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RESUMO

A industria avicola representa, atualmente, um dos mais importantes setores
do agronegocio no Brasil tornando-o lider mundial na exportagéo de carne de frango.
A segurancga alimentar e a saude animal tém acompanhado e favorecido essa
condicdo. Entretanto, a intensificacdo da produgcdo aumenta o risco de disseminagao
de doengas infecciosas de grande impacto econémico, especialmente as que afetam
o sistema respiratorio das aves. O objetivo do presente estudo epidemioldgico
transversal foi relacionar problemas respiratérios com a presenca de Escherichia
coli, Mycoplasma gallisepticum (MG) e M. synoviae (MS) em frangos de corte na
saida para o abate, bem como verificar a viruléncia dos isolados de E. coli, pela
deteccdo do gene iss pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A resisténcia
das E. coli iss positivas a antimicrobianos e a presenca de salmonelas também
foram verificadas, nos mesmos frangos, pela sua importancia em saude publica.
Foram utilizados 120 frangos de corte, aparentemente sadios, obtidos em Sao José
do Vale do Rio Preto no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Os frangos foram obtidos
na saida para o abate, examinados, pesados e com amostra de sangue colhida. O
soro obtido foi utilizado na soroaglutinagéo rapida para MG e MS. Foram coletados
suabes e fragmentos de sacos aéreos e traquéias para o isolamento e identificagéo
de E. coli e micoplasmas, e suabe de cloaca para cultivo de salmonelas. As cepas
de E. coli aviarias patogénicas foram identificadas por PCR (gene iss) e submetidas
ao teste do antibiograma. A interferéncia de E. coli no peso, nas manifestagdes
respiratorias e nas lesdes (aerossaculite, pericardite, traqueite) encontradas a
necropsia dos frangos foi estatisticamente significativa (p<0,05). A presencga de
aerossaculite e/ou pericardite, na maioria dos frangos, depreciou a qualidade
sanitaria dos mesmos na saida para o abate. A detecgdo do gene iss ocorreu em
10,2% (12/118) das aves positivas para E. coli. Os isolados de E. coli iss positivos
exibiram resisténcia a pelo menos 10 dos 20 antimicrobianos testados, sendo todos
sensiveis a amicacina e ao aztreonam e resistentes a ampicilina, clindamicina,
eritromicina, penicilina, teicoplanina, tetraciclina e vancomicina. Todos os frangos
foram negativos a SAR para MG e MS e ndo houve isolamento de Mycoplasma nem
de Salmonella spp. nos mesmos.

Palavras-chave: frango de corte, aerossaculite, E. coli, gene iss
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ABSTRACT

The poultry industry represents, currently, one of the most important segments
of the agrobusiness in Brazil, rendering our country a world leader in broiler meat
exportation. Food safety and animal health has greatly favored that with the ultimate
growing of poultry rasing. However, that production improvement has enhanced the
risk of infectious disease spreading, mainly those that affect bird respiratory system.
The present cross-sectional epidemiologic study was designed to relate respiratory
problems with Escherichia coli, Mycoplasma gallisepticum (MG) and M. synoviae
(MS) in broilers, as well as to investigate the virulence of the E.coli isolates by the
PCR detection of the iss gene. Additionally, the antimicrobial resistance of iss E.coli
isolates and salmonellas were searched in the studied birds, due to their public
health implications. Hundred-twenty, apparently healthy broilers, at slaughter time,
and coming from a broiler premise in Sdo José do Vale do Rio Preto municipality, Rio
de Janeiro State, Brazil were used. The birds were examined, weighted, and
subjected to blood collection for serum agglutination reaction (SAR) to MG and MS
and necropsied. During necropsy, swabs and fragments of air sacs and trachea
were obtained for isolation of E. coli and mycoplasmas, besides cloacal swabs for
detection of Salmonella spp. Pathogenic E. coli isolates were accessed by PCR to
the iss gene and subjected to antimicrobial sensitivity test. The interference of E. coli
on broiler weight, respiratory manifestations and lesions (tracheatis, airsaculitis and
pericarditis) at gross examination, was verified and found to be statistically significant
(p<0,05). Airsaculitis and/or pericarditis, present in most of the broilers, affected
carcass sanitary quality. The iss gene was detected in 10.2% (12/118) of the E. coli
positive broilers. These 12 iss pathogenic E. coli were resistant to at least 10 of the
20 antimicrobials tested, being sensitive to amicacin and aztreonam, and resistant to
ampicillin, clindamycin, erythromycin, penicillin, teycoplanin, tetracycline and
vancomycin. All broilers were negative by SAR to MG and MS, and there was no
isolation for Mycoplasma and Salmonella spp.

Key words: broiler, airsaculitis, E. coli, iss gene



1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais e lider em exportagdes de
carne de frango. O setor avicola no pais cresce, ocasionando avangos na economia,
gerando empregos no pais e movimentando bilhées de reais. A boa qualidade dos
produtos, o esforco do setor para ampliar os mercados consumidores, a
disponibilidade da producédo de graos, além do aumento a cada ano da produgao
brasileira demonstram que o pais possui um potencial muito grande para a produgao
de carne de frango (SCHORR, 2002; ABEF, 2005).

Por tais razbes, a sanidade da avicultura brasileira merece especial atengao
para que o seu padrdo de qualidade nao seja prejudicado. A intensificagdo da
producdo contribui para a produtividade e eficiéncia da industria avicola, porém
como consequéncia aumenta o risco de disseminagao das doencas infecciosas e a
necessidade de um maior controle da qualidade dos produtos. Dentre as doencgas
importantes em avicultura destacam-se, especialmente, as que afetam o sistema
respiratoério das aves, por causarem um impacto sobre o custo de producdo de
frangos (GAMA, 2004).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as doencgas respiratorias séo as
principais responsaveis pela mortalidade e pelas condenagbes na industria avicola.
Os produtores e os especialistas em sanidade avicola consideram as doengas
respiratorias, como as de maior significado econémico. Quase a totalidade das
condenacdes nos matadouros nos EUA € devida a aerossaculite e septicemia que,
na sua maioria, sdo alteragdes decorrentes de doencgas respiratérias ocasionadas
por infeccdo pela bactéria Escherichia coli (ROSALES, 1991; NCRA, 2005). No
Brasil, também existem relatos do aumento das condenagbes de aves em
matadouros pela presenca de lesdes nos sacos aéreos, com a E. coli como principal

agente bacteriano isolado dessas lesdes, em infecgdes simples ou associadas a
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outros microrganismos, como o Mycoplasma gallisepticum (MG) e/ou M. synoviae
(MS) (MINHARRO et al., 2001).

A E. coli, normalmente encontrada no trato intestinal de aves, apresenta
cepas patogénicas por possuirem fatores de viruléncia. Os mecanismos de
viruléncia identificados em cepas de E. coli patogénica para aves (APEC), ainda
pouco conhecidos, necessitam de maiores estudos, pois um maior conhecimento
dos fatores de viruléncia auxilia no desenvolvimento de métodos de diagndstico,
controle, prevengao e tratamento das doengas ocasionadas ou agravadas por essa
bactéria. Dentre os genes de viruléncia encontrados em APEC, o gene "increased
serum survival" (iss), € importante por conferir a bactéria resisténcia aos efeitos
bactericidas do soro do hospedeiro (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999). Os
sorotipos de E. coli relacionados a colibacilose aviaria ndo provocam doengas nos
seres humanos, porém, com o uso inadequado de antimicrobianos nos plantéis
avicolas, podem tornar-se resistentes e esta resisténcia ser transferida para outras
enterobactérias patogénicas para o homem (BREMNER, 1981).

O controle e a prevengao sanitaria sdo requisitos fundamentais para garantir a
avicultura brasileira o mercado internacional para seus produtos (QUEVEDO, 2005).
A presengca de bactérias, que estdo constantemente envolvidas em problemas
respiratérios nas producdes, como a E. coli e os micoplasmas, pode representar
barreira sanitaria ao comércio de produtos avicolas. O estudo desses
microrganismos se faz, entdo, fundamental na contribuigdo para o melhor
conhecimento dos aspectos sanitarios da industria avicola.

A presenca de salmonelas € um outro problema que compromete a sanidade
avicola e a saude publica. A Salmonella é considerada o mais comum patégeno
bacteriano responsavel por doengas transmitidas por alimentos de origem avicola
para os seres humanos. O seu controle em aves é primordial, principalmente a sua
deteccdo precoce e emprego de programas de monitoramento, pois as salmonelas
estdo associadas a perdas econdémicas severas (HAFEZ, 2005).

A segurangca e a qualidade dos alimentos sdo questbes de grande
preocupacao em produtos avicolas, pois a carne de aves pode conter diversos
patdgenos alimentares. As alteragdes nos padrdes de qualidade sanitaria dos
alimentos significam barreiras néo tarifarias que ocasionam milhares de prejuizos,
aduzindo-se a isto os gastos no diagndstico de doengas e o desperdicio de proteina

de origem animal. Atualmente, os esforgcos do setor avicola em garantir produtos de
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alta qualidade contribuem para a manutencdo do produto nacional num patamar
aceitavel nas negociagdes internacionais, inclusive por mercados consumidores
extremamente exigentes (DELAZARI, 2003; QUEVEDO, 2005).

O objetivo do presente estudo foi relacionar problemas respiratérios com a
presenca de E. coli, MG e MS em frangos de corte na saida para o abate, bem como
verificar a viruléncia dos isolados de E. coli, pela deteccao do gene iss, por PCR. A
resisténcia das E. coli iss positivas a antimicrobianos e a presenca de Salmonella
spp. também foram verificadas, nos mesmos frangos, pela sua importadncia em

saude publica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO, COMERCIALIZACAO E CONSUMO DE CARNE DE FRANGO

A moderna industria de frangos de corte surgiu somente por volta de 1940 e a
carne de frango passou, entéo, a ser produzida em grandes quantidades. A carne de
frango serve como matéria-prima para a producao de diversos alimentos devido ao
seu baixo custo e sua excelente qualidade nutricional, entre outros aspectos. Os
produtos de carne de frango podem ser encontrados em pedagos, como
ingredientes de outros alimentos, na forma de patés, carcagas resfriadas ou
congeladas, demonstrando a versatilidade desse alimento que vem por tanto tempo
fazendo parte da alimentagdo humana (CHARLES, 2005).

As vantagens do consumo de carne de frango sdo muitas. Além de ser uma
excelente fonte de proteinas de facil digestdo e alta qualidade bioldgica, apresenta
baixo teor de gorduras compostas por acidos graxos assimilaveis, é rica em
vitaminas, € um produto de facil aquisicdo e aceitavel por todas as camadas sociais
(BOTTEZINI et al., 2005; FIGUEIREDO, 2005).

A demanda mundial de carne de frango aumentou e a produgao brasileira
acompanhou o crescimento. O crescimento do setor avicola também demonstra
mudangas nos habitos alimentares da populagdo. Este aumento do mercado de
carne de aves ¢ significativo desde 1990. De acordo com a Associagao Brasileira de
Produtores e Exportadores de Frangos (ABEF), em 1993, o consumo brasileiro de
carne de frango foi de 17,87 kg/habitante (ABEF, 2005). J&4 em 2003, este consumo
foi de 33,34 kg/habitante demonstrando o aumento da opc¢ao pela carne de frango
por parte dos brasileiros. O aumento desse consumo pode ser explicado pelo fato da
carne de frango apresentar pregos mais baixos do que as demais, pelos seus

diversos produtos derivados, pelas suas boas caracteristicas nutricionais, por néo
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haver restricoes religiosas ao seu consumo, bem como pela sua forma de produgao
flexivel e relativamente facil devido ao ciclo curto e intensificado da sua producéao
(ABEF, 2005; SILVA, 2005b).

Nos EUA, o consumo de carne de frango também é crescente, conforme
demonstram as pesquisas do Departamento de Agricultura deste pais. Acredita-se
que a expansado do consumo continuara em 2005 com a expectativa de atingir 39,2
kg "per capita". Entretanto, a produgao interna de carne de frango dos EUA manter-
se-4 em indices inferiores, favorecendo o Brasil que € um pais exportador
(ANONIMO, 2005a).

No Brasil, a cadeia produtiva de carne de frango € uma das mais importantes
da agropecuaria. Nesta cadeia, pode-se incluir todos os itens do sistema de
producdo, processamento, mercado atacadista e varejista, ou seja, além das
granjas, a genética, a nutricdo, a sanidade, os equipamentos, a assisténcia técnica,
os laboratorios de diagndstico, as cooperativas de crédito, as plantas de abate e
processamento, os sistemas de transporte e comercializagcdo, demonstrando que a
avicultura de corte de porte empresarial € importante para a geragcdo de renda,
emprego e divisas no pais (FIGUEIREDO, 2005).

Em 1998, a avicultura brasileira comecgava a se destacar, dentro das cadeias
agro-alimentares, como a de maior eficiéncia no mundo (SILVA e DUARTE, 2002).
Neste ano, o valor do produto interno bruto (PIB) da avicultura de corte no varejo foi
de R$ 3,12 bilhdes com ragédo, R$ 1,08 bilhdes com salarios, R$ 339 milhdes com
impostos indiretos e R$ 100 milhdes com pesquisa e desenvolvimento superando o
PIB da avicultura de postura (FIGUEIREDO, 2005).

A tecnologia existente no Brasil € bastante avangada e capaz de melhorar
sobremaneira a produgéo avicola nacional. Ha espago para produgao de carne em
quase todas as regides do pais e o produto apresenta-se competitivo em qualquer
mercado. A industria de frango supriu o aumento da demanda interna e das
exportacdes, por meio do aprimoramento tecnoldgico da producgao, evidenciado pela
adogao de algumas medidas, como a constante selegdo genética das aves, o que
ocasionou o rapido crescimento e uma melhor conversao alimentar das mesmas,
além do controle profilatico de doencas, responsaveis pelos principais problemas
econdémicos (DEKICH, 1998; UBA, 2004).

A cadeia de produgao de carne de frango remunera relativamente bem o

trabalho e a produgéo, contribuindo para o desenvolvimento econédmico e social do
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pais. A dimensao e a organizacao da cadeia de carne de frango do Brasil fizeram
com que no ano de 1998, o pais se tornasse o terceiro produtor e exportador
mundial de carne de frango atingindo 4,7 milhdes de toneladas, inferior apenas aos
EUA e a China (ABEF, 2005; FIGUEIREDO, 2005).

Em 1999, a produgao mundial de aves elevou-se em quase 3%, continuando
a expandir-se de forma mais rapida do que qualquer outro tipo de carne. O aumento
foi de aproximadamente 10% no Brasil que, juntamente com os EUA e a China,
respondia por mais da metade da produgdo mundial de aves (BROWN, 2005).

De acordo com a Organizagao das Nagdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacao, de 1991 a 2001, o plantel mundial de aves cresceu, aproximadamente,
36%, enquanto que o de bovinos e o de suinos apresentaram um crescimento bem
inferior, de 3% e 5%, respectivamente. A producdo de carne de aves existe em todos
os continentes desde as criagdes nas granjas até o processamento nas industrias,
sendo que a carne de frango representa mais de 90% do comércio de carne de aves
no mundo. O Brasil, os EUA, a China e a Unido Européia sao os principais
exportadores de carne de frango. A China, a Russia, o Japao, a Arabia Saudita e o
México encontram-se como os maiores compradores. A producado brasileira de
frangos de corte € um dos maiores sucessos do competitivo setor do agronegdcio,
tornando o Brasil um dos principais paises no comércio internacional de carne de
frango devido aos investimentos para a obtencdo de alta qualidade nos seus
produtos. O produto brasileiro possui uma qualidade capaz de atender aos exigentes
mercados japonés e europeu, que compram desde cortes até os produtos
industrializados. Além disto, o Brasil vende frango inteiro para o Oriente Médio,
atendendo também as exigéncias de procedimentos Islamicos como o abate Halal
(SILVA, 2004b; SILVA, 2005b).

Os ultimos dados da ABEF demonstram que, em 2003, o consumo de carne
de frango no mercado interno alcancou a 5,9 milhdes de toneladas ficando em torno
de 33 kg/habitante e que o volume de exportagdo alcangou a 1,9 milhdes de
toneladas (ANONIMO, 2004). O Brasil, em 2003, atingiu uma producdo de 7,8
milhdes de toneladas, o setor avicola apresentou um crescimento de 4,34% e foram
abatidos no pais 3,71 bilhdes de frangos. O numero de paises compradores da
carne de frango brasileira neste ano ja era de 122, sendo que 1,92 milhdes de
toneladas de frangos inteiros e cortes e 37,7 mil toneladas de produtos processados
foram exportados neste mesmo ano (UBA, 2004; ABEF, 2005).
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Segundo a Uniao Brasileira de Avicultura (UBA), o setor avicola € o terceiro
maior exportador de alimentos do Brasil (UBA, 2004). As estimativas de produgao
para 2004 foram de 8,4 milhdes de toneladas de carne de frango superando em
10,5% a producdo de 2003. As exportagbes brasileiras de frango, em 2004,
apresentaram um aumento de aproximadamente 46%, totalizando 2,49 milhdes de
toneladas. Nesse mesmo ano, a produgao avicola cresceu principalmente devido ao
aumento do volume de alojamento de matrizes, o que criou condigbes para o
aumento da produgdo. A projecédo para 2005 é de 8,8 milhdes de toneladas, 5% a
mais do que a produgdo de carne de frango prevista para 2004 (UBA, 2004,
ANONIMO, 2005b; ROCHA, 2005).

A qualidade e a competitividade do produto brasileiro sdo confirmadas pelo
aumento no consumo interno e no volume de carne exportada (ANONIMO, 2000). O
otimismo do setor que confia no continuo crescimento do Brasil prevé que o
consumo no mercado interno, em 2005, também sera favorecido (ROCHA, 2005).

Paises como a Tailandia, um dos principais afetados pela influenza aviaria ou
gripe das aves, estdo se voltando aos seus mercados internos devido ao embargo
de varios paises aos seus produtos. Como a Asia ainda se recupera dos problemas
ocasionados pela gripe das aves, o Brasil deve beneficiar-se disso em 2005, por ser
livre dessa doenca, e o crescimento da producdo do pais sera sustentado pela
continua demanda internacional (ROCHA, 2005). Alguns estudos relatam que o
indice de crescimento demografico sera maior em paises que possuem um baixo
consumo de carne de aves, por sua vez aumentando a demanda por estas carnes, o
que é de grande valor para paises exportadores como o Brasil (SILVA, 2005b).

A disponibilidade da producdo de grdos condiciona a produgéo de proteinas
de origem animal. Nas proximas duas décadas, estima-se um aumento de 30% da
demanda mundial de carne. Pelo seu potencial, o Brasil € o pais com maior
possibilidade de ser o provedor das necessidades mundiais de produtos avicolas no
futuro (SCHORR, 2002). A boa qualidade da avicultura brasileira € o resultado do
processo de integracdo bem estruturado entre a industria e os produtores avicolas
(SILVA, 2004b).

A globalizagdo da economia é responsavel pela necessidade de melhorar as
tecnologias utilizadas nas atividades avicolas, pois a competitividade no setor é
muito grande e o consumidor, cada vez mais exigente, requer a presenga de

produtos de alta qualidade. Ao mesmo tempo, com a globalizac&o, a qualidade dos



18

alimentos passou a ser uma questao estratégica primordial nas negociagdes entre
0s paises, pois constitui razdo direta dos lucros ou prejuizos no comeércio
internacional de alimentos. Isto pode ser observado no nosso dia-a-dia, quando
lemos nos jornais noticias da suspensédo da compra de determinado alimento por um
pais, devido a nao satisfagcao de pré-requisitos qualitativos a entrada do mesmo em
outros mercados. Nao ha duvidas: a qualidade dos produtos alimenticios se tornou
instrumento poderoso da guerra comercial entre paises que entram em disputa por
maior acesso de seus produtos a economia global. Nesse sentido, as disputas do
Brasil, como um dos maiores produtores de alimentos em termos mundiais, na
Organizacdo Mundial do Comércio, com economias da dimensdo da norte-
americana e da chinesa ndo deixa margem a duvidas (QUEVEDO, 2005; SILVA,
2005b).

2.2 HIGIENE E QUALIDADE DA CARNE DE FRANGO

A qualidade geral da carne de frango depende de varios fatores, entre eles o
efeito das doencgas infecciosas que podem afeta-la em diferentes graus. Em funcéo
do grande desenvolvimento no setor avicola, a preocupagdo com o0s aspectos
higiénico-sanitarios dos produtos € fundamental (SILVA, 2004b).

A aparéncia, a higiene, o sabor e a saude sdo os principais fatores
considerados pelos consumidores na hora de comprar a carne de frango e seus
derivados. A regulamentagcdo que normatiza a produgao de carnes de aves, ovos e
derivados demonstra essa preocupacdo e tem buscado atingir os indices de
qualidade exigidos pelos mercados nacional e internacional. Tanto o governo quanto
as empresas investem na implantacao de programas que garantam a qualidade
desses produtos de origem animal (OLIVEIRA, 1995; MENDES, 2001; SILVA,
2004b).

Os investimentos em tecnologias avangadas nas areas de nutricdo, genética,
manejo e sanidade sdo cada vez mais necessarios, assim como se fazem mais e
mais presentes. A area de sanidade tem sido alvo de programas continuos de
pesquisas para diminuir as perdas dos produtores e da industria, bem como para
adequar-se as exigéncias do mercado internacional (MENDES, 1992).

A garantia da qualidade e da seguranga dos alimentos para a manutencéo da

saude publica é reconhecida internacionalmente. Muitos avangos ocorridos na area
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da tecnologia de alimentos apresentavam como objetivo maior a garantia da
qualidade e da inocuidade dos alimentos. Isto ocorre, porque as doengas veiculadas
por alimentos representam um dos problemas de saude mais disseminados e uma
importante causa de redugao da produtividade econémica (DELAZARI, 2001).

A preocupacao com a qualidade e a sanidade de um produto tem como ponto
de inicio a matéria-prima. Nas etapas seguintes do processamento da matéria-prima
esta preocupacao também é relevante. Entretanto, sem uma matéria-prima de boa
qualidade provavelmente ndo havera um produto final préprio para o consumo ou
que nao seja rejeitado pelo consumidor devido ao seu aspecto (OLIVEIRA, 1995).

O cuidado e a adogao de corretas praticas de higiene em todas as etapas do
processo produtivo, passando pelas de criagdo, transporte, processamento
industrial, distribuicdo, armazenamento, até atingir o consumidor final do alimento,
influenciam a qualidade e a seguranga do produto final oferecido ao consumidor. E
importante destacar que a presengca de patdogenos nas carcagas de aves €
originaria, fundamentalmente, da ave viva e ndo do ambiente industrial (LEITAO,
2001).

Atualmente, a qualidade dos alimentos € uma condi¢cdo ou fator de compra,
principalmente porque as normas e as exigéncias de controle do comércio de
alimentos estdo impostas internacionalmente (DELAZARI, 2003). No Brasil, todos os
processos de abate e industrializacdo de aves, sob o Servigo de Inspecido Federal
(SIF), devem ser baseados nos planos de Procedimento Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO) e nos planos de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) (DELAZARI, 2001). O Regulamento de Inspecgédo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal estabelece os procedimentos higiénico-
sanitarios e as especificagdes de localizagéo, detalhes construtivos e operacionais
dos matadouros avicolas (SILVA, 2005a). A Portaria 210 de 1998 estabelece os
critérios técnicos da inspegéo tecnoldgica e higiénico-sanitaria de carne de aves,
determinando as lesdes que causam condenacdo das aves durante o abate,
incluindo a aerossaculite (BRASIL, 1998b).

Na industria avicola mundial, as doencgas respiratorias continuam sendo as
principais causas de perdas econdmicas. Elas sao frequentes em frangos de corte e
variam na sua severidade (ROSALES, 1991). A doencga respiratoria, normalmente,
apresenta-se no campo como uma doencga de etiologia complexa em que varios

agentes atuam de forma sinérgica agravando o quadro clinico das aves. A desordem



20

no sistema respiratério é intensa e provoca perdas irrecuperaveis no desempenho
do lote. Os prejuizos incluem também o aumento dos indices de condenacéo de
carcagas, dos gastos com medicamentos, dos indices de mortalidade e da queda na
producao de ovos (GAMA, 2004; SILVA, 2004a).

2.3 IMPORTANCIA DOS PROBLEMAS RESPIRATORIOS EM FRANGOS DE CORTE

A principal fungao do sistema respiratério das aves é a troca gasosa entre o
ar atmosférico e a corrente sanglinea. Este sistema também esta envolvido com a
regulacdo da temperatura corporal e possui caracteristicas em comum com o
sistema respiratério dos mamiferos, entretanto difere em sua anatomia e fisiologia,
principalmente, em relagdo aos sacos aéreos. Os frangos possuem nove sacos
aéreos de paredes finas que ndo participam da troca gasosa com o sangue, mas
que conduzem o ar para os pulmdes e ocupam todos 0s espacgos vazios da cavidade
celomatica. Eles participam da inalagdo, da manutencao do ar e seu direcionamento
através dos pulmdes, o que os torna mais vulneraveis as particulas inaladas,
inclusive bactérias, que se depositam na sua superficie (FEDDE, 1998; WEEBADDA
et al., 2001).

Quando os sacos aéreos sofrem danos, eles tornam-se espessos,
esbranquicados, com infiltrados de células inflamatodrias e exsudato caseoso. Essas
lesbes de sacos aéreos, responsaveis por uma série de prejuizos financeiros no
setor avicola, podem ocasionar a condenacgao parcial ou total das carcacas pelo SIF
durante o abate (FICKEN, 1996; BRASIL, 1998b).

A producgdo intensiva no setor avicola cria condicbes que permitem a
ocorréncia e a disseminacdo de doengas infecciosas no trato respiratorio
(MINHARRO et al., 2001). Atualmente, a industria avicola é viavel apenas por meio
da criacdo em alta densidade. Como consequéncia, a qualidade do ar respirado
piora causando lesdo do trato respiratério e criam-se condi¢cbes ideais para a
instalagdo e a multiplicagado de agentes infecciosos respiratérios (GAMA, 2004).

As doencas respiratorias que afetam as criagbes comerciais de aves sao
influenciadas por agentes infecciosos, além dos fatores ambientais. Estas doencas
sdo as principais responsaveis por numeros expressivos de condenagbes de

carcagas por aerossaculite e septicemia, em torno de 90% nos EUA. A maior parte
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dos casos de septicemia em frangos corresponde a uma sequela de enfermidades
respiratorias (NCRA, 2005).

No Brasil, alguns autores também ja demonstraram a contribuicdo das
enfermidades respiratorias no aumento do indice de condenagdes de carcagas em
matadouros, além de afetarem as criacbes avicolas comprometendo os aspectos
relacionados ao crescimento, a conversdo alimentar e a uniformidade dos lotes
(MINHARRO et al., 2001; ASSIS et al., 2003).

As industrias avicolas também se apresentam preocupadas com a prevencao
das doengas das aves, pois este € um aspecto de carater econbmico que se
constitui em ameacga as industrias modernas. Em especial, as doengas respiratorias
e entéricas sdo reconhecidamente as principais responsaveis por grandes prejuizos
financeiros (DEKICH, 1998). A diminuicdo do ganho de peso, o custo do tratamento,
os efeitos na conversdo alimentar, a mortalidade e as condenacdes durante o
processamento influenciam o impacto econdmico das infecgcbes respiratorias e,
consequentemente, o custo de producdo de frangos de corte (ROSALES, 1991;
MENDES e PATRICIO, 2004).

Os fatores ambientais como a temperatura, a umidade, a poeira e os gases, a
presenca de patdgenos no trato respiratorio, as infecgdes por microrganismos
oportunistas e a imunossupressao, associados as caracteristicas genéticas da ave,
influenciam na sua susceptibilidade ou resisténcia as doengas. As doencas
respiratorias sao resultados das combinagdes que ocorrem entre estes fatores
(NCRA, 2005). As bactérias patogénicas possuem um papel fundamental nas
doencas respiratérias das aves domésticas, pois atuam como invasoras secundarias
ou podem ser o fator primario responsavel pela doenga respiratoria (GLISSON,
1998).

Uma série de doengas nas aves pode ser induzida pela E. coli patogénica
para aves (APEC) como a aerossaculite, a pericardite e a salpingite. A infecgdo mais
comum é a do trato respiratorio seguida por septicemia (JANBEN et al., 2001). A
etiologia das doencgas respiratérias das aves é complexa, porém é valido salientar
que a E. coli participa desta constantemente. A E. coli foi reconhecida como o
agente etiolégico das principais infeccdes responsaveis por condenagdes durante o
abate, devido as lesbes nos sacos aéreos e quadros de septicemia (ROSALES,
1991).
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A doenga mais importante associada a APEC tem inicio como uma infecgao
respiratoria citada como uma aerossaculite ou doenga dos sacos aéreos. Esta
infeccdo pode evoluir para uma bacteremia e uma infecgdo generalizada, ocasionar
taxas de mortalidade acima de 20%, reduzir o crescimento das aves e a sua
eficiéncia alimentar, além de aumentar as taxas de condenagdo de carcacas nos
matadouros (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999).

A aerossaculite € uma lesédo frequentemente associada a micoplasmose e a
colibacilose, embora possa estar presente em outras doencas respiratorias
(ALENCAR et al., 1998; NASCIMENTO, 2000). A E. coli é considerada um dos
principais agentes bacterianos da aerossaculite e de quadros septicémicos nas aves
(MINHARRO et al., 2001).

A perda de peso pelas aves, causada pela aerossaculite, pode ocasionar uma
série de falhas tecnoldgicas durante o abate, como cortes no trato digestivo, pois os
equipamentos na linha de abate ndo se ajustam ao tamanho menor das carcacgas.
Este erro tecnologico leva a um aumento no percentual de contaminacgdo fecal das
carcagas e, portanto, ha um maior risco de contaminacdo das mesmas por bactérias
patogénicas. Varios estudos tém demonstrado a associagdo entre a presenca de
aerossaculite e o aumento da microbiota bacteriana patogénica em lotes de frangos.
Dentre essas bactérias patogénicas estariam a E. coli, o Campylobacter jejuni e a
Salmonella spp. (RUSSEL, 2003).

A aerossaculite € uma das principais lesdes responsavel por condenacéo total
e parcial durante o abate encontrada na linha de inspec¢ao post-mortem (BRANCO,
2004). Assis et al. (2003), ao avaliarem as lesdes encontradas com maior frequéncia
e destinadas as condenag¢des parciais, em uma industria avicola no estado de Santa
Catarina, observaram que a aerossaculite apresentou percentual de 7%, 11,5% e
16,8% do total das condenagdes parciais de frangos com peso médio de 2,110kg,
2,300kg e 2,458kg, respectivamente. A aerossaculite, juntamente com a colibacilose,
as fraturas e os hematomas estdo entre as principais causas de condenacdes de
carcacgas no abate (MENDES, 2004).

Na maior parte dos casos, os problemas respiratorios diagnosticados em
frangos de corte ndo envolvem apenas um agente. Diversos patégenos podem estar
implicados com as enfermidades respiratérias em frangos, porém a E. coli participa
com frequéncia de tais enfermidades em associagdo ou ndo com outras bactérias,

como os micoplasmas. Os virus respiratérios, os imunossupressores, os fungos e as
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bactérias como a E. coli se inter-relacionam de modo complexo. Até mesmo as
reagdes pos-vacinais contra a Doencga de Newcastle e a Bronquite Infecciosa tornam
os pintos mais susceptiveis as infec¢gdes secundarias respiratorias, principalmente
pela E. coli, devido a redugdo da atividade mucociliar. Os agentes
imunossupressores, como o virus da Doenca Infecciosa da Bolsa e as micotoxinas
também facilitam a invasao do trato respiratério pela E. coli e outros patdogenos
(MARTINS, 1991; NASCIMENTO, 2000; MINHARRO et al., 2001).

2.4 ESCHERICHIA COLI

No género Escherichia sao classificadas cinco espécies: E. coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii e E. vulneris, porém a espécie E. coli € considerada a
espécie de importancia do género (HOLT et al., 1994; CAMPOS e TRABULSI,
1999).

A E. coli é considerada uma das bactérias de grande interesse da familia
Enterobacteriaceae. Os organismos da espécie E. coli sdo Gram negativos,
possuem a forma de bastonetes, ndo formam esporos, geralmente sdo moveis pela
presenca de flagelos peritriquios, existindo também cepas imoveis, algumas
possuem capsula e sdo considerados como parte da microbiota normal do trato
intestinal do homem e da maioria dos animais de sangue quente (DOYLE e CLIVER,
1990a).

Esta espécie apresenta pelo menos seis categorias conhecidas, com relagéo
as infecgbes intestinais: E. coli enteroinvasora, E. coli enterotoxigénica, E. coli
enteropatogénica, E. coli entero-hemorragica, E. coli enteroagregativa e E. coli que
adere difusamente (CAMPOS e TRABULSI, 1999).

A E. coli patogénica para aves, a APEC, pertence ao grupo das E. coli
patogénicas extra-intestinais. Estas bactérias, nas aves, causam doencas extra-
intestinais que podem ocasionar aerossaculite, pericardite, perihepatite, salpingite,
onfalite, peritonite e até a morte (MELLATA et al., 2003). A maior parte dos sorotipos
de E. coli isolados de galinhas é patogéncia somente para aves, ndo causando
infecgdo no homem, nem em outros mamiferos (MENAO et al., 2002).

Alguns sorovares de E. coli patogénica estdo envolvidos em doencgas
respiratorias de frangos e perus devido a presenca de polissacarideos de superficie.

A participagdo dos polissacarideos na patogénese da doenca ainda nao é
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plenamente conhecida, porém varios fatores de viruléncia sdo reconhecidamente
responsaveis pela invasio e colonizagao bacteriana. Além disso, também existem
alguns estudos sugerindo que algumas aves s&o capazes de inalar E. coli
patogéncia e elimina-la de seu organismo evitando que a bactéria cause alguma
enfermidade. O mecanismo de eliminagdo envolve a presenca de fagdcitos,
entretanto € um mecanismo ainda nao bem esclarecido (WEEBADDA et al., 2001).

As cepas pertencentes aos sorogrupos O1, O2 e O78 sédo as principais
responsaveis por doencas respiratorias e pela celulite aviaria. A distribuicdo e a
frequéncia dos sorogrupos podem variar devido aos fatores geograficos e temporais
(PEIGHAMBARI et al., 1995; DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999; YANG et al.,
2004).

As aves, durante o seu ciclo de vida, adquirem diferentes cepas de E. coli por
contaminagao vertical ou horizontal. A contaminagao vertical pode ocorrer como
consequéncia de uma salpingite ou durante a postura pela contaminagéo da casca
do ovo. A contaminacgéo horizontal ocorre por meio do contato com outras aves, com
fezes, com agua ou ragdo contaminados e, frequentemente, por via inalatéria (DHO-
MOULIN e FAIRBROTHER, 1999).

A E. coli também pode ser o patdgeno primario, embora seja com maior
frequéncia um agente infeccioso secundario em frangos (JEFFREY et al., 2002). Por
ser uma bactéria encontrada, normalmente, na microbiota de aves sadias, a
diferenciagdo das amostras patogénicas das nao patogénicas deve ser feita. A
identificacdo dos fatores de viruléncia das APEC colabora para o conhecimento dos
seus mecanismos de patogenicidade (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999).

As cepas de APEC possuem fatores de viruléncia especificos e sdo capazes
de causar a colibacilose aviaria. Esta doenga representa um sério problema na
industria avicola por causar prejuizos econdmicos. A mais severa manifestacao de
colibacilose aviaria € a septicemia, caracterizada por aerossaculite, pericardite,
perihepatite e salpingite. Estes problemas sdo responsaveis por alteragbes
indesejaveis nas carcagas e, por isso, ocasionam grandes perdas por condenagao
no processamento da carne de frangos (CARDOSO et al., 2002; DELICATO et al.,
2003).

A APEC causa infeccbes extra-intestinais, principalmente infecgdes
respiratorias, sendo considerada um patoégeno relevante na industria avicola por

contribuir para o agravamento de doencas respiratorias. A maioria das enfermidades
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associadas com APEC é secundaria a fatores predisponentes do hospedeiro e a
fatores ambientais, como, por exemplo, a perda dos cilios das células epiteliais do
trato respiratorio superior, seguida de exposi¢cdo das aves a amoénia e a poeira pelas
aves (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999; FERREIRA e KNOBL, 2000;
TIVENDALE et al., 2004).

A adaptacdo ao hospedeiro e a viruléncia de alguns patotipos de E. coli séo
atribuidos a aquisicdo horizontal de genes especificos por cepas nao patogénicas
que, entdo, tornam-se patogénicas (DOZOIS et al., 2003). Ginns et al. (2000)
isolaram a cepa de E. coli E3 de um surto de doencga respiratéria em frangos de
corte. Ao inocularem suspensdes desta bactéria por via respiratéria, as aves
desenvolveram uma doenga semelhante a que ocorreu em campo. No caso da cepa
E3, a infeccdo em frangos pela via respiratoria dependeu da presenga de plasmidios
conjugativos virulentos que conferiram a bactéria a capacidade de colonizar,
especificamente, o trato respiratério.

Varios fatores de viruléncia ja foram identificados na APEC, e as propriedades
bacterianas associadas a essa viruléncia incluem a resisténcia as defesas
imunoldgicas, aderéncia ao trato respiratério e efeitos citotoxicos (DHO-MOULIN e
FAIRBROTHER, 1999; DELICATO et al., 2003).

2.4 1 Fatores de viruléncia de Escherichia coli

A espécie E. coli apresenta varias cepas patogénicas para o homem e os
animais por possuir fatores especificos que sdo responsaveis por sua
patogenicidade. As cepas patogénicas sado divididas em cepas intestinais e cepas
extra-intestinais. As cepas extra-intestinais, principalmente de animais, ainda nao
apresentam os fatores especificos de viruléncia bem caracterizados. Dentre os
fatores de viruléncia das cepas extra-intestinais pode-se citar: as adesinas e os
fatores de colonizacdo, a presenca de fimbrias e capsula, a producdo de hemolisina
e aerobactina, as propriedades toxicas, a resisténcia aos efeitos bactericidas do soro
e os efeitos citotoxicos (JANBEN et al., 2001; MAINIL, 2003).

A identificagdo dos fatores de viruléncia, que pode ser realizada por métodos
de biologia molecular, como a PCR, auxilia a compreensdo dos mecanismos de

patogenicidade da E. coli. Estes mecanismos ainda ndo foram completamente
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esclarecidos, por isso o seu estudo é primordial para o melhor entendimento de
como a bactéria causa a doenga (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999).

Dentre os mecanismos de viruléncia encontrados em APEC, a resisténcia aos
efeitos bactericidas do soro, mediada pelo gene iss, apresenta-se como um
relevante mecanismo, apesar de nao ser o Unico mecanismo utilizado por essas
bactérias para alcangcar os o6rgaos internos das aves e causar uma infec¢ao
(MELLATA et al.,, 2003). Tivendale et al. (2004) ao estudarem cepas de APEC

observaram que o gene iss estava associado com altos niveis de viruléncia.

2.4.1.1 Gene iss

O gene iss foi descrito pela primeira vez pelo seu papel na resisténcia ao soro
associado com o plasmidio ColV em um isolado de E. coli humana, aumentando em
100 vezes a viruléncia de E. coli em pintos de um dia de idade. A eliminagao deste
plasmidio de cepas aviarias reduz a sua patogenicidade e a sua reintrodugdo na
cepa por conjugacéo restabelece a mesma (BINNS et al., 1979).

Este gene é responsavel pelo bloqueio do complexo terminal do sistema do
complemento que atua na membrana celular causando a lise da célula. Portanto, ele
confere a bactéria resisténcia ao complemento, que € um mecanismo de defesa do
hospedeiro e que atua contra infec¢des, especialmente infec¢gdes bacterianas, pois é
capaz de promover a opsonizagao e lise do agente infeccioso (BINNS et al., 1982).

O gene iss é um determinante genético que pode mediar a resisténcia da
bactéria aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro. A expressao deste gene ja
foi observada aumentando em 20 vezes esta capacidade de resisténcia das células
bacterianas aos efeitos do soro (CHUBA et al., 1986). Estudos genéticos sugerem
que o gene iss obtido de E. coli isolada de humanos é derivado do gene de
bacteriéfago lambda chamado bor (CHUBA et al.,, 1989; BARONDESS e
BECKWITH, 1990).

A contribuicdo do gene iss para a viruléncia de E. coli ja foi comprovada.
Estudos demonstraram que a associagao dele em aves com colibacilose € maior do
que em aves aparentemente saudaveis, sugerindo que a sua presenga sirva como
um marcador da viruléncia da E. coli aviaria. A presenga do gene iss em uma cepa

de E. coli aviaria € uma boa indicagdao da capacidade bacteriana de causar a
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doencga. Porém, a auséncia do gene iss ndo assegura falta de viruléncia da E. coli
(FOLEY et al., 2000; PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000).

O gene iss codifica a proteina Iss, uma lipoproteina de 10-11 kDa da
membrana externa bacteriana, resistente a hidrélise acida e que contém 102
aminoacidos. Esta proteina, purificada, pode ser utilizada para estimular a produgao
de anticorpos monoclonais especificos para uso nos estudos e testes de deteccao
de cepas virulentas de E. coli (HORNE et al., 2000; FOLEY et al., 2003).

Ao comparar as sequéncias do gene iss com 0 gene iss de uma cepa de E.
coli isolada de humanos, Horne et al. (2000) observaram que o gene iss aviario
apresentava uma identificagéo de 96,8% com a cepa humana demonstrando que o
gene aviario é muito semelhante ao gene da cepa humana. Entretanto, alguns
estudos sugerem que este gene tem maior relevancia para a viruléncia e a
resisténcia da E. coli aviaria quando comparada com isolados de E. coli de humanos
(PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000).

O gene iss esta localizado em um plasmidio conjugativo R, com um tamanho
aproximado de 100 kilobases, juntamente com outros genes de viruléncia e de
resisténcia a antimicrobianos. Este plasmidio pode ser transferido, por conjugacao,
para outras bactérias avirulentas, inclusive outras E. coli. Quando isto ocorre, a
bactéria que o recebeu adquire a capacidade de produzir colicina, aerobactina,
resisténcia a ampicilina, a tetraciclina e ao complemento (JOHNSON et al., 2002;
JOHNSON et al., 2004).

Nolan et al (2002) demonstraram que a resisténcia de uma cepa a acao do
complemento esta associada com sua agao letal em embrides de frangos. Em seu
trabalho, os isolados que possuiam o gene iss foram mais significativamente
virulentos e resistentes ao complemento do que aqueles que nao o possuiam. Desse
modo, 0s seus ensaios de susceptibilidade ao complemento sugeriram que existe
uma relagéo entre o gene iss, a viruléncia e a resisténcia ao complemento.

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

Mellata et al. (2003) observaram a existéncia de uma correlagdo entre a

resisténcia ao soro e a capacidade da bactéria em permanecer nos fluidos corporais
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e orgaos, sendo que a resisténcia ao soro foi apenas um dos mecanismos
bacterianos de patogenicidade de cepas de APEC.

O gene iss foi encontrado como um dos mais frequentes em isolados de E.
coli de aves com colibacilose, apesar de varios genes de viruléncia estarem
envolvidos na sua patogénese. Entretanto, a freqiéncia de gene iss € menor em
isolados de E. coli de aves saudaveis (DELICATO et al., 2003).

Tivendale et al. (2004) demonstraram que o gene iss estava associado com a
viruléncia da APEC, apds exposicao pela via natural, respiratoria, da infecgdo. Esta
viruléncia comumente é demonstrada por meio de experimentos que utilizam a
inoculagao pela via parenteral, que nao € a via normal de infecgao.

O uso da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na rotina de diagnosticos
vem recebendo uma grande atencgao, pois € uma ferramenta de rapida detecgéo de
organismos infecciosos, que tem sido utilizada para a detecg¢ao de varios patdgenos
a partir de amostras clinicas. Os fatores de viruléncia, como o gene iss, de isolados
de E. coli aviaria podem ser identificados por meio da PCR (STONE et al., 1995;
YANG et al., 2004).

2.4.2 Resisténcia aos antimicrobianos e suas implicagbes em saude publica

Um dos grandes interesses na area de saude publica € a existéncia de
bactérias que colonizam os animais domésticos e que sao resistentes a
antimicrobianos. A utilizagc&o incorreta de antibiéticos na medicina humana, o seu
uso na alimentag&o animal com objetivos terapéuticos, profilaticos e de promogéo de
crescimento sdo 0s principais responsaveis pela presenca da resisténcia aos
antibidticos em bactérias patogénicas para o homem. Por sua vez, estas bactérias
resistentes podem ser transferidas de animais para seres humanos, especialmente
nos individuos que trabalham diretamente com animais ou em industrias de
processamento tecnoldgico de produtos de origem animal (PARSONNET e KASS,
1987; BARTON, 2000).

No setor avicola, um dos objetivos do uso dos antimicrobianos seria a
reducao das perdas ocasionadas pela infec¢ao por E. coli nas aves, as colibaciloses.
Cepas de E. coli isoladas de aves com colibacilose resistentes a tetraciclina, a
neomicina, a kanamicina, a cefalotina, a estreptomicina e a eritromicina ja foiram

observadas. Por isto, a utilizagdo dos antimicrobianos em aves deve ser adequada,
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pois € possivel a ocorréncia da resisténcia cruzada com patdégenos entéricos dos
seres humanos (ALLAN et al., 1993; BLANCO et al., 1997).

Cloud et al. (1985), Erganis et al. (1989), Wooley et al. (1992), Blanco et al.
(1997), Cardoso et al. (2002) e Yang et al. (2004) encontraram, em seus estudos,
isolados de E. coli aviaria resistentes a varios antimicrobianos. Estes autores
recomendam o uso controlado de antimicrobianos em Medicina Veterinaria, se
possivel precedido de teste de susceptibilidade, para evitar-se a resisténcia cruzada
com patodgenos entéricos de seres humanos.

Os sorotipos de E. coli associados a doengas nas aves nao afetam o homem,
porém o problema estd no fato da E. coli poder tornar-se resistente a
antimicrobianos utilizados na terapéutica de algumas doengas. Esta resisténcia pode
ser transferida para outros membros da familia Enterobacteriaceae dificultando o
tratamento das enfermidades causadas por estas bactérias, tanto no homem como
nos animais (BREMNER, 1981).

O uso inadequado de antimicrobianos é considerado o fator mais importante
para a selecdo e disseminacao de bactérias resistentes aos mesmos. Em criagdes
de frangos de corte, quando utilizados como promotores de crescimento, os
antimicrobianos selecionam bactérias resistentes na microbiota intestinal das aves e
estas apresentam nas fezes proporgdes elevadas destas bactérias. Ao abate das
aves, cepas resistentes do trato intestinal podem contaminar as carcagas e a carne
de frango pode ser contaminada por E. coli multiresistentes. A E. coli aviaria
resistente pode infectar pessoas diretamente ou por meio de alimentos, colonizar o
trato intestinal e contribuir com genes de resisténcia para a microbiota endoégena
humana (PARSONNET e KASS, 1987; BARTON, 2000; VAN DEN BOGAARD et al.,
2001).

A legislacédo brasileira preconiza algumas medidas em relagédo ao uso dos
antimicrobianos que s&o consideradas todas as substancias utilizadas para
combater os microrganismos "in vivo" ou "in vitro". O periodo de caréncia ou de
retirada dos antimicrobianos deve ser em conformidade com a forma, a férmula e a
via de administragdo do produto, devendo constar na bula, sempre que o
antimicrobiano seja indicado para animais cujos derivados e subprodutos sejam
destinados ao consumo humano (BRASIL, 1997). A Portaria n° 193 de 1998
considera a importancia do uso adequado dos agentes antimicrobianos em medicina

veterinaria, no tratamento e na prevengao de doengas, visando a seguranga para a
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saude publica. Os antimicrobianos utilizados em terapéutica devem ser evitados na
indicacéo de aditivos alimentares, promotores de crescimento ou como conservantes
de alimentos para animais, sendo vedado o uso de cloranfenicol, penicilinas,

tetraciclinas e sulfonamidas sistémicas (BRASIL, 1998a).

2.5 MICOPLASMA

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, a ordem Mycoplasmatales, a
familia Mycoplasmataceae e ao género Mycoplasma (KLEVEN, 1997). Estas
bactérias foram identificadas pela primeira vez, em 1898, como agentes etioldgicos
da pleuropneumonia contagiosa bovina. Consequentemente, os micoplasmas foram
denominados de "pleuropneumonia-like-organisms" (PPLO), ou seja, organismos
semelhantes aqueles causadores da pleuropneumonia (DAVIS et al., 1973).

Os micoplasmas sdao mais susceptiveis a mutagdes do que outras bactérias
(WOESE et al., 1985). Eles frequentemente mudam seus antigenos de superficie, o
que lhes permite evitar o sistema imunolégico do hospedeiro, facilitando sua
sobrevivéncia quando aderidos ao trato respiratério do mesmo (MARKHAN et al.,
1998). Nao possuem parede celular e, por tal motivo, séo resistentes aos antibiéticos
que atuam na sintese da mesma. A auséncia de parede celular influencia na
morfologia da colbnia que apresenta a forma de "ovo frito" (KLEVEN, 1997).

Os micoplasmas tém predilegdo pelas membranas mucosas e serosas dos
tratos respiratério e reprodutivo das aves, estando, portanto, envolvidos em
problemas respiratorios, articulares e urogenitais. As micoplasmoses aviarias sao
reconhecidas pelas formas classicas das enfermidades que os micoplasmas
causam: doenga respiratdria crénica (DRC) das galinhas, sinusite infecciosa dos
perus, sinovite infecciosa e aerossaculite das aves (NASCIMENTO, 2000;
MONTEIRO e ROSSINI, 2004).

A micoplasmose aviaria foi relatada pela primeira vez, no Brasil, em casos de
aerossaculite em galinhas. A doencga ocorre primariamente em galinhas e perus,
mas também tem sido relatada em muitas espécies de aves silvestres. Sua
distribuicdo € mundial, todas as idades s&o suscetiveis e geralmente a doenga é
mais severa no inverno. O periodo de incubacédo é de 6 a 21 dias e a incubacéao
pode ocorrer durante o periodo embrionario (FOSCOLO, 2005). A micoplasmose é

favorecida por situacbes de estresse, alteracbes de temperatura ambiental, pelo
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transporte e superpopulacées nos galpées (MONTEIRO e ROSSINI, 2004). A
grande concentracdo de aves em pequenas areas leva a riscos maiores de

exposi¢cao aos micoplasmas patogénicos (KLEVEN, 2004).

2.5.1 Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae

Na avicultura, ha duas espécies de maior relevancia, devido a sua
patogenicidade: o MG e o MS. O MG é considerado a espécie mais virulenta, porém
ambas estdo relacionadas a infeccdo dos tratos respiratério e reprodutivo
(MONTEIRO e ROSSINI, 2004).

O MG e o MS séao capazes de fermentar glicose e maltose, com produgédo de
acido sem produzir gas, porém nao sdo capazes de fermentar lactose, dulcitol e
salicina. O MG e o MS nao hidrolisam arginina e apresentam um crescimento 6timo
a temperatura de 37°C (KLEVEN, 1997; LEY e YODER JR., 1997)

O MG e o MS sao considerados responsaveis por importantes doencas
respiratorias em frangos de corte. Estas bactérias ocasionam lesdes de extensao
variada em sacos aéreos e, como consequéncia, podem levar a indices significantes
de condenacgdes de carcagcas em matadouros. Apds a infecgao por MG e/ou MS, as
aves tornam-se mais susceptiveis as infecgbes secundarias por outros agentes
como virus e/ou a E. coli (ALENCAR et al., 1998; FERREIRA e KNOBL, 2000). As
infecgdes causadas pelo MG sozinho ou em associacdo com virus vacinais e E. coli
podem causar infecgbes severas e de dificil controle. O MS também pode causar

problemas de aerossaculite em frangos (ROSALES, 1991).

2.5.2 Sinais, sintomas e lesdes

Os sinais, os sintomas e as lesdes das infecgbes por micoplasma em aves
ocorrem primeiramente no trato respiratorio, seguido do sistema articular e, com
menor frequéncia, em outras regides. Dentre as alteragcbes anatomopatoldgicas
macroscopicas encontradas destacam-se sacos aéreos opacos e espessados,
inflamacdes catarrais nas fossas e seios nasais, faringe, traquéia e brénquios. Os
sacos aéreos sao os locais mais afetados, devido ao processo respiratério das aves,
onde o ar inspirado passa primeiro pelos grandes brdnquios e sacos aéreos para
depois ser liberado aos pulmées (NASCIMENTO, 2000).
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Os micoplasmas no hospedeiro aderem-se as superficies da traquéia e dos
sacos aéreos, ocorrendo a colonizagdo. Segue-se uma irritagao local, com reacao
inflamatoria e produgédo de muco. Os micoplasmas podem infectar os sacos aéreos e
o aparelho reprodutor causando inflamacodes crénicas e queda na producéo de ovos.
As lesbes observadas na necropsia sao: exsudato catarral em passagens nasais,
traquéia, brébnquios e sacos aéreos, sinusite, sacos aéreos com exsudato caseoso,
pneumonia, salpingite. Em casos cronicos: perihepatite, pericardite e aerossaculite
macica (FOSCOLO, 2005).

2.5.3 Transmissao e hospedeiros

A infeccdo por MG e MS ocorre principalmente em galinhas e perus, apesar
desses microrganismos ja terem sido isolados de varias espécies de aves
(STIPKOVITIS e KEMPF, 1996; LOBAO et al., 2003). As membranas mucosas do
trato respiratorio superior e, com menor frequéncia, do trato genital das galinhas e
dos perus, séo reservatorios naturais do MG e do MS (NASCIMENTO, 2000).

O MG e o MS sao capazes de sobreviver fora do hospedeiro por varias horas
e podem ser transmitidos por via horizontal e vertical (MONTEIRO e ROSSINI,
2004). A transmissao horizontal pode ocorrer por meio de aerossois, ragdo e agua
contaminados ou por contato direto com outras aves. A transmissao vertical ocorre
pela via transovariana (CHARLTON et al, 1996). O MS dissemina-se,
horizontalmente, mais rapido do que o MG (ROSALES, 1991).

A transmissao dos micoplasmas normalmente ocorre dentre as espécies e/ou
entre as espécies de hospedeiros estreitamente relacionados. A maioria dos
micoplasmas possui especificidade quanto ao hospedeiro, podendo ser patogénicos
para uma espécie e colonizar outras sem expressar patogenicidade
(ROSENBUSCH, 1994; NASCIMENTO, 2000).

2.5.4 Importancia econémica

O significado econémico e de saude publica da infecgao por MG traduz-se por
condenagbes, nos matadouros, das aves com aerossaculite, além das perdas
ocasionadas pela diminuigdo na produgcao de ovos, na conversao alimentar e o
gasto alto com medicamentos (LEY e YODER JR., 1997). A infec¢cao por MG ¢é
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considerada uma das doengas que causa um maior numero de perdas na industria
avicola (YODER JR., 1991; CHARLTON et al., 1996). Os prejuizos causados pela
infeccdo por MG em granjas comerciais também estao relacionados com o aumento
na refugagem, o efeito potencializador de outras infec¢gdes secundarias e o aumento
da mortalidade (FOSCOLO, 2005).

A infeccao por MG é responsavel direta ou indiretamente pela maior parte das
perdas, principalmente as ocasionadas por condenacdes de carcagas. Isto ocorre
pela severa aerossaculite causada por MG em frangos, que pode ser complicada por
infecgbes virais respiratorias e, comumente, pela E. coli (ALENCAR et al., 1998; LEY
e YODER JR., 1997). Linzitto e Menéndez (1996) observaram que, em exploragdes
avicolas intensivas na Argentina, 66,6% das lesdes de traquéia, seios nasais e
pulmbes dos frangos apresentavam como agente etiologico Mycoplasma spp. e
33,3% a E. coli, demonstrando a importancia econémica e sanitaria destas bactérias.

No Brasil, a prevaléncia de MS em frangos tem aumentado desde os anos 80
e, em 1990, ja havia ultrapassado a de MG em lotes de reprodutoras (BALEN e
FIORENTIN, 1990). Nos EUA, MS causa perdas por provocar alta taxa de
mortalidade na fase final do lote, quando comparado com lotes livres de MS
(NASCIMENTO, 2000).

2.5.5 Diagndstico

No diagndstico da micoplasmose aviaria deve-se considerar o historico da
granja (diminuicdo do consumo de alimento, baixo ganho de peso ou queda na
producdo de ovos) juntamente com os exames sorologicos. O material de envio ao
laboratério € o soro sanglineo. Os métodos mais utilizados sado a soroaglutinagao
rapida (SAR) e o ELISA. O diagndstico laboratorial € fundamental, pois outras
doencas podem ser confundidas como: Bronquite Infecciosa, Sindrome da Cabeca
Inchada, Doenga de Newcastle, Coriza Infecciosa, Colera Aviaria, Aspergilose, entre
outras (FOSCOLO, 2005).

A SAR e o ELISA sado os métodos sorologicos de triagem e a inibicdo da
hemaglutinacédo (HI) € empregada como método confirmatério, e podem ser
seguidos pelo cultivo. A SAR detecta principalmente anticorpos do tipo IgM, que
aparecem de trés a cinco dias apos a infecgdo. A HI detecta os anticorpos do tipo

IgG, que aparecem de sete a dez dias apds o inicio da infecgdo. Fragmentos de
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tecidos, suabes da traquéia, dos sacos aéreos, exsudato dos seios nasais, entre
outros sdo espécimes clinicos utilizados em cultivo e/ou PCR para auxiliar os testes
de SAR e HI. O meio de cultura utilizado € o meio de Frey modificado. O micoplasma
isolado é submetido as provas bioquimicas e depois as seguintes provas de
tipificacdo: imunofluorescéncia direta ou indireta de coldnias, imunoperoxidase e
inibicdo de crescimento (NASCIMENTO, 2000).

2.5.6 Controle da Micoplasmose

As praticas adotadas em muitos paises na producgao industrial de aves fazem
com que a maioria da produgao de frangos, de perus e de ovos seja livre de infecgéo
por micoplasmas. Todavia, as areas com industrias avicolas menos desenvolvidas
tendem a apresentar niveis elevados de contaminacdo com MG e MS (KLEVEN,
2004).

No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) apresenta nos
seus objetivos especificos o controle e/ou erradicagédo da micoplasmose aviaria por
ser esta uma das enfermidades que representam barreira sanitaria na
comercializagdo dos produtos avicolas. O PNSA define medidas de monitoramento
da micoplasmose em estabelecimento avicolas, de controles permanentes e
eventuais, que realizam o comércio ou a transferéncia nacional e internacional de
seus produtos destinados a reproducgao e producao de aves e ovos férteis. No caso
do comércio internacional, os estabelecimentos avicolas devem estar certificados
como livres de micoplasmose aviaria (BRASIL, 1994; UBA, 2005).

2.6 OUTRAS DOENGAS RESPIRATORIAS DE IMPORTANCIA NA AVICULTURA INDUSTRIAL

Dentre as outras enfermidades do trato respiratério de importdncia em
avicultura industrial, as principais sao: Doenca de Newcastle, Bronquite Infecciosa,
Laringotraqueite Infecciosa, Influenza Aviaria, Sindrome da Cabega Inchada (SCl),
Coriza Infecciosa, infeccdo pela Ornithobacterium rhinotracheale, Célera Aviaria,
Aspergiloses e Criptosporidiose Aviaria (CASTRO, 2000; LEAO et al., 2002).

A Doenca de Newcastle, também conhecida como pseudo-peste aviaria ou
pneumoencefalite aviaria, faz parte da lista de comunicagdo obrigatdria da

Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE). A Doenca de Newcastle tem como
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agente etiolégico o Paramyxovirus aviario tipo um, com indice de patogenicidade
intracerebral maior do que 0,7 em pintos de um dia de idade. Este virus € um virus
RNA envelopado, de fita simples, inativado pela agédo da luz solar e pela maioria dos
agentes quimicos (PAULILLO e DORETTO JR., 2000). O PNSA define o controle
e/ou erradicacdo da Doenca de Newcastle como prioritarios para a vigilancia
epidemioldgica e sanitaria do Brasil (BRASIL, 1994).

A Bronquite Infeciosa das galinhas também é uma doenca viral, sendo
altamente infeciosa. Ela acomete os tratos respiratério e genito-urinario das aves. O
agente etioldgico pertence ao género Coronavirus, possui cadeia de RNA de fita
simples, sendo envelopado e com simetria helicoidal. O virus é sensivel a maioria
dos desinfetantes e a radiagao ultravioleta, porém resistente ao pH 2,0 por uma hora
a temperatura de 37°C. Este virus dissemina-se rapidamente entre as aves por
contato direto ou indireto. O local primario da sua replicagao € o trato respiratorio
superior (FABIO e ROSSINI, 2000).

A Laringotraqueite Infecciosa € uma doencga respiratoria aguda de galinhas,
de etiologia viral (Galli Herpesvirus tipo 1), com sinais clinicos que incluem: dispnéia
grave, tosse, depressao, descarga nasal e conjuntivite. As epidemias graves da
doencga tendem a ocorrer em areas de concentragao de producdo de frangos. Os
surtos podem ocasionar taxas de mortalidade de até 70%, diminuicdo do
desempenho do lote, gerando grandes prejuizos econdmicos. A doenga também
pertence a lista de comunicacdo obrigatéria da OIE, sendo obrigatdria sua
notificagdo ao servigo oficial local e o isolamento do agente em casos de suspeita da
doenca (GARCIA, 2003; GAMA, 2004).

A Influenza Aviaria € uma doenca caracterizada por uma marcada variagao
em morbidade, mortalidade, sinais e lesdes. Esta doenga acomete varios tipos de
aves, e € causada pelo virus influenza A, que pertence a familia Orthomyxoviridae.
O influenza A é um virus RNA, envelopado, de fita simples, sensivel a éter,
cloroférmio e a diversos desinfetantes quimicos. O virus € dividido em subtipos com
base nas relagdes antigénicas das glicoproteinas hemaglutinina e neuraminidase de
superficie (HAFEZ, 2005). Na avicultura industrial, a influenza aviaria tem causado
consideraveis perdas econdbmicas. As amostras do virus de alta patogenicidade
podem ocasionar uma mortalidade de até 100% das aves. A influenza aviaria esta

na lista de doengas de comunicagao obrigatéria da OIE, com controle previsto pelo
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PNSA, sendo o Brasil um pais livre desta enfermidade (BRASIL, 1994; MORAES e
SALLE, 2000).

O Pneumovirus Aviario é responsavel pela Rinotraqueite dos perus e esta
associado a SCI que acomete criagées de galinhas e frangos de corte. A SCI esta
disseminada por todo o mundo e no Brasil ha relatos da sua ocorréncia nos
principais estados produtores. Os sinais observados sao: secreg¢ao nasal, aumento
dos seios infraorbitarios e edema subcutaneo na cabecga, com inicio ao redor dos
olhos. Os quadros da SCI normalmente se agravam pelas infec¢gbes secundarias,
especialmente pela E. coli. Os pneumovirus sao virus RNA de fita simples que
infectam principalmente perus, frangos de corte e matrizes. A transmissao ocorre de
forma horizontal, por via aérea, por meio do contato de aves doentes com sadias
(ARNS et al., 2000; ZAUNAZE, 2005).

A Coriza Infecciosa aviaria € uma doencga respiratéria altamente contagiosa e
afeta, principalmente, o trato respiratorio superior das galinhas. Pode também
acometer, embora raramente, faisbes, galinhas d'Angola e codornas. A bactéria
Haemophilus paragallinarum é o agente etioldégico. A galinha é a espécie mais
suscetivel, sendo as aves infectadas de forma cronica e as portadoras
assintomaticas importantes fontes de infecgdo. A transmissao é por via horizontal.
Dependendo da viruléncia do agente, a morbidade é alta e a difusdo rapida (GAMA
e NASCIMENTO, 2000).

A bactéria Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) esta associada com doenca
respiratoria, retardo no crescimento, mortalidade e queda de postura em galinhas e
perus. Ela causa uma infeccdo que se caracteriza por pneumonia uni ou bilateral,
pleurite e aerossaculite. A ORT pode ser um agente etiolégico primario ou
secundario de doenca respiratoria, de acordo com a sua viruléncia, com os fatores
ambientais, o estado imune do plantel e a presenca de outros agentes infecciosos. A
sua forma de transmissdo mais amplamente documentada é a horizontal (LEAO et
al., 2002).

A Codlera Aviaria é causada pela bactéria Pasteurella multocida. Esta doenca
ocorre esporadicamente, na maioria dos paises, algumas vezes ocasionando alta
mortalidade e grandes prejuizos econémicos. De uma forma geral, P. multocida é
um habitante normal do trato respiratério superior dos animais e quando o equilibrio
do hospedeiro/parasita € alterado, a bactéria pode manifestar sua patogenicidade
(GAMA e NASCIMENTO, 2000).
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A Aspergilose pulmonar é a forma classica da Aspergilose. Ela é
caracterizada pela dificuldade respiratéria, com indices de mortalidade que podem
ser superiores a 50% em aves jovens, se 0 grau de exposi¢cao ao agente for alto. A
Aspergilose é uma doenca respiratéria determinada por qualquer espécie de fungo
do género Aspergillus. As espécies A. fumigatus e A. flavus sao as principais
envolvidas na maior parte dos surtos. A infeccdo ocorre pela inalagdo dos esporos
produzidos pelos fungos ou por contaminagdo dos ovos durante a incubagdo. O
sistema respiratorio € o foco primario, porém pode-se encontrar o fungo afetando o
sistema nervoso central, o sistema digestivo e os olhos das aves (FILHO, 2000).

A Criptosporidiose em galinhas ocorre como doenga respiratoria, intestinal ou
renal, pois o protozoario Cryptosporidium baileyi tem sido observado no epitélio do
trato respiratorio, entérico e renal. A forma observada com maior freqUéncia é a
respiratéria com sinais clinicos que incluem tosse, espirros e dispnéia. As aves
gravemente afetadas podem ficar até incapazes de se locomover (KAWAZOE,
2000).

Os agentes respiratérios acima citados sdo de grande importédncia em
criagbes avicolas industriais, pois sdo responsaveis por diversas enfermidades de
impacto econémico sobre o custo da producado de frangos e poedeiras (GAMA,
2004).

2.7 GENERO SALMONELLA

O género Salmonella foi caracterizado em 1885, sendo a sua denominagao
uma homenagem ao patologista Daniel Salmon (RODRIGUES, 2005). Este género
compreende bastonetes Gram negativos que pertencem a familia
Enterobacteriaceae. As salmonelas s&o bactérias anaerdbias facultativas,
usualmente moveis com flagelos peritriquios, porém existem os sorovares S.
Pullorum e S. Gallinarum que sdo imoéveis. As salmonelas apresentam como
temperatura otima para crescimento 37°C, sdo oxidase, indol, urease e Voges
Proskauer negativas, porém catalase, vermelho de metila e citrato positivas e
reduzem o nitrato a nitrito (LE MINOR, 1984; HOLT et al., 1994).

O esquema de Kauffmann-White para a classificacdo de Salmonella relaciona
as salmonelas mais frequentemente associadas a infecgcdo humana, ou seja, as de

importancia clinica. Este esquema divide o género em sorovares ou sorotipos pela
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composi¢ao antigénica das salmonelas, com relagdo aos seus antigenos somatico
(O), capsular (Vi) e flagelar (H) (CAMPOS, 1999).

O género Salmonella ja foi classificado apenas com a espécie S. enterica.
Esta espécie era classificada possuindo sete subespécies: S. enterica subsp.
arizonae, S. enterica subsp. bongori, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica e S. enterica
subsp. salamae. As espécies S. choleraesuis, S. enteritidis, S. typhi e S. typhimurium
seriam sinbnimos de S. enterica subsp. enterica. As sete subespécies eram citadas
por nimeros romanos, ou seja, subespécie |, 11, Illa, llib, IV, V e VI (EUZEBY, 1999).

O "Centers for Disease Control and Prevention" dos EUA adota o esquema
proposto por Kauffmann-White (QUADRO 1), no qual o género Salmonella possui
duas espécies com varios sorovares. A espécie S. enterica, dividida em seis
subespécies, e a espécie S. bongori que era a subespécie V. Os sorovares ndo sao
especies separadas, por isso ndao sao escritos em italico e a primeira letra é
maiuscula, como, por exemplo, Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium
(BRENNER et al., 2000).

QUADRO 1. Esquema de Kauffmann-White: espécies,
sorotipos de Salmonella e seu habitat comum

subespécies e

o o Numero de
Espécies e subespécies de .
sorovares das Habitat comum
Salmonella o
subespécies

S. enterica subsp. enterica (1) 1.454 Animais de sangue quente
S. enterica subsp. salamae (Il) 489 Animais de sangue frio e meio ambiente’
S. enterica subsp. arizonae (llla) 94 Animais de sangue frio e meio ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (l11b) 324 Animais de sangue frio e meio ambiente
S. enterica subsp. houtenae (IV) 70 Animais de sangue frio e meio ambiente
S. enterica subsp. indica (V) 12 Animais de sangue frio e meio ambiente
S. bongori (V) 20 Animais de sangue frio e meio ambiente
Total 2.463

1- Isolados de todas as espécies e subespécies, ja ocorreram em seres humanos

Fonte: Brenner et al. (2000)
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A viruléncia das salmonelas é multifatorial e inclui a mobilidade, a habilidade
de penetrar e replicar nas células epiteliais, a resisténcia a agao do complemento e a
producao de entero, cito e endotoxina (RODRIGUES, 2005).

As salmonelas estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo o trato
intestinal dos seres humanos e dos animais o principal reservatorio natural. As aves
sdo consideradas o reservatério mais importante entre os animais (DOYLE e
CLIVER, 1990b). Essas bactérias sado eliminadas em grande numero nas fezes,
contaminando o solo e a agua. Elas podem permanecer viaveis no material fecal por
longo periodo, particularmente em fezes secas, podendo resistir por mais de 28
meses nas fezes de aves (RODRIGUES, 2005).

2.7.1 Salmonelose aviaria

A doencga causada por bactérias do género Salmonella € genericamente
chamada salmonelose. A salmonelose é a principal causa de doenca intestinal
bacteriana nos animais e nos seres humanos (DOYLE e CLIVER, 1990b; BRENNER
et al., 2000).

Existem trés tipos de salmonelose aviaria: a pulorose, o tifo aviario e o
paratifo aviario. A pulorose e o tifo aviario sdo causados por S. Pullorum e S.
Gallinarum, respectivamente, que sao os sorotipos imoéveis. O paratifo aviario pode
ser causado por qualquer salmonela, exceto pelos sorotipos S. Pullorum e S.
Gallinarum. A pulorose € uma doenga mais comum em aves jovens, nas quais
provoca quadros de diarréia branca, alta mortalidade e tem como principal via de
transmissao a via vertical. O tifo aviario € uma enfermidade que acomete mais as
aves adultas, cuja transmisséo pode ocorrer por diversas vias, as aves apresentam
diarréia esverdeada e a taxa de mortalidade pode ser superior a 80%. Ja o paratifo
aviario acomete aves e mamiferos, jovens ou adultos. As salmonelas paratificas
causam infecgdo principalmente em aves jovens que se tornardo adultas
assintomaticas. Estas salmonelas sao responsaveis por doengas transmitidas por
alimentos nos seres humanos devido a ingestdo de produtos de origem avicola
(BERCHIERI JR., 2000; DICKEL, 2004).

As salmonelas podem colonizar os ovarios das aves e estar presentes nos
ovos, ocasionando o nascimento de pintos infectados. Os ovos também podem se

contaminar com material fecal, principalmente os ovos trincados que sao mais
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susceptiveis a contaminacédo. A ragdao contaminada, os roedores, os insetos e o
meio ambiente também sao fontes de contaminagcdo por salmonelas (DOYLE e
CLIVER, 1990b). Os ratos podem albergar salmonelas por mais de 10 meses e
excreta-las em numero elevado nas fezes. O cascudinho (Alphitobius diaperinus),
freqientemente encontrado em granjas, também pode ser um reservatério de
salmonelas e outros enteropatégenos (SILVA, 2005a).

A colonizagdo das aves por salmonelas é influenciada pela capacidade da
bactéria em sobreviver a passagem pelo trato intestinal, pela competigdo microbiana,
pelo uso de medicamentos, pelo estresse dos animais e pelo estado fisioldgico,
genética e idade das aves. A colonizagdo € maxima entre a segunda e a terceira
semana de vida. As salmonelas localizam-se, principalmente, no ceco das aves e
podem ser excretadas por um longo periodo sem que a ave apresente sintomas. As
aves com a infecgdo inaparente, ao excretarem salmonelas pelas fezes a
disseminam no plantel. Estas aves também podem ocasionar contaminagdes
cruzadas nos matadouros avicolas (FRANCO e LANDGRAF, 1996; DELAZARI,
2001; LEITAO, 2001).

Ha& aproximadamente 15 anos atras, a salmonelose das aves domésticas
tornou-se prioridade como a doenga de maior risco para a industria avicola nacional.
Alguns sorovares, como S. Enteritidis e S. Typhimurium, sdo comuns nas aves
domésticas e de relevancia em saude publica, por provocarem doencas
gastrointestinais em humanos, o que explica o crescente interesse pelo estudo das
salmoneloses aviarias (SESTI, 2001).

Na década de 90, a S. Enteritidis tornou-se um grande problema da avicultura
e de saude publica brasileira. Acredita-se que a sua entrada no Brasil ocorreu por
meio da compra de material genético avicola, dos EUA e da Unido Européia, que
estava contaminado com a bactéria. A taxa de crescimento da avicultura brasileira
na época permitiu a proliferacdo da bactéria e a manutengao de lotes positivos. O
uso incorreto de antibidticos em aves favoreceu ainda mais a manutencdo de S.
Enteritidis nos plantéis avicolas, aumentando a resisténcia aos antimicrobianos,
inclusive em cepas de origem humana (SILVA e DUARTE, 2002). A S. Enteritidis,
além de colonizar o intestino das aves, também é capaz de invadir 6rgdos como o
figado, o bago, o pancreas, o oviduto, entre outros (NAVARRO, 1995).

O controle da salmonela é essencial, pois sua infeccdo pode ocasionar

restricdes ao comeércio dos produtos avicolas pelas implicagdes em saude publica, e
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grandes prejuizos financeiros devido a alta mortalidade que pode ocorrer durante as
quatro primeiras semanas de idade das aves, ao alto custo com medicacéo, a queda
na producdo de ovos, a baixa qualidade dos pintos e ao custo elevado das medidas
de erradicacao e controle (HAFEZ, 2005).

2.7.2 Salmonelose em seres humanos

Em humanos existem trés sindromes clinicas causadas por salmonelas. A
primeira € ocasionada por salmonelas altamente adaptadas ao homem e inclui os
sorovares S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febre tiféide e
paratiféide). A febre entérica mais severa é a febre tiféide ocasionada por S. Typhi,
onde o homem é o unico reservatorio desta bactéria. Os sintomas da febre tiféide
incluem septicemia, febre alta, diarréia, dor de cabeca, vOmito e constipacdo. A
segunda sindrome seria a septicemia que pode ser determinada pelos sorovares S.
Dublin e S. Choleraesuis, altamente adaptados aos animais. Estes sorovares, em
determinadas situagdes (jovens, pacientes com doencga cronica, idosos e
imunocomprometidos), podem determinar um quadro septicémico nos seres
humanos, mais grave do que o causado por S. Typhi. A terceira sindrome €& a
gastroenterite (enterocolite), uma doenga de transmissao alimentar, cujos sintomas
sao diarréia, dor abdominal, febre, vomito, desidratagao, calafrios e dor de cabeca. O
periodo de incubacgao varia, normalmente, entre 12 a 36 horas e a doenga pode ser
fatal para idosos e individuos muito jovens. Esta sindrome é ocasionada pelas
salmonelas zoondticas, que incluem a maioria dos sorovares e atingem
indiferentemente os seres humanos e os animais (DOYLE e CLIVER, 1990b;
RODRIGUES, 2005).

As aves sio consideradas fontes de salmonelas para os seres humanos. Os
casos de salmonelose de origem alimentar aumentaram a partir dos anos 80 devido
ao consumo de ovos e subprodutos contaminados (SANTOS et al., 2000).

No Brasil, as infecgdes humanas por salmonelas constituem a mais
importante das doencgas transmitidas por alimentos, ocasionando um custo social
que ¢é avaliado pela perda de produtividade, faltas ao trabalho, custos com

medicacoes, internagdes e até casos fatais (SILVA, 2005a).
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A maioria das infeccbes em humanos e em animais de sangue quente é
ocasionada pela S. enterica subsp. | (BRENNER et al., 2000). As carcagas de
frangos, os ovos e seus derivados sdo relatados como os principais responsaveis
por surtos de salmonelose no homem por se apresentarem como grandes fontes de
contaminacao (SILVA e DUARTE, 2002).

As salmoneloses sao, geralmente, decorrentes do consumo de carnes
contaminadas, insuficientemente cozidas ou por contaminacdo de pratos ja
preparados por meio do seu manuseio inadequado ou por contato com

equipamentos e utensilios contaminados (LEITAO, 2001).

2.7.3 Salmonella na industria avicola

A salmonelose € um grande problema na avicultura industrial e necessita de
um cuidadoso programa de prevengcao e controle. A introducdo de um lote
contaminado, o ambiente e a ragdo contaminados sao considerados as trés maiores
fontes de salmonelas de interesse comercial (TESSARI et al., 2003).

A industria avicola brasileira tem adotado varios critérios para o controle de
salmonelas que incluem ag¢des no pré-abate e no matadouro. As acgdes prévias ao
abate objetivam o controle de salmonelas nos plantéis de frangos, pois tem como
intuito a reducdo do numero de frangos portadores de salmonela entrando no
matadouro (SILVA, 2005a). As aves portadoras assintomaticas de salmonelas sao,
freqientemente, a fonte inicial de contaminagdo no abate, onde os equipamentos e
0 manuseio inadequado das carcagas permitem a disseminagao de microrganismos
entre as carcacas (LEITAO, 2001).

Normalmente, o percentual de frangos positivos para salmonelas, que
chegam aos matadouros, € baixo. Porém, mesmo um pequeno numero de aves
infectadas pode contaminar toda a linha de abate devido as falhas tecnoldgicas
durante o processamento que levam a contaminacdo cruzada. As carcacas
contaminadas representam um risco para a saude publica, pois 0 seu consumo ou
de alimentos preparados com carne de frango contaminada pode transferir
salmonelas para a cadeia alimentar humana (NASCIMENTO et al., 1996).

Na carne de frango, as operagdes durante o abate sdo as principais fontes de
contaminagdo por salmonelas. Estas bactérias possuem relativa resisténcia a

dessecacao, ao congelamento, a salmoura e a processos de defumacgao. Isto explica
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porque as salmonelas sobrevivem em muitos tipos de alimentos, sendo os produtos
avicolas os principais responsaveis por surtos de salmonelose de origem alimentar.
Entretanto, qualquer alimento que contenha salmonelas torna-se um risco em
potencial para o consumidor (RODRIGUES, 2005).

Para a industria de alimentos, a presenca de salmonelas esta intimamente
ligada a imagem de qualidade da empresa e de seus produtos. Em razdo das
exigéncias de seguranca dos alimentos, as agdes empregadas pelas industrias
brasileiras, no abate, incluem a realizagdo de um sistema de inspegdo em conjunto
com as praticas de garantia de qualidade, baseado nos principios de Boas Praticas
de Fabricacao, no PPHO e na APPCC (SILVA, 2005a).

A qualidade dos programas de higiene das granjas, dos incubatorios e dos
matadouros influencia de forma bastante acentuada a presenga ou auséncia de
salmonelas no produto final (SANTOS et al.,, 2000). A transmissdo vertical de
salmonelas em frangos de corte pode ocorrer e evita-la € o primeiro passo para
prevenir a introdugdo de salmonelas em granjas. A saude dos pintos de corte € um
reflexo direto da saude das matrizes, por isso requer um controle rigido e eficiente
para garantir que as aves fiquem livres de contaminagdo (ROCHA et al., 2003;
TESSARI et al., 2003).

O resfriamento nao inviabiliza a presenga de salmonelas, enquanto que no
congelamento pode ocorrer a redugdo ou a auséncia de bactérias viaveis.
Entretanto, as salmonelas ja foram isoladas de carcagas congeladas de frango,
obtidas no comércio varejista brasileiro, demonstrando que este alimento participa
como veiculador destas bactérias (SANTOS et al., 2000).

A pesquisa de salmonelas em aves serve como instrumento de avaliagéo do
grau de contaminagao destas bactérias permitindo o uso de medidas eficientes
objetivando o seu controle (PEREIRA et al., 1999). A presenca de salmonela é uma
barreira sanitaria que restringe o comeércio de aves e seus produtos (GAMBIRAGI et
al., 2003).

Estando ciente dos problemas ocasionados pela presenga de salmonelas nos
produtos avicolas, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
criou 0 PNSA que tem como agbes prioritarias, a vigilancia, o controle e a
erradicagao das principais doencgas aviarias de importancia para a saude animal e a
saude publica, como a salmonelose. Por meio de medidas de controle sanitario e de

desenvolvimento técnico e cientifico pretende-se reduzir a presenga de
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microrganismos patogénicos na carne de frango e nas criagdes, com o intuito de
fornecer produtos avicolas de qualidade, tanto no mercado nacional como no
internacional (BRASIL, 1994).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS FRANGOS DE CORTE

Um total de 120 frangos de corte, aparentemente sadios e em idade de abate,
foi utilizado. Os frangos foram obtidos de unidades de criagdo de um mesmo
estabelecimento avicola localizado na regidao de Sao José do Vale do Rio Preto no
Estado do Rio de Janeiro. As coletas foram realizadas com intervalos de uma a duas
semanas, no periodo de julho a outubro de 2003, de acordo com a capacidade de
analise laboratorial de 10 aves por semana.

As aves foram obtidas no dia da saida dos lotes para o abate e apresentavam
entre 40 e 49 dias de idade. Na coleta, uma caixa de 10 frangos do mesmo lote era
retirada do caminhao de transporte das aves ao matadouro, tendo sido efetuado um
total de 12 coletas (QUADRO 2). Todos os frangos eram da linhagem comercial
Cobb e foram submetidos, na sua criagdo, a programas de manejo, nutricional e

sanitario idénticos.

QUADRO 2. Data da coleta e idade em dias dos frangos de corte retirados do
caminhao de transporte na saida para o abate

Caminhdo Data da coleta Numero de aves Idade das aves (dias)
1 08/07/2003 10 40
2 23/07/2003 10 40
3 05/08/2003 10 49
4 19/08/2003 10 45
5 02/09/2003 10 45
6 09/09/2003 10 42
7 16/09/2003 10 42
8 23/09/2003 10 47
9 30/09/2003 10 42
10 07/10/2003 10 41
11 14/10/2003 10 49
12 21/10/2003 10 47
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3.2 COLETA DE MATERIAL

Na Area de Anatomia Patoldgica, no Laboratério de Biologia Animal da
PESAGRO-RIO, os frangos foram examinados para a observacéo do seu aspecto
geral, cujos dados foram registrados em uma ficha de coleta. Apos as anotagdes,

foram obtidos dois suabes de cloaca de cada frango para pesquisa de Salmonella

spp.
3.2.1 Coleta de sangue dos frangos

As amostras de sangue dos frangos foram coletadas com agulhas e seringas
descartaveis, por puncado na veia braquial, em volumes de 3mL. As amostras de
sangue foram acondicionadas em frascos estéreis de vidro para dessorar e,

posteriormente, foram submetidas a SAR.

3.2.2 Necropsia e pesagem dos frangos

As aves foram pesadas, individualmente, em balangca suspensa de uso
domeéstico graduada com 250g de intervalo. Os pesos foram registrados e as aves
classificadas em duas faixas de peso estabelecidas a partir do peso médio. A faixa
de peso mais baixa foi de 1000g até 2000g e a faixa mais pesada de 2250g até
3000g.

Em seguida, os frangos foram sacrificados, por meio do deslocamento da
articulacéo atlanto-occipital. A necropsia foi realizada pela técnica usual, com a ave
em decubito dorsal, corte da pele sobre o esterno e rebatimento da pele sobre o
peito, seguido de corte da pele sobre a articulagdo coxofemoral e desarticulagao das
patas neste ponto. ApOs a abertura da cavidade celomatica, os o6rgaos foram
observados e as informacdes sobre alteracbes e/ou lesdes macroscopicas foram
registradas nas fichas de coleta. Suabes de sacos aéreos e traquéia foram obtidos,
fragmentos de traquéia, de aproximadamente quatro centimetros, e de sacos aéreos
foram coletados, acondicionados em frascos com meios especificos e mantidos em
gelo para posterior cultivo de E. coli e micoplasmas. As alteragbes observadas
durante a necropsia como aerossaculite, pericardite e traqueite também foram

anotadas.
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3.3 SOROLOGIA PARA DETECGAO DE ANTICORPOS CONTRA MICOPLASMAS

Os soros obtidos foram inativados a 56°C por 30 minutos. Com os soros foi
realizada a SAR para MG e MS. Uma gota (0,03mL) de cada antigeno (Laboratério
Biovet S.A., SP e Intervet Co., SP) e uma gota (0,03 mL) do soro a ser testado foram
colocadas no centro dos quadrados de uma placa de vidro. O soro e o antigeno
foram misturados com movimentos circulares por cinco segundos. Apds um minuto,
a operacgao foi repetida e a leitura foi realizada no segundo minuto apdés a mistura
inicial. A prova foi realizada com os antigenos de dois fabricantes diferentes para a
confirmagéo dos resultados. Os soros obtidos foram armazenados em freezer a -
70°C.

3.4 EXAME BACTERIOLOGICO
3.4.1 Isolamento de Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae

No laboratorio do Nucleo de Diagnodstico de Micoplasmose da UFF, os
fragmentos de traquéia e sacos aéreos de cada ave foram processados em fluxo
laminar. As traquéias foram abertas com laminas de bisturi estéreis, e feito um
raspado. Os sacos aéreos foram macerados com pistilo em gral, previamente
esterilizados. Ambos os espécimes foram inoculados em tubos contendo 3mL de
Caldo de Frey modificado (Anexo 8.1) nas diluicdes de 10" a 10°. Os tubos
contendo os caldos foram incubados em microaerofilia a 37°C. Os caldos foram
observados, diariamente, para verificacdo de crescimento notado pela mudanca de
cor do meio de vermelho para amarelo, indicando a fermentagao da glicose, contida
no meio de cultura, pela bactéria. Esta observagao foi realizada até o 21° dia. Os
tubos foram descartados como negativos quando n&o havia turvagao ou variagao de
cor do meio. Uma gota da diluigao 107 foi escorrida na placa de Petri contendo Meio
de Frey modificado sdlido (Caldo de Frey modificado com 1,2% de Noble agar),
incubada a 37°C e também observada até o 21° dia para a verificagdo do
crescimento de colénias em forma de “ovo frito” (NASCIMENTO, 2000).
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3.4.2 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli

A deteccao de Escherichia coli a partir de suabes oriundos da traquéia e de
sacos aeéreos foi baseada na metodologia descrita por Ferreira e Knobl (2000). Este
procedimento foi realizado no Laboratério de Controle Microbiolégico de Produtos de
Origem Animal da Faculdade de Veterinaria da UFF. O procedimento incluiu as

etapas de enriquecimento, plagueamento e identificacdo bioquimica.

3.4.2.1 Enriquecimento e Plaqueamento

Os suabes oriundos da traquéia e dos sacos aéreos foram cultivados em
tubos contendo 10mL de Caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI-Merck) e incubados a
35-37°C por 24 horas.

Do crescimento no Caldo BHI, denotado pela turvacdo do meio de cultura,
uma aliquota do mesmo foi semeada em Agar Mac Conkey (Biobras) que é um meio
seletivo indicado para o isolamento de E. coli. O periodo de incubacao foi de 24
horas na temperatura de 35-37°C. No Agar Mac Conkey, a E. coli apresenta colénias
nao mucoides, podendo ser rodeadas por precipitado opaco, rosadas ou vermelhas,
que sao colbdnias lactose positivas.

Do crescimento no Agar Mac Conkey foi selecionada uma col6nia
caracteristica que foi transferida para Caldo BHI incubado a 35-37°C por 24 horas.
Apods o periodo de incubagao, uma parte deste cultivo também foi transferida para
"eppendorf" com glicerol (50%vV/v) e estocada em freezer a —20°C para a posterior
realizacao da identificagdo bioquimica e PCR, conforme ja utilizado satisfatoriamente
para a pesquisa de micoplasmas (NASCIMENTO, 2000).

3.4.2.2 Identificagédo bioquimica

Os cultivos estocados em Caldo BHI com glicerol (50%vV/v) foram reativados
em Agar BHI a 35-37°C por 24 horas para a realizacdo da identificacdo bioquimica e
confecgao de esfregagos corados pelo método de Gram para observagao das suas
caracteristicas morfotintoriais.

Todos os isolados provenientes de traquéias foram identificados

bioquimicamente por meio do teste do IMVIiC. O teste do IMViC consiste nas
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seguintes provas bioquimicas: teste do Indol, do Vermelho de Metila, de Voges-
Proskauer e do Citrato (Kornacki e Johnson, 2001).

Para o teste do Indol, o cultivo puro foi inoculado em tubo contendo Agua
Triptonada (Merck) e este material foi incubado a temperatura de 35°C por 24 horas.
Apds a incubagao foram adicionadas, no interior do tubo, trés a cinco gotas do
Reativo de Kovac’s (Anexo 8.4). O aparecimento de um anel vermelho na superficie
caracterizou resultado positivo e a presenga de anel amarelo caracterizou resultado
negativo.

No teste do Vermelho de Metila, o meio de cultura utilizado foi o Caldo MR-VP
(Merck) em tubos que foram semeados e incubados a 35°C durante 96 horas. Apos
esse periodo de incubagédo foram adicionadas trés a cinco gotas da solugdo de
Vermelho de Metila (Anexo 8.5) e o aparecimento de uma coloragdo vermelha
caracterizou a prova como positiva.

Para o teste Voges-Proskauer foi retirada uma aliquota de 1,0mL do cultivo de
48 horas do Caldo MR-VP, que foi transferida para tubo de ensaio esterilizado.
Neste tubo, 0,2mL da solucdo de hidréxido de potassio a 40% e 0,6mL da solucéo
de alfa-naftol a 5% (Anexo 8.6) foram adicionados. A producédo de coloragao
vermelha para caracterizar como positiva a prova foi verificada apés 30 minutos. A
permanéncia do meio na cor do reagente, amarela ou ligeiramente verde, indicou
teste negativo.

No teste do Citrato, como meio de cultura foi utilizado o Agar Citrato de
Simmons (Merck) inclinado em tubo. Um inéculo do cultivo foi transferido para a
superficie inclinada do meio e incubado a 35°C por 24-48 horas. O crescimento foi
indicativo de teste positivo com a viragem da cor do indicador azul de bromotimol de
verde para azul e o ndo crescimento e a nao alteracdo da cor do meio foi indicativa
de teste negativo.

Foram considerados como E. coli os cultivos que apresentaram as seguintes
caracteristicas: bastonetes Gram negativos, Indol (+ ou -), Vermelho de Metila (+),
Voges-Proskauer (-) e Citrato (-).

Dos sacos aéreos foram obtidos isolados indicativos de E. coli. Uma parte
desses isolados foi identificada bioquimicamente por meio do teste do IMVIC e outra
parte por meio do sistema APl 20E (BioMérieux), para identificagdo de
enterobactérias. O sistema API 20E apresenta as seguintes provas bioquimicas: 3-

galactosidase (orto-nitrofenil-BD-galactopiranosidase), dihidrolisagdo da arginina,
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descarboxilagdo da lisina e ornitina, teste de utilizacdo do citrato, produgcédo de H,S,
urease, triptofanodesaminase, produgdo de indol, gelatinase, acetoina (Voges
Proskauer), redugdo dos nitratos em nitritos, fermentagcdo e oxidagao de: glicose,

manitol, inositol, sorbitol, ramnose, sacarose, melibiose, amigdalina e arabinose.

3.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A PCR foi realizada no Laboratoério de Epidemiologia Molecular da Faculdade
de Veterinaria da UFF, com a infra-estrutura do Departamento de Saude Coletiva e

Saude Publica Veterinaria.

3.4.1 Extracdo de DNA

Os procedimentos de extragdo de DNA foram realizados com o uso de luvas
descartaveis e em capela de exaustdo (PERMUTIO-CEO0701). Nos ensaios
preliminares foram testados trés métodos de extracdo de DNA, conforme os
protocolos que estdo descritos a seguir. Os Protocolos 1 e 2 sdo métodos de
extragao térmica e o Protocolo 3 € um método de extragao pelo fenol-cloroférmio. O
método que apresentou um melhor resultado e que, portanto, foi utilizado neste
estudo foi o descrito no Protocolo 1.

Em todos os protocolos de extracao, foi testado o uso do cultivo puro de E.
coli em Caldo BHI e cultivo puro de E. coli em Caldo BHI com glicerol (50%v/v). O
uso do Caldo BHI sem glicerol mostrou-se mais eficiente nos ensaios preliminares.
Portanto, os cultivos estocados em freezer, em Caldo BHI com glicerol, foram
reativados em Caldo BHI sem glicerol e este foi utilizado nos procedimentos da

extracdo do DNA.

3.4.1.1 Protocolo 1

Em tubos de "eppendorf" esterilizados foi adicionado 1,0mL do cultivo em
Caldo BHI e centrifugado a 20.000Xg por quatro minutos a 10°C (Centrifuga
refrigerada ALC-PK 121R - Annita IIR-Processing e Control Interface). O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1,0mL de solugdo salina 0,85 %

(Anexo 8.2.6). Este material foi homogeneizado em agitador de tubos (Quimis) e
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centrifugado novamente. Apds esta etapa, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado ao tubo 20uL de Agua Milli-Q. Os tubos foram levados para bloco térmico
(Quimis-Q331) a 95°C durante 10 minutos. Apos este periodo, o material foi mais
uma vez centrifugado e estocado em freezer a temperatura de — 20°C (CARLI et al.,
2001).

3.4.1.2 Protocolo 2

Para esta extragcao seguiu-se a metodologia proposta por Santos (2001).

Em tubos de "eppendorf" esterilizados foi adicionado 1,0mL do cultivo em
Caldo BHI e centrifugado a 20.000Xg por quatro minutos a 10°C. Apos a
centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado. Em cada tubo foi adicionado 1,0mL de
tampao Tris-EDTA (TE) (Anexo 8.2.1), e este material foi homogeneizado em
agitador de tubos. O processo de centrifugacao foi repetido duas vezes. Em seguida,
o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado ao tubo um volume de 100uL de
TE. Este material foi guardado no freezer na temperatura de —20°C "overnight".
Posteriormente, o material foi retirado do freezer e transferido para bloco térmico a
95°C por 10 minutos. Apos esta etapa, os tubos foram centrifugados por um minuto.
O sobrenadante foi transferido para outro tubo de "eppendorf" esterilizado e

congelado no freezer a temperatura de —20°C.

3.4.1.3 Protocolo 3

Neste protocolo de extracdo de DNA foi utilizado o método do fenol-
cloroférmio adaptado de Sambrook et al. (1989).

Um volume de 1,0mL do cultivo em Caldo BHI foi transferido para tubo de
"eppendorf" esterilizado de 1,5mL e centrifugado por 20 minutos a 20.000Xg a 10°C.
O sobrenadante foi descartado e utilizado o sedimento de aproximadamente 40uL.
Neste tubo foram acrescentados 400uL de TE dextrose (Anexo 8.2.7), 30uL de
Proteinase K (240ug/mL) e 30uL de solugao de sulfato dodecil sédico a 10%. Este
material foi colocado no bloco térmico a 50°C por 30 minutos e depois em banho de
gelo por cinco minutos. Um volume de 500uL de fenol foi adicionado e o material foi
homogeneizado, suavemente, por inversdo durante 10 minutos. Apds a

homogeneizagéo, o material foi centrifugado a 20.000Xg por 20 minutos a 10°C. A
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fase superior foi retirada para novo "eppendorf", onde foi acrescentado igual volume
de fenol a amostra e homogeneizado por inversao suave durante 10 minutos.

Uma nova centrifugacéo foi realizada por cinco minutos e a etapa de descarte
do fenol foi repetida. Um volume igual de cloroférmio foi acrescentado, o tubo foi
homogeneizado por trés minutos por inversdo suave e centrifugado durante cinco
minutos. A fase superior foi transferida para novo "eppendorf" e acrescentado o
dobro de volume de alcool etilico. O material foi mantido em freezer "overnight" a
temperatura de — 20°C.

Apds este periodo no freezer, os tubos foram centrifugados durante 20
minutos. O alcool foi descartado escorrendo por capilaridade no papel absorvente,
deixando o "pellet" no fundo do "eppendorf", que ficou secando aberto a temperatura
ambiente. Apos completa secagem, foram acrescentados 100uL de TE e o material

foi armazenado no freezer a temperatura de — 20°C.

3.4.2 Amplificacdo do DNA

Na PCR foram utilizados "primers" (Gene Link — USA) para a sequéncia do
gene iss de cepas virulentas de E. coli aviaria (HORNE et al., 2000; PFAFF-
MCDONOUGH et al., 2000):

5'- GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC 3' (51,2nmol);

5'- CGC CTC GGG GTG GAT AA 3' (64,4nmol)

A PCR foi realizada em tubos de "eppendorf" de 600 uL, com um volume final
de 50uL: 21uL de Agua Milli-Q, 10uL de tampdo 10X (Cenbiot), 5uL de MgCl,
(50mM - Cenbiot), 5uL de dNTP mix (0,25mM de cada — Ludwig Biotecnologia Ltda),
1uL de cada "primer" (100pmol), 2uL de Tag DNA polimerase (2U - Cenbiot), 5uL de
DNA em Agua Milli-Q e duas gotas de 6leo mineral estéril.

A reagao de amplificacdo do DNA foi feita em termociclador Programmable
Thermal Controller - PTC-100 (MJ Research, Inc.). As condi¢gdes de amplificacéo
foram: 30 ciclos de 94°C/1 minuto (desnaturagdo), 61°C/1 minuto (pareamento) e

72°C/2 minutos (extensdo), baseadas em Delicato et al. (2003).



53

3.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Um volume de 15uL dos produtos amplificados ("amplicons") foi transferido
para outro tubo "eppendorf', onde foram adicionados 3uL de tampao de arrasto
(Anexo 8.2.2). Em seguida, os "amplicons" foram revelados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% (Anexo 8.3) a 94V (Cuba de eletroforese — Loccus
Biotecnologia). Posteriormente, eles foram corados com brometo de etidio (Anexo
8.2.4) com suave agitagdo durante 15 minutos em agitador (Kline). O gel foi lavado
em agua destilada por 15 minutos, também com suave agitacéo, e visualizado em
transiluminador com luz ultravioleta (EB-20-E-Ultra-Lum, Inc. Carson, Califérnia).

Para auxiliar a visualizagdo dos "amplicons" de 760 pares de base (pb) foi
utilizado o marcador Ladder 100pb (PB-L Productos Bio-Logicos).

3.5 TESTE DE ANTIBIOGRAMA

As cepas de E. coli positivas para o gene iss foram submetidas ao teste de
antibiograma pelo método de difusdo em discos, conforme Bauer et al. (1966). Os
seguintes antibidticos foram testados: amicacina, ampicilina, aztreonam, ceftadizima,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, cefotaxima, eritromicina, acido nalidixico,
nitrofurantoina, norfloxacina, oxacilina, pefloxacina, penicilina, acido pipemidico,
sulfametoxazol/trimetoprim, teicoplanina, tetraciclina e vancomicina.

Quatro a cinco colbnias isoladas foram transferidas para tubos contendo 5mL
de Caldo Mdueller Hinton (Merck) formando-se uma suspensédo de acordo com a
turbidez padrao correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland (Anexo 8.7). Um
suabe estéril foi mergulhado no tubo e inoculado, por estriamento, na superficie total
da placa de Petri, contendo Agar Miieller Hinton (Merck). Os discos de papel dos
antimicrobianos foram colocados sobre a superficie do agar e as placas incubadas a
35-37°C por 24 horas. Apds o tempo de incubacgao, a leitura das placas foi realizada
medindo-se, em milimetros, o didmetro dos halos de inibicdo do crescimento das

colbnias.
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3.6 PESQUISA DE SALMONELLA SPP.

Para a pesquisa de Salmonella spp. foi utilizado o método bacteriolégico para
diagndstico das Salmoneloses Aviarias baseado na metodologia indicada pelo PNSA
do MAPA (BRASIL, 1994). As etapas de enriquecimento, isolamento e identificacéo

bioquimica preliminar foram as realizadas neste estudo e sao descritas a seguir.

3.6.1 Enriquecimento

Na etapa de enriquecimento foram efetuados o enriquecimento nao seletivo e
o seletivo. Os suabes de cloaca foram colocados em tubos contendo 10mL de Caldo
Tetrationato (Merck), para o enriquecimento seletivo, e 10mL de Caldo BHI, para o
enriquecimento nao seletivo. Os tubos de Caldo Tetrationato foram incubados a
43°C por 24 horas e os de Caldo BHI a 35°C por 24 horas.

3.6.2. Isolamento

O crescimento dos caldos de enriquecimento seletivo e nao seletivo foram
semeados em placas de Petri descartaveis contendo os meios Agar Hektoen (Merck)
e Agar Verde Brilhante (Merck). As placas foram incubadas a 35-37°C por 24 horas.

Os aspectos das colonias desenvolvidas nas placas foram verificados. As
colénias de Salmonella spp. no Agar Verde Brilhante sdo rosadas, branco pérola
transparentes com halo vermelho ou rosa palida transparentes, enquanto que no

Agar Hektoen as colénias sdo verde-azuladas, com ou sem centro negro.

3.6.3 Identificacao bioquimica preliminar

A partir do isolamento em Agar Hektoen e Agar Verde Brilhante, com duas a
trés coldnias, de cada placa, com caracteristicas tipicas de Salmonella spp. foram
feitos esfregacos corados pelo método de Gram para observagcdo das suas
caracteristicas morfotintoriais.

As coldnias de bastonetes Gram negativos foram repicadas no Agar triplice

acucar ferro (TSI-Merck), Agar lisina ferro (LIA-Merck), Agar sulfeto indol motilidade
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(SIM-Merck) e Caldo Uréia (Merck). Este material foi incubado a 35°C por 24 horas.

A leitura das provas bioquimicas foi realizada de acordo com o QUADRO 3.

QUADRO 3. Identificacdo bioquimica presuntiva de Salmonella spp.

Salmonella sp
Comportamento . Salmonella sp g
SO S. Pullorum | S. Gallinarum e sub-espécies llla
bioquimico sub-espécie | e lllb
Base A gas +/- A gas - A gas + A gas +
TSI 24 horas |Bisel V V V VouA
H,S +/- + + +
Base P P P P
LIA 24 horas H,S " ; + ¥
Urease - - - -
Motilidade - - + +
Salmonella sp sub espécie | — S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras)
Salmonella sp sub espécie llla e lllb — Antigo grupo Arizona
A - amarelo (acido); V — vermelho (alcalino); P — purpura (alcalino)
Fonte: Brasil, 1994 (adaptado)
As cepas que apresentam resultados caracteristicos na identificagdo

bioquimica preliminar devem ser submetidas a testes bioquimicos complementares

(QUADRO 4). As cepas que apresentaram perfil bioquimico compativel com

Salmonella spp. devem ser caracterizadas antigenicamente por meio do teste de

aglutinagao rapida com soro anti-somatico “O” polivalente de Salmonella.



QUADRO 4. Diferenciagéo de Salmonella spp.

Corrjpor’t’arpento Salmonella . Salmonella sp sub-
bioquimico sp §u.b- S. Pullorum | S. Gallinarum espécies llla e Il
espécie |
Indol - - - -
VM + + + +
VP - - - -
Citrato + - - +
H,S no TSI + d + +
Urease - - - -
Fenilalanina - - - -
desaminase
Lisina + + + +
descarboxilase
Arginina desidrolase d d - d
Ornitina + + - +
descarboxilase
Motilidade + - - +
Malonato - - - +
D-Glicose produgao + + + +
de 4cido
D-Glicose produgao + d - +
de gas
Lactose - - - d
Sacarose - - - -
D-Manitol + + + +
Dulcitol + - + (%) -
Maltose + -(*) + +

Salmonella sp sub espécie | — S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras)
Salmonella sp sub espécie llla e lllb — Antigo grupo Arizona

+:90-100% de cepas séo positivas
- :90-100% de cepas sao negativas

d- diferentes tipos

(*) — ocasionalmente negativa
(**) — ou tardiamente positiva
Fonte: Brasil, 1994 (adaptado)
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

O presente estudo foi realizado por meio de um estudo epidemiologico
transversal, onde o total de frangos (n) da amostragem foi calculado com base numa
prevaléncia (p) de 10%, usando um intervalo de confianca de 95% (z), um erro

amostral (e) de 5%, utilizando-se a seguinte formula, segundo Thrusfield (1995):

A andlise de Regressao foi utilizada para avaliar a variavel dependente peso
dos frangos (PESO) frente aos seguintes fatores preditivos ou explicativos:
isolamento de E. coli de sacos aéreos (ECS) e isolamento de E. coli de traquéia
(ECT). A Regressao também foi utilizada para avaliar os problemas respiratorios
(PR) dos frangos (aerossaculite, traqueite, corrimento nasal) frente aos fatores
preditivos ECS e ECT. Para tanto no registro das analises ficou convencionado que
os frangos sem isolamento de E. coli seriam representados pelo numero 1 (um) e os
frangos com isolamento de E. coli pelo numero 2 (dois). Do mesmo modo, o numero
1 representou auséncia de problemas respiratorios nas aves e o numero 2 a sua
presenca.

O teste paramétrico t-Student foi usado para avaliar a influéncia dos PR sobre
o PESO em duas classes (1000-2000g e 2250-3000g) como fator explicativo. O teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis foi usado para analisar a relagao entre as lesdes
encontradas na necropsia e a presencga de E. coli em sacos aéreos e/ou traquéia

das aves estudadas.



4 RESULTADOS

Dos 120 frangos estudados, em apenas dois ndo houve isolamento de E. coli
de sacos aéreos ou traquéias. Dos 118 frangos positivos para E. coli, 18,6%
(22/118) dos isolados foram dos sacos aéreos, 15,3 % (18/118) das traquéias e
66,1% (78/118) dos sacos aéreos e traquéias das mesmas aves. Portanto, um total
de 100 isolados de E. coli foi obtido dos sacos aéreos, sendo que 57 foram
identificados como E. coli pelas provas bioquimicas do IMViC e 43 pelo sistema API
20E. Das traquéias, um total de 96 isolados de E. coli foram identificados pelas
provas bioquimicas do IMVIiC. A presencga de problemas respiratorios (aerossaculite,
traqueite e corrimento nasal) foi observada nestes frangos positivos para E. coli
(TABELA 1).

TABELA 1. Problemas respiratorios e isolamento de E. coli nos frangos de
corte estudados na saida para o abate

Isolamentos de E. coli (n)
Positivo Negativo
Problemas | g T ST |Tota | s | T | sT | Tota | 1O
Respiratorios Geral
Positivo 8 6 48 62 0 0 0 0 62
Negativo 14 12 30 56 0 0 2 2 58
Total 22 18 78 118* 0 0 2 2 120
* Dos 118 frangos positivos para E. coli, 12 apresentaram isolados com gene iss positivo na

PCR
n = numero de frangos; S = sacos aéreos; T = traquéia; ST = sacos aéreos e traquéia

Nos ensaios preliminares, em 10 cultivos estocados em Caldo BHI com
glicerol (50% v/v), extraidos por meio de trés protocolos de extracdo de DNA, nao
foram observados resultados positivos na PCR, ap6s trés repeti¢cdes. Os 10 cultivos

estocados em Caldo BHI com glicerol, repicados em Caldo BHI sem glicerol e



59

submetidos a extracdo de DNA por meio dos mesmos protocolos apresentaram um
resultado positivo na PCR com o uso dos protocolos de extragao térmica propostos
por Carli et al. (2001) e por Santos (2001), em trés repeticdes realizadas. Os
“amplicons” de 760 pb foram melhor visualizados em gel de agarose com o uso da
metodologia proposta por Carli et al. (2001).

A deteccao do gene iss ocorreu em 10,2% (12/118) das aves aparentemente
saudaveis estudadas e positivas para E. coli. O gene iss foi detectado em nove
isolados de E. coli provenientes de espécimes de sacos aéreos e em trés de
traquéia. Das nove E. coli iss positivas isoladas de sacos aéreos, cinco foram de
frangos com problemas respiratérios e quatro de frangos sem problemas
respiratorios. As trés amostras E. coli iss positivas isoladas de traquéias foram
obtidas de frangos sem problemas respiratorios (TABELA 1, FIGURAS 1 e 2).

FIGURA 1. Fotografia do gel de agarose da PCR para gene iss das
amostras de E. coli isoladas de sacos aéreos.

1 234 56789101

<« 1434 pb

760 pb —

< 500 pb

1. Controle negativo; 2. a 10: amostras positivas (760pb); 11. Marcador
Ladder 100pb
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FIGURA 2. Fotografia do gel de agarose da PCR para gene iss das
amostras de E. coli isoladas de traquéia.

1434 pb —

500 pb —

<760 pb

1. Marcador Ladder 100 pb; 2. Controle negativo; 3,4,5,6 amostras
positivas (760pb); 7. amostra negativa

Na analise de Regressao da relagdo peso dos frangos e isolamento de E. coli

em sacos aéreos e traquéia, a seguinte equacgao foi obtida:

PESO = 2714,87 + (-231,32)(X1) + (-136,07)(X2)

O peso foi explicado por ECS e ECT em 4,5% (R?) de forma significativa

(p<0,05). Estes resultados predizem que quanto maior a presenga de E. coli menor o

peso dos frangos. De acordo com a equagéo, o peso das aves foi inversamente

relacionado a presenca de E. coli em sacos aéreos e traquéia (TABELA 2).

TABELA 2. Valores de Regressao para peso de frangos de corte na saida
para o abate como variavel dependente frente a dois fatores independentes

(ECS e ECT)
Fatores preditivos | Coeficiente | Erro padrao
Constante 2714,87 294,57
ECS (X1) -231,32 111,35
ECT (X2) -136,07 103,74

Numero de casos: 120; ECS: isolamento de E.
coli de sacos aéreos; ECT: isolamento de E. coli de
traquéia. (p<0,05) R% 0,0448
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Em outra andlise de Regressao (TABELA 3), a analise da relagao entre

problemas respiratorios e ECS e ECT, a seguinte equacao foi obtida:

PR = 0,5158 + (0,2911)(X1) + (0,2594)(X2)

TABELA 3. Valores de Regressao para problemas respiratérios em frangos
de corte na saida para o abate como variavel dependente frente a dois fatores
independentes (ECS e ECT)

Fatores preditivos | Coeficiente | Erro padrao
Constante 0,5158 0,3165
ECS (X1) 0,2911 0,1196
ECT (X2) 0,2594 0,1114

Numero de casos: 120; ECS: isolamento de E.
coli de sacos aéreos; ECT: isolamento de E. coli de
traquéia. (p<0,05) R% 0,0802

Os problemas respiratorios foram explicados pelo isolamento de E. coli em
sacos aéreos e traquéia em 8,0% (R% de forma significativa (p<0,05). Estes
resultados predizem que os problemas respiratérios nos frangos estudados foram

agravados pela presencga de E. coli.

O peso médio dos 120 frangos estudados foi 2045,8g, com desvio padrao de
458,3g. Dos 118 frangos com isolamento positivo para E.coli, foram encontrados
55,9% (66/118) dos frangos na faixa de peso abaixo da média, entre 1000 a 2000g.
Na faixa mais pesada, acima da média, entre 2250 a 3000g foram encontrados
44,21% (52/118) dos frangos. A presencga de problemas respiratorios nestes frangos
foi observada e avaliou-se a interferéncia dos problemas respiratorios dos frangos no
peso. Pelo teste t-Student as diferencas observadas ndo foram estatisticamente
significativas (TABELA 4).
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TABELA 4. Presenca de problemas respiratérios em relagcédo a faixa de peso
corporal em frangos de corte na saida para o abate com isolamento positivo

para E. coli
Problemas respiratorios
Peso (9) Positivo (n) | Negativo (n) Total (n)
1000/2000 31 35 66
2250/3000 30 22 52
Total (n) 61 57 118

Teste t-Student
n = ndmero de frangos

O percentual de 60,2% (71/118) dos frangos com isolamento de E. coli
apresentou lesdes de aerossaculite, pericardite e traqueite simples ou combinadas.
Destas 71 aves, 45,1% (32/71) apresentaram aerossaculite, 31,0% (22/71) com
aerossaculite e pericardite, 14,1% (10/71) com pericardite, 7,0% (5/71) com
aerossaculite e traqueite, 1,4% (1/71) com traqueite e 1,4% (1/71) com
aerossaculite, pericardite e traqueite. Pela analise de Kruskal-Wallis houve diferenca
significativa entre as lesbes e a detecgdo de E. coli em sacos aéreos e traquéia,
onde o maior percentual de isolamentos ocorreu quando foram combinadas
espécimes de sacos aéreos e de traquéia de frangos com a observacdo de
aerossaculite (28/71) ou de aerossaculite associada a pericardite (15/71) (TABELA
5).

TABELA 5. Numero de frangos de corte positivos ao isolamento de E. coli e
presenca de lesdes simples ou associadas

. | Frangos de corte positivos para E. coli com lesdes (n)
E. coli A AP P AT T APT Total (n)
ST 28 15 6 2 1 1 53
S 2 4 1 2 0 0 9
T 2 3 3 1 0 0 9
Total (n)| 32 22 10 5 1 1 71

Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)

A: aerossaculite; P: pericardite; T: traqueite; AP: aerossaculite e pericardite; AT:
aerossaculite e traqueite; APT: aerossaculite, pericardite e traqueite; ST: sacos aéreos e
traquéia; S: sacos aéreos; T: traquéia; n: numero de frangos
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As cepas submetidas ao antibiograma exibiram resisténcia a pelo menos 10
dos 20 antimicrobianos testados, sendo todas as amostras sensiveis a amicacina e
ao aztreonam e resistentes aos seguintes antimicrobianos: ampicilina, clindamicina,

eritromicina, penicilina, teicoplanina, tetraciclina e vancomicina. O comportamento

em relagao aos 20 antimicrobianos testados pode ser observado na TABELA 6.

TABELA 6. Resisténcia e sensibilidade das cepas de E. coli iss positivas
para antimicrobianos utilizados no antibiograma

Antimicrobianos Numero de cepas (%)
Resistente | Sensivel | Intermediario
Amicacina 0 (0) 12 (100) 0 (0)
Aztreonam 0 (0) 12 (100) 0 (0)
Ampicilina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Clindamicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Eritromicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Penicilina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Tetraciclina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Vancomicina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Teicoplanina 12 (100) 0 (0) 0 (0)
Ceftadizima 3 (25) 3 (25) 6 (50)
Ciprofloxacina 10 (83,3) | 1(8,3) 1(8,3)
Cloranfenicol 3 (25) 6 (50) 3 (25)
Cefotaxima 0 (0) 10 (83,3) 2 (16,7)
Acido nalidixico 11 (91,7) | 1(8,3) 0 (0)
Nitrofurantoina 7 (58,3) 3 (25) 2 (16,7)
Norfloxacina 10 (83,3) | 2(16,7) 0 (0)
Oxacilina 10 (83,3) | 2(16,7) 0 (0)
Pefloxacina 11 (91,7) 0 (0) 1(8,3)
Acido pipemidico 11(91,7) | 0(0) 1(8,3)
Sulfametoxazol/trimetoprim | 5 (41,7) 6 (50) 1(8,3)

Os 120 soros submetidos a SAR apresentaram resultado negativo na

detecgao de anticorpos contra M. gallisepticum e M. synoviae.

Dos 120 espécimes de traquéias e dos 120 espécimes de sacos aereos

utilizados para o cultivo de Mycoplasma spp., ndo houve resultado positivo no meio

liquido, nem no meio sélido.
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Dos 120 suabes de cloaca utilizados no enriquecimento seletivo e dos 120
suabes de cloaca utilizados no enriquecimento nao seletivo, ndo houve isolamento
positivo para Salmonella spp.

As colbnias suspeitas, obtidas nos meios de plaquemento, ndo apresentaram
comportamento bioquimico de Salmonella spp. na identificagdo bioquimica
preliminar, tanto na metodologia com enriquecimento seletivo como na metodologia

com enriquecimento ndo seletivo.



5 DISCUSSAO

A pesquisa de E. coli e micoplasmas, em sacos aéreos e traquéias de frangos
de corte em idade de abate, € importante por fornecer informagdes sobre a
qualidade sanitaria das aves. Além disto, a investigacao da presenca de Salmonella
spp. também contribui para o estabelecimento da condicdo sanitaria das aves
estudadas.

O gene de viruléncia iss foi detectado em E. coli isoladas dos frangos
aparentemente sadios, embora muitos deles apresentassem lesdes respiratorias a
necropsia. Este resultado vem de encontro aos observados por outros autores em
que este gene, apesar de ser encontrado com maior frequéncia em E. coli
provenientes de aves doentes, também esta presente em isolados de E. coli de aves
aparentemente sadias (HORNE et al., 2000; PFAFF-MCDONOUGH et al., 2000;
FOLEY et al. 2003), o que é bastante preocupante, pois 0 gene iss contribui para a
viruléncia de E. coli aviaria, participando da patogénese da colibacilose e pode ser
transferido para cepas virulentas que adquirem a capacidade de resistir aos efeitos
bactericidas do soro do hospedeiro, resisténcia a antimicrobianos, bem como outros
mecanismos de viruléncia. No presente estudo, o percentual de gene iss detectado
nas aves com isolados de E. coli foi de 10,2%, porém os espécimes utilizados foram
provenientes de sacos aéreos e traquéia, enquanto Pfaff-McDonough et al. (2000) e
Delicato et al. (2003) detectaram o gene iss em 18,7% e 16,0%, respectivamente,
das cepas de E. coli isoladas de fezes de aves saudaveis por eles estudadas.

Na relagdo entre o peso das aves e o isolamento de E. coli demonstrou-se
que a diminuicao do peso foi mais acentuada quando a E. coli estava presente nos
sacos aéreos. Esta analise foi conduzida porque, segundo Mendes e Patricio (2004),
um dos indices diretos de maior influéncia no custo de produgao de frangos de corte

€ o peso médio. A presencga de E. coli, em sacos aéreos e traquéias de frangos de
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corte, observada neste trabalho com consequente diminuicdo do peso das aves é
relevante, pois esta perda de peso dos frangos ocasiona prejuizos econémicos,
como a diminuigdo do ganho dos avicultores. Por isso, a prevengao das
enfermidades ocasionadas pela E. coli é importante para evitar perdas econdmicas
no setor avicola, bem como perda de um alimento de origem animal de boa
qualidade nutricional.

Russel (2003), em seus estudos, sugeriu que a presenca de aerossaculite
diminui o peso dos lotes de frangos, resultando em falhas durante o processamento
pelo menor tamanho das carcagas das aves afetadas dentre aquelas normais.
Entretanto, neste trabalho, a interferéncia dos problemas respiratérios (aerossaculite,
traqueite e corrimento nasal) no peso dos frangos estudados néo foi significativa,
embora um aumento na amostra talvez evidenciasse esta interferéncia. Contudo, a
relacdo entre a presenca de E. coli com peso e problemas respiratérios foi
estatisticamente significativa. Os problemas respiratérios sdo agravados pela
presenca de E. coli, o que foi observado neste estudo e esta de acordo com outros
trabalhos (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999; MINHARRO et al., 2001;
TIVENDALE et al., 2004).

As lesbes mais encontradas, durante a necropsia, nos 118 frangos positivos
para E. coli foram a aerossaculite e a pericardite. Essas lesdes estdo associadas as
condenagbes de carcagas em matadouros (BRASIL, 1998b; MENDES, 2004). A
frequéncia de aerossaculite de 45,1% encontrada neste estudo estd de acordo com
os estudos anteriores de Assis et al. (2003) e Branco (2004), que apontam a
aerossaculite como uma das principais causas de condenacgbes de carcagas em
matadouros brasileiros. A segunda lesdo mais encontrada foi a aerossaculite
associada a pericardite, o que pode ser explicado pela continuidade dos sacos
aeéreos com o pericardio.

A observagéao da E. coli como o principal agente bacteriano isolado de lesdes
de sacos aéreos em frangos, esta de acordo com as conclusdes de Rosales (1991)
e Minharro et al. (2001) que consideraram esta bactéria como o principal agente da
aerossaculite. Nos frangos com lesbes de aerossaculite, pericardite e traqueite, a
maior frequéncia de isolamento de E. coli foi em sacos aéreos e traquéia
concomitantemente, sendo justificada pelo uso desses dois espécimes em vez de

apenas um deles, aumentando a chance de isolamento.
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Um alto nivel de resisténcia, das cepas de E. coli de origem aviaria, aos
antibidticos observado neste estudo, o que também foi obtido por outros autores
(YANG et al., 2004). A resisténcia de E. coli aviaria a norfloxacina em 83,3% das
cepas patogénicas (gene iss) encontrada no antibiograma esta de acordo com
Cardoso et al. (2002), que também evidenciaram resisténcia a norfloxacina em
75,8% das cepas de E. coli isoladas de frangos de corte. Achados semelhantes, em
relagdo a eritromicina, foram relatados anteriormente por Cloud et al. (1985), Erganis
et al. (1989), Allan et al. (1993) e Peighambari et al. (1995) observaram um
percentual de resisténcia de 82%, 80%, 98% e 100%, respectivamente. Nos
trabalhos de Cloud et al. (1985), Wooley et al. (1992), Peighambari et al. (1995) e no
de Blanco et al. (1997), a resisténcia a tetraciclina foi de 81,6%, 80%, 88% e 95%,
respectivamente. Uma alta frequéncia de resisténcia aos citados antimicrobianos é
demonstrada em estudos anteriores e sao compativeis aos encontrados neste
estudo, onde a resisténcia a eritromicina e a tetraciclina foi observada em todas as
cepas testadas.

Neste estudo foram encontradas cepas resistentes ao cloranfenicol, a
penicilina, a tetraciclina e a sulfametoxazol/trimetoprim, ou seja, aos antimicrobianos
com uso vetado pela legislagao brasileira como aditivos alimentares, promotores de
crescimento ou como conservantes de alimentos para animais (BRASIL, 1998a), o
que pode ser explicado pelo uso abusivo desses antimicrobianos antes de 1998 ou
pelo seu uso indevido. O nivel observado de resisténcia aos antimicrobianos nas
cepas de E. coli testadas demonstra a real necessidade do seu uso correto, em
criagcdes de frangos de corte, com o objetivo de tratar possiveis infecgbes pela E. coli
nas aves. Todavia, o problema do aumento da resisténcia bacteriana vem gerando
algumas medidas a serem adotadas pelos criadores com o intuito de minimizar este
preocupante problema de saude publica, ou seja, o surgimento de resisténcia
cruzada de E. coli aviaria com patdégenos entéricos dos seres humanos (BARTON,
2000; VAN DEN BOGAARD et al., 2001).

A presenca da resisténcia a tetraciclina e a ampicilina encontrada nas cepas
de APEC isoladas neste estudo, onde o gene iss estava presente, corrobora os
resultados de Johnson et al. (2002). Esses autores evidenciaram a localizagdo do
gene iss no plasmidio de conjugagdo R que codifica resisténcia a tetraciclina e a

ampicilina. Este resultado serve de alerta, pois o uso de tetraciclina ou ampicilina



68

nas criagoes de frangos poderia ocasionar uma selecdo de bactérias patogénicas
para as aves (JOHNSON et al., 2004).

Linzitto e Menéndez (1996) observaram um percentual maior de lesdes de
traquéia, seios nasais e pulmdes por Mycoplasma spp., quando comparadas com
lesdes ocasionadas por E. coli, ao contrario do observado no presente trabalho em
que nenhum dos 120 frangos estudados foi positivo para MG ou MS. Estes
resultados vém de encontro as observagbes de Alencar et al. (1998) que ao
pesquisarem MG e MS, em 125 frangos de corte, também nao obtiveram resultados
positivos. Entretanto, Minharro et al. (2001) detectaram MG e MS em “pools” de
sacos aéreos lesados, empregando a técnica da PCR, em 32,25% (10/31) e 25,80%
(8/31) dos lotes estudados, respectivamente.

O resultado negativo para Salmonella spp., no presente estudo, com a
metodologia de isolamento do PNSA, diferiu dos resultados anteriores de Pereira et
al. (1999) que obtiveram resultados positivos no isolamento, porém negativos na
SAR. Entretanto, Gambiragi et al. (2003) obtiveram resultados positivos na SAR e
negativos no isolamento. Ja no trabalho de Tessari et al. (2003) o percentual de
resultados positivos encontrado para salmonelas foi de 24,62 % (32/130). Porém,
tais autores analisaram 130 lotes compostos cada um por 10 pintos de corte que
foram estudados em "pool", o que pode ter favorecido este percentual.

Os frangos de corte utilizados neste estudo, livres de Salmonella spp. na
saida para o abate, além de diminuir o risco para a saude publica, reduz inclusive as
chances de deterioragdo da carcaga e a diminuicdo da sua vida util, o que é de
grande interesse para a industria avicola. A auséncia de salmonelas nas aves
melhora a qualidade microbiolégica do produto final, conforme ja relatado por outros
autores (GAMBIRAGI et al., 2003; NASCIMENTO et al.,, 1996; PEREIRA et al.,
1999).



6 CONCLUSOES

1- A presenca de E. coli nos sacos aéreos e/ou traquéia interferiu no peso
e na frequéncia de problemas respiratdrios nos frangos de corte estudados.

2- A presenga de aerossaculite e/ou pericardite na maioria dos frangos de
corte estudados depreciou a qualidade sanitaria dos mesmos, de vez que se
constituem em causas de condenacdo em matadouros.

3- O uso de suabes de sacos aéreos e traquéia concomitantemente
melhorou a eficiéncia da frequéncia do isolamento de E. coli.

4- As E. coli patogénicas aviarias, encontradas neste estudo, foram
resistentes a antimicrobianos de uso no tratamento de enfermidades em frangos de
corte e de uso proibido pela legislagao brasileira em criagdes de aves para consumo.

5- A presenga do gene iss em E. coli patogénica, nos frangos
aparentemente saudaveis, constitui-se num problema de saude publica, uma vez
que a resisténcia a tetraciclina e a ampicilina esta associada ao mesmo.

6- Os problemas respiratorios ndo estavam relacionados a presencga de
micoplasmas, de vez que os frangos, na saida para o abate, foram negativos para
este agente.

7- A boa qualidade sanitaria, em relacdo a Salmonella spp., foi
comprovada pela auséncia deste microrganismo nos frangos de corte estudados,
com a subsequente diminuicdo do risco de contaminagdo no processamento

tecnolégico da carne destes frangos.
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8 ANEXOS
8.1 MEIO DE FREY MODIFICADO

Caldo basico Difco ou outro fabricante... 21,0g

GliICOSE...ovviviieee e 3,09

Soro suino inativado............ccccceeeeeineennnnn. 120,0mL
Nicotinamida adenina dinucleotideo....... 0,19
Hidrocloridrato de cisteina....................... 0,19

Extrato de levedura fresco a 25%"*.......... 100,0mL
Vermelho de fenol (solugdo a 1%) ......... 2,5mL

Acetato de télio (solugdo a 10%)**.......... 5,0mL
Penicilina G potassica ou sédica*.......... 1.000.000unds
Agua destilada q.5.p.....c.covevveeieirieenn 1.000,0mL

* Opcional, mas deve ser usado quando o meio nao contiver NAD e cisteina-HCI.
** Para espécimes muito contaminados, aconselha-se o dobro desses antimicrobianos.
Fonte: Nascimeto (2000).

8.2 REAGENTES E SOLUCOES PARA PCR
8.2.1 Tampao Tris-EDTA (TE) — pH= 8,0

TrIS e, 1,211 g (10 mM)
Agua destilada................. 400 mL

=101 7N 0,3722 g (1 mM)

Ajusta-se o pH para 8,0 com NaOH sdélido. Unir as duas solugdes, completando
com agua destilada qsp 1000 mL.

8.2.2 Tampao de arrasto

Azul de bromofenol...............c..ouee.... 0,25 mL
SUCTOSE.....ooviiiiiiciiiii 409
Agua destilada gsp.......ccccceeeeeiiiiiiiinnnn. 100 mL

Armazenar a 4° C.
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8.2.3 Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X

Trisbase.....cccoovviiiiiii i, 54 g
AcCido DOFCO. ..o, 2759
EDTA0,5M (pH 8,0)......cccevvrrvrrnnnn. 20 mL
Agua destilada qsp........c..ccceeveeveennnn. 1000 mL

8.2.4 Solugao de Brometo de Etidio ( 5ug/mL)
Brometo de etidio (10 mg/mL)............c.coeeee. 100 pl
Agua destilada gSp.....cceeeiiiiieiiiiii e 200 mL

8.2.5 Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X

NaCl.....oooo 8,59
Agua destilada....................... 1000 mL

Esterilizar a solugdo em autoclave a 121° C durante 15 minutos. Armazenar em
geladeira.

8.2.7 Tampao TE acrescido de dextrose

Tampao TE pH 8,0.................. 20 mL
Dextrose........cvvvieiieiiiineeeennn, 29

8.3 GEL DE AGAROSE (1,5 %)

- Agarose ultra-pura.................... 3,759
- Agua destilada.........cccccceeeeeeennn. 225 mL

Adicionar o pé a agua, misturando para dissolvé-lo ao maximo. Colocar no
microondas até completa dissolugdo (aproximadamente 2 minutos, aos poucos).
Posteriormente, adicionar 25 mL de Tampao TBE 5X. O gel esta pronto para ser
estocado e deve ser fundido quando for ser utilizado.

8.4 REAGENTE DE KOVAC'S
Paradimetilaminobenzaldeido.................. 59

Alcool isoamilico.............ccccvuriiciicineneaee. 75mL
Acido cloridrico (concentrado).................. 25mL



8.5 SOLUCAO DE VERMELHO DE METILA

\/ermelho de Metila.......c.ccoovvvviiiiiiiinnnn 0,19
Alcool EtiliCo. v 300mL
Aguadestilada...........cooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 100mL

8.6 SOLUCAO ALCOOLICA DE ALFA-NAFTOL

Alfa-naftol (92,5°C ou maior).................. 5g
Alcool etilico absoluto................cceeereeennn. 100 mL

8.7 EscALA DE MAC FARLAND 0,5

Solugdo de BaCl........vveeeeviiiiiiiiiiiieeee, 0,5mL
Solugdo de HoSOy4...ooovvivviiiiiiiiiiiii, 99,5 mL
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