potencial zoonético da APEC, gerando grande preocupacdo com a saude
publica (Manges & Johnson, 2012; Pitout, 2012). Rojas et al. (2014) constataram grandes
semelhangas entre algumas linhagens de EXPEC avidria e humana, aumentando a

probabilidade de uma cepa conseguir colonizar hospedeiros humanos e aves.

Considerando o potencial zoonético da Escherichia coli patogénica para aves,
associado a escassez de trabalhos relacionando os genes de viruléncia de cepas de E. coli
em celulites de frangos de corte, objetivou-se quantificar a populacdo de Coliformes Totais
e Escherichia coli e identificar os genes de viruléncia stx, iss e bfpA nas cepas de
Escherichia coli isoladas de celulites de frangos oriundos de um matadouro avicola do

Recdncavo Sul da Bahia.

Metodologia

No periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014 foram coletadas 100 amostras de
celulite de frangos de corte de um matadouro avicola do Recéncavo Sul da Bahia, sob
inspecdo estadual. As carcacas foram retiradas da linha de inspecdo antes da etapa da

eventragdo, sendo as amostras coletadas de forma asséptica, com o auxilio de l&mina de
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bisturi estéril e acondicionadas em coletores estéreis, identificadas e transportadas em
caixa isotérmica contendo gelo quimico até o Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
do Nucleo de Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (CCS/UFRB), sendo

imediatamente executadas as analises microbioldgicas.

Quantificacao de Coliformes Totais e Escherichia coli

A determinagéo da populagdo de Coliformes Totais e Escherichia coli foi realizada
por meio de método rapido de contagem em placas Petrifilm™ (3M Company), utilizando
a placa Petrifilm EC, conforme recomendacdes do fabricante (AOAC 998.8). A contagem
de colbnias caracteristicas foi realizada com auxilio de um contador de colonias modelo

CP600 Plus (Phoenix®), calculando-se o nimero de log UFC/g (SILVA et al., 2007).

Pesquisa de genes de viruléncia de patotipos de Escherichia coli

Inicialmente foram isoladas até trés colbnias tipicas de Escherichia coli oriundas da
placa Petrifilm EC™ (3M Company). Cada colonia foi inoculada, com o auxilio da alca de
platina, em microtubo contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI), sendo incubado a
35+1 °C por 24+2 h. Apos esse periodo, foi adicionado 2 mL de glicerol a 15 % e as

amostras foram congeladas a 20 °C negativos para posterior extracdo do DNA.

No processo de extracdo de DNA, as amostras foram reativadas em caldo BHI e
incubadas a 35+1 °C por 24+2 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 13500 rpm. Apds esta etapa, o sobrenadante foi descartado e acrescentado 800

pL de agua deionizada, sendo realizada a homogeneizacdo e centrifugacdo nas mesmas
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condicBes descritas anteriormente. Ao término, novamente descartou-se o sobrenadante
sendo adicionado 80 uL de agua deionizada com posterior homogeneiza¢do. ApoOs essa
etapa, as amostras foram submetidas a 96 °C por 10 minutos em banho-maria. Apds esta
etapa, as amostras foram centrifugadas por 20 segundos a 13500 rpm, sendo retirado 2uL
do sobrenadante e colocado em microtubo contendo 18 pL de &gua deionizada. As

amostras de DNA foram estocadas a 20° C negativos até o0 momento da analise.

A concentracdo do DNA gendmico foi quantificada por meio de espectofotdmetro
BioPhotometer D30 (Eppendorf™). A concentracdo final foram ajustadas utilizando agua

ultrapura (Hexapur™) para padronizagdao em 50 ng/10uL

O DNA gendmico extraido das cepas de Escherichia coli isoladas das celulites de
frango foram submetidos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo de
genes de viruléncia associados aos patotipos APEC (iss), EHEC (stx) e EPEC (bfpA). As
reacOes de PCR foram preparadas em tubos de polipropileno de 0,2 mL, sob condi¢des
assépticas, tendo como volume final 25 pL (tabela 01). Para os controles positivos foram
utilizadas cepas padrdes cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro,
APEC (ATCC 25922), EHEC (ATCC 43895) e EPEC (CDC O111ab). As reacdes de

amplificacdo foram realizadas em termociclador do tipo Mastercycler (Amplitherm™),

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% ap0s corrida
eletroforética & 60V e 37mA durante 100 minutos (GSR® 1000STD), corados com brometo
de etidio (10 mg/mL). Os resultados foram observados em transiluminador ultravioleta

(Loccus®).

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 17.0.

Realizou-se analise descritiva, sendo media e desvio padrdo para as variaveis quantitativas,
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e porcentagem para as variaveis qualitativas. Para comparar as médias das bactérias
segundo categorias de aviarios, utilizou-se o teste estatistico Anova (Andlise de variancia)
e 0 teste de Tuckey para comparacfes mdltiplas. Consideraram-se o0s resultados

estatisticamente significantes quando o valor de p fosse menor ou igual a 0,05.

Resultados e Discussao
As amostras foram originadas de nove aviarios, conforme tabela 02. O peso das

aves estudadas variou de 1,100 kg a 3,992 kg, cinco (5 %) aves apresentaram ascite e
quatro (4 %) caquexia, sendo que uma delas apresentou caquexia e petéquias
simultaneamente. As amostras de celulite apresentaram coloracdo amarelada (71%) ou
esbranquicada (29 %), pesando entre 2 e 18 g. As lesbes foram encontradas nas aves

principalmente em regido ventral. As les6es eram firmes, cartilaginosas ou adiposas.

Corroborando com os achados do presente estudo, Barros et al., (2013),
encontraram aves acometidas por celulite aviaria pesando entre 1,050 e 2,867 kg, dois
frangos apresentaram caquexia e um frango pericardite, as celulites pesavam de 0,9 a 1,79,

das quais 85% foram retiradas do lado esquerdo da ave.

Vieira et al., (2014), encontraram lesbes de celulite em regides caudo-lateral
(direita, esquerda ou simultaneo) e as lesdes se apresentavam amareladas e firmes ao corte.
O tamanho das lesbes variou de 1 a 20 cm. Os autores afirmaram que os achados
macroscopicos permitem a identificacdo e julgamento do destino das carcacas, e 0 tamanho
das lesGes ndo podem ser levados em consideracdo para o julgamento do destino das

mesmas, Visto que, mesmo em pequenas lesdes existe o processo de colissepticemia.
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Foi evidenciada a presenca dos Coliformes Totais em 96 % das amostras, com
populacdo entre 3,4 a 9,5 log UFC/g. Salienta-se que a elevada prevaléncia deste grupo de
bactérias pode estar associada a inadequacgdes higiénico-sanitarias no manejo de criacao

destas aves.

De acordo com Evans & Sayers (2000), habitacdo em bom estado de conservacgéo,
uso adequado de sanitizantes, limpeza e desinfeccdo de recipientes para o abastecimento de
agua, sao medidas importantes para evitar a proliferacdo e posterior contaminacao
microbiana dos frangos nos aviarios. Considerando os resultados da populacdo de
Coliformes Totais, suspeita-se que ndo estdo sendo utilizadas praticas higiénicas

satisfatorias nos aviarios que originaram as amostras analisadas.

A bactéria E. coli estava presente em 84 % das amostras de celulite, com populacao
entre 2,0 a 9,0 log UFC/g. Acredita-se que 0 manejo inadequado nos aviarios, a
reutilizacdo da cama sem tratamento adequado e por longos periodos ou possivel presenca
desta bactéria em racdo e agua do abastecimento podem estar relacionados a alta

prevaléncia da E. coli nos frangos analisados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Vieira et al. (2014) que isolaram
E.coli em 96 % das lesdes, assim como Barros et al. (2013) que isolaram a bactéria em
82,5 % das amostras e Brito et al., (2011), que encontraram o micro-organismo em 96,43
% das celulites. Segundo Mohamed et al. (2014) é notoria a presenca da E.coli nos

sistemas de criacdo de aves convencionais.

Apesar da E.coli ser a bactéria mais isolada das lesdes de celulite, outras bacterias
também tém sido identificadas (Vaillancourt & Barnes, 2008). Brito et al., (2011), com o
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objetivo de determinar a etiologia da celulite aviaria, isolaram varios micro-organismos
presentes na celulite, sendo E. coli a bactéria mais isolada com 96,43 %, seguida por
Citrobacter sp (10,71 %), Proteus vulgaris (7,14 %), Staphylococcus sp (3,57 %),
Streptococcus sp (3,57 %), Candida albicans (3,57 %), Pseudomonas aeruginosa (3,57
%), Klebsiella sp (3,57 %), Serratia sp (3,57 %), Penicillium sp (3,57 %) e Aspergillus sp

(3,57 %).

Leclerc et al., (2003) sugeriram que algumas cepas de E. coli possuem uma maior
capacidade de aderir a camadas profundas do tecido, podendo explicar a maior prevaléncia
desta bactéria em rebanhos afetados por celulite. Desta forma, acredita-se que as outras
bactérias ndo sejam o agente etiologico da celulite, mas estejam relacionadas a infecgédo
bacteriana secundaria, como oportunistas. Na analise descritiva para as amostras
quantitativas (nimero de amostras por aviarios), a média e o desvio padrdo sdo
encontrados na tabela 02. Segundo o teste Anova, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os aviarios (F = 1,44; Sig. = 0,189, dados ndo apresentados) para a

populacdo de E. coli.

O gene bfpA ndo foi amplificado nos isolados de E.coli oriundos das amostras de
celulite. Corroborando com esse achado, Silva et al., (2011) também ndo identificaram o
gene em isolados de frangos. Um percentual baixo (2,3 %) foi identificado por Krause et
al., (2005). Ochoa et al., (2008), ressalta que a EPEC €é considerada como um dos

patdgenos mais importantes relacionados com diarreia infantil.

Nédo foi identificado também o gene stx nas cepas analisadas, o qual esta

relacionado a EHEC. Resultados semelhantes foram encontrados por Knobl et al., (2011),
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Ghanbarpour et al., (2010) e Ewers et al., (2009) que ndo identificaram 0 gene stx em
amostras de E.coli isoladas de aves. Entretando, Silva et al. (2011) e Lee et al. (2009)

identificaram esse gene em 13,3 % e 7,3 % das amostras, respectivamente.

Por outro lado, o gene iss foi identificado em 72 dos 84 isolados de E. coli (85,7
%). (Figura 01). Nos aviarios esse gene foi encontrado na grande maioria dos isolados de
E.coli, nos aviarios E, F, G, H e | foi encontrado uma positividade para o gene iss em
100% dos isolados, a exce¢do ocorreu no aviario A, onde foi encontrado apenas 20%,

conforme grafico O1.

Devido a baixa prevaléncia do gene iss no aviario A, existe a hipotese da presenca
de outros patotipos de E. coli presentes nas lesbes de celulite, visto que ndo foram
analisados todos os patotipos neste trabalho, ndo podendo descartar a presenca de linhagem

ndo patogénica.

Achados semelhantes foram encontrados por Mohamed et al. (2014), que
detectaram alta prevaléncia do gene iss (72,2 %) nos isolados de E. coli coletados em
frangos, assim como Barbieri et al. (2013), que identificaram 79,2 %, Ewers et al. (2009),

que encontraram 88,2 % e Rocha et al., (2008), que detectaram em 73,8 % dos isolados.

Resultados discordantes foram encontrados por Knobl et al., (2012), que revelaram

a presenca do gene iss em apenas 13 (26 %) das 50 amostras analisadas.

Huja et al., (2015) afirmam que o gene iss é essencial para a capacidade de
sobrevivencia do micro-organismo no soro do hospedeiro. Ewers et al. (2009) revelam que
atualmente a resistencia serica € considerada como um atributo que determina a viruléncia

da cepa. Vandekerchove et al., (2005) ainda ressalta que, em combinag&o com varios genes
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de patogenicidade, a presenca deste gene é prevalente para o desenvolvimento da

colibacilose, principalmente em surtos com alta taxa de mortalidade.

Considera-se a presenca do gene iss nos isolados de E. coli das amostras de celulite
um risco a saude publica, haja vista o potencial patogénico da APEC (Barros et al., 2013).
Além disso, varios estudos afirmam que linhagens de APEC possuem um risco potencial
zoondtico, por existir uma semelhanca com cepas EXPEC que causam patologias em
humanos (Rojas et al., 2014, Ewers et al., 2009).

Em estudo desenvolvido por Frémmel et al. (2013), com 20 isolados de E. coli
uropatogenica (UPEC) e 19 isolados de E.coli intestinal de pessoas saudaveis, 0 gene iss
foi identificado em 45 % e 26 % das amostras, respectivamente . Assim como Santos et al.,
(2009) que detectaram o gene iss em 21,62 % (16/74) dos isolados de E.coli provenientes
de bacteremia de pacientes internados no Hospital Sdo Paulo (HSP), na cidade de S&o

Paulo, Brasil.

Conclusao

A contagem elevada de Coliformes Totais nas amostras de celulite determina que
falhas higiénico-sanitarias graves ocorreram na producdo dos frangos de corte,
possivelmente por falhas de manejo nos aviarios.

Considerando a elevada prevaléncia de Escherichia coli nas amostras de celulite
avaliadas, com populacdo acima de 4 log UFC/g, sugere-se que o consumo da carne do
frango com a populacdo elevada dessa bactéria caracteriza-se como risco a sadude publica,
visto que essa espécie de bactéria possui sorotipos com grande potencial patogénico para o

ser humano.
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A identificacdo do gene iss na maioria dos isolados de E.coli oriundos de celulite
aviaria sugere que esse gene possui grande importancia na patogenicidade da Escherichia
coli para aves.

Desta forma, € necesséria a intensificacdo das acfes de higiene nos aviarios,
incluindo o respeito ao vazio sanitario, troca da cama e cuidado no armazenamento e oferta
da &gua e racdo para as aves, bem como a revisdo da legislacdo sanitaria que trata dos
critérios para o descarte das carcacas que apresentarem lesGes de celulite nas linhas de

producdo, visando a producédo do alimento seguro.
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Tabelas e figura

Tabela 01. Componentes utilizados na realizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para amplificagdo dos genes iss, stx e bfpA em amostras de celulite de frangos

oriundos de um matadouro avicola do Reconcavo Sul da Bahia

Componentes Volume (pL) Concentragao
Agua deionizada 15,2 -

PCR buffer 5 0,2 pMol
dNTP mix 0,5 0,02 pMol
MgCl, 1,5 1,5 pMol
Tag DNA polimerase 0,27 -
Iniciador | 1,6 -
Iniciador 11 1,6 -
DNA-molde 1 50 ng/10pL
Total 25 -

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 02: Nimero de amostras por aviarios, média e desvio Padrdo da populacdo de
Escherichia coli em amostras de celulite de frangos oriundos de um matadouro

avicola do Recbncavo Sul da Bahia.

N (NGmero de Média da contagem

Aviarios amostras) de Escherichia coli Desvio Padréo
(log UFC/q)
A 5 5,34 1,409
B 5 6,02 1,618
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C 39 4,85 2,911

D 16 5,17 2,261
E 6 4,59 3,647
F 11 4,35 2,381
G 8 5,56 2,352
H 4 7,37 0,226
| 6 7,64 0,428
Total 100 5,24 2,570

Fonte: dados da pesquisa

Figura 01: Gel de agarose a 2% da PCR para gene iss. Tamanho do fragmento 760pb, PM-

Peso Molecular 100pb, CN- controle negativo, CP- controle positivo, amostras positivas 1 -12.

PM CN CP 1 11

Fonte: Acervo pessoal
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Gréfico 01: Porcentagem do gene iss por Escherichia coli em amostras de celulite de

frangos por aviario.

H

Fonte: dados da pesquisa
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CAPITULO 3

Qualidade sanitaria de figados de frangos de um matadouro

avicola e genes de viruléncia de Escherichia coli

Artigo a ser submetido a Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira
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Qualidade sanitaria de figados de frangos de um matadouro avicola e genes de

viruléncia de Escherichia coli
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Resumo- Objetivou-se determinar a populacdo de Coliformes Totais de Escherichia coli e
identificar os genes de viruléncia stx, iss e bfpA nas cepas de Escherichia coli isoladas de
figados de frangos em um matadouro avicola do Recéncavo Sul da Bahia, entre 0s meses
de agosto de 2013 e janeiro de 2014. Foram coletadas 100 amostras de figado antes da
eviceracdo no matadouro. Os 6rgdos foram retirados de forma asseptica, sendo verificada a
populacdo de Coliformes Totais e E.coli, pelo método rapido de contagem Petrifilm™ (3M
Company) (AOAC 998.8), com identificacdo dos patotipos APEC (iss), EHEC (stx) e
EPEC (bfpA), nos isolados de E. coli, utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

. Foi constatada a presenca de Coliformes Totais e E. coli em 96% e 84% das amostras de
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figado analisadas, respectivamente. A populagdo de Coliformes Totais variou entre 1 a 4,7
log UFC/g e a populacdo de E. coli variou entre 1,0 a 4,73 log UFC/g, sendo que nenhuma
amostra apresentou populacdo acima do limite méximo estabelecido pela RDC 12/2001.
Apesar das amostras estarem aptas para 0 consumo, a alta prevaléncia de Coliformes
Totais nos figados analisados indicam praticas inadequadas de higiene no processo
produtivo das aves.

Palavras chave: Miudos de frango, Escherichia coli, Seguranca dos alimentos, Inspecdo

Sanitaria.

Sanitary quality of chicken livers from a poultry slaughterhouse and virulence genes

of Escherichia coli

Abstract- The objective was to determine the population of Total Coliforms of
Escherichia coli and identify the genes stx virulence, iss and bfpA in isolated strains of E.
coli chicken livers coming from a chicken slaughterhouse Reconcavo southern Bahia,
between the months of august 2013 and january 2014. 100 samples of liver before
evisceration in the slaughterhouse were collected, the organs were removed aseptically,
and verified the population of Total Coliforms and E. coli, the quick method of counting
Petrifilm™ (3M Company) (AOAC 998.8), with identification pathotypes of APEC (iss),
EHEC (stx) and EPEC (bfpA) in E. coli isolates using the Polymerase Chain Reaction
(PCR). Confirmed the presence of Total Coliforms and E. coli in 96% and 84% of liver
samples collected, respectively. The population of Total Coliform ranged from 1,0 to 4,7
log UFC/g E. coli population ranged from 1,0 to 4,73 log UFC/g, and none had a

population in excess of the ceiling established by RDC 12 / 2001. Although the samples
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are suitable for consumption, the high prevalence of Total Coliforms in livers analyzed
indicate inadequate hygiene practices in the production process of birds.

Keywords: Chicken Kid, Escherichia coli, Food Safety, Sanitary Inspection

Introducéo

A bactéria Escherichia coli é um dos micro-organismos mais estudados em nivel
mundial. O sequenciamento genético das principais espécies patogénicas de interesse abriu
uma lacuna para exploracdo e descobertas de informacGes que estavam ocultas. O grande
potencial de causar impactos negativos na agricultura e o potencial de causar doencas
graves em animais e em seres humanos justificaram essa grande busca de novas
descobertas (Johnson et al., 2007).

Cepas de Escherichia coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), possuem alguns
atributos de viruléncia que lhes conferem resisténcia para sobreviver em diferentes nichos
fora do seu habitat normal, que € o intestino de aves e mamiferos (Mellata, 2013). Algumas
cepas pertencentes ao grupo EXPEC tem sido isoladas de alimentos crus, como a carne de
aves, caracterizando-se como patogenos veiculados por alimentos (Abreu et al., 2010).

Além da carne de frango, miidos como o figado sdo importantes alimentos
relacionados a contaminacdo de humanos. Salienta-se que o figado é susceptivel a
contaminacdo e proliferacdo de varias especies de micro-organismos devido a sua
caracteristica metabdlica. Dentre 0s micro-organismos associados ao figado, destaca-se a
bactéria Escherichia coli, haja vista que estudos relatam a presenca deste patdgeno em aves
aparentemente sadias, associada a processos infecciosos nesse orgdo (Barcelos et al.,

2006).
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Cepas de E.coli patogénicas para aves (APEC), podem apresentar o gene iss
(Increased Serum Survival), que determina a resisténcia aos efeitos liticos do soro. Este
gene pode ser considerado como fator de viruléncia, visto que, dentre os genes de
viruléncia existentes, o iss é frequentemente encontrado em aves doentes (Rocha et al.,

2008).

Nos seres humanos, a bactéria Escherichia coli é capaz de causar uma variedade de
infecgBes intestinais e extra-intestinais, como diarreia, infeccdo do trato urinario,
septicemia, peritonite e meningite (Kaper et al., 2004). As agentes causadoras de diarréia
sdo classificadas com base em propriedades de viruléncia em E. coli enterotoxigenicas
(ETEC), E. coli enteropatogenica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
verotexigénica (VTEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli enteroagragativa

(EaggEC) (Nataro & Kaper, 1998).

Considerando a diversidade dos patotipos de E. coli existentes, Bergeron et al.,
(2012) ressaltaram que a carne de frango funciona como um veiculo de Escherichia coli,
que esta associada a diversas patologias em seres humanos. Rojas et al. (2014) constataram
grandes semelhancas entre algumas linhagens de EXPEC aviaria e humana, desta forma

determinando um potencial zoonotico da Escherichia coli patogénica para aves.

Desta forma, considerando o potencial zoondtico da Escherichia coli patogénica
para aves, associado a escassez de trabalhos relacionando os genes de viruléncia de cepas
de E. coli em figado de frangos de corte, objetivou-se verificar a qualidade sanitaria dos

figados de frangos provenientes de de um matadouro avicola do Recéncavo Sul da Bahia.
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Metodologia
No periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014 foram coletados 100 figados de

frango em um matadouro avicola do Recdncavo Sul da Bahia, sendo as amostras
originarias de nove aviarios, conforme tabela 01. As carcacas foram retiradas de forma
asséptica antes da eventragdo, com o auxilio de ldmina de bisturi estéril, sendo
acondicionadas em coletores estéreis, identificadas e transportadas em caixa isotérmica
contendo gelo quimico até o Laboratério de Pesquisa em Microbiologia do Nucleo de
Seguranca Alimentar e Nutricional (SANUTRI) do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (CCS/UFRB), sendo imediatamente

executadas as analises microbiologicas.

Quantificacdo de Coliformes Totais e Escherichia coli

A determinacdo da populacdo de Coliformes Totais e Escherichia coli foi realizada
por meio de método rapido de contagem em placas Petrifilm™ (3M Company), utilizando
a placa Petrifilm EC, conforme recomendacdes do fabricante (AOAC 998.8). A contagem
de coldnias caracteristicas foi realizada com auxilio de um contador de colonias modelo

CP600 Plus (Phoenix®), calculando-se o numero de log UFC/g (SILVA et al., 2007).

Pesquisa de genes de viruléncia de patotipos de Escherichia coli

Inicialmente foram isoladas até trés colbnias tipicas de Escherichia coli oriundas da
placa Petrifilm EC™ (3M Company). Cada colonia foi inoculada, com o auxilio da al¢a de
platina, em microtubo contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI), sendo incubado a
35+1 °C por 24+2 h. Apos esse periodo, foi adicionado 2 mL de glicerol a 15 % e as

amostras foram congeladas a 20 °C negativos para posterior extracdo do DNA.
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No processo de extracdo de DNA, as amostras foram reativadas em caldo BHI e
incubadas a 35+1 °C por 24+2 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 13500 rpm. ApGs esta etapa, 0 sobrenadante foi descartado e acrescentado 800
ML de dgua deionizada, sendo realizada a homogeneizacdo e centrifugacdo nas mesmas
condicBes descritas anteriormente. Ao término, novamente descartou-se o sobrenadante
sendo adicionado 80 uL de agua deionizada com posterior homogeneizacdo. ApoOs essa
etapa, as amostras foram submetidas a 96 °C por 10 minutos em banho-maria. Apds esta
etapa, as amostras foram centrifugadas por 20 segundos a 13500 rpm, sendo retirado 2uL
do sobrenadante e colocado em microtubo contendo 18 pL de agua deionizada. As

amostras de DNA foram estocadas a 20° C negativos até o0 momento da analise.

A concentracdo do DNA gendmico foi quantificada por meio de espectofotémetro
BioPhotometer D30 (Eppendorf™). A concentragdo final foram ajustadas utilizando agua

ultrapura (Hexapur™) para padronizagdo em 50 ng/10uL

O DNA gendmico extraido das cepas de Escherichia coli isoladas das celulites de
frango foram submetidos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo de
genes de viruléncia associados aos patotipos APEC (iss), EHEC (stx) e EPEC (bfpA). As
reacOes de PCR foram preparadas em tubos de polipropileno de 0,2 mL, sob condi¢cdes
assepticas, tendo como volume final 25 pL (tabela 01). Para os controles positivos foram
utilizadas cepas padrdes cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro,
APEC (ATCC 25922), EHEC (ATCC 43895) e EPEC (CDC O111ab). As reagdes de

amplificacdo foram realizadas em termociclador do tipo Mastercycler (Amplitherm™),

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% ap0s corrida

eletroforética & 60V e 37mA durante 100 minutos (GSR® 1000STD), corados com brometo
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de etidio (10 mg/mL). Os resultados foram observados em transiluminador ultravioleta

(Loccus®).

A analise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 17.0.
Realizou-se andlise descritiva, sendo media e desvio padréo para as variaveis quantitativas,
e porcentagem para as variaveis qualitativas. Para comparar as médias das bactérias
segundo categorias de aviarios, utilizou-se o0 teste estatistico Anova (Analise de variancia)
e 0 teste de Tuckey para comparacfes mdltiplas. Consideraram-se o0s resultados

estatisticamente significantes quando o valor de p fosse menor ou igual a 0,05.

Resultados e Discussao

Considerando a analise microbiologica das amostras de figado, foram evidenciadas
a presenca das bactérias do grupo Coliformes Totais em 74 % das amostras, com variacao
entre 1 a 4,78 log UFC/g e uma média de 2,46 log UFC/g. Resultados semelhantes foram
evidenciados por Carvalho et al., (2005), que encontraram uma populacédo de Coliformes
Totais em miudos, figado e moela, com variacdo de 3,04 a 3,32 log NMP/g e média 3,18

log NMP/g.

Embora a legislacdo brasileira vigente ndo determine parametros para a avaliacao
deste grupo de bactérias, a determinacdo da populacdo de Coliformes Totais esta
relacionada com a qualidade higiénico-sanitaria do produto, sendo um importante grupo de
micro-organismos indicadores (Penteado & Esmerino, 2011).

Apesar da elevada populacdo de Coliformes Totais, salienta-se que 100 % das

amostras avaliadas estavam aptas para o consumo humano, haja vista que a populacdo de
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E. coli estdq abaixo do limite maximo de 5 log UFC/g permitido pela Resolucdo RDC

12/2001 (Brasil, 2001).

A bactéria E. coli foi isolada em 45 % das amostras de figados, com populagédo
entre 1,0 a 4,73 log UFC/g e média 2,11 log UFC/g. Achados semelhantes foram
encontrados por Carvalho et al., (2005), que analisaram figado e moela de frango quanto a
presenca de E. coli e evidenciaram uma contagem entre 3,1 e 6,0 log NMP/g, destas apenas

2,1 % estavam em desacordo com a resolu¢cdo RDC 12/2001.

Corroborando com achados do presente estudo, Vieira et al., (2014) isolaram a
E.coli em 50,98 % das amostras de figado, assim como Silva et al. (2012), que verificaram
a presenca em 45,5 % dos figados. Dados discordantes foram observados por Barcelos et

al. (2006), que isolaram E. coli em apenas 26 % das amostras analisadas.

Utilizando o teste Anova, pode-se constatar que houve diferencas estatisticamente
significantes na contagem da E.coli segundo o tipo de aviario. O aviario H foi evidenciado
como 0 que apresentou maior contagem de E.coli quando comparado aos demais (F =

2,901; Sig. = 0,006, dados nao apresentados).

A determinacdo da E.coli em alimentos pode indicar contaminacao fecal recente e
eventual presenca de micro-organismos patogénicos (Franco & Landgraf, 2008).

De acordo com Evans & Sayers (2000), habitacdo em bom estado de conservacéo,
uso adequado de sanitizantes, limpeza e desinfec¢cdo de recipientes para o abastecimento de
agua sdao medidas importantes para evitar a proliferacdo e posterior contaminacao
microbiana dos frangos nos aviarios. A falta de higiene adequada nos aviarios, em especial
0 aviario H, pode ter contribuido para essa diferenca na contagem de E.coli.
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Considerando a analise molecular, o gene bfpA ndo foi identificado nos isolados de
E.coli. Corroborando com esse achado Silva et al. (2011) também ndo detectaram o gene
em isolados de figado de frangos provenientes de matadouros do Recéncavo da Bahia. Um
baixo porcentual foi identificado por Krause et al. (2005), que identificaram o gene bfpA
em apenas 2,3 % das amostras de frangos. Ressalta-se que a EPEC é considerada um dos

patégenos mais importantes relacionados com diarreia infantil (Ochoa et al., 2008).

N&o foi identificado também o gene stx nas cepas analisadas, caracteristico da
EHEC. Resultados semelhantes foram encontrados por Knobl et al. (2011) que néo
observararam o0 gene stx em amostras de E.coli isoladas de aves. Entretando, Silva et al.,
(2011) e Lee et al., (2009) identificaram esse gene em 13,3% e 7,3% das amostras,

respectivamente.

Por outro lado, o gene iss foi detectado em 29 dos 45 isolados de E.coli, (64,4 %).
Este gene esta amplamente distribuido entre os aviarios, sua prevaléncia foi observada
entre 25 e 100% dos isolados de E.coli por aviario, sendo que os aviarios A, H e | foram os
mais prevalentes conforme grafico 01. Resultados semelhantes foram evidenciados por

Vieira et al. (2014), que identificaram o gene iss em 50% das amostras.

Por outro lado, resultados divergentes foram revelados por Knobl et al. (2011), que
ao analisarem os figados de aves, que foram a dbito, apresentando enterite e septicemia
submetidas ao Hospital de Médicina Veterinaria da Faculdades Metropolitanas Unidas
(FMU), Séao Paulo, Brasil, os autores verificaram um percentual de 12,5% do gene iss nos

isolados do figado.
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Dissannayake et al. (2014) salientam que o gene iss esta estritamente relacionados
aos casos de APEC. Segundo Huja et al., (2015), o gene iss € essencial para a capacidade
de sobrevivencia do micro-organismo no soro. Johnson et al., (2008) classificam esse gene

como um dos principais genes relacionados com a deteccédo da E.coli patogenica para aves.

Apesar das amostras de E. coli avaliadas estarem proprias para 0 consumo humano,
a elevada prevaléncia do gene iss nos isolados de E. coli é preocupante, haja vista que
varios trabalhos evidenciam o potencial risco de E.coli patogénica para aves causarem
doencas em seres humanos, constituindo um risco zoondtico (Barros et al., 2013; Rojas et
al., 2014). Jonhson et al., (2006) e Skyberg et al., (2006) evidenciaram a doenca em

mamiferos causada por APEC em experimentos laboratoriais.

Em um estudo desenvolvido por Frémmel et al., (2013), com 20 isolados de E. coli
uropatogenica (UPEC) e 19 isolados de E.coli intestinal de pessoas saudaveis, foram
encontrados 45 % e 26 % de amostras positivas para 0 gene iss, respectivamente. Assim
como Santos et al., (2009) constatou a presenca do gene iss em 21,62 % (16/74) dos
isolados de E.coli provenientes de bacteremia de pacientes internados no Hospital S&o

Paulo (HSP), em Sao Paulo, SP.

Conforme Vieira et al. (2014), a constatacdo da presenca do gene iss em miudos de
frango, representa um risco relativo & saude puablica, visto que esse alimento representa

uma fonte importante de enfermidades transmitida via cadeia alimentar.

Conclusao

A elevada populacdo de Coliformes Totais nas amostras de frango analisadas

determina a ocorréncia de falhas higiénico-sanitéarias durante a fase de criagdo das aves.
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A identificacdo do gene iss na maioria dos isolados de E.coli oriundos de figados de
frango sugere que esse gene possui grande importancia na patogenicidade da Escherichia
coli para aves.

Apesar da populagdo de E. coli nas amostras analisadas estar abaixo do limite
maximo permitido pela legislacdo sanitaria vigente, a elevada prevaléncia do gene iss
revela o risco de consumo do figado de frango, pela possibilidade deste veicular a APEC, a
qual pode causar doencas nos seres humanos, comprometendo a qualidade sanitaria do
alimento.

Diante dos resultados observados, torna-se necessaria a realizagdo de estudos
adicionais, principalmente no que se refere a qualidade microbiologica de figado de frango

em relacdo a legislacdo brasileira vigente.
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Tabelas e grafico

Tabela 01: Numero de amostras de figado por aviarios.

N (Namero de

Aviarios amostras)
A 5
B 5
C 39
D 16
E 6
F 11
G 8
H 4

I 6
Total 100

Fonte: dados da pesquisa



Tabela 02: Componentes utilizados na realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para amplificacdo dos genes iss, stx e bfpA em amostras de figados de frangos

oriundos de um matadouro avicola do Reconcavo Sul da Bahia

Componentes Volume (pL) Concentracao
Agua deionizada 15,2 -

PCR buffer 5 0,2p Mol
DNTP mix 0,5 0,02 uMol
MgCl, 1,5 1,5 nMol
Tag DNA polimerase 0,27 -
Iniciador I 1,6 -
Iniciador 11 1,6 -
DNA-molde 1 50 ng/10pL
Total 25 -

Fonte: dados da pesquisa
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Gréfico 01: Porcentagem do gene iss por Escherichia coli em amostras de figado de
frangos por aviario.
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100
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Fonte: dados da pesquisa
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Consideracg0Oes Finais

Est4 clara a necessidade de avangos em todo o processo de producéo do
frango de corte, desde a criagdo até o momento do abate. Nas granjas, 0 excesso de
aves e a higiene do ambiente podem comprometer a qualidade final do produto
ofertado ao consumidor. No abatedouro, devido a grande quantidade de aves
abatidas diariamente, torna-se necessario uma fiscalizacdo mais intensa, a fim de
evitar que aves aparentemente sadias sejam liberadas para o consumo humano, com

a presenca de enfermidades cutaneas e/ou infecgdes sistémicas.

Os resultados permitem sinalizar o potencial zoondtico das cepas de E.coli
isoladas de celulites e figados, porém € necessaria a continuidade de estudos que

fomentem esse potencial.

Torna-se necessaria a utilizacdo de analises microbiologicas e soroldgicas,
utilizando métodos rapidos, em amostras representativas dos lotes enviados ao
matadouro em associacdo as caracteristicas macroscopicas de carcaga e visceras,

por meio da inspec¢do sanitaria.

Além disso, é importante a descoberta de mecanismos rapidos de detec¢édo
de patotipos de E.coli, assim como a determinacdo de seus mecanismos de

patogenicidade.

Essas medidas sdo imprescindiveis para que a agroindustria avicola
brasileira mantenha seu patamar de lideran¢a no mercado mundial, com a oferta de

alimento seguro aos consumidores.
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