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e miudos (figado e coracdo) de frangos sob Inspecao Sanitaria. Revista Brasileira de
Medicina Veterinaria, 35(3):247-252, 2013. Programa de P6s-Graduagao em Medicina
Veterinaria (H.V.P.T.P.O.A.), Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Flumi-
nense, Rua Vital Brazil Filho, 64, Santa Rosa, Niter6i, RJ 24230-360, Brasil. Email:
thais.badini@hotmail.com

In function of industrial production of broiler chickens, skin lesions, such as cellu-
litis, are becoming one of the biggest reasons for carcasses condemnation around the
world. The objective of this study was isolate Escherichia coli from cellulitis and offal
(liver and heart) of broilers, identify the isolates by RAPD-PCR and correlate them by
molecular analysis to prove the septic character of the infection. During the Sanitary
Inspection, 51 broiler chickens with characteristic lesions of cellulitis were removed
from the slaughter line. These broilers were sent to Laboratory of Quality Control where
the cellulitis lesions were measured and described macroscopically. Samples of skin and
offal (heart and liver) of each broiler chicken were collected for microbiological exami-
nation. Isolates of E. coli were analyzed by RAPD-PCR and compared phylogenetically
using the software BIONUMERICS 5.1. All lesions of cellulitis were visualized as cuta-
neous ulcer, changes in color (reddish-yellow) and irregular skin. In eight broilers were
also observed thickening of the skin. At cutting, gelatinous fluid and yellowish patches
were observed and, in some cases, there were involvement of adjacent muscle. 190 iso-
lates of E. coli were obtained, 98 in cellulitis, 52, in liver and 40, in heart. The results of
the RAPD-PCR, were compared by the software BIONUMERICS and grouped into 46
“clusters” with 80% or more similarity, with the lowest “cluster” containing two strains
and the greater “cluster”, twelve. Of the 30 broilers in which were isolated E. coli in
cellulitis lesions associated with offal (liver and / or heart), in 10, were obtained strains
with more than 85% of similarity between isolates of cellulite and offal; in nine broilers,
were obtained strains with more than 85% of similarity between E. coli isolates of the
liver and heart, however these isolates showed no similarity to the isolates obtained
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from the cellulite; and 11, there were no correlation between the isolates. The detection
of strains of E. coli with high genetic similarity in cellulitis and offal can mean that the

partial removal of these lesions does not minimize the risk to public health.
KEY WORDS. Colissepticemia, cellulitis, broiler, RAPD-PCR.

RESUMO. Em fungao da producdo industrial de
frangos de corte, lesdes cutineas, como a celulite,
vém se tornando uma das maiores causas de con-
denagdes de carcagas em todo o mundo. O objetivo
deste estudo foi isolar Escherichia coli em celulite
e miudos (figado e coracao) de frangos de corte,
identificar os isolados pela RAPD-PCR e correla-
ciona-los pela analise molecular para comprovar
o carater séptico da infeccao. Durante a inspecdo
sanitéria, 51 frangos de corte com lesdes caracteris-
ticas de celulite foram retirados da linha de abate.
Estas aves foram encaminhadas para o Laboratério
de Controle de Qualidade onde as lesoes de celulite
foram mensuradas e descritas macroscopicamente.
Foram colhidas amostras de pele e mitdos (cora-
cdo e figado) de cada frango de corte para o exame
microbiolégico. Os isolados de E. coli foram ana-
lisados pela técnica de RAPD-PCR e comparados
filogeneticamente através do software BIONUME-
RICS 5.1. Todas as lesdes de celulite foram visu-
alizadas ulcera cutanea, alteragdes na coloragao
(amarelo-avermelhado) e irregularidade na pele.
Em oito aves, observou-se também espessamento
da pele. Ao corte, foi observado fluido gelatinoso
e placas amarelas destacdveis e em alguns casos,
0 acometimento da musculatura adjacente. Foram
obtidos 190 isolados de E. coli, sendo 98 em celu-
lite, 52, em figado e 40, em coracdo. Os resultados
da RAPD-PCR, comparados pelo software BIO-
NUMERICS, foram agrupados em 46 “clusters”
com 80% ou mais de similaridade, sendo o menor
composto por duas estirpes e o maior por doze. Das
30 aves em que foi isolada E. coli em lesdes de ce-
lulite associadas aos miudos (figado e/ou coragdo),
em 10, foram obtidas estirpes com mais de 85% de
similaridade entre os isolados de celulite € miudos;
em nove frangos, houve 85% de similaridade entre
isolados de figado e de coragdo sem similaridade
entre os isolados de celulite, e em 11, ndo houve
correlacao entre os isolados. A detecgdo de estir-
pes de E. coli com alta similaridade genética em
celulite e em mitdos pode significar que a remog¢ao
parcial das lesdes ndo minimiza o risco a saude co-
letiva.

PALAVRAS-CHAVE. Colissepticemia, celulite, frango, RA-
PD-PCR.

INTRODUCAO

A avicultura brasileira desenvolveu-se e moder-
nizou-se rapidamente alcancando niveis elevados de
produtividade nos ultimos 30 anos. A cadeia avicola
tem se destacado por uma trajetoria de incremento
tecnologico expressivo, alavancada pela articulagdo
entre os diferentes agentes que a compde (Girotto
& Miele 2006). O Brasil € o terceiro maior produtor
mundial e o primeiro colocado nas exportagdes de
carne de frango (ABEF 2009)

Apesar de todo esse avancgo, as lesdes cutaneas,
como a celulite, vém se tornando cada vez mais fre-
quentes em frangos de corte como consequéncia da
producdo em larga escala, do tipo de criagdo e do
manejo, sendo uma das maiores causas de conde-
nacoes totais e parciais em todo o mundo (Andrade
2005).

Conforme a Portarian°210 de 26/11/1998 do Mi-
nistério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(Brasil 1998), qualquer 6rgao ou partes de carca-
¢a que estiverem afetados por um processo infla-
matorio, como a celulite, devera sofrer condenagao
parcial ou condenagdo total, quando houver a evi-
déncia de carater sistémico. A lesdo de celulite ¢ ca-
racterizada pela formagao de placas fibrinocaseosas
no tecido subcutaneo profundo, oriundas de uma in-
flamacao purulenta, aguda e difusa, localizando-se
principalmente nas regides de abdomen e sobrecoxa
(Vieira 2006, Alves 2007).

A celulite apresenta etiologia multifatorial, po-
rém Escherichia coli tem sido um dos agentes mais
frequentemente isolados. E indispensavel que a pele
esteja lesada para que as bactérias invadam e se mul-
tipliquem no hospedeiro, embora este fator nao seja
isoladamente suficiente para a ocorréncia da enfer-
midade (Norton et al. 1999, Fallavena 2000).

A presenca de E. coli nas lesdes de celulite favo-
rece a contaminacao cruzada nas linhas de proces-
samento de frangos. Além disso, o descarte parcial
de algumas lesodes difusas pode favorecer ao au-
mento da quantidade inicial de bactérias no interior
da carcaca uma vez que aves condenadas por celu-
lite podem apresentar uma combinagdo com outras
lesdes em coragao, sacos aéreos, 0ssos, articulagdes
e/ou figado, mesmo que em alguns casos ndo seja
possivel o isolamento do mesmo sorogrupo nas le-
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soes de celulite e nos outros tecidos (Gomis et al.
1997, Gomis et al. 2000).

Nao existem relatos de E. coli isoladas de lesoes
de celulite causando doengas em humanos. A anali-
se molecular das estirpes tem mostrado que E. coli
isoladas de lesdes de celulite estdo geneticamente
relacionadas aquelas responsaveis por septicemia
e meningite em humanos. Devem ser considerado
também que estirpes de E. coli podem adquirir fa-
tores de viruléncia por trocas genéticas entre elas,
havendo a possibilidade do surgimento de estirpes
patogénicas emergentes (Ngeleka et al. 1996, Ku-
mor et al. 1998, Kuhnert et al. 2000).

O uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
na rotina de diagnosticos ¢ uma ferramenta de ra-
pida deteccdo de organismos infecciosos. Alguns
estudos demonstraram que a técnica de Analise
da Amplificacio Randdémica do DNA Polimoérfico
(RAPD-PCR) ¢ eficiente na discriminac¢do filoge-
nética de E. coli de origem humana (Vogel et al.
2000) e de animais (Chansiriporchai et al. 2001,
Gomes et al. 2005, Salehi et al. 2008, Kili¢ et al.
2009) em estudos epidemioldgicos e estudos de
contamina¢do cruzada em alimentos (Radu et al.
2000, Vogel et al. 2000, Kanungo 2009). E uma
técnica relativamente mais facil e répida de ser
reproduzida, quando comparada a outras técnicas
moleculares como Restriction Fragment Lenght
Polymorphism(RFLP) (Maurer et al. 1998), robo-
tipagem (Vogel et al. 2000) MultiLocus Sequence
Typing(MLST) (Bando et al. 2007) e Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE) (Radu et al. 2000). O
objetivo deste estudo foi isolar E. coli em celulite
e miudos (figado e coragdo) de frangos de corte,
identificar os isolados pela RAPD-PCR e correla-
ciona-los pela analise molecular, a fim de compro-
var o carater séptico da infec¢ao.

MATERIAL E METODOS

Em matadouro de aves, 51 frangos de corte com idade en-
tre 35 e 40 dias, apresentando lesdes sugestivas de celulite
foram retirados da linha de abate ap6s a depenagem, durante
a inspe¢ao sanitaria estadual. Esses frangos foram encaminha-
dos para o Laboratdrio de Controle de Qualidade do matadou-
ro, onde foram colhidas amostras de pele, coragdo e figado,
com suabes estéreis, para o exame bacterioldgico. O material
colhido foi acondicionado em tubo de ensaio contendo meio
Cary e Blair (DIFCO), mantido refrigerado e transportado
ao Laboratdrio de Controle Microbiolégico de Produtos de
Origem Animal da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense, para o isolamento ¢ identificagdo bacte-
riologica. As lesdes de celulite foram descritas macroscopica-
mente e registradas em fichas individuais.

Isolamento de Escherichia coli

Os suabes foram retirados dos tubos do meio Cary Blair
e inoculados em tubos de ensaio esterilizados contendo 3,0
mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 37°C
por 24 horas. Apds esse periodo, uma aliquota do caldo BHI
foi semeada em agar MacConkey ¢ Agar Fosyn Methylen
Blue(EMB) ¢ as placas foram incubadas a 37°C por 24h, con-
forme a metodologia descrita por Quinn et al (1998). Do cres-
cimento no agar MacConkey ¢ no Agar EMB, duas colonias
foram selecionadas e inoculadas individualmente nos meios
Sulfeto Indol Motilidade (SIM), Citrato (Difco), MILi (Mo-
tilidade Indol Lisina) (Toledo et al. 1982a) e meio de Rugai
e Aratijo modificado (EPM) (Toledo et al. 1982b) . Os tubos
foram incubados a 37°C por 24 horas para bioquimica presun-
tiva. Os cultivos considerados positivos no meio EPM foram
inoculados em BHI contendo 20% de glicerol e estocados a
-18° C para provas laboratoriais posteriores.

RAPD- PCR

A RAPD-PCR foi realizada A RAPD-PCR foi realizada no
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Micobactérias
I0C/Fiocruz, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ.

Extraciao do DNA

O DNA foi extraido com FTA® cards (Whatman Inc.) a
partir do cultivo bacteriano em BHI, utilizando-se uma aliquo-
ta de 100 pL do cultivo homogeneizado. Apds a aplicacdo, o
FTA foi mantido em temperatura ambiente para secagem por
no minimo de uma hora. Foram utilizados seis pedagos do pa-
pel retirados com instrumento de pun¢@o 1,2mm e colocados
em microtubos tipo de 0,5 mL. Para a lavagem dos fragmentos
100 pL do Reagente FTA de purificagdo foram adicionados,
homogeneizando cada amostra por 5 minutos, repetindo o
procedimento de lavagem por trés vezes. Para retirada do rea-
gente foram realizadas duas lavagens posteriores com Tampao
Tris-Borato- EDTA (TBE) 1X. Os microtubos foram mantidos
abertos e colocados em bloco térmico a 53°C até que estives-
sem secos para serem utilizados na reacdo de PCR.

RAPD

Foi utilizado o primer ECOL-1 (5-AAG AGC CCG
T-3"), descrito por Chansiripornchai et al (2001) e Salehi et
al (2008). A PCR foi composta por 2.5mM dNTP, 1,25mM
MgCl, ,100pmol do primer (Prodimol), 1,25U Taqg DNA poly-
merase (Fermentas Inc.) e um fragmento de FTA cards.

As condi¢des de amplificagdo foram dois ciclos a 94 °C
por 30 segundos, 43°C por sete segundos e 72°C por 70 se-
gundos; seguidos por 38 ciclos a 94°C por um segundo, 43°C
por sete segundos ¢ 72°C por 70 segundos, seguido por uma
extensao final 72°C por cinco minutos.

A analise dos produtos amplificados foi realizada por
eletroforese em gel de agarose a 3% (Invitrogen), em tam-
pao Tris-acetato (TAE) 1X, a 80 V durante aproximadamente
cinco horas, por uma distancia de 12 centimetros. Apds a ele-
troforese, o gel de agarose foi corado com brometo de etidio
(0,5pg/mL). Para auxiliar a visualizacdo dos amplicons, ge-
rados pelos primers, foi utilizado o marcador Ladder 100pb
(Fermentas Inc.). O resultado foi observado e fotografado sob
luz ultravioleta utilizando-se o transiluminador MiniBIS Pro
(DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalém, Israel).
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A analise dos perfis genéticos das estirpes de E. coli fo-
ram realizadas através do software BIONUMERICS versao 5.1
(Applied-Maths) utilizando-se o teste de correlagao de Pearson.

RESULTADOS

Na Inspe¢do Sanitaria, as amostras de pele das
51 aves com suspeita de celulite possuiram tlcera
cutanea, sendo que oito apresentaram espessamento
de pele, alteragdes na coloragdo tendendo ao amare-
lo-avermelhado e irregularidade na superficie cuta-
nea, unilateralmente e em oito bilateralmente. Ao
corte, foram observadas a presenca de fluido gelati-
noso e placas amarelas destacaveis, ora dispersas e
difusas no subcutaneo e ora, firmes, consistentes e
restritas. Em alguns casos foi visivel o acometimen-
to da musculatura adjacente, pela presenca de focos
hemorragicos. Esta avaliagdo confirmou a celulite
nas aves estudadas.

Das 51 aves estudadas, estirpes de E. coli foram
isoladas em 50. Em 19, a bactéria estava presente
somente em lesdes de celulite; em 11, nas lesoes de
celulite e nos figados; em cinco, nas lesdes de celu-
lite e no coracdo; em 14, nas lesoes de celulite, no
figado e no coracdo; e em uma, somente no figado
€ No coragao.

Foram obtidos 190 isolados, sendo 98 a partir
das lesdes de celulite, 52 a partir de figado e 40 a
partir de coracao.

Foi possivel diferenciar os isolados de E. coli
partir da técnica de RAPD-PCR. Os resultados ana-
lisados pelo software BIONUMERICS permitiu
agrupar os 190 isolados em 46 “clusters” com 80%
ou mais de similaridade, sendo o menor deles com-
posto por duas estirpes € o maior, por 12.

Das 31 aves em que foi isolada E. coli em lesdes
de celulite associada a miudos (figado e/ou cora-
¢do), em dez foi possivel obter estirpes com mais de
85% de similaridade entre os isolados de celulite e
miudos, em nove amostras houve 85% de similari-
dade entre isolados de figado e coragdo com ausén-
cia de similaridade com os isolados de celulite e em
onze amostras ndo foi possivel obter correlagdo de
similaridade entre as cepas (Tabela 1).

Tabela 1. Similaridade entre os isolados de E. coli de
celulite versus os isolados de miudos (figado e/ou coragao)
pertencentes ao mesmo “cluster”.

Celulite Miudos
Com similaridade genética de 85% ou mais 10
Sem similaridade genética, 9
mas com similaridade entre mitdos
Sem similaridade genética 12
Total 31

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os achados macroscépicos demonstraram que
lesdes de celulite podem ser visualizadas no abate
apoOs a depenagem. Nem sempre ocorre o espessa-
mento da pele e em 43 das 51 aves estudadas, a ce-
lulite foi identificada apenas como uma ulceragao
cutanea. Os demais aspectos observados na Ins-
pecdo Sanitaria estavam conforme a literatura que
descreve a lesdo de celulite como um processo in-
flamatorio no tecido subcutaneo caracterizado pela
descoloragdo e engrossamento da pele, detectado no
abate. Em alguns casos notaram-se pontos hemor-
ragicos em musculatura, assim como relatado por
Gomis et al. (1997), Vieira (2006) e Alves (2007).
Achados macroscopicos da celulite permitem a
equipe de inspecao identificar a enfermidade, rea-
lizar a avaliacdao e o destino das carcacas segundo
a legislacdo brasileira que determina que “qualquer
orgdo ou parte da carcaga que estiver afetado por
um processo inflamatorio devera ser condenado e,
se existir evidéncia de carater sistémico do proble-
ma, a carcacga e as visceras na sua totalidade deve-
rdo ser condenadas” (Brasil 1998).

Foram isoladas 190 estirpes de E.coli de celulite
enfatizando os achados de que a espécie bacteriana
esta frequentemente presente nesta lesdao (Norton
1997, Fallavena 2000). Estas bactérias também fo-
ram isoladas em amostras de miudos (figado e de
coragdo), embora ndo tenham sido observadas al-
teragdes macroscopicas. Estirpes de E.coli podem
estar presentes em locais em fases recentes de infec-
cdo sem determinar lesdes macroscopicas (Gomis
et al. 1997, Gomis et al. 2000) o que caracteriza a
importancia da enfermidade e as implicagdes com a
saude coletiva, visto que as condenagdes de carca-
cas e visceras serdo totais somente quando houver
evidéncia do carater sistémico (Brasil 1998).

O primer utilizado para a técnica de RAPD-PCR
permitiu uma eficiente discriminagdo das estir-
pes, conforme descritos por Chansiriporchai et al.
(2001), Salehi (2008) e Kilig et al. (2009).

A andlise molecular das estirpes a partir dos den-
dogramas possibilitou identificar que em 33,33%
das aves estavam presentes estirpes com similarida-
de genética maior ou igual a 85% provenientes de
lesdes de celulite e de pelo menos um mitdo (figa-
do ou coracdo), o que pode ser considerado como
uma comprovacao do carater séptico da infecgao.
Em 30% das amostras ndo houve similaridade entre
os isolados de celulite e de mitdos, apesar da exis-
téncia de similaridade entre os isolados de figado
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e os de coracdo. Neste caso, suspeita-se que estir-
pes de E. coli sejam capazes de penetrar através da
lesdo de celulite e alcangar 6rgdos internos. Além
disso, a presenca da lesdo de celulite poderia tornar
aves susceptiveis a colonizag¢ao por outras cepas de
E. coli ou por outros microrganismos (Gomis et al.
1997, Gomis et al. 2000).

Estirpes isoladas de celulite desenvolvem mais
frequentemente casos de septicemia, quando compa-
radas a outras, isoladas de outras manifestagdes cli-
nicas de colibacilose (Brito et al 2003). Além disso, a
gravidade das lesoes ird depender de fatores como a
quantidade de bactéria, severidade e quantidade das
lesdes cutaneas e, estado imunologico do hospedeiro
(Fallavena 2000). Assim sendo, o fato de estirpes de
E. coli com alta similaridade genética estarem pre-
sentes em celulite e em miados pode significar que
a remocao parcial das lesdes ndo minimiza o risco a
saude coletiva. Desta forma, os produtos derivados
de frangos seriam fontes importantes de enfermida-
des transmitidas por alimentos. Pelos riscos relativos
a saude publica, torna-se necessaria a reavaliagao
dos critérios de condenagao em casos de celulite avi-
aria, determinados na legislacao (Brasil 1998).
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