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GERON, CAROLINE CELLA. Classificacdo dos graus de lesdes de aerossaculite
em perus associadas com enterobactérias. 2018, f.57. Trabalho de Conclusédo de
Curso Mestrado Profissional (Clinicas Veterinarias) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A avicultura € um segmento de grande importancia para a economia brasileira,
destacando-se o Brasil como o maior exportador de carne de frango do mundo. Com
0 crescimento na producédo e exportacdo de carne de perus, aumentam os desafios
na sua producédo. Eles possuem periodo de alojamento mais longo do que frangos,
acarretando aumento de doencas respiratérias como a aerossaculite. O objetivo
deste estudo foi padronizar os graus de lesbes dos sacos aéreos em perus com
aerossaculite, associados com a presenca de isolados de enterobactérias nesses
orgdos. Um total de 110 amostras de sacos aéreos de perus machos com
aerossaculite foram coletados e analisados em um abatedouro no Parana com
fiscalizagdo federal. Durante o processo de abate, as amostras de aerossaculite
foram coletados por meio de swabs, que foram mantidos em caldo Brain Heart
Infusion (BHI), sob refrigeracdo a 4°C, e submetidas a trés métodos de
armazenamento (imediato, congelado ou pré-incubado ap6s congelamento) para
posterior comparacédo das suas eficiéncias de isolamento em meio agar MacConkey.
As carcacas dos perus foram submetidas a avaliacdo e padronizacdo dos graus de
lesbes dos sacos aéreos, sendo classificadas em grau 1 quando apresentavam leve
opacidade e presenca de trabéculas de infeccdo, grau 2, com moderada opacidade
(esbranquicados), grau 3, com marcante presenca de exsudato localizado e grau 4,
0s que tinham severa presenca de exsudato envolvendo varios sacos aéreos. Das
amostras coletadas de carcacas com aerossaculite, foi evidenciado o crescimento
bacteriano em 43,64% (48/110) por pelo menos uma das metodologias de
armazenamento e semeadura. As principais enterobactérias identificadas nas
amostras foram: Escherichia coli (54%), Citrobacter sp. (10%), Proteus sp. (8%),
Edwardsiella sp. (8%), Morganella sp. (8%), Kluyvera sp. (4%), Salmonella sp. (4%)
e Klebsiella sp. (2%). Nao houve relacdo entre a presenca de agentes bacterianos
com os graus das lesbes, ja que todos os tipos padronizados apresentaram um
percentual de positividade, porém, foi observado que os graus padronizados como
grau 3 e 4 apresentaram maior variedade de géneros bacterianos, o que demonstra
que, apesar de todos apresentarem alguma contaminacdo, quanto maior o grau,
mais variacbes de géneros séo isolados. Dos trés métodos de armazenamento, o
imediato apresentou maior percentagem de positividade 41,82% (46/110), no
entanto, o pré-incubado apos congelamento se apresentou mais eficaz em relacdo a
quantidade de colbnias 40% (44/110). Os dados deste estudo revelaram a
prevaléncia de oito enterobactérias em lesdes nos sacos aéreos em perus machos.

Palavras-chave: Avicultura, doencas respiratorias, infeccdo, metodologias,
Escherichia coli.



GERON, CAROLINE CELLA. Classification of the levels of the airsacculitis
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ABSTRACT

Aviculture is a important sector for Brazilian economy, featuring Brazil as the
biggest chicken meat exporter worldwide. With the improvement in the production
and exportation of turkey meat, more challenges are observable in its farming.
Turkey has longer farming period than chicken, resulting in increased number of
respiratory diseases as airsacculitis. The purpose of this study was standardizing
the injuries levels of the air sacs in turkeys with airsacculitis, associated with the
presence of enterobacteriaceae isolated from these organs. A total of 110 samples
of air sacs from male turkeys with airsacculitis were collected and analized in a
slaughter in Parand, with federal inspection. During the slaughtering process, the
samples collection was realized using swabs, while were kept in broth Brain Heart
Infusion (BHI) under refrigeration of 4°C and submitted to three storage methods
(immediate, frozen, or pre incubated after freezing) for further comparison of their
isolated efficiency in MacConkey agar. The turkey carcasses were submitted to
evaluation and standardizing the level of the air sacs injuries. They were classified
in level one — when showing light opacity and presence of trabeculae of infection;
level two — with moderate opacity (whitish); level three — with high presence of
located exudate ; and level four — the ones with severe presence of exudate
involving several air sacs. From the collected samples of the carcasses with
airsacculitis, it was evidenced the bacterial growth in 43.64% (48/110) in at least
one of the storage methods and seeding. The frequencies of the
enterobacteriaceae isolated identified in the samples were: Escherichia coli (54%),
Citrobacter sp. (10%), Proteus sp. (8%), Edwardsiella sp. (8%), Morganella sp.
(8%), Kluyvera sp. (4%), Salmonella sp. (4%) and Klebsiella sp. (2%). There was
not correlation between the presence of bacterial agents with the injuries levels,
since all kinds of the standardized ones showed percentage of positivity. Otherwise,
it was observed that the levels already standardized as level three and four showed
higher variety of genus, which demonstrates that despite everyone showing some
contamination, as higher the level, more variations of genus are isolated. Among
the three storage methods, the immediate showed higher percentage of positivity,
however the pre incubated after freezing showed more efficiency in relation to the
quantity of colonies. The data of this study revealed the prevalence of eight
enterobacteriaceae in air sacs injuries in male turkeys.

Key words: Aviculture; Respiratory Diseases; Infection; Methodologies;
Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

A avicultura é um segmento de grande importancia para a economia
brasileira, destacando-se como a principal atividade econémica em algumas regides.
O setor foi responsavel em 2014 por 3,5 milhdes de empregos diretos e indiretos e
representa 1,5% do produto interno bruto (PIB) do pais, conforme dados da Unido
Brasileira de Avicultura (UBABEF, 2014). A producgéo de carne de frangos do Brasil,
apesar de todas as dificuldades, continua crescendo e, em 2016, superou a
producdo chinesa, colocando o pais na segunda posicdo no ranking mundial dos
paises produtores e o maior exportador mundial, enquanto os USA (Estados Unidos
da América) ocupa a segunda posicao (TALAMINI; FILHO SANTOS, 2017).

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal, o estado do
Parand concentra a maior parte dos abates de frangos, 34,32% em 2017.
Aproximadamente 180 mil produtores agricolas dedicam-se a atividade. Dentro
deste segmento, a producdo de perus tem apresentado crescimento consideravel,
atingindo, em 2017, producédo de 390.480 mil toneladas no Brasil, com o estado do
Parana se destacando como o maior produtor e exportador, responsavel por 37,18%
das exportacbes (ABPA, 2018).

Apbs a repercussdo negativa da deflagracdo da Operacdo Carne
Fraca em 17 de marco de 2017, as exportacdes de carne de aves brasileiras
sofreram uma pequena variacdo anual de -1,8% no volume exportado entre 2016 e
2017. Segundo o SECEX/MDIC (2018), a producao passou de 4.307,6 milhdes de
toneladas de carnes de frango vendidas em 2016 para 4.232,1 milhdes de toneladas
em 2017. Porém, acredita-se que apenas o0s dados estatisticos do acumulado do
ano de 2018 poderdo oferecer maiores esclarecimentos sobre a real situacdo das
exportacbes em valor e volume. A estimativa € uma reducdo de 35% nas
exportacdes devido ao embargo atual da Unido Europeia a 20 frigorificos brasileiros
(CORREIA, 2018).

Apesar deste contexto, 0 sucesso na producgdo de aves do pais deve-
se a sua alta capacidade de producéo de graos e baixo custo da méao-de-obra. Por
outro lado, doencas bacterianas sédo causadoras de prejuizos econémicos por queda
de produtividade e condenacdes nos abatedouros (FALLAVENA et al., 2000).

Na producdo de perus, as doencas respiratorias representam um
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grave problema, causando continuamente perdas econdomicas decorrentes de
aumento nas taxas de mortalidade, do custo de medicamentos, das taxas de
condenacédo das carcacas, queda da producdo de ovos e eclosdo (HAFEZ, 2009).
Varios agentes virais e bacterianos podem estar envolvidos nas infec¢cdes do trato
respiratério, sozinhos ou associados. Além disso, os perus também sofrem influéncia
de fatores ndo infecciosos, como condic¢des climaticas ou manejo impréprio (CANAL,
2003; HAFEZ, 2009).

N&o ha uma definicdo que padronize a extensao das lesbes causadas
pela aerossaculite em perus, somente observa-se o comprometimento dos sacos
aéreos. Além disso, existe apenas um relato de El-Sakhon et al, 2002 em frangos
gue associa diretamente as les6es dos sacos aéreos as enterobactérias, sendo que
estes patdogenos causam prejuizos econémicos consideraveis devido a condenacéo
de parte destas carcacas, além de apresentar importancia na sadde publica.

Atualmente, as carcagas com aerossaculite sdo condenadas conforme
a portaria n° 210 do MAPA (1998): condenadas parcialmente, quando as lesées sao
restritas, ou totalmente, quando ha comprometimento da carcaca, sendo que as
visceras sao condenadas em qualquer caso. Porém, ndo ha uma definicdo exata de
quando esta é considerada restrita ou extensa.

N&o existem pesquisas que revelem as perdas causadas por
problemas respiratérios exclusivamente em perus, porém, segundo registros oficiais,
4% das aves abatidas no Brasil sdo condenadas por aerossaculite e 1,3% por lesdes
causadas por colibacilose (BRASIL, 2013). Segundo estudos de Pianho et al. (2015)
a perda na cadeia do frango por aerossaculite corresponde a 2,14% das
condenacdes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi padronizar os graus das
lesbes dos sacos aéreos em perus com aerossaculite associados com a presenca

de isolados de enterobactérias nesses 6rgaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar os graus das lesdes dos sacos aéreos em perus com
aerossaculite associado com a presenca de isolados de enterobactérias nesses

orgaos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Classificar as lesdes de aerossaculite conforme o comprometimento
dos sacos aéreos dos perus;

e Pesquisar a ocorréncia de enterobactérias em perus machos com
aerossaculite;

e Avaliar qual método de armazenamento € mais eficaz para o
isolamento de enterobactérias presentes em lesdes de sacos aéreos
de perus e comparar o resultado da analise microbiolégica com o grau

de comprometimento destes érgéos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AEROSSACULITE NAS AVES

As aves possuem sacos aéreos, dilatacdes cegas formadas de finas
membranas translicidas que preenchem todos os espac¢os das cavidades toracicas
e abdominais, as quais sdo responsaveis por suprir 0os pulmdes com ar inspirado
durante o processo de expansdo das cavidades toraco-abdominais da ave. Em
doencas respiratérias das aves, 0s sacos aéreos sdo mais frequentemente afetados
que os pulmdes devido as suas posicOes ventrais e a auséncia de numerosos
macréfagos pulmonares e vascularizacdo (BERCHEIRI; MACARI, 2009; DYCE et al.,
2004).

Os pulmbes das aves sdo proporcionalmente pequenos e
compactos, incapazes de grande expanséo; entretanto, sdo ligados a nove sacos
aéreos, 0s quais tem funcdo de reservatorio, ja que ndo sao revestidos por epitélio
respiratorio. Estes sdo: um saco interclavicular Unico, um par de sacos cervicais, um
par de sacos toracicos craniais, um par de sacos toracicos caudais e um par de
sacos abdominais (ORR, 1986). Segundo Dyce et al. (2004), as galinhas
apresentam uma diferenciacdo, pois possuem apenas oito pares de sacos aéreos,
0s cervicais se fundem e se tornam unico.

A reacao inflamatéria dos sacos aéreos, também denominada
aerossaculite, provoca espessamento da membrana dos sacos aéreos, infiltrados
por células inflamatérias e exsudatos caseosos. As aves infectadas com esta
doenca apresentam sinais de dificuldade respiratoria, tosse, reducdo do crescimento
e queda na producédo. Os quadros de aerossaculite sdo importantes e frequentes em
aves comerciais, levando a grandes prejuizos devido a mortalidade, ao gasto com
medicamentos, a reducao de peso e, principalmente, a condenacdo de carcacas em
abatedouros (ABUJAMRA, 2010; CORREA, 2010). A aerossaculite pode evoluir para
bacteremia com infeccdo generalizada e pode ocasionar mortalidade acima de 20%
(BERCHIERI JUNIOR, 2009).

Desde 1994, Dipemar ja afirmava que, anualmente, cerca de 30 mil
toneladas de carne de frango séo perdidas na fase final de produgéo, ndo chegando
a mesa do consumidor devido a problemas respiratdrios, acarretando prejuizos de

até 30 milhdes de dolares. Este cenario ainda é realidade atualmente.



16

Inimeras enfermidades ou lesBes desencadeiam significativos
prejuizos a industria avicola por acarretarem condenacdes de carcagas ou visceras
nas linhas de inspecdo durante o abate (CORREA, 2010). O Servico de Inspecéo
Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é
responsavel pelo destino final das aves, as quais sdo julgadas de acordo com a
Portaria n® 210 do MAPA, de 1998 e segundo o, Art. 175 do RIISPOA de marco de
2017. Orienta-se que as carcagcas com aerossaculite sejam condenadas
parcialmente quando apresentarem lesdes restritas apds a remoc¢ao completa dos
tecidos envolvidos; quando apresentarem lesGes extensas, multiplas ou houver
evidéncia de carater sistémico, deverdo ser condenadas totalmente. As visceras
sempre serdo condenadas totalmente (BRASIL, 1998; BRASIL, 2017).

Os quadros de aerossaculite podem ser ocasionados pela qualidade
do ar ambiente que as aves inalam. Gases toxicos no ambiente, como o gas amoénia
e 0 excesso de dioxido de carbono, associados a presenca de agentes virais e
bacterianos, causam irritacdo no epitélio traqueal, aumentando a producdo de muco
e perda dos cilios, promovendo um processo inflamatorio local. Assim, este
ambiente formado favorece a colonizagdo e multiplicagdo bacteriana (BERCHIERI
JUNIOR, 2009; SAVIOLLI, 2010).

Os principais microrganismos envolvidos nas infec¢des respiratérias
das aves sdo: Mycoplasma galisepticum, Mycoplasma synoviae, Ornithobacterium
rinotracheale, Bordetella avium, Escherichia coli, pneumovirus aviario, virus da
bronquite infecciosa, virus da influenza aviéaria, virus da laringotraqueite infecciosa,
virus da doenca de Newcastle e também pode estar concomitantemente associado
com o fungo Aspergillus fumigatus (PANG, 2002; SPANAMBERG et al., 2013).
Segundo Minharro et al. (2001), entre os microrganismos pesquisados nas lesdes de
sacos aéreos, a Escherichia coli foi considerada um dos principais agentes
bacterianos encontrados, sendo isolada em 80,64% de lesdes de aves com
aerossaculite.

Vérias enterobactérias podem estar envolvidas na aerossaculite, o
tratamento das mesmas é realizado utilizando antibioticos aliado com as corretas
praticas de manejo. Dentre estas praticas de manejo, podemos citar: boa
higienizacdo, adequada desinfecgédo do ambiente, associacdo de diferentes medidas
de prevencdo como boa ventilacdo e controle populacional, reducdo de estresse
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ambiental e de manipulagéo, 6tima nutricdo e a utilizacdo de probidticos (LOPES,
2016).

3.2 ENTEROBACTERIAS ENVOLVIDAS COM LESOES DE AEROSSACULITE EM
PERUS

A familia Enterobacteriaceae faz parte da maior familia de bactérias
Gram-negativas de importancia clinica e representam 80% ou mais de todos os
Gram-negativos isolados na rotina microbioldgica (LEVY; VAZ, 2013). A maioria das
espécies se desenvolve bem a temperatura de 37°C; entretanto, algumas tém
temperatura Otima entre 25 e 30°C sendo mais ativas metabolicamente a estas
temperaturas (ICMSF, 2000).

Essas bactérias sdo fermentadoras de glicose e outros acucares,
oxidase negativa e catalase positiva, anaerobios facultativos, ndo formadoras de
esporos e a maioria moveis (exceto Klebsiella, Shigella e Yersinia). Elas crescem
bem em meios basicos (caldo peptona) e ricos em nutrientes, como agar sangue,
agar chocolate e agar MacConkey, e nao sao inibidas pelos sais biliares presentes
no dltimo meio (LEVY; VAZ, 2013; MURRAY et al. 2000; PESSOA 2011; QUINN,
2011).

A familia conttm mais de 42 géneros e mais de 142 espécies
bacterianas, sendo encontradas no solo, nas aguas, nos vegetais e em animais,
desde insetos ao homem. Muitas espécies bacterianas dessa familia pertencem a
microbiota intestinal animal ou em outros casos, atuam como agentes infecciosos
(QUINN et al., 1994).

As enterobactérias podem ser agrupadas em trés categorias: agentes
patogénicos, patdgenos oportunistas ou nao patogénicos. Algumas espécies
bacterianas sdo capazes de causar uma vasta quantidade de enfermidades,
incluindo diarreia, infeccdo das vias urinarias e respiratorias, septicemia e meningite.
Os principais agentes patogénicos sdo Salmonella enterica, E. coli, Klebsiella sp.,
Proteus sp., Enterobacter sp. e Serratia marcescens (KEUSCH; ACHESON, 2009;
MURRAY et al. 2000; PESSOA 2011; QUINN, 2011).

Existem alguns relatos, que isolaram enterobactérias, em 6rgdo de
aves e em seu ambiente os quais podem estar correlacionados com doencas

respiratérias como a aerossaculite. As infec¢cdes causadas por E. coli séo
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consideradas secundarias a outros agentes e a manifestacdo da doenca é
extraintestinal (FERREIRA et al, 2009). O trato respiratorio superior € a principal
porta de entrada da infeccao, que coloniza e se multiplica na traqueia, com posterior
disseminacdo para 0s sacos aéreos e tecidos adjacentes. As principais lesbes
encontradas s&o: aerossaculite, pericardite, perihepatite, pleuropneumonia e
peritonite (CHEVILLE et al.,1978).

J& Edwardsiella ictaluri, foi encontrada por Segabinazi et al. (2005) em
insetos presentes na cama de aviarios, sendo que 0 maior nimero estava na
superficie interna do inseto, sugerindo que ela pode ser um habitante natural do trato
intestinal. E. ictaluri pode ser um patdgeno oportunista dos animais, mas ndo ha
informacBes até o momento sobre sua patogenicidade para as aves apenas que
estdo presente no ambiente (QUINN et al., 1994; SEGABINAZI et al., 2005).
Também ja foram identificadas cepas com espécies de Kluyvera juntamente com
outras bactérias da familia Enterobacteriaceae em um levantamento de cultura fecal
de 47 aves de rapina em cativeiro (BANGERT et al.,1988).

As salmonelas estdo amplamente difundidas na natureza e sao
capazes de infectar o homem e outros animais. As aves acometidas por salmonelas
paratificas podem desenvolver a doenca clinicamente ou de forma assintomatica,
albergando esses agentes e tornando-se fonte em potencial para os seres humanos,
sendo uma das maiores preocupacdes da saude publica, pois mesmo em paises
bem desenvolvidos, gera-se um custo significativo para a sociedade (BARROW,
1993; SHINOHARA, 2008).

A identificacdo das enterobactérias pode ser facilitada pela utilizacao
de meios que retnem em um so tubo vérias reacdes bioquimicas; assim, € possivel
realizar a identificacdo presuntiva dos principais géneros de interesse clinico. No
Brasil, os meios presuntivos de identificacdo mais utilizados sdo: Meio de Rugali,
modificado por Pessoa e Silva (Meio de LIA), EPM, MILi e TSI (LEVY; VAZ, 2010).

3.2.1 Principais Géneros Da Familia Enterobacteriaceae

3.2.1.1 Citrobacter

O género Citrobacter compreende as espécies C. freundii, C. diversus

e C. amalonaticus. Sao bacilos curtos, que ocorrem isoladamente ou aos pares, com
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aproximadamente 1,0 ym de didametro e 2,0-6,0 ym de comprimento, usualmente
ndo possuem capsula e sdo moveis por flagelos peritrigueos. Sao anaerdbios
facultativos, com metabolismo respiratério e fermentativo, fermentam glicose com
producdo de acido e gas. A maioria das amostras de C. freundii produz sulfeto de
hidrogénio (H,S) (HOLT et al.,1994; TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Esse género bacteriano €& frequentemente isolado de individuos
doentes como um patdgeno oportunista. Pode causar meningite neonatal e mastite
bovina, sendo encontrado no solo, agua, esgoto e alimentos, porém nao é descrito
em aves (HOLT et al.,1994; QUINN et al., 1994).

3.2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli faz parte da microbiota entérica de mamiferos e aves;
portanto, possui distribuicdo cosmopolita. E uma bactéria Gram negativa, anaerobica
facultativa e possui metabolismo respiratério e fermentativo. Caracterizam-se por
serem microrganismos bacilares, medindo de 1,1-1,5um, a maioria sdo moveis,
possuindo flagelos peritriquios, ndo produz H,S, urease, L-triptofano desaminase,
mas sao passiveis de utilizar a lisina e produzir indol (FERREIRA et al., 2009; HOLT
et al., 1994). O agente bacteriano € responsavel por significativa incidéncia de
processos moérbidos em seres humanos e outros animais (CALNEK et al., 1997;
CARDOSO, 2002; SAVIOLLI, 2010).

E. coli engloba diversas cepas patogénicas e nao patogénicas. Dentre
as cepas patogénicas, existem seis grupos identificAveis que provocam doenca
entérica (diarreiogénicas): EPEC (enteropatogénica), ETEC (enterotoxigénica),
EAEC (enteroagregativa), EIEC (enteroinvasiva), EHEC (enterohemorragica) e
DAEC (E. coli difusamente aderente); (KEUSCH; ACHESON 2009; KONEMAN et al.,
2012). Os patotipos extra-intestinais associados as regides especificas do
organismo hospedeiro que se refere ao sitio de isolamento, sdo comumente
divididos em UPEC (uropatogénicos), MNEC (meningite neonatal) e APEC (avian
pathogenic E. coli); (FERREIRA et al., 2009).

Acredita-se que a maioria dos sorotipos de E. coli seja desprovida de
gualquer fator de viruléncia; entretanto, algumas cepas adquiriram durante o
processo evolutivo diferentes conjuntos de genes que lhes conferiram a capacidade

de ocasionar doenca, fato que determina a grande versatilidade patogénica da
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espécie (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).

Alguns fatores de viruléncia associados E. coli patogénica para aves sao
fundamentais na patogenia da doenca, como a expressao de adesinas, a producéo
de sideroforos e a capacidade de resistir a acdo microbicida do soro. Apls a
invasao, outros fatores que contribuem para a sobrevivéncia e evolucado da doenca
sdo a resisténcia aos componentes do sistema complemento e a capacidade de

sequestrar o ion ferro na corrente sanguinea e nos tecidos das aves (REIS, 2011).

3.2.1.3 Edwardsiella

Edwardsiella sdo bastonetes pequenos, medindo em média 1um de
didmetro, Gram-negativos, moéveis e compostos por trés espécies: E. tarda, E.
hoshinae e E. ictaluri apresentam temperatura 6tima de crescimento de 37°C, exceto
a E. ictaluri, que tem preferéncia por temperaturas mais baixas (HOLT et al.,1994;
LIMA et al., 2014).

Ocorrem mais frequentemente em ambientes aquaticos relacionados a
contaminacao e infec¢do de animais de sangue frio, como peixes e répteis. Embora
sejam raras, € um patdgeno que pode acometer os seres humanos, causando
gastroenterites e infeccao extraintestinal (DOYLE, 2001; WANG et al., 2005). Casos
como enterocolite, abscesso hepdatico, peritonite, osteomielite, endocardite,
meningite e sepse em neonatos ja foram descritos (LIMA et al., 2014).

E. tarda, desde 2001, vem chamando atencdo para enfermidades
transmitidas através da ingestdo de alimentos, sendo considerada como uma
bactéria emergente (DOYLE, 2001).

3.2.1.4 Klebsiella

Klebsiella é uma enterobactéria encontrada em locais como agua, solo,
plantas e esgoto. Em pessoas imunocomprometidas esta bactéria encontra
ambiente propicio para o seu crescimento, levando a quadros de infecgOes
respiratérias, oculares, doencas reprodutivas (DAVIES et al., 2016; MARTINEZ et
al., 2004; PODSCHUM; ULLMANN, 1998).

E um bastonete Gram-negativo, anaerobio facultativo, mas com melhor

crescimento em condi¢cOes aerodbias, ndo esporulado e cujo tamanho varia de 0,3 a 1
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um de diametro. S&8o imoveis e produzem colonias grandes e gomosas quando
cultivadas em placas com nutrientes. No &gar MacConkey, produz colénias réseas,
com aspecto elevado e de consisténcia mucoide (MARTINEZ et al., 2004).

3.2.1.5 Kluyvera

Kluyvera é um género relativamente novo na familia
Enterobacteriaceae. E descrito com pouca frequéncia em associacdo com infeccées
clinicamente significativas; porém, ja4 foi isolada em seres humanos no trato
respiratorio (FARMER et al., 1981; FARMER et al., 1985; JUAN et al., 2001).

Somente a partir de 1981, Farmer et al. redefiniram Kluyvera como um
género separado, usando bioquimica e técnicas de hibridizacdo DNA-DNA.
Apresenta-se em forma de haste, com 0,5-0,7 de diametro e 2-3 um de
comprimento, flagelado e movel. O organismo distingue-se de outros géneros
relacionados pela sua capacidade de usar citrato e malonato, descarboxilato de
lisina e ornitina e produzir grandes quantidades de acido alfacetoglutarico durante a
fermentacao de glicose. Kluyvera cresce bem em meios de cultura e suas colénias
se assemelham as de Escherichia (FARMER et al., 1981).

3.2.1.6 Morganella morganii

Dentro da familia Enterobacteriaceae, o género Morganella morganii
pertence ao tribo Proteeae, que também inclui os géneros Proteus e Providencia
(KIM et al., 2007). Bactérias dessa tribo produzem urease e fenilalanina desaminase,
sdo anaerobbicos facultativos, e fermentam glicose e manose, com produgdo de
acido (HOLT et al., 1994).

M. morganii € encontrada em fezes de humanos, caes, outros
mamiferos e répteis. SAo microrganismos oportunistas, isolados no trato respiratorio,
feridas e infec¢bes do trato urindrio e tem sido causa de diarreia. Os relatos de
infec¢des causados por M. morganii podem ser devastadoras em recém-nascidos e
hospedeiros imunocomprometidos, mas ndo ha relatos em aves (HOLT et al., 1994;
KIM et al., 2007; KONEMAN et al.,2008).
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3.2.1.7 Proteus

O género Proteus inclui as espécies P. mirabilis, P.myxofaciens, P.
penneri e P. vulgaris. S&o bastonetes curtos, com 0,4-0,8 ym de diametro e 1,0-3,0
Mm de comprimento. Sdo moéveis por flagelos peritriqueos, anaerdbios facultativos,
produzem H,S, lisina descarboxilase negativas e hidrolisam a ureia, exceto o P.
penneri que pode ou ndo hidrolisar. Entre as espécies, ocorre variacao nos testes de
indol e citrato (HOLT et al., 1994).

Sdo frequentemente isoladas de amostras ambientais e também
podem estar presentes no trato intestinal de animais e humanos, no solo, em aguas
poluidas com dejetos e residuos. S&o considerados microrganismos oportunistas
causando doencas quando o hospedeiro esta em condi¢cdo de imunossupressao ou
guando héa alteracbes em seu microambiente habitual. Apesar do Proteus causar
infeccdes no trato urinario, estas bactérias podem ser isoladas de muitas partes
infectadas do corpo (BROOKS et al., 1998). Sdo muito importantes na deterioracao
dos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

3.2.1.8 Salmonella

Sao bactérias Gram-negativas, anaerdbicas facultativas, que se
apresentam em bastonetes medindo de 0,7 — 1,5 de didametro e 2,0 - 5um de
comprimento, ndo fermentam lactose, sendo movidas por flagelos peritriquios,
exceto a S. enterica sorovariedades Pullorum e Gallinarum, que sdo imoveis.
Produzem géas a partir de glicose (exceto S.enterica sorovariedade Typhi) e séo
capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A taxonomia é baseada na
composicdo de seus antigenos de superficie, que sdo os antigenos somaticos (O),
os flagelares (H) e os capsulares (K); (FRANCO; LANDGRAF, 1996; PAULA, 2002;
LEVINSON, 2005). Entre os animais, as aves (galinhas, perus, patos e gansos) sao
0S reservatorios mais importantes, mas suinos, bovinos, equinos e outros mamiferos
domésticos e silvestres, bem como répteis, também apresentam salmonela
(CARDOSO; CARVALHO, 2006).

Normalmente, as salmoneloses séo infec¢bes autolimitantes, ou seja,
que duram certo periodo de tempo, que pode variar entre um a quatro dias

dependendo do organismo; porém, os quadros de desidratacdo causados pela
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diarreia requerem atencao. A salmonelose é uma infeccao que precisa ser notificada
as autoridades para que possa haver uma investigacéo e determinacdo da fonte da
doenca (LEVINSON, 2005). Os principais veiculos de transmissdo sao alimentos de
origem animal, principalmente aves e ovos, mas também podem ser encontrados em
carne de bovinos, peixes, frutos do mar, laticinios como leite e queijos (SHINOHARA
et al., 2008).

3.3 CONDENACOES DE CARCACAS DE PERUS POR AEROSSACULITE

Ha& uma escassez de registros na literatura sobre condenacdes em
abatedouros de perus. O primeiro levantamento foi realizado no oeste catarinense,
no periodo entre agosto de 1999 e julho de 2001, descreve que 3,03% (356.614) das
carcacas foram condenadas por aerossaculite, apesar de parecer um indice baixo, a
segunda maior condenacao parcial foi de 0,12% (14.516) por contaminacéo
(MACAHYBA et al., 2005).

Entre 2005 e 2006, um frigorifico de perus do Rio Grande do Sul
obteve resultados menos expressivos, com uma condenacdo por aerossaculite de
1,1% (87.929 carcacas), sendo a sexta causa de condenacdes parciais
(SCHLETEIN,2007). J4 Abujamra (2010) realizou um levantamento no ano de 2009,
de condenacdes por aerossaculite em perus (totais e parciais), no centro oeste do
Brasil com variacdo de 1,6 a 5,4% e no estado de Minas Gerais, obteve entre 0s
agosto de 2008 a julho de 2009, uma condenacgdo parcial por aerossaculite de
41,24% (722.119) em relacdo as carcacas abatidas (MOURA et al., 2012).

No estado do Parana nao, existem estudos em perus; porém, Pianho
(2015) também destaca a aerossaculite como a patologia mais encontrada em
abatedouros de aves na regido noroeste do Parana, com 2,14% das carcacas
condenadas por aerossaculite. Assim, trés regides distintas apresentaram-se como a

patologia causadora de maiores perdas em abatedouros de perus.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Para a realizagdo deste trabalho, foram selecionadas aleatoriamente
em um frigorifico com Fiscalizacdo Federal no estado do Parana, 110 carcacas de
perus machos, com idade média de 140 dias e peso médio de 22 kg apresentando
lesbes nos sacos aéreos e 16 amostras de sacos aéreos saudaveis como amostras
controle, sendo que estas foram coletadas em todas as idas ao frigorifico. Os
periodos de coleta ocorreram entre os meses de setembro de 2017 a janeiro de
2018.

4.2 CLASSIFICACOES DAS LESOES DE ACOMETIMENTO DOS SACOS AEREOS

Na primeira etapa, foi realizada uma classificacao das lesdes presentes
Nnos sacos aéreos em carcacas de perus que seriam destinadas ao aproveitamento
condicional por apresentarem aerossaculite. As lesbes foram definidas conforme a
extensdo de comprometimento dos sacos aéreos. A escala de padronizacao
realizada para aerossaculite em perus encontra-se a seguir (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1- Escala de padronizagao dos graus de comprometimento dos sacos aéreos em perus.

Escala Caracteristicas
Grau 0 Sacos aéreos sem leséo (translucidos).
Grau 1 leve presenca de trabéculas de infeccao

NOS sacos aéreos.

Grau 2 moderada opacidade dos sacos aéreos
(esbranquicados).

Grau 3 presenca de exsudado localizado.

Grau 4 severa presenca de exsudado
envolvendo varios sacos aéreos.
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Figura 1. Padronizacdo dos graus de aerossaculite em perus: (a) grau 1 — trabéculas de infec¢é@o
(seta), (b) grau 2 — opacidade dos sacos aéreos, (c) grau 3 — exsudato (seta) e (d) grau 4 — exsudatos
(seta).

4.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS E METODOS DE ARMAZENAMENTO

Para obtencdo das amostras, foi coletado, com o auxilio de swabs,
material dos sacos aéreos comprometidos, apdés a evisceracdo, 0s quais foram
armazenados individualmente em tubos de ensaios esterilizados contendo 2 ml de
Infusdo Coracdo-Cérebro (BHI —Oxoid, USA, Anexo A), e transportados até o
laboratério em recipiente isotérmico com gelo seco, para posterior andlise
bacteriolégica das lesGes. Em todo o processo, cuidou-se para ndo ocorrer
contaminacdo dos swabs com outras partes das carcacas; sendo assim eliminadas
as carcacgas gue apresentavam contaminacgao gastrointestinal.

As amostras foram coletadas aleatoriamente de carcacas que estavam
com aerossaculite durante o processo de abate. Para a coleta, foram utilizadas luvas
cirtrgicas e swabs com haste de plastico, realizando-se movimentos de friccdo sobre

0s sacos aéreos comprometidos (graus 1 e 2), tanto na parte externa como interna,
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e também foi realizada friccdo dos exsudatos presentes (graus 3 e 4); (Figura 2).
Pela forma de evisceracdo das carcacas, foi possivel apenas visualizar e coletar

amostras dos sacos aéreos toracicos posteriores e abdominais.

Figura 2 — Coleta de swabs de carcacas de perus com aerossaculite.

*

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Bacteriologia
Basica e Aplicadas do Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias
Biologicas, da Universidade Estadual de Londrina — Parand, por meio do isolamento
por semeadura e esgotamento em agar MacConkey (Oxoid, USA, Anexo C). Foi
avaliado o crescimento bacteriano por trés métodos diferentes de armazenamento
das amostras: 1) Isolamento bacteriano imediato (na chegada do material no
laboratério); 2) Isolamento bacteriano apds o congelamento no material em meio BHI
(Oxoid, USA), contendo 25% de glicerol (Merck, USA) e 3) Pré-incubacdo do
material congelado, em caldo LB (Anexo B). Todas as amostras positivas foram
submetidas ao teste bioquimico para identificacdo da bactéria isolada.
A cada coleta individual, os swabs foram armazenados em tubos de
vidro com 2 ml de BHI esterilizado (Figura 3a) e transportados imediatamente para o
laboratoério. Durante o intervalo da coleta para o laboratério o material foi mantido
sob refrigeracdo a 4°C durante 20 a 28 horas. No primeiro meétodo de
armazenamento (isolamento imediato), foi realizada a semeadura por esgotamento
em agar MacConkey, com posterior incubacdo das placas de Petri semeadas em
estufa bacteriol6gica a 37°C por 18 a 24 horas, para crescimento bacteriano.
Para o segundo método de armazenamento, foi realizada uma mistura
de 500 pl do material coletado (BHI com swabs) com 500 ul de BHI com glicerol 25%

em um microtubo esterilizado, com posterior congelamento a -20°C (freezer). O
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isolamento bacteriano nesse método foi realizado também por semeadura por
esgotamento em 4gar MacConkey; porém, a partir do material congelado.

O terceiro método foi realizado ap06s o congelamento; porém, com
incubacdo do material congelado, adicionando 500 pl de caldo LB em 500 ul da
amostra congelada, sendo incubados posteriormente em estufa a 37°C, por 18 a 24
horas, sem agitacdo. O isolamento bacteriano em 4gar MacConckey mais uma vez
foi realizado da mesma forma que nos dois métodos anteriores.

ApoOs o isolamento, as coldnias foram identificadas como lactose-
positivas ou lact+ (vermelhas/rosas), ou lactose negativas ou lac- (transparentes),
devido a fermentacdo do acucar lactose com producdo de &cidos que altera sua

coloracdo na presenca do indicador de pH (Figura 3b).

Figura 3 — Armazenamento dos swabs em tubos com BHI (a), colbnias
lactose positivas (vermelhas/rosas) e negativas (transparentes) (b).

4.4 ANALISE BIOQUIMICA

Para identificacdo das bactérias Gram negativas fermentadoras
encontradas apO0s o crescimento em agar MacConkey, realizou-se uma série
bioguimica para identificacdo da espécie bacteriana da familia Enterobacteriaceae.
Os meios utilizados foram EPM (Escola Paulista de Medicina, onde o meio foi
desenvolvido), MILi (Motilidade, Indol e Lisina) e Citrato de Simmons.
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No meio EPM (Anexo D), as bactérias foram inoculadas com uma
“picada” profunda (usando fio de platina), até o final do meio no tubo (base do tubo),
e posteriormente, estriada na superficie (fase superior do meio do tubo ou apice).
Neste tubo, pode-se observar a fermentacdo de glicose, com alteracdo do meio
azulado para amarelo; a producdo de gas, com formacdo de bolhas ou
deslocamento do meio; a producao de H,S, que altera a pigmentagcdo do meio para
enegrecido; a hidrélise da ureia, formando um anel azulado na base; e a
desaminacdo do triptofano pela enzima L-triptofano desaminase (LTD), com
mudancga do meio para verde mais escuro (Figura 4).

Ja no tubo com meio MILi (Anexo D), apenas foi realizada a “picada”
central e profunda para verificar a motilidade das bactérias, que, quando moveis,
crescem além da picada, turvando o meio, enquanto as imdéveis crescem apenas na
linha da picada. Também foi determinada a utilizacdo da descarboxilacdo da lisina
pela enzima lisina descarboxilase (LDC), através da alteracdo da coloracdo do meio
para cinza a roxo quando utilizada, ou amarelo, quando nédo utilizada a lisina,
variacdo que se deve a mudanca do pH. Apds a leitura da motilidade e presenca de
LDC, foram adicionadas trés gotas do reativo de Kovacs para analise da producéo
de indol. A formacédo de um anel com coloragéao rosa ou vermelha na parte superior
indicou positividade para producdo de indol, devido a presenca da enzima
triptofanase; quando inalterada a coloracéo, teste negativo (Figura 5).

O meio citrato de Simmons (Anexo E) tem como principio a
determinacao da capacidade do microrganismo utilizar o citrato como Unica fonte de
carbono para o seu metabolismo. A inoculacdo foi realizada apenas estriando a
bactéria na superficie no meio (fase superior ou apice). Todos 0s meios foram
incubados por 24 horas a 37°C. A mudancga de coloracdo do meio de cultura de
verde para azul representou o crescimento bacteriano (Figura 4c). As analises dos
resultados das leituras dos meios da série bioquimica foram realizadas através do
fluxograma e da tabela de caracteristicas bioquimicas com percentagem de
positividade especifica para determinacdo de enterobactérias (PESSOA; SILVA,
1972; Anexo F e G).
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Figura 4 — Prova bioquimica com meio EPM e Citrato, utilizada para identificacdo de
bactérias Gram negativas fermentadoras. Da esquerda para direita: (a) primeiro frasco
producé@o de H,S e gés; segundo frasco: fermentac@o da glicose e producédo de gas; (b)
primeiro frasco: producéo de H,S e segundo frasco: urease positiva; (c) citrato negativo e
citrato positivo.

Figura 5 — Prova bioguimica com meio MIli utilizada para identificagdo de bactérias
Gram negativas fermentadoras. Da esquerda para direita: (a) prova da motilidade:
primeiro frasco negativo e segundo frasco: positivo; (b) indol positivo; (c) primeiro frasco
LDC negativo, segundo e terceiro: positivo.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para esse estudo realizou-se andlise estatistica descritiva, calculando-
se as frequéncias absolutas e relativas, cujo objetivo basico foi sintetizar uma série
de valores, permitindo organizar e descrever os dados de trés maneiras: por meio de
tabelas, de graficos e medidas descritivas (SAMPAIO, 2007). Foi utilizado o

programa R Studio, com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 CONDENACOES DE CARCACAS DE PERUS POR AEROSSACULITE

Durante os cincos meses de coleta, de setembro de 2017 até janeiro
de 2018, foi realizado um levantamento dos documentos de condenacédo do SIF, os
quais ficam registrados as condenacdes de cada més correspondente (Tabela 2).
Neste, periodo foram abatidos 1.469.049 perus, dos quais 299.533 (20,39%)
apresentaram aerossaculite e as carcagcas foram encaminhadas para o
departamento de inspecao federal (DIF) para condenacéo das visceras e corte das

demais partes. O més de outubro apresentou maior numero de condenacoes.

Tabela 2 — Condenacdes de carcagcas de perus por aerossaculite realizadas pelo Servico de
Inspecao Federal nos meses de setembro de 2017 a janeiro de 2018.

Perus abatidos Condenacdes Porcentagem de
parciais condenacdes

Setembro/2017 292.255 48.833 16,70%
Outubro/2017 312.839 76.807 24,55%
Novembro/2017 271.970 59.933 22,04%
Dezembro/2017 288.882 55.643 19,26%
Janeiro/2018 303.103 58.317 19,24%
Total 1.469.049 299.533 20,39%

5.2 GRAUS DE AEROSSACULITE EM PERUS

Das 110 carcacas de perus com aerossaculite que foram analisados
para deteccdo bacteriana e realiza¢do simultanea da avaliacdo dos graus das lesdes
de cada carcaca, verificou-se que 6,36% (7/110) apresentaram lesdes padronizadas
em grau 1, 32,73% (36/110) com grau 2, 46,36% (51/110) com grau 3 e 14,55%
(16/110) com grau 4 (Tabela 3). Os sacos aéreos mais atingidos foram os toracicos
79,09% (87/110), enquanto que as lesbes em sacos aéreos abdominais representam
20,91% das carcacas.

N&o houve relacédo entre a presenca de agentes bacterianos com 0s

graus das lesdes, ja que todos os tipos padronizados apresentaram positividade.
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Porém, das oito espécies bacterianas isoladas, no grau 1, foi encontrada apenas
contaminacdao por E. coli; no grau 2, foram isolados quatro géneros distintos (E. coli,
Citrobacter, Morganella e Proteus); no grau 3, isolaram-se seis géneros (E. coli ,
Proteus sp., Edwardsiella sp. , Morganella, Kluyvera sp., Salmonella sp); e no grau
4, sete géneros (E. coli, Citrobacter sp., Edwardsiella sp., Morganella, Kluyvera sp.,

Salmonella sp. e Klebsiella sp.).

Tabela 3- Carcacas de perus com aerossaculite relacionadas aos graus de acometimento dos sacos
aéreos.

Carcacas acometidas % de acometimento
Grau 1 07 6,36
Grau 2 36 32,73
Grau 3 51 46,36
Grau 4 16 14,55
Total 110 100

5.3 AGENTES BACTERIANOS GRAM-NEGATIVOS FERMENTADORES EM
AEROSSACULITES

Dos materiais coletados de carcacas com aerossaculite, foi
evidenciado o crescimento bacteriano em 43,64% (48/110) das amostras em pelo
menos uma das metodologias de armazenamento e semeadura. Através das provas
bioquimicas, foi possivel identificar oito géneros de enterobactérias e isolar 50
colénias, pois algumas amostras apresentavam mais do que uma colbnia
concomitantemente. Das 16 amostras controles coletadas, nenhuma apresentou
crescimento bacteriano, sendo considerado negativo. Durante o processo de
adaptacdo da metodologia foram perdidas algumas amostras, pelo fato do processo
de congelamento n&o ser adequado, sendo estas descartadas da pesquisa.

As espécies e géneros encontrados nos sacos aéreos e exsudatos de
carcacas com aerossaculite foram Escherichia coli (54%), Citrobacter sp. (10%),
Proteus sp. (8%), Edwardsiella sp. (8%), Morganella (8%), Kluyvera sp. (4%),
Salmonella sp. (4%) e Klebsiella sp. (2%); (Tabela 4). Uma amostra continha uma
bactéria ndo fermentadora e quatro amostras ndo foram identificadas, porque estas

s6 cresceram no meio resfriado. Também foi isolado um fungo filamentoso em uma
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das amostras através da microscopia optica (Aspergillus fumigatus).

Tabela 4 — Enterobactérias isoladas de swabs de sacos aéreos de perus acometidos por aerossaculite,
coletados em um frigorifico do estado do Parana com Servico de Inspecéo Federal.

Enterobactéria N %
Escherichia coli 27 54
Citrobacter sp. 05 10
Proteus sp. 04 08
Edwardsiella sp. 04 08
Morganella 04 08
Kluyvera sp. 02 04
Salmonella 02 04
Klebsiella sp. 01 02
Nao fermentadora 01 02
Total 50 100

5.4 METODOS DE IDENTIFICACAO PARA ISOLAMENTO DAS ENTEROBACTERIAS

Com os resultados da analise, foi possivel observar que os trés
meétodos utilizados apresentaram crescimento bacteriano em agar MacConkey;
porém, o nimero de amostras positivas variou em cada metodologia.

As amostras que foram apenas armazenadas imediatamente, apds a
coleta, em BHI e recipiente isotérmico, demonstraram maior crescimento bacteriano,
sendo que 41,82% (46/110) das amostras foram positivas, enquanto que, quando
estas amostras foram congeladas com adicdo de 25% de glicerol, houve uma
reducdo drastica no isolamento, passando para 18,18% (20/110). Ja o crescimento
apos congelamento, mas com adicdo de meio LB e incubacdo em estufa
bacteriolégica, a 37°C, por 18 a 24 horas, ainda teve resultados menores que
quando resfriados; porém, menos acentuados 40% (44/110) das amostras
apresentaram-se positivas (Apéndice A).
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6 DISCUSSAO

Ndo ha nenhum relato que especifique os graus de aerossaculite,
sendo esta a primeira descricdo na literatura. Apesar dos graus padronizados néo
apresentarem relacdo com a presenca de agentes bacterianos, observou-se que, os
graus categorizados como grau 3 e 4, que séo as lesbes mais extensas causadas
pela aerossaculite, apresentaram maior variedade de géneros bacterianos. Assim;
guanto maior o grau de aerossaculite, maior variabilidade de géneros bacterianos
isolados, indicando que as lesdes causadas sdo um ambiente favoravel para o
crescimento bacteriano.

Durante o processo de abate, na maioria das vezes, a condenacao
ocorre apenas parcialmente, descartando as visceras e realizando o corte das
demais partes para aproveitamento condicional. Este estudo sugere que a
condenacéo parcial ou total indicadas pela portaria n°210 do MAPA (1998) necessita
ser reestruturada, ja que todas as extensdes de aerossaculite apresentaram algum
tipo de contaminacao bacteriana. Assim, sugere-se o aproveitamento condicional por
esterilizacdo por calor, depois de removidas e retiradas partes atingidas, o que
eliminaria as enterobactérias.

Ha apenas quatro levantamentos registrados na literatura em relacao
ao indice de condenacdo em abatedouros de perus, sao estes Macahyba et al.,
2005; Schletein, 2007; Abujamra, 2010 e Moura et al.,2012, sendo que no presente
estudo a condenacdo por aerossaculite foi muito mais elevada em trés deles,
apenas Moura et al., 2012 no estado de Minas Gerais teve indices mais elevados
(41,24%, 722.119 carcacas condenadas). Todos os autores realizaram o estudo em
abatedouros de perus com SIF e trés deles apresentaram a aerossaculite como a
maior causa de condenacdes. Esta variacdo tdo elevada no estado do Parana
(20,39% de condenacdes por aerossaculite em perus) pode estar correlacionada ao
clima presente na regido e ao tipo de construcdo dos galpdes, j& que estes podem
estar associados a fatores ambientais. Estes valores demonstram perdas
consideraveis e uma diminuicdo da velocidade do abate durante o processo.

O maior numero de condenacgdes por aerossaculite ocorreu no més de
outubro provavelmente porque os perus abatidos neste més foram alojados entre
maio e junho, quando a regido apresenta uma queda na temperatura, realizando

ventilacdo nos galpdes com menor frequéncia. Varios agentes virais e bacterianos
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podem estar envolvidos nas infec¢des do trato respiratério, sozinhos ou associados,
além de sofrerem a influéncia de fatores néo infecciosos, como condi¢fes climaticas
ou manejo improprio, o que condiz com o estudo apresentado (CANAL, 2003).

O Brasil possui significativa diversidade climatica e, por isso, diferentes
tipos de aviarios sdo construidos, para fins de ventilacdo os aviarios brasileiros
podem ser classificados em abertos e fechados (ABREU; ABREU, 2000; BAETA,
1998). Na integracdo onde foi realizada a coleta das amostras todos os aviarios
foram construidos da forma aberta. Os aviarios abertos sdo mais simples e possuem
porosidade consideravel mesmo quando as cortinas se encontram fechadas.
Normalmente sao utilizados devido ao seu baixo custo e em regides onde as
condicBes climaticas se apresentam amenas. Nesse sistema prioriza-se a ventilacdo
natural devido ao termo-sifdo e ao vento (BAETA, 1998).

Esta forma de apresentacdo dos galpdes pode interferir e colaborar
com o aumento de umidade da cama dos aviarios no periodo do inverno e uma
escassez de umidade no verdo, sendo que os galpdes ndo possuem exautores, e
desta forma ndo se consegue ter um controle eficaz de temperatura e umidade no
seu interior, onde o clima externo vai apresentar maior influéncia, estes fatores
podem estar relacionados diretamente ao aumento de problemas respiratdrios nos
perus.

O trato respiratorio superior nas aves € a principal porta de entrada na
infeccdo por E. coli, com posterior disseminacdo para 0s sacos aéreos e tecidos
adjacentes, sendo a aerossaculite uma das principais lesdes encontradas
(CHEVILLE et al.,, 1978). Em frangos de corte, os agentes bacterianos mais
frequentes em casos de aerossaculite; na Jordania, foram E. coli (88,2%), seguido
pelo Ornithobacterium rhinotrachaeale (8%), e em menos frequéncia, Bordetella
avium (3%) (EL-SUKHON et al., 2002). O levantamento corrobora com os dados
encontrados em perus, que mostraram E.coli como o agente etiolégico mais isolado
dos sacos aéreos afetados. Segundo Poss (1998), a presenca de poeira e
particulados em galpdes também pode levar a ocorréncia de pneumonia e
aerossaculite por infecgéo de A. fumigatus, o que se identifica com os achados neste
estudo.

Ja foi relatada alta prevaléncia de genes de viruléncia de E. coli em
isolados de 6rgaos de perus suspeitos de colibacilose com alto indice de resisténcia

a antimicrobianos (HOEPERS, 2016), o que pode estar correlacionado com o
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encontrado no presente trabalho nos sacos aéreos acometidos, pois a colibacilose
pode se manifestar na forma de aerossaculite e, em graus avancados, as carcagas
apresentam septicemia intensa levando ao favorecimento do crescimento de
enterobactérias. Perus, ao contrario de frangos de corte, tém vida longa e por isso
sd0 mais susceptiveis ao aparecimento de doengas, a colibacilose respiratoria e
septicemia sao uma delas (HOEPERS, 2016).

No estudo de Segabinazi et al. (2005) foram avaliados enterobactérias
presentes na superficie externa e interna de cascudinhos de aviarios de frangos,
foram isoladas 14 espécies, sendo E. coli (36,96%) a mais isolada, seguida da K.
pneumoniae (18,11%) e Proteus mirabilis (8,34%), enquanto apenas duas espécies
bacterianas E. coli (88%) e K. pneumoniae (12%) foram encontradas nos
cascudinhos de aviarios de perus. Estes dados indicam que pode existir correlacéo
no manejo das camas dos aviarios, que possuem parasitas como o cascudinho, e a
presenca de doencas respiratorias agravadas por bactérias concomitantes como a
aerossaculite, ja que duas enterobactérias isoladas dos cascudinhos dos aviarios de
perus também foram identificadas nos sacos aéreos com aerossaculite e seis
isoladas de cascudinhos em frangos também se assemelham aos isolados das
amostras dos sacos aéreos. As enterobactérias mais encontradas correspondem
aos encontrados neste estudo em lesGes dos sacos aéreos acometidos por
aerossaculite.

O unico estudo encontrado que correlaciona a presenca de
aerossaculite em perus com agentes bacterianos é o de Abujamra (2010), porém foi
avaliada outra classe de bactérias por PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
sendo detectada a B. avium em 28,8% dos swabs analisados. Dos isolados ja
descritos na literatura presentes em casos de aerossaculite que se assemelham a
este trabalho, apenas ha relatado em frangos, sendo que E. coli foi identificada com
maior relevancia, porém, as mesmas enterobactérias isoladas dos sacos aéreos ja
foram identificadas em propor¢cdo semelhantes em fezes de frango, 6rgéos de perus
e em cascudinhos de camas de aviarios de frangos e perus (EL-SUKHON et
al.,2002, HOEPERS, 2016; OLIVEIRA et al., 2004; SEGABINAZI et al., 2005). Estes
dados demonstram que estas bactérias encontradas estdo presentes no ambiente,
no trato gastrointestinal e em outras afec¢des podendo ser agentes oportunistas.

No presente trabalho durante o crescimento bacteriano, foi possivel

observar que, mesmo quando o crescimento foi positivo em todos os métodos
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(imediato, congelado e pré-incubado) houve diferengca no crescimento bacteriano.
Quando apenas resfriados, foi mais eficaz e o congelado foi 0 menos eficaz; porém,
guando congelados, adicionado LB e incubados, as coldnias se apresentaram mais
evidentes e em maior quantidade, sendo menores nas amostras resfriadas e ainda
menores nas apenas cogeladas.

O segundo método também foi utilizado por Hoepers (2016), o qual
utilizou o Agar MacConkey para selecionar as colénias positivas para fermentacio
de lactato e a prova bioquimica para diferenciacdo de outras enterobactérias, ja que
seu interesse era apenas E. coli; depois armazenou as amostras em criotubos a
-20°C em BHI e 50% de glicerol; porém, ele ndo descreve que existe uma diminui¢ao
no crescimento bacteriano com o congelamento.

Ha poucos dados na literatura relacionada as condenacbes em
abatedouros de perus e da presenca de agentes bacterianos relacionados a
aerossaculite, além de ndo apresentar descricbes de uma padronizacdo das
diferentes extensdes de comprometimento dos sacos aéreos, demonstrando a

necessidade de rever a forma de condenacéo destas carcacas.
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7 CONCLUSAO

As padronizacdes dos graus de acometimento dos sacos aéreos
definidas deste estudo como grau 1, leve presenca de trabéculas de infeccéo, grau
2, moderada opacidade dos sacos aéreos, grau 3, presenca de exsudado localizado
e grau 4, severa presenca de exsudado envolvendo Varios sacos aéreos
demonstraram que ndo importa a extensdo das lesbes, pois todos apresentaram
positividade; porém, os graus 3 e 4 relevaram maior variacdo de género de
enterobactérias, sendo possivel concluir que ambientes ricos em infec¢cdo séo
propicios para o desenvolvimento bacteriano.

Os dados revelaram a prevaléncia de oito enterobactérias em lesées
de sacos aéreos de perus, sendo que as mesmas também foram isoladas em outros
ambientes e 6rgdos mostrando que podem estar correlacionadas com as lesdes de
aerossaculite.

Dos trés métodos de armazenamento e cultivo das amostras, o
congelado apresentou-se menos eficiente. J& o método resfriado foi mais eficiente;
porém, o pré-incubado apresentou resultados semelhantes, porém um maior
crescimento bacteriano, mostrando que pode ser utilizado quando as amostras

precisarem ser armazenadas por um periodo prolongado.
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APENDICE A

Apéndice A - Resultados dos métodos utilizados para isolamento de enterobactérias em carcacas
com aerossaculite, coletados em um frigorifico do estado do Parana com SIF.

Amostra Escala de BHI BHI+Glicerol Congeladas+ Enterobactéria
grau/ (Resfriadas) (Congeladas) LB
localizacdo (Estufa 35°)
01 3T + - - Né&o identificado
02 3T + + + E. coli
Aspegillus fum.
03 4A - - + Morganella
Salmonella sp.
04 2T + + + Citrobacter
05 3T + + + Morganella
Salmonella sp.
Citrobacter
06 2T + + + Citrobacter
o7 2T + + + Proteus mirabilis
08 3T + - - N&o idetificada
09 4A - - + Citrobacter
10 1A + - + E. coli
11 3A + + + E. coli
12 4A + - + E. coli

Citrobacter

13 3T + - + Proteus mirabilis
Kluyvera sp.
14 3T + - + E. coli
15 2T + + + Proteus mirabilis
16 2T + - - Né&o identificada
17 3T + - + E. coli
18 3T + - + Edwardiella sp.
19 3T + + + E. coli
20 3T + - + E. coli
21 3T + + + Proteus vulgaris
22 1T + - + E. coli

Continua...
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23 2T + - + E. coli
24 4A + - + Nao
fermentadora

25 1A + + + E. coli
Klebsiella

26 2T + - + E.coli

27 2T + - + E.coli

28 2T + + + E.coli

29 2T + - + E.coli

30 2T + - + E.coli

31 3T + + + Edwardiella sp.

32 2T + - - N&o identificada

33 1A + + + E. coli

34 1A + - + E.coli

35 3T + + + Morganella

36 3T + - + Edwardiella sp.

37 2T + + + Morganella

38 3T + - + E.coli

39 2T + - + E.coli

40 2T + + + E.coli

41 3T + - + E.coli

42 3T + + + E.coli

43 4A + - + Kluyvera

44 3T + - + E.coli

45 2T + - + E. coli

46 4A + + + Edwardiella sp.

47 3T + + + E. coli

48 3T + + + E.coli

TOTAL 46 20 44

*T = saco aéreo toracico com lesoes.

**A = saco aéreo abdominal com lesdes
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ANEXO A

CALDO CEREBRO-CORACAO
BRAIN-HEART INFUSION BRHOTH (BHI)

FormulalLitro

Infusdo Cérebro-Coragao.............cccevvvveveveerivinnnnnnns 17,59
Digestdo Enzimatica de Gelatina...........ccccceeeuvveeene.. 10g
DEXIIOSE.....ouiii et 29
Cloreto de SOdi0..........cevvvuiiiiiieieeeeeieeeeeeeeeeen 5g

pH Final:7,4 + 0,2 a 25°C

Modo de Preparo

1. Dissolva 37g do meio em 1L de agua purificada.
2. Agueca, agitando frequentemente para dissolver completamente o meio.

3. Autoclave a 121°C por 15 minutos.

Oxoid, USA



ANEXO B

CALDO LB MILLER - LB BRHOTH, MILLER

Formulal/Litro

Digestdo Enzimatica de Caseina.............cccccevvvvvnnee.. 10g
Extrato de Levedura .........cccccuuvveieiiiiieiiiieeeeeeeeeeees 59
Cloreto de SOdiI0..........ccuvvviiiiiiiieeeeieeeeeeeeee 10g

pH Final: 7,3 £ 0,2 a 25°C

Modo de Preparo

1. Dissolva 25g do meio em 1L de agua purificada.
2. Misture completamente.

3. Autoclave a 121°C por 15 minutos.

50

Oxoid, USA



ANEXO C

AGAR MacConkey

Formula/Litro

Peptona de CaseinNa........cccuueeeeeeiiiiiiiiee e 1,59
Peptona de Carne...........cceevvvvvviiiiiiiiiie e, 1,59
Peptona de Gelatina.............cccooiviiiiiiiiiiiieeeeeee, 179
Sais Biliares (Mistura)...........cooevvvviciiiiiieeeeeeeeeeeeeee, 1,59
LACIOSE... ..o 10g
Cloreto de SOdiI0..........ccuvvuviiiiiiiieeeee e, 5,09
Vermelho NEULIO......coeeuiieieieeeee e 0,03¢g
Cristal Violeta.............uuveiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiians 0,001g
AGAI . 13,59

Agua Destilada g.s.p.

pH Final: 7,1 + 0,2

51

Oxoid, USA
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ANEXO D

Meio EPM-MILi

Formula
Triptona, Extrato de Carne, Cloreto de Sodio, Fosfato de Sdédio/Fosfato de Sodio

Anidro, L_triptofano, Agar Bacteriologico, Azul de Bromotimol, Acido Cloridrico,
Triptona de Caseina, Peptona de Carne, Extrato de Levedura, L_lisina, Dextrose,

Agar Bacteriologico, Plrpura de Bromocresol e Agua Purificada.

Indicacéo
Kit para identificacdo bioquimica de bactérias da Familia Enterobacteriaceae.

Oxoid, USA



ANEXO E

AGAR CITRATO

Formula/Litro

Diidrogenofosfato de AmOnia............eevveeeeiiiiiniiiinnnes 19
Hidrogenofosfato DipotassiCo................vvvvveiiiiiineeennnn. 19
Cloreto de SOdI0..........cevvvuviiiiiiiieiie e 5¢
Citrato de SOAI0.......ccuveiiiiiieeieee e 2,59
Sulfato de Magnésio...........coccveeeeeeiiiiiiiiiie e 0,29
Azul de Bromotimol.............coovvvvriiiiiiiiicceeee e 0,08g
AGAr-AQar.......ccoooiiiiiieeeeee et 159
Agua Destilada.............cccoveveeiieeeieeeeeeeee q.s.p

pH Final: 6,8 + 0,2

Indicacéo

53

E utilizado na identificagdo de bactérias, principalmente as enterobactérias, que o

utilizam como fonte de carbono.

Oxoid, USA
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ANEXO F

Fluxograma para ldentificagio de Enterobactérias

+ ¥
+ +
- +
Selegio dos meios
de isolamento I | VM | VP |citrato et
Ecoll ¥ | + - -
Citrobacter +H-| + - +
Agar Mac Conkey Hlebsiela - - + *
BGN Entercbacter | - | - + +
' Entercbacterias
Vibrios
[E ool Asrmmonas
Cibobacier Plesiomonas
[ Loctose + | 4 Emeranacer _
Klebsiella Fermantador Pseudmonas sp (asruginosa)

Burkholderia cepacia

« Salmonella I:l
Shigedlal E. coli '[salmonella -
Proteus. Proteus 3
Morganella Citrobacter freundii o
Providencia Edwarsiella I:l E

/Hiu Fermentador  _,, ! Acinetobacter sp (baumanii)

Falmonella i
dol
dwarsiella

itrobacter .
dwarsiella Citrobacter freundii
P Bk
Sematia
Hafnia
Pantoea e -
Edwarsiella omitina | Citrato
Morganelia ¥ N
Shigellal E.coli Frovidencia ' +
Morganella
Providencia D
Serratia
Citrobacter

[ Shigellal E. coli
D Sematia (pigmento vermelho)

[]

(PESSOA & SILVA, 1972)




55

ANEXO G
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