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RESUMO

Dissertagdao de Mestrado
Programa de Pds-graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS,Brasil

AVALIACAO MACROSCOPICA, HISTOPATOLOGICA E
BACTERIOLOGICA DE FiGADOS DE FRANGOS (Gallus gallus)
CONDENADOS NO ABATE PELA INSPECAO SANITARIA

AUTOR: ALEVERSON DA SILVA BARCELOS
ORIENTADOR: MARISTELA LOVATO FLORES
SANTA MARIA, 23 DE FEVEREIRO DE 2005.

Este trabalho avaliou através da macroscopia, histopatologia e bacteriologia,
figados de frangos (Gallus gallus) condenados pelo Servico de Inspecao de Produtos de
Origem Animal. Foram coletadas 100 amostras de figados de frangos, das quais 90
apresentavam alteragdes macroscopicas e 10 amostras sem alteragdes. As coletas foram
feitas em dois abatedouros localizados no Estado do Rio Grande do Sul. Estes trabalham
sob o Servico de Inspecdao Federal, um deles abatendo 120.000 frangos/dia e o outro
com um abate superior a 300.000 frangos/dia. Para avaliagdo macroscopica os
parametros considerados foram a forma, coloragdo, tamanho, consisténcia, odor e
presenga ou ndo de lesdes visiveis. Neste trabalho foi considerada a cor do 6rgdo como
sendo o principal parametro para caracterizacao das lesdes macroscopicas, tendo-se
observado figados com alteragdo na cor, forma, tamanho e/ou consisténcia em 47/90
amostras; figados marrom-palidos e com outras alteracdes macroscopicas associadas
perfizeram 19/90 amostras; figados amarelos ou amarelados e com outras alteragdes
associadas perfizeram 5/90 amostras e figados verdes ou esverdeados e com outras
alteracdes associadas perfizeram 19/90. Os diagnosticos histopatoldgicos incluiram
colangio-hepatite heterofilica multifocal, degeneragdo e/ou necrose hepatocelular
centrolobular ¢ em ponte, hepatite necrosante aleatéria, pericolangite heterofilica
multifocal, peri-hepatite fibrinosa subaguda difusa acentuada e ainda outras alteragdes
inespecificas. A avaliacdao bacterioldgica foi direcionada para pesquisa de Escherichia
coli, Salmonella sp. e Staphylococcus sp. Utilizando-se cultivo direto das amostras de

figado em meios de cultura seletivos, isolou-se E. coli em 26/100 amostras e



Staphylococcus sp. em 24/100 amostras, independentemente do diagnostico
morfologico obtido na avaliacao histopatologica. Para pesquisa de salmonelas utilizou-
se a metodologia convencional preconizada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, entretanto ndo houve isolamento de nenhuma bactéria do género
Salmonella. Pode-se observar o predominio de lesdes macroscopicas € microscopicas
compativeis com infec¢do bacteriana e concluir que os critérios de condenagdo de
visceras utilizados pela inspe¢ao sanitaria foram, neste caso, adequados e eficientes na

eliminagdo de figados com risco de transmissdo de enfermidades.

Palavras-chave: figado, frango de corte, inspecao de carnes, patologia, bacteriologia.



ABSTRACT
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GROSS, MICROSCOPIC, AND BACTERIOLOGIC EVALUATION OF BROILER
LIVERS (Gallus gallus) CONDEMNED AT THE SLAUGHTER BY THE

SANITARY INSPECTION

AUTHOR: ALEVERSON DA SILVA BARCELOS
ADVISER: MARISTELA LOVATO FLORES

Santa Maria, February 23 2005.

Gross, microscopic, and bacteriologic evaluation of broiler livers condemned by
the Federal Inspection Service of Animal Products was performed. One hundred broiler
livers were sampled at slaughter. Ninety of them had gross changes and 10 of them
were grossly normal. The sampling was done in two slaughter houses located in the
State of Rio Grande do Sul, Brazil. One of these two places slaughters 120,000
broilers/day, and the other one slaughters over 300,000 broilers/day. For the gross
evaluation, the considered parameters were shape, color, size, texture, odor, and the
presence of other visible lesions. The color of the liver was considered as the main
gross change. Livers with gross changes in color, shape, size and/or texture were
47/90,; brown-pale livers with other associated macroscopic lesions were 19/90; yellow
or yellowish livers with other associated gross changes were 5/90; and green or
greenish livers with other associated lesions were 19/90. The microscopic
(morphologic) diagnoses consisted of multifocal heterophilic colangio-hepatitis,
degeneration and/or centrilobular to bridging hepatic cellular necrosis, random
necrotizing hepatitis, multifocal heterophylic pericolangitis and other unspecific
changes. The bacteriological evaluation was leaded to the search of Escherichia coli,
Salmonella sp. and Staphylococcus sp. 1t was utilized direct culture of the liver samples
in selective culture midias. E. coli was isolated in 26/100 samples and Staphylococcus
sp. in 24/100 samples, regardless the morphologic diagnosis. For the Salmonella sp.
search it was used the conventional method indicated by the Department of Agriculture,
however, there was no isolation of any bacteria of the Salmonella genus. The main

gross and microscopic lesions were compatible with bacterial infections. It is concluded



Xii

that the criteria for visceral condemnation used by the sanitary inspection was
appropriated and efficient in the detection and elimination of the livers with potential

infectious hazard.

Keywords: liver, broiler, meet inspection, pathology, bacteriology.



1 INTRODUCAO

O problema da fome ndo ¢ uma preocupagdo recente. Muitos
homens, desde a Antigliidade, j4 se preocupavam com o futuro da
alimentagdo. A necessidade de uma maior producdo de alimentos vem, a
cada dia, modificando os habitos alimentares da populacdao mundial, com o
consumo e producao de carnes e subprodutos comestiveis de diferentes
espécies animais.

Devido a alta qualidade protéica, bem como ao pre¢o mais baixo em
relacdo a outras carnes, a carne de frango e seus subprodutos comestiveis
tém tomado o lugar de outras carnes no mercado mundial, constituindo-se
em melhor alternativa de consumo. Isto se reflete na produgao.

A producao brasileira de frangos de corte tem protagonizado um dos
maiores sucessos no competitivo setor do agronegdcio nessas ultimas
décadas, que tem colocado o pais no topo do comércio internacional de
carne de frangos. Assim, o Brasil se posiciona hoje, como o terceiro maior
produtor, o segundo maior exportador de carne de frangos e o primeiro em
receita cambial (PONTES, 2004).

O figado de frango (Gallus gallus), in natura ou processado, como
alimento para o homem ¢& passivel de sofrer contaminagdes por
microorganismos devido a sua constituigdo quimica, condi¢des de
obten¢ao e manipulagao.

Em muitas espécies de aves o figado ¢ o primeiro e o maior 6rgao
interno visto na necropsia quando a cavidade corporal ¢ aberta e
usualmente ¢ selecionado para andlise histopatoldgica, por ser um dos
orgdos mais importantes para o diagnostico. Muitas lesdes do figado ndo

sdo especificas, bem como as causas das mesmas, mas proporcionam uma



importante informagdo sobre os mais generalizados processos patologicos
(RANDALL & REECE 1996).

O servico oficial permanente de inspe¢do sanitaria dos abatedouros
avicolas, representado pelo SIF (Servio de Inspe¢do Federal) do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e suas representagoes
estaduais e municipais, constituem os 6rgaos responsaveis pela garantia de
qualidade (PONTES, 2004).

Os fiscais sanitarios removem as carcacas da linha de abate quando
estas apresentam qualquer sinal de doenga ou outra condi¢do que afete a
aparéncia das mesmas. Dependendo da lesdo, os inspetores procedem a
uma condenacdo parcial ou total das carcacas afetadas. A inspe¢ao
sanitaria ¢ compulséria e legalizada no Brasil desde 1950. Assim, as
causas de condenagdao podem ser de origem infecciosa ou nao (PONTES,
2004).

As causas ndo patologicas representam a principal perda de carcagas
nos abatedouros; mais de 80% das condenacdes sdo causadas por elas. As
causas patologicas especificas de condenagdo de carcagas incluem
inimeras doencas e sindromes que deixam lesdes (quase nunca
patognomonicas) generalizadas, ou simplesmente, reduzem o rendimento
das aves sem, necessariamente representar riscos a saide do consumidor.

Para efeito de classificacdo de causas de condenacgdo, os inspetores
sdo treinados para o reconhecimento visual dos seguintes problemas na
linha de inspecdo dos abatedouros: abscessos, aerossaculite, artrite,
aspecto repugnante, caquexia, celulite, colibacilose, neoplasias, salpingite,
septicemia, ascite e sindrome hemorragica (PONTES, 2004).

Com relagdo as visceras de frangos, o critério de condenagdo das
mesmas, em especial os figados ¢ bastante subjetivo, baseando-se no

aspecto visual (cor, forma e tamanho); consisténcia e odor, de acordo com



QUADRO 1 - Figados de frango (Gallus gallus) condenados pelo Servigo de
Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal, com
alteracdao na cor, forma, tamanho e¢/ou consisténcia. 1

Agricultura.

Existe ainda a prerrogativa de que determinadas alteracoes
macroscopicas em figados de frangos, evidenciadas no momento da
inspecdo dos mesmos, estejam relacionadas com uma ou mais
enfermidades especificas, o que pode ndo ser uma realidade. Estas,
isoladamente, ndo necessariamente o0s tornariam improprios para o
consumo, e, dessa forma, seria necessaria uma avaliacdo mais detalhada do
orgao.

Na maioria das vezes os critérios de condenacgdo utilizados nao
traduzem as reais condi¢des do 6rgao condenado e patologias que possam
estar relacionadas as alteracdes visualizadas, proporcionando, por fim, um
descarte de uma quantidade significativa de figados. Outro aspecto muito
importante ¢ a saude publica, uma vez que a carne de frango e seus
subprodutos, como todos os produtos de origem animal, sio uma das mais
importantes fontes de enfermidades transmitidas por alimentos.

Este trabalho se propde a: fornecer subsidios que possam ser
utilizados pelos envolvidos no trabalho de inspecdao de aves no que tange
aos critérios de condenacdo de figados de frangos, através da avaliagdo
macroscopica, histopatoldgica e bacterioldgica de figados condenados pela

inspecao sanitaria.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 Escherichia coli

Com o advento da avicultura moderna, industrial, que tem como
modelo de criagdo quase que exclusivamente o confinamento, as
patologias avidrias se incrementam e a Escherichia coli, neste tipo de
atividade, aparece como um dos mais freqiientes agentes etioldgicos,
causando enormes prejuizos econdmicos (SILVA, 1992). O termo
colibacilose avidria refere-se a qualquer infeccdo, localizada ou sistémica,
causada pela E. coli patogénica das aves (APEC) (BARNES et al., 2003).

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor
von Escherich e denominada Bacterium coli commune. (BERCHIERI
JUNIOR, 2000). E uma bactéria integrante da flora intestinal das aves e
dos mamiferos, pertencente a familia Enterobacteriaceae, género
Escherichia. A colonizacdo do intestino ocorre logo apds o nascimento, e
embora o papel da microbiota entérica ainda ndo tenha sido completamente
elucidado, existem evidéncias da participacdo destes microorganismos na
nutrigdo, servindo como fonte de vitaminas, € na ocupag¢do dos sitios
intestinais, impedindo a colonizacdo do epitélio por microrganismos
patogénicos (LEITE, 2001).

Segundo BARNES et al. (2003) ¢ comum encontrar-se, no trato
intestinal de aves, concentracdes acima de 10° unidades formadoras de
colonia (UFC) de E. coli por grama de fezes, sendo que 10-15% destas sao
potencialmente patogénicas. H4 uma excrecdo continua de E. coli
portadora de fatores de viruléncia através das fezes, o que torna a sua
distribuicdo cosmopolita. A bactéria pode permanecer nas criagcdes por
longos periodos, contaminando o alimento e a 4gua que servirdo como via

de disseminacdo. A contaminacdo fecal da casca do ovo ¢ uma das



principais vias de transmissdo para os pintinhos, resultando em alta
mortalidade embriondria. Roedores e aves silvestres também podem
funcionar como reservatorios. (BERCHIERI JUNIOR, 2000)

O género Escherichia compreende as espécies E. coli, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermanii, E. vulneris. No entanto, a Unica espécie de
importancia pratica ¢ a E. coli. Esta espécie compreende um grande
numero de grupos e sorovares, identificados por meio de anti-soros
preparados contra as trés variedades de antigenos que ocorrem na espécie,
que sao O, Ke H (CAMPOS & TRABULSI, 2002), sendo o antigeno O
somatico, o K capsular e o H flagelar. Existe uma grande variedade destes
antigenos O, K e H, que sdo designados por nimeros arabicos colocados
ap6s cada uma das trés letras (CAMPOS & TRABULSI, 2002).

O antigeno somatico O ¢ um lipopolissacarideo (LPS) componente
da parede celular das bactérias Gram-negativas; divide-se em antigeno
somatico (que determina os diferentes sorogrupos em uma mesma especie),
o lipideo A (endotoxina, atua na ativacdo de macrofagos e liberagdo de
mediadores da inflamagdo, causando choque séptico) e Core
(oligossacarideos que ligam o lipideo A ao antigeno somatico). O antigeno
flagelar H nao ¢ utilizado com freqiiéncia na identificagdo antigénica e a
presenca de flagelo ndo tem sido correlacionada com a patogenicidade. O
antigeno capsular K ¢ relacionado a resisténcia aos efeitos bactericidas
causados pelo sistema complemento. Ja o antigeno fimbrial F recobre a
superficie bacteriana e ¢ capaz de reconhecer receptores especificos na
superficie de células eucariodticas; ¢ um fator de viruléncia de fundamental
importancia no processo de aderéncia e colonizacdo dos tecidos do
hospedeiro (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Alguns sorovares de E. coli sao associados a diversas patologias em

humanos e animais domésticos. Entre estes sorovares sao conhecidos: E.



coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EaggEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC), todos
patogénicos ao homem. Existem ainda a E. coli uropatogénica que afeta
humanos e animais (UPEC), E. coli da meningite neonatal (NMEC), E.
coli enteropatogénica para coelhos (REDEC), E. coli patogénica para aves
(APEC), todas com mecanismos de viruléncia especificos (LEITE, 2001).

Os sorovares potencialmente patogénicos as aves podem ser
encontrados nas fezes e na cama. A bactéria pode ser inalada pelas aves
(p6 em suspensdo), transmitida por vetores e veiculos ou penetrar via
casca, no ovo (SILVA, 1992).

Os fatores de viruléncia associados as amostras de E.coli isoladas de
aves sdo: sorogrupos O1, 02, 021, 036, 045, O78; presenca de capsula
K1, K&80; produg¢ao de colicinas (col V); producdo de siderdforos
(aerobactina); presenca de fimbrias (P, S, Tipo 1); producao de citotoxinas;
endotoxina (LPS); resisténcia sérica e invasdo celular (BERCHIERI
JUNIOR, 2000).

A maior parte das APEC isoladas de aves de produgdo sdo
patogénicas apenas para aves e apresentam um baixo risco de doenga para
humanos ou outros animais. No entanto, frangos sdo susceptiveis a
colonizagdo por E. coli O157:H7, um importante patdégeno entero-
hemorragico em humanos (BARNES et al., 2003).

A bactéria consiste em um bacilo gram-negativo, medindo de 2 a 3
um de comprimento por 0,6 um de largura, ndo esporulado, mével,
possuindo flagelos peritriquios (HIRSH & ZEE, 2003).

De acordo com BERCHIERI JUNIOR (2000) fragmentos ou suabes
dos orgaos acometidos devem ser cultivados em caldos nutrientes (caldo

BHI ou nutriente) e incubados a 37°C por 24 horas. Em seguida deve-se



semear o crescimento do caldo nutriente em meios seletivos. Também pode
ser feito cultivo direto nos meios seletivos, no entanto, deve-se considerar
a possibilidade de obtencao de menor nimero de colonias.

Os meios seletivos mais indicados para o isolamento de E. coli s3o o
agar MacConkey, agar Eosina Azul de Metileno (EMB), agar Hektoen e
agar Verde Brilhante (AVB). E coli. apresenta colonias rosadas ou
avermelhadas no agar MacConkey, esverdeadas com aspecto metalico no
meio EMB, amareladas no meio AVB e Hektoen. Coldnias lisas sado
convexas ¢ brilhantes, possuem bordos regulares, e se dispersam em
solucdo fisiologica 0,85% (solucdo salina), enquanto coldnias rugosas
apresentam um aspecto grosseiro, contorno irregular e dificilmente se
dispersam em solug¢do salina (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

E. coli cresce em temperaturas que podem variar de 18 a 44°C, sendo
ideal a temperatura de 37°C. A producdo de acido e géas ocorre apds a
fermentacdo da glicose, maltose, manose, manitol, xilose, glicerol,
ramanose, sorbitol e arabinose. As fermentacdes de adonitol, sacarose,
salicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina sdo variaveis. A maioria das
amostras possui capacidade de fermentar a lactose, embora algumas
amostras apresentem uma fermentagao tardia. Produz reacdo de vermelho
de metila positiva e Voges-Proskauer negativa. As provas de motilidade,
lisina, e producdo de indol sdo positivas enquanto as provas de oxidase,
utilizacao do citrato, hidrélise de uréia, liquefacao de gelatina e produgao
de H>S sdo negativas (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

HIRSH & ZEE (2003) acrescentam que a bactéria ndo desdobra o
malonato de sddio; pode ser cultivada em meios simples como agar, dgar-
sangue ¢ em meios indicadores com substincias inibidoras, como o agar-

azul dgua e amarelo de meta-cromo de Gassner. Em cerca de 18 horas a



temperatura de 37°C, formam-se colonias de tamanho médio, geralmente
redondas e lisas, podendo alguns tipos serem mucoides.

Segundo PEIGHAMBARI ef al. (1994), para isolamento e
identificacdo de E. coli a partir de fezes, os suabes sdo semeados em
MacConey agar e incubados por 24 horas a 37°C. Uma col6nia bem
isolada, lactose positiva, ¢ transferida do MacConkey para o meio TSA. O
sistema de replicacdo (Cathra Gram negative Identification System, MCT
Medical Inc.) é usado para determinar as caracteristicas biologicas das
coldnias isoladas.

Para estudos de fatores da patogenicidade e mecanismos de
invasibilidade, s3o wusados modelos bioldgicos, como a infecgdo
experimental em animais (como pintos SPF de um dia), que sdo caros e de
dificil aplicabilidade (SILVA & FIORENTIN, 1995).

Para BERCHIERI JUNIOR (2000) a determinagdo dos fatores de
viruléncia associada a inoculagdo de pintinhos de um dia de idade ¢
fundamental para estabelecer uma classificacdo da viruléncia destas
bactérias, pois muitas amostras podem ser de origem fecal e ndo estar
associada a doencga em aves.

O aquecimento a 60°C por quinze minutos consegue matar a maioria
das estirpes; sdo sensiveis aos desinfetantes comuns, antibidticos e
quimioterapicos como a tetraciclina, estreptomicina, cloronitrina,
neomicina, sulfonamidas e aos derivados nitrofuraminicos (HIRSH &
ZEE, 2003).

Nas aves, a infec¢do por E. coli € considerada secundaria a outros
agentes ¢ a manifestacdo da doenga € extra-intestinal. A colibacilose ¢ uma
das principais doencas da avicultura industrial moderna, devido aos
grandes prejuizos econdmicos causados no mundo inteiro por quadros

como: colisepticemia, peritonite, pneumonia, pleuropneumonia,



aerosaculite, pericardite, celulite, coligranuloma, doenca respiratoria
cronica complicada (DRCC), onfalite, salpingite, sindrome de cabega
inchada (SCI), panoftalmia, osteomielite, ooforite e sinovite (BERCHIERI
JUNIOR, 2000). Aparece, normalmente, associada a Mycoplasma sp, ao
virus da bronquite infecciosa, doenca de Newcastle além das doencas
imunossupressoras (LEITE, 2001).

Existem fatores que predispdem a colibacilose, entre eles a
superpopulagdo, ventilagdo precaria, acumulagdo excessiva de amonia no
ambiente, alimentacdo inadequada, avitaminoses ¢ hipovitaminoses
(principalmente A), presenca de coccidioses € verminoses em geral,
micoplasmas e viroses respiratorias, manejo incorreto dos ovos férteis e
incubadoras (SILVA, 1992).

Os principais sorogrupos relacionados com a colibacilose aviaria sdo
O1:K1, O2:K1, 036 e O78:K80. No Brasil os sorogrupos mais prevalentes
sdo: 02, 021, 036, 050, 088, O100 ¢ O 119 (BERCHIERI JUNIOR,
2000). Em pintinhos afetados observam-se sinais inflamatérios na cicatriz
umbilical, comprometimento do saco vitelino, septicemia e generalizagao
das lesdes. Em adultos ocorrem conjuntivites, corrimento nasal, espirros,
ruidos respiratorios, perda de peso e diminuicdo do consumo,
aerossaculite, pericardite, peri-hepatite e salpingite (SILVA, 1992; SEYED
etal., 1997).

GOMIS et al. (1997) constataram peri-hepatite em 80% dos
frangos inoculados com E. coli via subcutanea. Os autores acrescentam
que a bactéria ndo foi isolada de frangos que sobreviveram entre 7 e 14
dias pos-infeccdo. PEIGHAMBARI et al. (2000) observaram 9% de
incidéncia de peri-hepatite em frangos de corte experimentalmente
infectados com cepas de E. coli associadas ao virus da bronquite infecciosa

das galinhas.



A presenca de E. coli na corrente sangiiinea caracteriza a
colisepticemia. A viruléncia do organismo e a eficiéncia do sistema imune
determinam a duracdo, desenvolvimento e as conseqiiéncias da doenga,
assim como o padrao e severidade das lesdes (BARNES et al., 2003).

Os estagios da colisepticemia sdo: septicemia aguda, poliserosite
subaguda e inflamacdo granulomatosa aguda. Caracteristicas da
colisepticemia, encontradas na necropsia, sdo tecidos que desenvolvem
odor caracteristico e uma coloragdo esverdeada apos a exposi¢ao ao ar. A
bursa de Fabricius esta freqiientemente atrofica ou inflamada; ha
pericardite usualmente associada a miocardite. A exsudag¢dao no pericardio
pode resultar em pericardite ¢ figado fibroso devido a congestdo cronica
nos sobreviventes (BARNES ez al., 2003).

SEYED et al. (1997) relatam, em pintinhos experimentalmente
inoculados nos sacos aéreos caudais com uma cepa de E.coli, a presenga de
graus variaveis de hiperemia no baco, rim e figado, além de infiltrado
inflamatorio com exsudato fibrinoso e debris celulares, indicando
colisepticemia.

Na septicemia aguda, as aves apresentam-se com o papo cheio de
alimento, figado esverdeado e congestdo dos musculos peitorais e, em
alguns casos, pequenos focos brancos estao presentes no figado (BARNES
et al.,2003).

Os sinusoides hepaticos estdo alargados pela congestdo, infiltrado
heterofilico, tumefacdo das células de Kupffer, alargamento do espaco
perisinusoidal, trombos de fibrina e trombocitos (HOERR, 1996).

NAKAMURA et al. (1985) observaram, em casos de colibacilose
espontanea, necrose dos foliculos linféides do bago e trombos de fibrina

nos sinusdides hepaticos com necrose ocasional de células hepaticas.



Cepas avirulentas de E. coli incitam respostas heterofilicas mais
rapidamente que E. coli virulentas. A bactéria pode ser vista livre nos
sinusdides e nos macrofagos sinusoidais. Necrose nao € um aspecto
significante na forma aguda da infeccao por E. coli (HOERR, 1996).

A doenca respiratoria cronica complicada e a colisepticemia ocorrem
freqlientemente em aves com 4 a 9 semanas de idade e evolui para
septicemia. A porta de entrada mais freqiiente da bactéria é o trato
respiratorio superior, ocorrendo a colonizagdo e multiplicagdo do agente na
traquéia, com posterior disseminacdo para os sacos aéreos e tecidos
adjacentes. As principais lesdes sdo: traqueite, aerossaculite, pericardite e
peri-hepatite. As aves que sobrevivem ao quadro colisepticémico podem
apresentar  salpingite,  panoftalmite, meningoencefalite, celulite,
osteomielite e sinovite, esplenomegalia, figado com coloracao esverdeada
e descolorido e congestdo do tecido muscular (BERCHIERI JUNIOR,
2000).

Outra forma da doenca ¢ o coligranuloma (doenga de Hjarre) que
atinge galinhas e perus; ¢ caracterizada por granulomas, principalmente no
figado, cecos, duodeno, mesentério, mas ndo € comum no bago. E
esporadica mas pode atingir algumas criacoes com elevada mortalidade. As
lesdes na serosa assemelham-se aos tumores da leucose. Logo no inicio da
doenca, ha uma necrose de coagulacdo confluente envolvendo mais da
metade do figado (BARNES et al., 2003).

2.2 Salmonella sp.

A Salmonella sp. ¢ um microorganismo amplamente difundido na
natureza, sendo o homem e o0s animais seus principais reservatorios
naturais. Trata-se de um patégeno muito envolvido em casos de doencas de

origem alimentar em diversos paises (BARROS et al., 2002).



Oriunda de fontes de contaminagdes diversas, principalmente de
origem fecal direta ou indireta, a Salmonella sp. ¢ um microorganismo
presente na maioria dos tipos de alimentos de origem animal, como carnes
suinas, ovos, e carne de frango, sendo estes os maiores responsaveis pela
veiculacdo deste patdgeno ao homem e suas conseqiientes implicagdes em
saude publica (JAY, 1994).

A salmonelose ¢ a enfermidade transmitida por alimentos que se
apresenta com maior freqiiéncia had muitos anos em todo o mundo. A
doenca atinge o homem e praticamente todos os animais, ¢ tem sido
verificada a elevagdo de sua freqii€ncia, sobretudo nos ultimos 10 anos, em
virtude do aumento de infec¢des por Samonella Enteritidis, principalmente
nos paises desenvolvidos (ARRUDA PINTO, 2000). E um problema
mundialmente persistente e estd associada com dificuldades comerciais,
prejuizos econdmicos e queda na produgdo. A redugdo da sua presenga €
critica em abatedouros € no processamento de produtos aviarios como
ovos, carne e derivados.

No Brasil ndo se sabe ao certo o nimero de casos e surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos, como a salmonelose, em virtude
da quase total falta de notificagdo de ocorréncia desse tipo de doenca
(PICOLLO et al., 1992). Em trabalho realizado por PINTO (1999) houve a
descricdo de 889 surtos de toxinfeccdo alimentar no estado do Rio Grande
do Sul (RS), no periodo de 1988 a 1997 e, dentre os casos, 299 foram
identificados como provocados por alimentos contaminados com
Salmonella sp., totalizando 33,63%. O autor conclui que a ocorréncia de
enfermidades transmitidas por alimentos no RS nao ¢ notificada, assim
como ocorre em todos os locais do mundo onde houve o levantamento

bibliografico do trabalho.



As Dbactérias do género Salmonella pertencem a familia

Enterobacteriaceae e sdo encontradas na forma de bastonetes gram-

negativos, com tamanho de aproximado de 0.7-1.5 € 2.0-5.0 um. A maioria
delas sdo moveis e movimentam-se através de flagelos peritriquios;
excecdo faz-se a Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum que sao
imoveis (POPOFF, 2001). De todos os membros da familia
Enterobacteriaceae as salmonelas sdo as mais complexas devido a grande
variedade de sorovares (KONEMAN et al., 1992).

O pH 6timo para a multiplicacdo das salmonelas fica proximo de
7.0, sendo que valores superiores a 9.0 ¢ inferiores a 4.0 sdo bactericidas.
As salmonelas ndo toleram concentragdes de sal superiores a 9% e a
temperatura ideal para multiplicagdo ¢ 35-37°C, sendo a minima de 5°C e a
maxima de 47°C. No entanto, varios estudos indicam que valores maximo e
minimos dependem do sorovar (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O género Salmonella compreende duas espécies: a) S. enterica, que
¢ dividida em 6 subespécies: S. enterica subespecies enterica (1), S.
enterica subespécies salamae (Il), S. entérica subespécies arizonae (1lla),
S. enterica subespécies diarizonae (11Ib), S. enterica subespécies houtenae
(IV) e S. enterica subespécies indica (VI) e b) S. bongori (formalmente
chamada de S. enterica subespécies bongori V) (POPOFF, 2001).

As denominacdes foram mantidas apenas para as subespécies do
sorotivar enterica, no qual se encontram a maioria das cepas isoladas de
Salmonella. Na préatica clinica, por exemplo, para a subespécie entérica
tem sido utilizada a seguinte formula: Sa/monella sorovar Typhimurium ou
Salmonella Typhimurium (POPOFF & LE MINOR, 1997).

As espécies e subespécies podem ser distinguidas por diferentes
caracteristicas, e estas, atraves de formulas antigénicas em 2.501 sorovares.

Usualmente, os 1.478 sorovares que fazem parte da S. enterica subespécie



enterica (I), colonizam o trato intestinal de animais de sangue quente,
enquanto os outros 1.023 sorovares das subespécies II, Illa, I1Ib, [V e V e
as 20 espécies de S. bongori sdo encontradas em animais de sangue frio e
no meio ambiente (POPOFF, 2001).

Segundo EVANGELISTA (1994) as espécies e cepas de Salmonella
sdo determinadas por antigenos especificos que provocam formacao de
anticorpos proprios no soro de animais injetados com bactérias inativadas.
Esses antigenos sdo constituidos por dois grupos: somaticos
(polissacarideos) e flagelares (proteinas) diferenciados respectivamente
pelas letras O e H. Algumas poucas salmonelas t€ém antigenos capsulares
(K), denominados Vi, que interferem com a aglutinagdo por anti-soros O e
estdo associados a capacidade de invasdao (JAWETZ et al. 1991; POPOFF
& LE MINOR, 1997).

O principal habitat das espécies de Salmonella é o trato intestinal de
animais tais como aves, répteis, animais de granja, pessoas e,
acidentalmente, os insetos. Embora seu habitat seja o trato intestinal, a
Salmonella poderd, as vezes, encontrar-se em outras partes do organismo.
Como formas intestinais, os microorganismos sao encontrados nas fezes,
onde, por meio de insetos ou de outros seres vivos, irdo contaminar
inimeros lugares (JAY, 1994).

Em se tratando de alimentos, o numero e a variedade de alimentos
envolvidos no aparecimento de surtos de infecgdes por salmonela ¢ grande,
sendo os ovos, a carne de aves e seus derivados 0s que com maior
freqiiéncia veiculam a salmonelose humana (JAY, 1994). As aves sdo
consideradas um importante reservatorio de Salmonella sp. e representam
riscos para a saude publica, uma vez que os métodos de abate e praticas de

processamento podem disseminar a bactéria de uma carcaga para outra

(CARTER, 1988).



Em aves, as salmoneloses apresentam-se sob a forma de pulorose,
causada por Salmonella Pullorum, tifo aviario, por Sa/monella Gallinarum
(FRASER, 1997) e infec¢Oes paratifoides, determinadas pelas demais
espécies de Salmonella (SILVA & FIORENTIN, 1995; SHIVAPRASAD,
2003).

A pulorose ¢ uma enfermidade que pode acometer as aves em
qualquer idade, mas ¢ mais comum em aves jovens, nas trés primeiras
semanas de vida, com diarréia branca e alta mortalidade. Nao é comum
observar-se a doenca em aves adultas, mas ocorre; aves jovens que
sobrevivem a doenga podem se tornar portadoras. A transmissdao mais
importante ¢ a transovariana, porém, a dissemina¢do pode ocorrer através
de alimentos, agua e cama contaminados, bem como por pessoas, animais,
aves silvestres, moscas entre outras (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

O tifo avidrio, embora seja descrito mais comumente em aves
adultas, pode acometer aves em qualquer idade de vida. O contato entre a
ave doente e sadia, canibalismo, presenca de aves mortas na granja,
presenca de moscas, passaros, roedores, veiculos de transporte, presenca
de pessoas e a falta de higiene e limpeza sdo fatores importantes da
transmissao do tifo aviario (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

A infeccdo por S. Gallinarum geralmente € septicémica, afeta aves
mais velhas e produz anorexia, diarréia amarelo-esverdeada a esverdeada,
altas taxas de mortalidade e morbidade e quando afeta aves jovens pode ser
confundida com a pulorose (SHIVAPRASAD, 2003).

O agente mais comum do paratifo avidrio ¢ a Salmonella
Typhimurium, mas Salmonella Enteritidis, S. Agona, S. Infantis, S. Hadar,
S. Senftenberg e S. Heidelberg ja foram identificadas como agentes

etiologicos desta enfermidade (BERCHIERI JUNIOR, 2000).



De acordo com HOERR (1996) as salmonelas sdo infectivas para
aves, mas a severidade das lesdoes ¢é altamente variavel. Salmonella
Pullorum e Salmonella Enteritidis sdo as espécies mais patogénicas em
frangos, causando severas lesdes. Na necropsia as lesdes caracteristicas
compreendem tiflite, hepatite, esplenite, miocardite, ventriculite e artrite.
Segundo o mesmo autor, o figado apresenta-se aumentado de volume e
congesto, palido e brilhante, com aspecto bronzeado comumente
acompanhado de pequenos focos brancos. A progressao histoldgica no
figado assemelha-se a outras infec¢des bacterianas agudas, mas com zonas
de necrose multifocais a coalescentes dos hepatdcitos acompanhadas por
inflamagdo linfocitica. A inflamagdo linfocitica permanece como seqiicla
da infeccao por Salmonella sp., embora esta ndo seja especifica.

GAST (2003) acrescenta que em pintinhos, em casos agudos de
pulorose e tifo, o figado apresenta aumento de volume e congestdo. Ainda,
segundo o autor, ocasionalmente ndédulos no coragdo podem ser vistos, 0s
quais podem levar a uma distorcido da forma do mesmo, levando,
conseqlientemente, a uma congestdo passiva cronica do figado e ascite.
Esplenomegalia, focos necrdticos cinza com petéquias nos pulmoes e
figados palidos e descorados podem ser vistos. Em aves adultas podem ser
vistas ainda, peritonite fibrinosa e peri-hepatite com ou sem envolvimento
do trato reprodutivo.

KINDE et al. (2000) relatam, em poedeiras infectadas
experimentalmente com S. Enteritidis, figados com aumento de volume e
pontos focais brancos e microscopicamente, areas de necrose coagulativa
multifocal dos hepatdcitos e inflamacao.

GAST (2003) cita que hd uma quantidade limitada de informagdes
sobre os achados microscopicos de tifo e pulorose, pois os relatos, em sua

maioria, sao de achados de campo, os quais podem estar associados e/ou



complicados por outras bactérias ou agentes virais. Entretanto o autor
acrescenta que, embora as lesdes sejam bastante diversas, achados
microscopicos de necrose multifocal dos hepatocitos com actimulo de
fibrina e infiltracdo heterofilica no parénquima hepatico podem ser vistas
em casos agudos.

O isolamento e identifica¢do de Salmonella sp. ainda € um problema
para as industrias de alimento devido ao longo tempo necessario para
obten¢do dos resultados, mas apesar da morosidade e labor o método
tradicional ainda ¢ amplamente utilizado em laboratérios de controle de
qualidade das industrias.

FREITAS et al. (1986) analisaram amostras de figados de aves
obtidos em abatedouros comerciais e verificaram que, das quinze amostras
analisadas, duas apresentaram-se positivas para Salmonella sp. Entretanto,
CARVALHO et al. (1994), em estudo realizado na avaliacao
bacteriologica de mitdos de frangos, ndo isolaram nenhuma bactéria do
género Salmonella nessas visceras comestiveis.

As metodologias recomendadas para o diagndstico nas aves pelo
ministério da Agricultura e do Abastecimento, conforme a Portaria n° 126
de 03/11/95, retificadas pela Instru¢do Normativa n° 22, de 12/08/99 sao as

seguintes:

e Bacteriologico: isolamento, identificacdo  bioquimica

(¢)]

caracterizagao antigénica.
e Soroldgico: soroaglutinacdo rapida, soroaglutinagao lenta e
microaglutinagao.
A metodologia bacterioldgica utilizada como padrao para o
diagnostico de Salmonella sp. apresenta boa sensibilidade. Por exemplo: a
expectativa € que se identifique a presenca de uma célula bacteriana em 25

g de alimento. Este método tradicional consiste de procedimentos que



envolvem duas ou trés etapas de cultivo: 1°) pré-enriquecimento,
necessitando um dia; 2°) enriquecimento seletivo, durante um dia; 3°)
isolamento em agar seletivo e identificagdo bioquimica, em um periodo de
2 a 3 dias (BRASIL, 1995).

O procedimento de pré-enriquecimento tem como objetivo principal
aumentar as chances de isolamento do agente quando hd um nimero muito
baixo de células bacterianas, ou quando estdo estressadas ou parcialmente
danificadas. Pode-se usar os caldos dgua peptonada, triptose-soja ou BHI
(brain heart infusion). O caldo deve ser incubado por 24 horas a 37°C
(SIQUEIRA, 1995).

O enriquecimento seletivo tem por objetivo inibir a multiplicagdo da
microbiota acompanhante e promover o aumento no numero de células de
Salmonella. E recomendado o uso de dois meios de enriquecimento,
porque a resisténcia do microorganismo aos agentes seletivos varia de cepa
para cepa (SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

Os meios mais usados sao os caldos Tetrationato (TT), caldo
Selenito Cistina (SC) e o caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), aprovado pela
International Organization for Standardization (ISO), muitas vezes usado
como alternativa ao TT. Esta etapa promove o crescimento preferencial de
colonias de Salmonella com caracteristicas tipicas que as distinguem dos
competidores, para posterior confirmac¢do bioquimica e sorologica. O
periodo de incubagdo varia de 18 a 24 horas a 41-42°C (SILVA &
JUNQUEIRA, 1995).

O isolamento bacteriano deve ser feito através de plaqueamento em
meios solidos, sendo recomendado a utilizacdo de mais de um meio de
cultura. O Ministério da Agricultura recomenda os meios MacConkey,

Agar Verde Brilhante com novobiocina (BGN), Agar Hektoen, Agar



Rambach e ainda o dgar XL T4. A incubacdo desses meios a 37°C por 24
horas proporciona um aumento significativo da recuperacdo de salmonelas.

Colonias suspeitas de Salmonella, que cresceram no meio solido, sdo
selecionadas e submetidas a provas bioquimicas e sorologicas. A
identificacdo sorologica do género Sa/monela pode ser feita com antisoros
somaticos polivalentes O (BACK, 2002).

A diferenca basica entre os meios soOlidos sdo substancias
cromogénicas que permitem desdobramentos com mudan¢a de cor nos
subprodutos utilizados e diferentes substratos como fontes para as reagoes
bioquimicas (ALLEN et al., 1991). A caracteristica de cor das coldnias
esperada para as salmonelas em meio MacConkey sdo colonias incolores,
no Hektoen sao verde azuladas com ou sem centro escuro; no verde
brilhante aparecerao rosadas.

O 4gar Rambach ¢ outro meio seletivo utilizado na diferenciacao de
espécies de Salmonella nao tificas de outras bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Este meio se baseia na habilidade de muitas
Salmonellas produzirem dacido a partir do propilenoglicol, o que
proporciona o aparecimento de cor vermelha nas colonias de salmonelas
(GARRICK & SMITH, 1994).

Neste meio, enquanto as coldnias de salmonelas aparecem vermelhas
brilhantes, coliformes aparecem azuis, verdes ou violetas. Uma vez que as
caracteristicas bioquimicas utilizadas no agar Rambach sdo altamente
especificas para as salmonelas ndo tificas, somente poucos resultados falso
positivos sdo esperados (DUSCH & ALTWEGG, 1993).

As provas bioquimicas sdo realizadas em tubos, onde células de uma
unica colonia sdo inoculadas em cada tubo, e as provas sdo lidas as 24
horas e algumas vezes também as 48 horas apos a inoculacio (FARMER

111, 1995).



Em meio TSI (ferro triplice aglcar) a producdo de acido sulfurico
(H2S) ¢ positiva, provocando coloragdo negra no fundo do tubo. Nao
produzem indol. O citrato ¢ normalmente utilizado como fonte de carbono.
A descarboxilizagdo da lisina e da ornitina sdo reagdes quase sempre
positivas. A urease, fenilalanina e triptofanio sdo negativos. Nao produz
lipase e desoxiribonuclease (JAWETZ et al., 1991; HOLT et al., 1994;
OLIVEIRA, 2000; CAMPOS, 2002).

A producdo de H,S ¢ baseada na capacidade da bactéria para liberar
enxofre a partir de aminoacidos e outros compostos que os contenham. Na
forma de gas H»S, e se constitui em importante caracteristica para sua
identificacdo (KONEMAN et al., 1992). A urease € uma enzima que
degrada uréia produzindo duas moléculas de amoénia e, para detectar essa
producao, € utilizado o caldo de uréia altamente tamponado com sais de
fosfato. Quando ha uma quantidade suficiente de amonia para elevar o pH
do meio, ocorre mudanca na cor do indicador (no caso vermelho de fenol).
Como as salmonelas ndo produzem urease, 0 meio permanece na mesma
cor amarelo-alaranjado.

A motilidade ¢ importante para a identificacao final de uma espécie
e para sua avaliacdo utilizam-se meios com agar semi-solido. Interpreta-se
através de um exame macroscopico do meio, observando uma zona de
desenvolvimento difuso a partir da linha de inoculacao.

A produgdo de indol se da através da desaminagdo do aminoacido
triptofano. No resultado positivo a presenca do indol no meio € revelada
pela adicdo do reativo de Kovacs (paradimetilaminobenzaldeido) que se
liga ao indol produzindo um composto que ¢ evidenciado pela formagado de
um anel de cor vermelha na camada superficial do meio. Como o género
Salmonella ndo produz esta enzima, ndo € observada nenhuma reagdo apos

a adi¢do do reativo de Kovacs (RIBEIRO & SOARES, 1993).



2.3 Staphylococcus sp.

O género Staphylococcus ¢ o principal emmbro da Familia
Micrococcaceae, e apresenta aproximadamente 29 espécies. Destas, apenas
3 a 4 espécies apresentam potencial patogénico para as aves comerciais €
silvestres, sendo a espécie mais importante e patogénica, Staphylococcus
aureus (FERREIRA & FERREIRA, 2000).

Os Staphylococcus sao cocos gram-positivos, imoveis, ndo formam
esporos € sdao catalase-positivos, que tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva (MARTINS, 2002). Entretanto, culturas
envelhecidas podem tornar-se gram-negativas devido a presenca de
autolisinas que destroem a superficie celular (FERREIRA & FERREIRA
2000).

As espécies de Staphylococcus sao facilmente isoladas em meios de
cultura em aerobiose ou microaerofilia, contendo 5 a 8% de sangue de
carneiro ou coelho, podendo apresentar atividade hemolitica, dependendo
da origem do sangue (FERREIRA & FERREIRA, 2000). Nesse meio,
crescem bem a 37°C e dentro de 18 a 24 horas formam colonias circulares
com 1 a 3 mm de didmetro, de bordos regulares, pigmentadas de branco ou
amarelo (OLIVEIRA, 2000).

No meio de cultura agar Baird-Parker, as coldnias crescem negras,
lustrosas, convexas, 1 a 2mm de didmetro, rodeados por halo claro de 2 a 5
mm de largura. A formagdo de coldnias negras circundadas por um halo ¢
devido a reducdo do telurito a telurio, e a lipolise e proteodlise da gema,
respectivamente (SIQUEIRA, 1995).

O teste de catalase diferencia Staphylococcus de Streptococcus. A

catalase ¢ uma enzima que quebra o peroxido de hidrogénio em 4agua e



oxigénio com formacdo de bolhas por desprendimento de oxigénio
(BARTELT, 2000).

BARTELT (2000) também cita o teste da coagulase, enzima que
converte o fibrinogénio em fibrina. O reagente para deteccdo da enzima € o
plasma. Conforme STROHL et al. (2003), quase todos os isolados de
Staphylococcus aureus secretam coagulase e de acordo com FERREIRA &
FERREIRA (2000) este fator aumenta a viruléncia e auxilia no
diagnostico.

Ainda, segundo FERREIRA & FERREIRA (2000), muitas amostras
de S. aureus produzem fibrinolisina ou estafiloquinase que podem ser
confundidas com amostras coagulase-negativa devido a capacidade de
hidrolisar o fibrinogénio.

Outro meio seletivo e diferencial usado por alguns laboratérios para
isolamento de Staphylococcus ¢ o agar sal manitol, que, devido a alta
concentragdo de sal (7,5%) inibe mais gram-negativos e muitos
organismos gram-positivos. Quando o manitol ¢ fermentado e produz
acido, o indicador de pH muda de vermelho para amarelo (BARTELT,
2000).

SIQUEIRA (1995) cita ainda o 4gar Vogel-Johnson e 4gar Chapman
como meios utilizados para isolamento e identificacdo de coldnias de
Staphylococcus, especialmente S. aureus.

De acordo com MARTINS (2002), os Staphylococcus sao
amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal
da pele e mucosas de mamiferos e aves. Sdo relativamente resistentes ao
calor e a dessecagdo, podendo, portanto, persistir por longos periodos em
fomites, que podem servir como fonte de infeccao (STROHL ez al., 2003).

A produgdo de enterotoxinas, toxinas capazes de causar

gastrenterites ou enterites, ocorre entre amostras de S. aureus, tendo sido



identificadas e caracterizadas biologica e imunologicamente cinco tipos de
enterotoxinas denominadas de A, B, C, D ¢ E (FERREIRA & FERREIRA,
2000).

Na epidemiologia do Staphylococcus aureus, o homem e animais
representam seus principais reservatorios (FRANCO & LANDGRAF,
1996). A presenca nas maos e em outras superficies isentas de lesoes,
resulta da disseminagdo por contato com dreas de habitat natural do
microrganismo (PEREIRA et al., 1999).

A presenca de Staphylococcus em numero de células compativel
com a produgdo de enterotoxinas pode ocasionar quadro clinico de
intoxicacdao alimentar (ICMSF, 1998) indicando um risco potencial a
Saude Publica, além de sugerir condi¢des inadequadas de manipulacao,
limpeza e desinfeccao (FRANCO & ALMEIDA, 1992).

As intoxicagOes alimentares estafilococicas sdo de distribuicao
mundial. Em alguns paises essa enfermidade ¢ de grande importancia. Por
ser uma doenga leve e autolimitante, a maioria dos casos esporadicos nao €
registrada (HAYES, 1993).

Em animais, S. aureus esta associado a lesdes purulentas da pele
que, ocasionalmente, podem tornar-se disseminadas (JONES et al., 2000).
Em aves comerciais Staphylococcus, incluindo Staphylococcus aureus ¢é
causa de diversas enfermidades, desde uma septicemia aguda a
osteomielite (SKEELES, 1997). Como as aves podem ser reservatorios
dessa bactéria, estas podem representar um potencial significativo nos
surtos de intoxicacdes por S. aureus enterotoxigénicos (FERREIRA &
FERREIRA, 2000).

Cepas de S. aureus produtores de enterotoxinas, as quais
contaminam carcacas de aves no seu processamento, tem sua origem tanto

dos equipamentos contaminados como das pessoas da linha de produgao.



Na produgdo de perus, essa associacdo foi feita entre figados verde-
descoloridos e Staphylococcus interno, ou outras infeccdes bacterianas
(SKEELES, 1997).

Infecgdes estafilococicas mais freqiientes em frangos sdo causadas
por S. aureus e os lugares mais freqiientes sdo ossos, bainhas tendineas, ¢
articulacoes da perna. Estas ocorrem menos freqiientemente em outros
locais como a pele, bolsa esternal, coracdo, vértebras, palpebra, figado e
pulmdes, nestes dois Ultimos sob a forma de granulomas (SKEELES,
1997).

AWAN & MATSUMOTO (1998), investigando a heterogeneidade
de Staphylococcus e outras bactérias isoladas de frangos de corte com seis
semanas de idade observaram que entre os 132 isolados bacterianos, 60%
tratavam-se de Staphylococcus, dos quais 77 apresentavam-se negativos ao
teste de coagulase. Segundo os autores, entre os 79 isolados de
Staphylococcus, 30 foram obtidos dos figados das aves e os 49 restantes,
da articulacao do joelho e sangue.

Em perus as taxas de colonizagdo variam acentuadamente. Alguns
plantéis ndo apresentam S. aureus detectavel; em outros, aproximadamente
30% das aves apresentam figados e articulagdes dos jarretes infectados.
Quase todas as galinhas poedeiras sdo colonizadas por volta de 50 semanas
de idade (FRASER, 1997).

Conforme FERREIRA & FERREIRA (2000), as infecgdes em aves
sdo causadas em sua maioria por S. aureus ¢ tém sido associadas a varias
patologias como: osteomielite, salpingite, ooforite, onfalite, artrite,
septicemia, conjuntivite, blefarite, foliculite, bursite, dermatite gangrenosa
e celulite. A estafilococose nas galinhas pode, em alguns casos, ser

secundaria a uma infec¢do reoviral (FRASER, 1997).



Dependendo da viruléncia do agente, idade dos animais e fatores que
diminuem a resisténcia, a infeccdo aparece sob a forma de distintos
quadros. Deve-se levar em consideragdo, junto a septicemias e artrite, a
infeccdo umbilical dos pintos e as dermatites vesiculares, acompanhadas,
mais freqiientemente, de processos flegmonosos (SCHULZ, 1988). A
colonizagdo do figado, bago e fluido sinovial resulta de um alastramento
sistémico, mas nao leva necessariamente a uma doencga clinica (FRASER,
1997). As lesdes presentes em infecgdes sistémicas consistem em necrose e
congestdo nos Orgdos internos como bago, figado, rins e pulmao
(FERREIRA & FERREIRA, 2000).

O figado apresenta-se tumefeito, congesto e esverdeado (FRASER,
1997). O orgdo pode apresentar pontos esbranquigados de tamanhos
variados, desde 1 a 4 mm com hepatomegalia e necrose focal. Esses
mesmos focos necroticos também podem ser encontrados no tecido
esplénico (FERREIRA & FERREIRA 2000).

Segundo SKEELES (1997), carcacas com lesdes das quais
Staphylococcus ou outras bactérias sao isoladas também tém descoloragdo
no figado, mas freqlientemente perus com esse figado ndo tém
demonstrado osteomielite ou lesdes associadas, ou se presente, a bactéria
ndo pode ser isolada das lesdes. O autor acrescenta que em pesquisa
realizada, quando dois lotes com historia de alta condenacdo de figados
foram examinados, a maioria dos figados afetados ndo demonstrou bactéria
aerobia ou facultativamente anaerdbia. Entretanto, Staphylococcus cohnii e
outros Staphylococcus foram isolados com mais freqiiéncia das poucas
culturas de figado positivas.

De acordo com JENSEN et al. (1987) pulmdes e figados de perus
foram colonizados com S. aureus virulento apOs exposi¢do experimental

por aerossois. Traquéias, figados e articulacdes da perna de alguns perus



em idade de abate foram naturalmente colonizados com S.aureus e varias
espécies de Staphylococcus coagulase negativos.

Avaliacgao histologica de figados verdes, de aves com osteomielite,
realizada por BAYYARI et al. (1994), revelou hiperplasia do ducto biliar,
dilatacdo dos sinusoides e pigmentagdo nas células de Kupffer, alguns dos

quais apresentaram reagao positiva para o ferro.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Procedéncia das amostras

Nos meses de agosto, setembro e outubro de 2004, foram coletadas
100 amostras de figados de frangos (Gallus gallus), das quais 90 figados
apresentavam alteragdes macroscopicas, sendo os mesmos condenados, e
10 amostras sem alteracdes macroscopicas, portanto, figados que seriam
liberados para o consumo. As coletas foram feitas em dois abatedouros de
frangos localizados no Estado do Rio Grande do Sul. Estes trabalham sob
o Servigo de Inspecao Federal, um deles abatendo 120.000 frangos/dia ¢ o

outro com um abate superior a 300.000 frangos/dia.

3.2 Coleta das amostras

Cada amostra foi constituida de um unico figado de frango, com ou
sem vesicula biliar, coletado na linha de inspe¢ao com o auxilio do Médico
Veterinario encarregado do Servico de Inspe¢do Federal. Uma vez
coletadas, as amostras eram armazenadas individualmente em recipientes
plasticos estéreis, era adicionada a numeracdo do lote de frangos a que
pertenciam e mantidas sob refrigeracdo em caixa térmica com gelo

reciclavel.

3.3 Envio das amostras para o LCDPA



As amostras eram mantidas sob refrigeracdo por um periodo nao
superior a 36 horas (tempo decorrido entre a coleta e a chegada no
laboratorio), onde foram realizadas as andlises bacteriologicas e a
avaliagdo macroscopica. No laboratorio, por¢des de cada amostra foram
colocadas em frascos com formol a 10% e enviadas ao Laboratorio de
Patologia Veterindria da UFSM para realizagdo dos exames

histopatologicos.

3.4 Avaliacao macroscopica das amostras

No laboratério as amostras eram retiradas dos potes estéreis,
recebiam uma numeragao seqiiencial, e entdo avaliadas a fim de observar-
se as alteragcdes macroscopicas das mesmas. Os parametros considerados
foram a forma, coloragdo, tamanho, consisténcia, odor e a presenca ou nao

de lesodes visiveis. Apos, as mesmas eram fotografadas.

3.5 Avaliacao bacteriologica para Salmonella sp.

De cada figado foram retiradas amostras de 2,5g de tecido, sendo
processadas conforme a metodologia para pesquisa de Salmonella sp. de
SIQUEIRA (1995), compreendendo as etapas de pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo, plaqueamento em meios so6lidos e identificagao
bioquimica, conforme pode ser visto na Figura 1. A pesquisa de
Salmonella sp. foi realizada em todas as amostras coletadas (100).

3.5.1 Pré-enriquecimento das amostras



Cada amostra de 2,5g, devidamente identificada, foi macerada e
semeada em 22,5 mL de 4gua peptonada 1% para o pré-enriquecimento,

incubada em estufa bacterioldgica a 37°C durante 24 horas.

3.5.2 Enriquecimento seletivo

Para realizacdo do enriquecimento das amostras, foram utilizados
dois caldos seletivos: caldo Tetrationato e caldo Rappaport-Vassiliadis.
Foram retirados com auxilio de pipeta estéril, 2 mL da dgua peptonada das
amostras e inoculados em tubos de ensaio contendo 18 mL dos caldos de
enriquecimento acima citados. O material foi incubado em estufa

bacteriologica a 42°C durante 24 horas.

3.5.3 Plaqueamento seletivo

Apos o enriquecimento, com o auxilio de uma alga de platina, as
amostras de cada um dos meios de enriquecimento foram semeadas em
placas de Petri contendo meios sélidos seletivos. No processo foram
utilizados 4gar MacConkey e 4gar Rambach. As placas foram incubadas

em estufa bacteriologica a 37°C durante 24 horas.

3.5.4 Identificacdo bioquimica



Transcorrido o tempo de incubagcdo do plaqueamento seletivo,
coldnias suspeitas de Salmonella sp., as quais eram identificadas conforme
a apresentacao nos meios solidos MacConkey e Rambach, neste Gltimo
primordialmente pela coloragdo vermelho brilhante das colonias, foram
transferidas com o auxilio de agulha de platina para os meios bioquimicos.

Fazendo-se estrias no bisel e inoculagdo em profundidade nos meios,
as colonias suspeitas de Salmonella sp. foram semeadas em: agar trés
acucares e ferro (TSI), agar lisina-ferro (LIA), meio SIM (Sulphide Indol
Motility), caldo uréia (prova hidrolise da uréia), meio vermelho de metila
(VM), Voges-Proskauer (VP) e citrato de Simmons.

Os meios foram incubados em estufa bacterioldgica a 37°C durante
24-48 horas. Apos isto foram realizadas leitura e interpretacao das provas
bioquimicas de acordo com QUINN et al. (1994). Nas colonias suspeitas
de Salmonella sp. foram realizadas provas sorologicas com antisoro

somatico polivalente O.



Pré-enriquecimento
2,5 g de figado + 22,5 mL agua
peptonada
Estufa 37°C/24 horas

v

Enriquecimento

v v

2 mL amostra + 18 mL

Tetrationato
v v

Estufa 42°C/24 horas

v
v v

Agar Agar
MacConkey Rambach
Estufa 37°C/24 horas

v

Identificacio Bioquimica
Estufa 37°C/24-48 horas

FIGURA 1 - Esquema de pesquisa de Salmonella sp. em figados de frangos
(Gallus gallus), modificado de SIQUEIRA (1995).



3.6 Avaliacao bacteriologica para Escherichia coli e Staphylococcus sp.

Para a avaliagdo bacteriologica de E. coli e Staphylococcus sp. a
superficie dos figados, ja devidamente identificados, foi flambada com
espatula incandescente e, posteriormente, uma alga de platina foi inserida
no local flambado e na seqiiéncia estriada em meios de cultura. Para a
pesquisa de E. coli as amostras foram semeadas em agar sangue e agar
MacConkey e incubadas em posi¢do invertida em estufa bacterioldgica a
37°C durante 24-48 horas. Para pesquisa de Staphylococcus sp. as
amostras foram semeadas em agar Baird-Parker e agar sangue e da mesma
forma incubadas em posicdo invertida em estufa bacteriologica a 37°C
durante 24-48 horas. A andlise bacteriologica para E. coli e

Staphylococcus sp. foi realizada em todas as amostras coletadas (100).

3.6.1 Determinacao de Staphylococcus sp.

A partir de unidades formadoras de colonias (UFCs) negras, com ou
sem halo branco opaco rodeado por halo claro transparente no meio Baird-
Parker, fo1 preparado um esfregago em ldminas de vidro para microscopia,
fixados ao calor da chama do bico de Bunsen ¢ em seguida efetuada a
coloracdo pelo método de Gram a fim de verificar a presenga de cocos
gram-positivos.

Apo6s verificagdo das caracteristicas morfotintoriais pelo Gram,
presenga de cocos gram-positivos, procedeu-se, a partir das UFCs, a

realizacdo do teste de catalase, conforme OLIVEIRA (2000).



3.6.2 Determinacao de E. coli

Colonias de bactérias gram-negativas, lisas e brilhantes em agar
sangue, € rosas-avermelhada em meio MacConkey foram consideradas
suspeitas de FE. coli. Para identificagcdo bioquimica, uma colonia
caracteristica foi semeada nos tubos com os meios TSI, Citrato, Urease,
SIM e LIA, incubados em estufa bacteriologica a 37°C durante 24-48
horas. ApoOs isto foram realizadas, leitura e interpretacdo das provas

bioquimicas de acordo com QUINN ef al. (1994).

3.7 Avaliacao histopatologica

As 100 amostras de figado coletadas, das quais 90 apresentavam
alteragcdes macroscopicas e 10 sem alteragdes macroscopicas, foram
fixadas em formol a 10% e processadas rotineiramente para histopatologia.
Duas secoes histologicas por amostra de figado foram examinadas sob
microscopia de luz. Esta avaliacdo foi feita sem o conhecimento prévio dos

resultados bacteriologicos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao macroscopica

De acordo com os critérios de avaliagdo de figados de aves
estabelecidos pela Portaria n° 210 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento de 10 de novembro de 1998, que determina na inspe¢ao do
figado de aves a avaliagdo do aspecto visual (cor, forma e tamanho);
consisténcia e odor, foi considerado neste trabalho a cor do 6rgdo como
sendo o principal pardmetro para caracterizacdo das lesdes macroscopicas
responsaveis pela condenacao de figados de aves pelo Servigo de Inspecao
de Produtos de Origem Animal.

Por conseguinte, o resultado das alteracdes macroscoOpicas
observadas em cada amostra, individualmente, estdo ordenados em
quadros (1 a 5), que ilustram as alteragdes macroscopicas visualizadas em
figados marrom-palidos, verdes ou esverdeados, amarelos ou amarelados, e
figados cuja principal alteracdo ndo reside exclusivamente na cor do 6rgao,
e sim em um conjunto de alteracdes envolvendo a cor, forma, tamanho

e/ou consisténcia.
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ALTERACOES MACROSCOPICAS OBSERVADAS

PRINCI AM  Areas Aum Consi = Engr Ponto  Ponto = Super
PAL (ON) claras  ento sténci = ossa s s ficie
ALTER TR de a ment branc  verde @ irregu
ACAO AS volu firme ode 0s S lar

me borda
S

ALTE 05 X X
RACA 06

ol

O NA 07
COR, 10
FORM 11

A, 12
TAMA 13
NHO 14

il
RUX R XX

E/OU 16
CONSI 18 X X
STEN 19
CIA 20
27 X

28
31
33
36
38
49

el lia s
>

il

53
55
56
57
59 X
63 X

65

el lialls
il
R R R X

67 X
68 X
69 X X X
70 X
TOTAL 30 06 15 02 08 15 02 01

No quadro 1 observa-se que figados que apresentavam alteracdes na

cor, forma, tamanho e/ou consisténcia com outras alteracoes
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macroscopicas perfizeram 33,33% dos figados condenados (30/90) e as
demais alteracdes macroscOpicas observadas em maior freqiiéncia neste
tipo de figado foram: areas claras (6/30), engrossamento de bordas (8/30),

pontos brancos (15/30) e engrossamento de bordas (15/30).

QUADRO 2 - Figados de frangos (Gallus gallus) condenados pelo Servigo
de Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal, com
alteracdo na cor, forma, tamanho e/ou consisténcia
(continuacao).

Associando-se os resultados demonstrados no quadro anterior aos

resultados do quadro 1 observa-se que figados cuja alteracdo residia na

_ ALTERACOES MACROSCOPICAS OBSERVADAS
PRINCI AM  Areas Aum Consi  Engr Ponto  Ponto  Supe

PAL OST claras  ento sténci = ossa S S rficie
ALTER = RAS de a ment branc = verm irreg
ACAO volu fridve  ode 0s elhos  ular
me 1 borda e/ou
S areas
verm
elhas
ALTE |71 X
RACA 72 X X
O NA 74 X X
COR, 75 X
FORM 78 X X
A, 80 X X X X
TAMA 81 X
NHO 82 X
E/OU 85 X
CONS 88 X
ISTEN 89 X X
CIA 91 X X
92 X
93 X X
97 X
99 X X X X
100 X
TOTAL 17 03 03 02 01 09 10 01

cor, forma, tamanho e/ou consisténcia e com outras alteracdes
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macroscopicas perfizeram um total de 52,22% dos figados condenados
(47/90). Ainda extrai-se dos quadros 1 e 2 que as alteragdes macroscopicas
visualizadas com maior freqiiéncia neste tipo de figado foram:
engrossamento de bordas (9/47), aumento de volume do 6rgdo (18/47) e

presenga de pontos brancos (24/47);

OUTRAS ALTERACOES MACROSCOPICAS ASSOCIADAS

PRINCIP A Areas Aderén  Aumen = Consist  Engros Pontos
AL M claras cias to de éncia sament brancos
ALTERA @ OS volume | friavel ode
CAO TR bordas
AS

FIGAD 02 X

oS 04
MARR 22

OM- 29 X
PALID 30 X

OS 32
34 X
37
52 X
54 X

el ittt

=
>~

58 X

64 X X
66 X X

76 X
77
86

il

87 X

94

98 X
TOTAL 19 06 01 02 02 08 0s

OUTRAS ALTERACOES
MACROSCOPICAS ASSOCIADAS

FIGADOS

AMARELOS OU
AMARELADOS
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QUADRO 3 — Figados de frangos (Gallus gallus) amarelos ou amarelados
e com outras alteracdes macroscopicas associadas,
condenados pelo Servico de Inspecdo Sanitaria de

Produtos de Origem Animal.

Do quadro 3 infere-se que figados amarelos ou amarelados
perfizeram apenas 5,55% dos figados condenados (5/90) e que, pelo
pequeno niumero de amostras com esta alteracdo na coloragcdo, da mesma
forma a quantidade das demais alteragdes macroscopicas associadas
apresenta-se pouco expressiva.

QUADRO 4 - Figados de frangos (Gallus gallus) marrom-palidos ¢ com
outras alteragdes macroscOpicas associadas, condenados
pelo Servigo de Inspecao Sanitaria de Produtos de Origem

Animal.

Observa-se no quadro 4 que figados marrom-palidos perfizeram
21,11% ou 19/90 amostras analisadas e as demais alteracoes
macroscopicas em maior freqiiéncia nestes tipos de figados foram: pontos

brancos (5/19), areas claras (6/19) e engrossamento de bordas (8/19).
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QUADRO 5 — Figados de frangos (Gallus gallus) verdes ou esverdeados e

com outras alteragdes

macroscopicas

associadas,

condenados pelo Servico de Inspecao Sanitaria de Produtos

de Origem Animal.
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Analisando-se o quadro 5 pode-se inferir que figados verdes ou

esverdeados perfizeram 21,11% dos figados condenados (19/90) e que as

demais alteragdes macroscOpicas em maior freqiiéncia neste tipo de figado

foram: aumento de volume (3/19), engrossamento de bordas (4/19) e

pontos brancos (5/19).
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Analisando-se em conjunto os quadros 1, 2, 3, 4 ¢ 5 ¢ possivel
observar que, independentemente da principal alteracdo nas amostras
examinadas, as alteragdes macroscopicas vistas com maior freqiiéncia, no
total de figados condenados, foram a presenca de pontos brancos, aumento
de volume do 6rgao, areas claras e engrossamento de bordas.

BORDIN (1978) explica que essas alteracoes tém etiologias
variadas. Pontos brancos e/ou areas claras podem sugerir infeccao
bacteriana, parasitdria ou ter etiologia toxica e usualmente a causa ¢
confirmada pela bacteriologia e histopatologia. O autor acrescenta que em
geral os processos septicémicos que comumente acometem os frangos
determinam graus varidveis de comprometimento hepatico, semelhantes
muitas vezes em suas manifestagdes, de modo que tdo somente pela
observacdo macroscopica do 6rgdo se torna dificil individualizar a doenga
especifica, necessitando-se exames complementares.

Neste trabalho as alteragdes macroscopicas evidenciadas nos figados
analisados variaram significativamente, observados os critérios de
condenacdo utilizados pelo Servigo de Inspecdao de Produtos de Origem
Animal, de acordo com a Portaria n® 210 de 10 de novembro de 1998 do
Ministério da Agricultura.

Dessa forma, procurou-se exemplificar através de ilustracdes os
aspectos macroscopicos (figuras 2 a 8) mais tipicamente relacionados aos
diagnosticos morfoldgicos obtidos pela histopatologia e, embasado nestes
ultimos, foram atribuidas possiveis etiologias para as lesdes, procurando-
se, quando possivel, relaciona-las aos achados bacterioldégicos como

demonstrado no quadro 6.
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4.2 Avaliacao histopatologica e bacteriologica

QUADRO 6 — Resultados das analises histopatologica e bacterioldégica em figados de frango (Gallus gallus)

condenados pelo Servico de Inspecao Sanitaria de Produtos de Origem Animal.

ANALISE HISTOPATOLOGICA ANALISE BACTERIOLOGICA
DIAGNOSTICO AMOSTRAS COMENTARIO Escherichia Staphylococcus
MORFOLOGICO Coli sp.
Colangio-hepatite heterofilica 67, 68, 69, 70, 72,73, 74, 75, Sugestivo de infec¢ao 67,70, 73, 74, 67
multifocal 76,717,778, 81, 87, 89, 91, 93, subaguda a cronica por 75,76,78,91 ¢
94, 96, 97, 98 ¢ 99 Clostridium perfringens 94
Degeneracio e/ou necrose 10, 16, 18, 32, 34 ¢ 38 Sugestivo de lesdo 32 32e34
hepatocelular centrolobular e em secundaria a hipoxia
ponte
Hepatite necrosante aleatoria 01, 06, 13, 14, 19, 20, 21, 26, Sugestivo de hepatite 01, 21, 49, 61, 01, 13,14,21 ¢
28, 31, 35, 49, 51, 54, 55, 57, bacteriana 64¢e71 49
59,61, 63,64,71,82,83,88¢
90
Hepatite necrosante aleatéria com 7 ¢ 36 Sugestivo de infec¢do por 36 36
bactérias basofilicas intralesionais S. aureus
Hepatite necrosante aleatoria com 4,9, 29, 39, 46,47, 53, 56 ¢ 58  Sugestivo de infeccdo aguda 09, 39 e 56 09 e 39
microtrombose sinusoidal por Escherichia coli
Pericolangite heterofilica 3,5, 30,45, 50, 80, 85, 86 ¢ Sugestivo de infec¢do aguda 85 e 92 03, 30, 80,85 ¢
multifocal 92 por Clostridium perfringens 86
Peri-hepatite fibrinosa subaguda 22¢ 24 Sugestivo de infecc¢ao por - 24
difusa acentuada E.coli (colisepticemia)
Outras alteracoes 2,8,11,15,17,23,25,27,33, Inespecificas 27 e 65 15,17, 65 ¢ 66
37,48, 52, 65 ¢ 66
Sem alteracoes 12*,40, 41, 42,43, 44, 60, 62, Sem alteracoes 44 ¢ 95 44, 84 € 95

79, 84, 95 e 100* *Com alt. macroscopica
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Observa-se no quadro 6 que em 21 amostras de um total de 100
analisadas microscopicamente, obteve-se diagnostico morfologico de
colangio-hepatite heterofilica multifocal (figura 2). Nesses figados havia
lesdes com severidade leve, moderada ou acentuada; infiltrados de
heterofilos (ou, em menor nimero, infiltrados mistos com linfocitos e
macrofagos) periportais, intraductais e estendendo-se ao parénquima
hepatico; hiperplasia de ductos biliares, lesdes estas também relatadas por
RANDALL & REECE (1996) e LOVLAND & KALDSHUSDAL (1999);
bilestase ductal freqiliente; fibrose periportal como descrito por BACK
(2002); granulomas heterofilicos, achado citado por LOVLAND &
KALDSHUSDAL (1999) e necrose multifocal com fibrina em algumas
amostras.

Em 9/100 das amostras analisadas pela histopatologia constatou-se
pericolangite heterofilica multifocal (figura 3) com achados microscopicos
constituidos por infiltrado acentuado periportal de heterdfilos, necrose
multifocal e hiperplasia de ductos biliares leve a acentuada. Bilestase
ductal, degeneracao gordurosa e hemorragia multifocal leve foram
ocasionalmente vistas.

Ambos diagndsticos morfologicos, colangio-hepatite heterofilica
multifocal e pericolangite heterofilica multifocal com os respectivos
achados microscopicos sao sugestivos de infeccdo por Clostridium
perfringens. LOVLAND & KALDHUSDAL (1999) sugerem que um
figado de frango para ser classificado histologicamente como apresentando
alteragdes compativeis com infeccdo por Clostridium perfringens deve
incluir no minimo uma das seguintes lesdes: proliferagdo de ductos biliares
(com grau dois ou maior) e infiltrado inflamatério nas triades portais;

necrose ou granuloma com bastonetes gram-positivos (melhor visualizados
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pela coloragdo de Gram, conforme RANDALL & REECE 1996); necrose
periportal e colangite intra-hepatica.

Em 30 das 100 amostras analisadas, geralmente mais de uma dessas
lesdes foi observada, e, portanto, as lesdes eram sugestivas de infeccao por
Clostridium perfringens, apesar do agente nao ter sido visto
intralesionalmente. LOVLAND & KALDHUSDAL (1999) em exames
histopatologicos de 45 carcacas de frangos, condenadas pelo servigo de
inspe¢do, que apresentavam lesdes hepaticas, observaram alteragdes
consistentes com hepatite associada a Clostridium perfringens em 33
amostras de figados, o que € muito superior ao encontrado neste trabalho.

Embora a bactéria Clostridium perfringens nao tenha sido objeto de
investigacdo neste trabalho, foi expressivo o seu possivel envolvimento
nos diagnodsticos de hepatite bacteriana nas amostras analisadas, chegando
a 30 %. Acrescenta-se que 27 destas amostras foram coletadas no
abatedouro com capacidade de abate de 120.000 frangos/dia, com emprego
de dieta, manejo e nivel técnico diferente daquele com abate superior a
300.000 frangos/ dia.

WAGES & OPENGART (2003) sugerem que a manipulacdo da
dieta e a natureza da ragdo das aves podem afetar a populagdo intestinal de
Clostridium perfringens, favorecendo a emergéncia de enfermidades
associadas a essa bactéria em frangos. Os autores acrescentam que a
ocorréncia de enterite necrdtica em frangos pode ser monitorada através do
uso de dados de inspecdo de carnes em lesdes hepaticas, o que precisa ser
investigado para a situacdo atual apresentada neste trabalho onde uma
percentagem significativa demonstrou que havia ocorréncia de lesdes

sugestivas de clostridiose no grupo de frangos abatidos durante a coleta.
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Em 36/100 amostras obteve-se o diagnostico morfologico de
hepatite necrosante aleatoria (figuras 4 e 5) e dentre essas, 2/100
apresentavam ao exame histopatologico aglomerados de bactérias cocdides
basofilicas intralesionais (figuras 4B e 4C), com lesdo sugestiva de
infeccdo por Staphylococcus aureus, achado concordante com RANDALL
& REECE (1996) em casos de hepatites associadas a essa bactéria; 9/100
com presenca de necrose, geralmente multifocal leve, com fibrina e/ou
heterofilos nas areas necroticas e microtrombose nos sinusoides hepaticos
(figura 5B), achados ndo patognomoOnicos, mas sugestivos de infeccao
aguda por Escherichia coli.

Os achados histopatoldégicos sdo concordantes com NAKAMURA et
al. (1985), os quais observaram, em casos de colibacilose espontanea,
trombos de fibrina sinusoidais com necrose ocasional de células hepaticas
e HOERR (1996) que descreveu, nos casos de septicemia aguda por E.
coli, alargamento dos sinusoides hepaticos, infiltrados heterofilicos,
tumefacdo das ce€lulas de Kupffer, trombos de fibrina e trombdcitos.

Nas 25/100 amostras restantes, igualmente com diagnostico
morfologico de hepatite necrosante aleatoria, observou-se lesdes
microscopicas que incluiam necrose multifocal a coalescente com
severidade leve, moderada ou acentuada, com fibrina nas areas necroticas,
presenca variavel de granulomas heterofilicos (figura 6), com células
gigantes multinucleadas, hemorragias multifocais leves ocasionais e
bilestase ductal ocasional.

Esse tipo de alteragdo patoldgica nao pode ser atribuida a nenhuma
bactéria especifica como responsavel pelas lesdes, uma vez que as lesdes

observadas apenas sugeriam tratar-se de infeccdo associada a bactérias, de
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acordo com os achados descritos por RANDALL & REECE (1996) em
casos de hepatites bacterianas.

Em 2/100 das amostras obteve-se o diagnostico morfologico de peri-
hepatite fibrinosa (figura 7) subaguda difusa acentuada, compativel com
infeccdo sistémica por E. colii GOMIS et al. (1997) constataram, em
trabalho experimental, peri-hepatite em 80% dos frangos inoculados com
E.coli pela via subcutanea. Microscopicamente, nessas duas amostras,
observou-se espessamento do saco hepatoperitonial e da capsula hepatica
em conseqiiéncia de depodsitos de fibrina em organizagdo (figura 7B),
heterofilos, linfécitos e macrofagos, sugerindo tratar-se de infeccao por E.
coli (colisepticemia). Esses achados histopatologicos sdo concordantes
com RANDALL & REECE (1996), os quais citam que casos de infeccao
sistémica por E. coli freqiientemente resultam em peri-hepatite e como
parte desse processo, inflamag¢ao do saco hepatoperitonial pode resultar em
exsudato fibrinoso depositado na capsula hepatica.

Em 6/100 amostras observaram-se alteragdes compativeis com lesdo
secundaria a hipdxia, com achados microscopicos de lesao aguda (5/100,
com degeneracdo e/ou necrose hepatocelular centrolobular e em ponte), ou
lesdo cronica (1/100, com dilatacdo dos sinusdides, atrofia de corddes de
hepatdcitos e espessamento difuso da capsula hepatica) visualizadas na
figura 8. As lesdes agudas observadas neste estudo sdo indicativas de
hipéxia, secundaria a insuficiéncia cardiaca direita (RANDALL &
REECE, 1996). HOERR (1996) cita que aves que morrem com hipertensao
pulmonar, dilatacdo ventricular direita e ascite, t€m figados diminuidos de
tamanho, com capsula espessada e sao firmes ao corte. De acordo com este

autor, microscopicamente os sinusoides hepaticos estdo dilatados por
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material eosinofilico e a cipsula hepatica apresenta-se significativamente
espessada com tecido edematoso e fibroso.

NAKAMURA et al. (1999) observou em figados de frangos
alteracdes histopatologicas que consistiam de degeneragdo e necrose dos
hepatocitos, e fibrose da capsula hepatica em 64, de 67 casos de ascite em
conseqliéncia de faléncia cardiaca, mostrando que as alteragdes
histopatologicas hepaticas podem ser comuns e fundamentais na
patogénese deste tipo de patologia. Segundo SHIVAPRASAD & CRESPO
(2003), na macroscopia, as alteracOes observadas nestes figados sdo
bastante varidveis.

Em 14/100 amostras observaram-se alteragdes microscopicas
inespecificas que incluiam congestdo e hemorragias multifocais (1/100),
deposi¢do de glicogénio nos hepatocitos (2/100), necrose hepatica
multifocal (2/100), bilestase ductal (5/100) e degeneragdo gordurosa
(6/100). A degeneragao gordurosa ou lipidose hepatica nao €, obviamente,
uma doenca especifica, mas pode ocorrer como uma seqlicla de uma
variedade de perturbacdes do metabolismo normal (CARLTON &
McGAVIN, 1998). Sua causa ¢ desconhecida, entretanto, fatores
nutricionais, téxicos, ambientais ¢ de manejo podem estar envolvidos
(SHIVAPRASAD & CRESPO, 2003).

Em relagdo aos resultados da andlise bacterioldgica realizada nas
amostras de figados de frangos observa-se no quadro 6 que nas lesdes
sugestivas de infec¢do por Escherichia coli (11/100), houve isolamento
desta bactéria em 3/100 amostras analisadas. Quando comparado com
LEITE (1995), nota-se que o numero de isolados por este autor foi
significativamente maior, chegando ao isolamento de E. coli em 29/30

amostras analisadas.
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Tal diferenca também pode ser vista quanto ao isolamento de
Staphylococcus onde LEITE (1995) isolou a bactéria Staphylococcus
aureus em 27/30 amostras analisadas e, neste trabalho, nas amostras com
lesdes sugestivas de infec¢do por Staphylococcus aureus (2/100), isolou-se
Staphylococcus sp. em uma amostra, representando, portanto, 50% de
isolamento bacteriano. Contudo, deve-se considerar que LEITE (1995)
realizou as analises bacterioldgicas em figados de frangos resfriados, a
partir de subamostras de 10g de figado, macerado e pré-enriquecido em
agua peptonada a 10%, diferentemente da metodologia empregada neste
trabalho, no qual as semeaduras em meios seletivos foram feitas a partir de
uma al¢a de platina flambada e inserida internamente no 6rgdo, com a
superficie de contato do mesmo também flambada com espatula
incandescente, descartando-se, dessa forma, qualquer contaminagdo
externa.

Os achados deste trabalho vao ao encontro de OLIVEIRA (2000), o
qual cita que em caso de semeaduras diretas a partir de visceras, ou seja,
sem qualquer forma de enriquecimento da amostra, devem ser
consideradas as chances de reducao de isolados bacterianos.

Fato que deve ser ponderado e que pode influenciar o nimero de
isolados bacterianos refere-se ao tempo de infeccdo, pois resultados
obtidos por FISCHER, et al. (1998) em inoculacdo experimental de F.
coli, Staphylococcus aureus e Pasteurela multocida em frangos, no intuito
de determinar se as septicemias podem ser detectadas em 6rgaos viscerais
de frangos antes do surgimento de alteragdes musculares esqueléticas,
sugerem que nao ha uma relacao linear entre o lapso de tempo de infeccao

transcorrido e os isolamentos bacterianos. Entretanto os autores sugerem
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que em caso de infeccdo por E. coli parece ocorrer uma queda no nimero
de isolados 144 horas pos-infecgao.

Mesmo entendimento ¢ dado por SEYED et. al (1997), os quais
citam que o nimero de bactérias E. coli que colonizam o figado de frango
em casos de septicemia parece nao depender do tempo transcorrido apos a
infeccdo. Nao ha, nesses figados, como determinar quando ocorreu a
infeccdo, uma vez que as aves foram encaminhadas para o abate,
cumprindo-se o cronograma do mesmo e eram supostamente saudaveis.

Os autores acrescentam que as diferengas entre os diferentes o6rgaos
com relacdo a dindmica da infeccdo e colonizagdo por E. coli pode ser
atribuida a fatores de viruléncia do agente, susceptibilidade do hospedeiro
e complexidade da interagdo deste com a bactéria, o que pode resultar em
afinidade especifica a 6rgdos que possuem receptores apropriados para tal.

Em relagdo aos Staphylococcus, entendimento semelhante ¢
fornecido por JENSEN, et. al (1987), entretanto, estes autores sugerem um
decréscimo nos isolamentos 44 dias pos-infeccdo experimental em perus.
Acrescentam ainda que perus saudaveis foram colonizados com S. aureus,
sugerindo que a colonizagdo ndo levaria ao desenvolvimento da doenca
clinica, fato que pode explicar, em nosso trabalho, o isolamento de
Staphylococcus sp. em 3 amostras sem alteragdes macroscopicas e
histopatologicas.

Extrai-se ainda do quadro 6 que as bactérias E. coli e
Staphylococcus sp. foram isoladas, respectivamente, em 11/30 e em 6/30
amostras com diagnéstico sugestivo de infec¢do por Clostridium
perfringens, evidenciando a possibilidade daquelas bactérias coexistirem

em casos de infec¢do por esta.
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Observou-se também que em 6/100 amostras nas quais as lesoes
microscopicas eram compativeis com alteracao secundéria a hipoxia houve
isolamento de E. coli em 1/100 amostras e Staphyloccoccus sp. em 2/100
amostras, o que supde que esta condi¢cdo poderia favorecer a associagdo de
outros agentes patogénicos.

Ainda, em 25/100 amostras com diagndstico de hepatite necrosante
aleatdria, cujas lesdoes eram compativeis com hepatite bacteriana obteve-se
isolamento de E. coli em 6/100 amostras e Staphylococcus sp. em 5/100
amostras; em 14/100 amostras que apresentavam alteragdes inespecificas
obteve-se isolamento de E. coli em 2/100 amostras e Staphylococcus sp.
em 4/100 amostras, demonstrando, novamente, que o isolamento direto ndao
foi eficiente.

Por fim pode-se observar que, baseado no diagnostico morfologico
obtido através da histopatologia, 68/100 amostras apresentaram lesdes
microscopicas sugestivas de etiologia bacteriana, sendo a bactéria E. coli
isolada em 21/100 amostras e Staphylococcus sp. em 15/100 amostras
analisadas.

Apesar da presenca de lesdes macroscOpicas € microscopicas
sugestivas de infeccdo bacteriana em 25/100 amostras, nao foram
observadas lesdes microscopicas indicativas de infeccdo por Salmonella
sp. As infecgdes por bactérias do género Salmonella podem lembrar outras
infeccOes bacterianas agudas, porém apresentam caracteristicas zonas
multifocais a coalescentes de necrose de hepatocitos acompanhadas de
inflamagdo linfocitica. Inflamacao linfocitica multifocal permanece como
uma seqiiela da necrose induzida por Salmonella sp., embora isto ndo seja
especifico. S. Gallinarum, causadora do tifo aviario, provoca anemia

hemolitica extravascular com aumento de volume ¢ coloragao bronzeada
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do figado devido a eritrofagocitose e hemossiderose (HOERR, 1996).
Aglomerados de bastonetes podem ser observados em secoes histologicas
de figados durante a infec¢ao por Salmonella Enteritidis (RANDALL &
REECE, 1996).

Este resultado vai ao encontro de CARVALHO et. al (1994), em
estudo realizado na avaliacdo bacteriologica de miudos de frangos.
Entretanto, FREITAS et al. (1986), analisaram amostras de figados de aves
obtidos em abatedouros comerciais e verificaram que, das 15 amostras
analisadas, duas apresentaram-se positivas para Salmonella sp.
OLIVEIRA et al. (2004) isoloram salmonelas em nove, de um total de 36
pools de figados de frango condenados pelo Servico de Inspecao Federal
em um abatedouro do estado de Goias, sendo em sete, isolamento de
Salmonella Enteritidis e em dois, Sa/monella Thyphimurium.

Em virtude do ndo isolamento de salmonelas neste trabalho, supde-
se sua auséncia ou que a presenga de outros microorganismos possam ter
contribuido para que nao se desenvolvessem, pois sdo fracas competidoras
na presenca de uma microbiota variada no alimento conforme relatado por

ROITMAN et al. (1988).
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FIGURA 2 - Figado de Gallus gallus. Colangio-hepatite heterofilica
multifocal. A) Amostra 93. Observa-se acentuagao do
padrao lobular e aumento de volume com bordas
arredondadas. B) Amostra 96. H4 infiltrado heterofilico
(intra e periductal), hiperplasia de ductos biliares e fibrose
periportal. H4 vacuolizacdo de hepatocitos adjacentes.

Hematoxilina-eosina. Obj. 10x.
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FIGURA 3 - Figado de Gallus gallus. Pericolangite heterofilica
multifocal. A) Amostra 30. Observa-se coloragdo
marrom-palida entremeada por areas avermelhadas. B)
Amostra 92. Ha infiltrado heterofilico periportal,
proliferacao de ductos biliares e degeneracdo gordurosa
nos hepatocitos adjacentes. Hematoxilina-eosina. Obj.

10x.



FIGURA 4 -
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Figado de Gallus gallus. Hepatite necrosante aleatéria.
Amostra 36. A) Ha areas claras multifocais a coalescentes
proximos aos bordos. B) Ha areas extensas de necrose
infiltradas por heterdfilos e por agregados de bactérias
basofilicas sugestivas de infeccdo por Staphylococcus
aureus. Hematoxilina-eosina. Obj. 10x. C) Aproximacao
da figura 4B evidenciando os agregados de bactérias

cocodides. Hematoxilina-eosina. Obj. 40x.
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FIGURA 5 - Figado de Gallus gallus. Hepatite necrosante aleatoria com
microtrombose sinusoidal (sugestiva de infeccdo de E.
coli). Amostra 46. A) Apresenta-se difusamente
esverdeado ¢ friavel. B) Ha microtrombos de fibrina

intrasinusoidais (seta). Hematoxilina-eosina. Obj. 20x.




FIGURA 6 - Figado de Gallus gallus. Hepatite necrosante aleatoria. A)

Amostra 13. Ha aumento de volume, com leve pontuado
esbranquicado na superficie capsular. B) Amostra 31. Ha
intenso pontuado branco multifocal a coalescente na
superficie capsular (mesma lesdo vista em A, porém mais
severa e de maior duracio). C) Amostra 6. Areas
multifocais de necrose infiltradas por fibrina.

Hematoxilina-eosina. Obj. 20x. D) Amostra 6. Observam-

se granulomas heterofilicos. Hematoxilina-eosina. Obyj.

20x.
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FIGURA 7 - Figado de Gallus gallus. Peri-hepatite fibrinosa. A) Amostra
24. Ha espessamento da capsula com deposi¢ao de fibrina.
B) Amostra 22. Saco hepatoperitonial e capsula hepatica

espessados por fibrina em organizagdo e células

inflamatérias. Hematoxilina-eosina. Obj. 10x.
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FIGURA 8 - Figado de Gallus gallus. Lesdo associada a hipoxia
(sugestiva de insuficiéncia cardiaca direita). Amostra 18.
A) Degeneragdo e necrose centrolobular e em ponte
(lesao aguda). Hematoxilina-eosina. Obj. 20x. B) Ha
espessamento da capsula hepatica e aspecto irregular e

nodular na superficie (lesdo cronica).
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados e considerando as

condi¢des utilizadas no experimento, verificou-se que:

As alteragdes macroscopicas observadas nos 90 figados
condenados variaram significativamente, inclusive para um
mesmo diagnostico morfologico obtido pela histopatologia, nao
sendo possivel estabelecer uma constante relagdo das lesdes
macroscopicas com os diagndsticos morfologicos.

Do total de 100 amostras de figados de frango analisadas pela
histopatologia, independentemente da variagdo no diagnostico
morfologico obtido, 68 amostras apresentaram lesdes
microscopicas sugestivas de infeccdo bacteriana. Nestas,
Escherichia coli foi isolada em 21 amostras e Staphylococcus sp.
em 15 amostras.

Nao houve isolamento de Salmonella sp. em figados com lesdes
macroscopicas sugestivas de infec¢do bacteriana, bem como nao
foram observadas lesdes microscopicas indicativas de infecgdo
causada por esta bactéria.

Pdde-se observar que os critérios de condenagdo de figados de
frango utilizados pelo Servigo de Inspecdo Federal foram corretos
e eficientes, descartando aqueles com potencial risco de

transmissao de enfermidades.
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