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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Escherichia coli PATOGENICA EM
DIVERSAS ETAPAS DO ABATE BOVINO

RESUMO - A Escherichia coli O157:H7 é um patdgeno emergente, responsavel por
causar diversos surtos de doencas de origem alimentar no mundo, sendo a ingestao
de carne bovina contaminada por conteudo intestinal dos animais durante as etapas
do abate, o principal modo de transmissdo da bactéria. Diante do exposto e da
escassez de dados sobre a ocorréncia do microrganismo no Brasil, foi estudada a
presenca e a origem ou fonte de contaminacdo de E. coli O157:H7 e de outros
sorotipos patogénicos nas etapas do fluxograma de abate, realizada a confirmacéo
sorolégica dos sorotipos e de alguns genes de viruléncia, a possivel origem comum
dos isolados no matadouro-frigorifico e na carne, e o comportamento frente a acao
de antimicrobianos. Foram colhidas 349 amostras de 9 locais e a bactéria foi isolada
pela metodologia convencional, utilizando o agar CT-SMAC, sendo os isolados
caracterizados pela PCR. A PFGE foi utilizada na andlise do perfil genético de
alguns isolados e 15 antimicrobianos foram utilizados no teste de susceptibilidade.
Os resultados mostram a presenca de E. coli O157:H7 em 12,0% dos animais e de
E. coli ndo-0157 em 32% deles e em 9,52% das amostras de facas, com destaque
para a E. coli 026 presente em 8,0% dos animais e nas facas, e a E. coli 0113 em
2,0% dos animais. Foi observado STEC O157:H7 em 12,0% e EPEC O157:H7 em
6,0% dos animais, STEC 026 em 4,76% das facas, EPEC 026 em 8,0% dos
animais e 4,76% das facas, e STEC 0113 em 2,0% dos animais, sendo relatada
pela primeira vez a presenca de STEC 026 sorbitol-negativa. Alta porcentagem de
similaridade e um clone de E. coli O157:H7 foram encontrados entre amostras de
fezes e pele de animais provenientes da mesma fazenda, um clone de E. coli 026
na pele de trés animais da mesma fazenda e alta porcentagem de similaridade do
sorotipo entre isolados de pele, musculo externo da carcaca e agua residuaria da
lavagem de carcaca, e sua presenca em facas. Os isolados do sorotipo O157:H7
foram 100,0% sensiveis a tetraciclina, cefepime, cefoxitina, ciprofloxacina e
sulfazotrim, 78,85% resistentes a cefalotina e 36,61% a ampicilina, e os isolados de
026 foram 100,0% sensiveis a cefoxitina, cefepime e sulfazotrim, 88,23% resistentes
a tetraciclina e cefalotina e 82,35% a ampicilina, sendo ambos sorotipos
multirresistentes a até seis antimicrobianos. Conclui-se que ha a presenca de E.coli
0157:H7 em matadouro-frigorifico bovino, sendo as fezes e a pele dos animais 0s
pontos de disseminacdo da bactéria no processo de abate, como também ha E. coli
nao-0157. Os isolados apresentaram 0s principais genes responsaveis por causar
patogenias severas em humanos e foram multirresistentes a antimicrobianos. A fonte
de contaminacdo de E.coli O157:H7 no matadouro-frigorifico foi as fezes dos
bovinos e de E. coli O26 foi a pele contaminada por contetdo intestinal, apontando
que ha a transmissdo das bactérias entre 0s animais e entre as etapas do
fluxograma do abate, havendo o risco de contaminacdo da carne. Por isso, é de
extrema importancia a implementacdo de medidas de prevencédo eficazes tanto no
matadouro-frigorifico, quanto nas fazendas, a fim de impedir que as bactérias
cheguem a carne, tornando-se um risco potencial a saude do consumidor.

Palavras-chave: bactérias patogénicas, carne, O157:H7, 026, O113, EPEC,
STEC, frigorifico.



MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF PATOGENIC Escherichia coli IN MANY
SLAUGHTERHOUSE STEPS

ABSTRACT — Escherichia coli O157:H7 is an emergent pathogen responsible
to cause several outbreaks of foodborne disease in the world, and the ingestion of
the meat contaminated with animal intestinal contents in the slaughterhouse steps is
the main way of the bacteria transmission. Given the above and the paucity of data
about the microrganism’s occurence in Brazil, the presence and the origin or the
source of contamination of E. coli O157:H7 and others pathogenic serotypes, was
studied in the flowchart steps of slaughtherhouse, performed serologic confirmation
of serotypes and some virulence genes, a possible common origin of the isolates in
the slaughterhouse and in the meat, and the behavior to the antimicrobial action. 349
samples were collected from nine locations and the bacterium was isolated by the
conventional method using the CT-SMAC agar, and the isolates were characterized
by PCR. PFGE was used to analyze the genetic profile of some isolates and 15
antimicrobial were used in the susceptibility test. The results show the presence of E.
coli O157: H7 in 12.0% of animals and E. coli non-O157 in 32% of them, and in
9.52% of knives samples, especially E. coli O26 present in 8.0% of animals and
knives, and E. coli 0113 in 2.0% of animals. STEC O157:H7 was observed in 12.0%
and EPEC 0157:H7 in 6.0% of animals, STEC 026 in 4.76% knives, EPEC 026 in
8.0% of animals and 4.76% knives, and STEC 0113 in 2.0% of animals, being first
reported the presence of sorbitol-negative STEC O26. High percentage of similarity
and a clone of E. coli O157:H7 were found between animal’s skin and stool samples
from the same farm, a clone of E. coli 026 in three animal’s skin from the same farm
and high percentage of serotype similarity between the isolates from skin, external
carcass muscle and wastewater from washing carcass, and its presence in knives.
The isolates of serotype 0157: H7 were 100.0% susceptible to tetracycline,
cefepime, cefoxitin, ciprofloxacin and sulfazotrim, 78.85% resistant to cephalothin
and 36.61% to ampicillin, and O26 isolates were sensitive 100.0% cefoxitin, cefepime
and sulfazotrim, 88.23% resistant to tetracycline and cephalothin and 82.35% to
ampicillin, and both serotypes multiresistant up to six antimicrobials. To concluded,
there is E. coli O157:H7 in cattle slaughterhouse, and animal's feces and skin the
dissemination points of bacteria in the slaughtering process, as there is E. coli non-
0157. The isolates showed the main genes responsible to cause severe humans
pathogenesis and were multiresistant to antibiotics. The source of E. coli O157:H7
contamination in slaughtherhouse was cattle’s feces and of E. coli O26 was skin
contaminated with intestinal contents, indicating that there is bacteria transmission
between animals and between the steps of slaughter flowchart, with the risk of meat
contamination. Therefore, it's extremely important to implement effective prevention
measures both the slaughterhouse, as the farms, in order to prevent bacteria from
reaching the meat and harm the health of the consumer.

Keywords: patogenic bacteria, meat, 0157:H7, 026, O113, EPEC, STEC,
slaughterhouse.



LISTA DE ABREVIATURAS

CH — Colite hemorragica

DAEC — Escherichia coli Difuso-aderente
DTA — Doengcas transmitidas por alimentos
EAEC — Escherichia coli Enteroagregativa
EHEC — Escherichia coli Entero-hemorragica
EIEC — Escherichia coli Enteroinvasiva
EPEC — Escherichia coli Enteropatogénica
ETEC — Escherichia coli Enterotoxigénica
LEE — ilha de patogenicidade “locus of enterocyte effacement”
LT — Toxina termolabil

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase
PFGE - Eletroforese de campo pulsado
SHU - Sindrome hemolitica-urémica

ST — Toxina termoestavel

Stx — Shiga toxina

STEC — Escherichia coli Shiga toxigénica
TTP — Purpura trombocitopénica trombotica
VT — Verotoxinas

VTEC — Escherichia coli Verotoxigénica



LISTA DE TABELAS

Tabela

. Caracteristicas dos primers utilizados na PCR...........cccccevvviviiiiiiiiiiieeeenn.

. Distribuicdo de coldnias presuntivas de E. coli O157:H7, detectadas por
testes bioquimicos, em amostras colhidas no fluxograma de abate
bovino, estado de S0 Paulo, 2011.......coviiiiiiiiiiiiieieeeee e

. Distribuicdo das coldnias presuntivas de E. coli O157:H7, isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, segundo os genes
de viruléncia detectados por PCR, estado de S&ao Paulo, 2011................

. Numero de isolados de E. coli O157:H7, segundo o tipo de amostras
colhidas no fluxograma de abate bovino em que foram encontrados e
genes de viruléncia identificados, estado de Sao Paulo,

. Identificagcdo das Escherichia coli isoladas de amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, em relagédo a patotipo, sorotipo, tipo de
amostra, tempo de incubacdo na fase de enriquecimento seletivo e
genes de viruléncia, estado de S&o Paulo, 2011...........c.oovvviiiieeeeeeennnn.

. Sorotipos de E. coli ndo-O157 isolados de amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, tipo de amostra, sua identificacdo e genes
de viruléncia identificados, estado de S&o Paulo, 2011....................c....

. Identificacéo de isolados de E. coli O26 e dos genes de viruléncia, por
meio da PCR, em amostras colhidas no fluxograma de abate bovino,
estado de S0 Paulo, 201 1........cccoeeeiiiiiiieeee e

. Prevaléncia de E. coli O157:H7, 026 e 0113 em amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo, 2011..............cccc.....

. Distribuicdo de genes de viruléncia identificados por PCR em E. coli
patogénicas, isoladas de amostras colhidas no fluxograma de abate
bovino, estado de S80 Paulo, 2011........cciiiiiiiiiiiiiceeeeeeee e

10. Identificacédo dos isolados de E. coli O157:H7 de acordo com patotipo,

sorotipo, propriedade rural, nimero de isolados, perfil de viruléncia e
tipo de amostra colhida no fluxograma de abate bovino, estado de Sao
PaulO, 2011, . e

Pagina

35

36

37

38

39

42

44

46

52



Vi

11. Identificacdo dos isolados de E. coli O26 de acordo com patotipo,
sorotipo, propriedade rural, nimero de isolados, perfil de viruléncia e
tipo de amostra colhida no fluxograma de abate bovino, estado de Séo
= 1] o TR 0 5 52

12. Identificacdo de E. coli patogénicas, isoladas em amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, de acordo com a propriedade rural, cidade,
estado, patotipo e sorotipo, estado de Sao Paulo, 2011...........ccccceeeeennn. 57



LISTA DE FIGURAS

Figura

. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo da PCR
dos primers O157. Controle positivo (CP) EDL 933, controle negativo
(CN) agua e marcador molecular (MM) de 100 pb (Invitrogen®)...............

. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagcdo da PCR
dos primers H7. Controle positivo (CP) EDL 933, controle negativo (CN)
agua e marcador molecular (MM) de 100 pb (Invitrogen®).............cc..c.....

. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagcdo da PCR
multiplex dos primers eae, stx1 e stx2. Controle positivo (CP) EDL 933,
controle negativo (CN) agua e marcador molecular (MM) de 100 pb
(INVIEFOGEN®) ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeesensennnnnns

. Andlise da PFGE dos isolados de E. coli O157:H7 provenientes de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de S&o Paulo,

. Andlise da PFGE dos isolados de E. coli O26 provenientes das
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de S&o Paulo,

. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de E. coli O157:H7 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de S&o Paulo,

. Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos de E. coli O157:H7 isoladas
de amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Sao
Paulo, 2011 ... ——————————————————

. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de E. coli O26 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Séo Paulo,

. Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos de E. coli O26 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Séo Paulo,

32

32

32

63

64

68

69

71

72

Vil

Pagina



1. INTRODUCAO

O aumento em numero e severidade de surtos relacionados as doencas de
origem alimentar ao redor do mundo tém contribuido para o aumento da
preocupacdo publica com a seguranca do consumo da carne e seus derivados. A
carne € um alimento altamente perecivel que, se ndo for obtido, processado,
embalado, armazenado e distribuido adequadamente, pode deteriorar-se
rapidamente e tornar-se um alimento perigoso a saude humana devido a
multiplicacdo bacteriana, além de atuar como um veiculo na transmissdo de
patogenos.

As boas praticas de higiene sdo importantes para a prevencao da
contaminagdo das carcagas por microrganismos patogénicos causadores de
inUmeras doencas. Os animais s&o reservatorios naturais especificos de alguns
patdgenos, como Escherichia coli produtora da toxina shiga (STEC), Salmonella spp.
e Campylobacter sp., que podem ser transmitidos pelo consumo da carne e causar
danos a saude do ser humano, ocasionando desde simples gastrenterites até o
obito.

Entre as bactérias patogénicas encontra-se a Escherichia coli, que faz parte
da microbiota normal do intestino de mamiferos, principalmente dos bovinos. Um dos
sorotipos mais importantes € E. coli O157:H7, cujo principal modo de transmissao se
da pelo consumo de alimentos de origem bovina, principalmente a carne que pode
ser contaminada durante o abate ou o processamento inadequado, quando as
bactérias intestinais presentes nas fezes contaminam a carcaca.

Embora as graves doencas humanas associadas a E. coli O157:H7 tenham
sido pouco descritas no Brasil, diversos estudos em diferentes partes do mundo ja
identificaram essa bactéria associada a surtos de doencas de origem alimentar e a
rebanhos bovinos. Sendo assim, estudos epidemiolégicos nos abatedouros séo de
extrema importancia, a fim de verificar a presenca da bactéria e também sua origem
ou fonte de contaminacdo nas diversas etapas do fluxograma de abate, contribuindo

para diminuir e prevenir a contaminacao da carne comercializada.



2. OBJETIVOS

Diante da importancia da carne bovina e seus produtos na alimentacdo da
populacdo, da escassez de dados no Brasil a respeito da E. coli O157:H7 e da
importancia de descobrir a(s) fonte(s) de origem dessa bactéria para o ambiente
industrial é que se propds a realizacao do presente estudo, tendo por objetivos:

e Determinar, durante o processo de abate bovino, em estabelecimento
exportador, a ocorréncia, as possiveis fontes de contaminacdo da
carne por E. coli O157:H7 e as possiveis formas de disseminagdo
desse microrganismo;

e Realizar a confirmagéo sorolégica de E. coli O157:H7 e de outros
sorotipos patogénicos;

e Caracterizar o perfil de viruléncia de isolados de E. coli patogénicas
identificando os principais genes;

e Definir a possivel origem da E. coli O157:H7 isolada nos diferentes
pontos do abate e nas carnes;

e Verificar o comportamento de isolados de E. coli patogénicas frente a

acao de antimicrobianos de uso comum;



3. REVISAO DA LITERATURA

No periodo de 1970 a 2010, houve um crescimento do rebanho bovino
brasileiro de 87.005.812 cabegas para 205.260.154 cabecas (IBGE, 2013).
Paralelamente, houve o aumento na producédo de carne bovina, que passou de
2.024.540 toneladas no ano de 1974 para 7.196.140 toneladas no ano de 2010,
deixando o pais em segundo lugar no ranking mundial de producdo, perdendo
apenas para os Estados Unidos, que produziram 11.219.000 toneladas em 2010
(FAO, 2013). E importante frisar que no periodo de 1974 a 2010 houve um
incremento de mais de 200% na producao de carne bovina brasileira, enquanto nos
Estados Unidos este aumento foi inferior a 10%.

Entre os alimentos produzidos no Brasil, incluindo os de origem vegetal, a
carne bovina ocupa o primeiro lugar (FAO, 2013). Com o aumento na producao,
também houve um aumento no consumo deste tipo de carne entre os brasileiros.
Este consumo foi de 7.065.504 toneladas no ano de 2007, enquanto no mesmo ano
o consumo de carne de frango foi de 6.018.529 toneladas e o de carne suina de
2.092.938 toneladas (FAO, 2012).

Os produtos de origem animal, em especial a carne bovina, sdo facilmente

contaminados durante e apO0s o abate, e a colonizacdo dos tecidos por
microrganismos deteriorantes e patogénicos se da principalmente durante a sangria,
a esfola, a evisceracdo, o corte e a desossa (FRANCO e LANDGRAF, 1996;
ARTHUR et al., 2007).

A deterioracdo da carne é facilitada pela sua composicao proteica, um meio
de cultura ideal para o desenvolvimento microbiano, aliada a alta atividade de agua,
a presenca de substancias nitrogenadas e minerais, e a um pH favoravel a maioria
dos microrganismos (BORGES e FREITAS, 2002).

A qualidade e a seguranca microbiolégica de produtos “in natura” dependem
do controle desenvolvido durante a producdo, a preparacdo, 0 armazenamento e a
apresentacao para a comercializagdo. Entre as fontes de contaminagao da carne
estd o proprio animal, que pode contribuir com microrganismos, e também outras
fontes, como agua, instalacdes, equipamentos e manipuladores (BRASIL, 2005b;
THOMAS et al., 2012).



Tompkin et al. (2001) relataram que a populacdo microbiana superficial de
carcacas recém-abatidas encontrava-se entre 10° e 10° bactérias/cm?, sendo
encontradas, preferencialmente, bactérias mesofilas originarias do trato
gastrintestinal e da superficie externa (pele) dos animais.

O conhecimento das provaveis fontes de contaminacdo e dos diferentes
meios de difusdo é importante para que seu controle seja maximizado e o0s
microrganismos patogénicos sejam excluidos sempre que possivel (FRANCO e
LANDGRAF, 1996; ELDER et al., 2000).

Arthur et al. (2002) mostraram que estratégias de intervencao usadas durante
0 processamento na industria frigorifica, diminuiram a contaminacdo das carcacas
por STEC, entre os processos de pré-evisceracado e pos-processamento.

Um estudo realizado com produtos mantidos a 18°C e prontos para consumo,
vendidos em Taiwan, mostrou a contaminacdo de amostras de carne por algumas
bactérias. Dentre as 44 amostras analisadas, 4,5% apresentavam E. coli, 15,4% S.
aureus, 43,2% Pseudomonas sp. e 62,5% Bacillus cereus (FANG et al., 2003).

No Brasil, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude, de 3.421
surtos de doencas veiculadas por alimentos durante o periodo de 2000 a 2011, 358
(10,47%) foram causados por consumo de carnes vermelhas, sendo a maioria deles
a partir de carnes preparadas em residéncias, seguidas daquelas preparadas em
restaurantes (BRASIL, 2011).

Pizzolitto (2007), analisando 431 surtos de doencas diarreicas agudas em
nucleos receptores turisticos no Estado de S&o Paulo, verificou que as bactérias
apareceram em segundo lugar (72,72%) entre os agentes etioldgicos mais
frequentes, sendo 28,38% coliformes, 13,55% Salmonella spp., 10,71% Escherichia
coli, 7,77% Shigella sp., 4,99% Staphylococcus aureus, 2,91% Cryptosporidium,
2,64% Clostridium sp., 2,02% Bacillus cereus e 0,05% Campylobacter sp. A carne
vermelha foi um dos trés alimentos mais associados as doencas transmitidas por
alimentos (DTA), estando presente em 12% dos casos.

Muitas enfermidades de origem alimentar sédo atribuidas ao consumo de
carne contaminada por microrganismos patogénicos. Entre eles pode-se destacar
um patogeno emergente, a Escherichia coli O157:H7 (ARMSTRONG et al., 1996;
SASAKI et al., 2011).



3.1. Escherichia coli

Em 1885, Theodor von Escherich (1857-1911), pediatra aleméo, descreveu
organismos microscoépicos isolados de fezes de neonatos humanos, que denominou
de Bacterium coli commune, hoje conhecidas e classificadas como Escherichia coli
(ORSKOV e ORSKOV, 1985).

O género Escherichia contém seis espécies, E. coli, E. adecarboxylata, E.
fergusonii, E. hermanii, E. vulneris e E. blattae. A mais comum é a Escherichia coli,
sendo a espécie comensal predominante na microbiota anaerdbia facultativa do trato
intestinal dos humanos e dos animais homeotermos.

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae. E um bastonete
Gram-negativo, catalase-positivo, oxidase-negativo, anaerdbio facultativo e
fermentador da lactose. E um mesofilo tipico que se multiplica em temperaturas de
7°C a 48°C, com temperatura 6tima de 37°C, e em pH préximo ao neutro (VARNAM
e EVANS, 1991; SILVA et al.,, 1997). Também é um microrganismo que beneficia
seu hospedeiro, pois produz vitamina K e impede o desenvolvimento de bactérias
patogénicas no intestino (FDA, 2008).

E classificada sorologicamente em sorogrupos e sorotipos com base nos
antigenos O, ou somaticos, e flagelares, ou H, respectivamente. Ainda, a bactéria
pode expressar antigenos K ou capsulares, importantes na patogénese (CAMPOS et
al., 2004).

As linhagens de E. coli patogénicas séo classificadas de acordo com sua
acao no hospedeiro, podendo ser enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas
(ETEC), enteroinvasivas (EIEC), éntero-hemorragicas ou produtoras de verotoxina
(EHEC ou VTEC), enteroagregativas (EAEC) e difuso-aderentes (DAEC) (KAPER et
al., 2004).

As enteropatogénicas (EPEC) sdo responsaveis pelos casos de diarreia
infantil e os casos em adultos geralmente sdo decorrentes de doses infectantes
altas. O mecanismo de patogenicidade esta relacionado a aderéncia da bactéria na
membrana da célula epitelial, invasdo por processo endocitico e destruicdo das
vilosidades intestinais, com perda do equilibrio eletrolitico (VARNAM e EVANS,
1991; NATARO e KAPER, 1998).



E. coli enterotoxigénicas (ETEC) sédo produtoras de toxinas termolabeis (LT) e
termoestaveis (ST). Foram encontradas primeiramente em suinos jovens e
acometem animais, criancas e adultos. A bactéria coloniza a superficie da mucosa
intestinal, resiste aos movimentos peristalticos e elabora enterotoxinas que sao
colocadas para dentro das células através de processo de transporte vesicular
chamado trans-Golgi. E o agente causal da diarreia aquosa e nos paises em
desenvolvimento é conhecida como “diarreia dos viajantes” (SILVA et al., 1997,
NATARO e KAPER, 1998).

As cepas enteroinvasivas (EIEC) aderem a mucosa do intestino grosso,
penetram nas ceélulas epiteliais, lisam o vacuolo endocitico, realizam a multiplicacéo
intracelular e espalham-se para as células epiteliais adjacentes. Quando a infeccéo
€ severa, causa forte reacao inflamatéria pela destruicdo dos tecidos, promovendo
diarreia aquosa com sangue e muco (NATARO e KAPER, 1998).

As enteroagregativas (EAEC) sao designadas pela aderéncia as células HEp-
2 do tipo agregativa, provocando diarreia persistente em criangas com muco e
sangue (NATARO e KAPER, 1998).

As difuso-aderentes (DAEC) provocam diarreia com ou sem sangue e séo
identificadas pela caracteristica de aderir difusamente as células HEp-2 ou Hela.
Este tipo cobre a célula uniformemente e geralmente ndo produz toxinas
termoestaveis e termolabeis, como também nao possui fatores de aderéncia como
plasmidios (DOYLE et al., 1997).

As éntero-hemorragicas (EHEC) provocam lesdes por adesdo as células do
hospedeiro, mesmo quando em pequeno namero, promovem diarreia sanguinolenta,
com baixo aumento de temperatura ou auséncia de febre. Sdo associadas a colite
hemorréagica (CH) e, em casos mais graves, a Sindrome Hemolitica-Urémica (SHU),
que pode levar a faléncia renal e também a Pdrpura Trombocitopénica Trombotica
(TTP), com possivel envolvimento do sistema nervoso central (SILVA et al., 1997;
KAPER et al., 2004).

Esse ultimo grupo produz citotoxinas como as verotoxinas (VT), cuja atividade
toxica se da em células Vero, produz as toxinas do tipo Shiga (“Shiga-like” - stx),
similares a toxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo |, fatores de viruléncia

comuns entre as sindromes e responsaveis pela destruicdo dos tecidos do intestino



e do rim. Assim, as cepas EHEC também sdo chamadas de E. coli verotoxigénica
(VTEC) ou produtora de toxina Shiga (STEC) (VARNAM e EVANS, 1991; NATARO e
KAPER, 1998; BERTAO e SARIDAKIS, 2007).

Todas as EHEC sado consideradas patogénicas, pois sdo correlacionadas a
sintomas clinicos especificos, enquanto que nem todas as STEC sao patogénicas
aos seres humanos. Isso mostra que a infeccdo dos humanos por STEC é limitada
pelos sorotipos O:H, como a E. coli O157:H7, a 026, a O111:H e a O103:H2 que
foram isoladas de surtos de doenca de origem alimentar, casos de diarreia e SHU
(MATHUSA et al., 2010; GRANT et al., 2011)

Diversos sorotipos foram encontrados em rebanhos bovinos, em surtos de
doencas de origem alimentar e em doencas severas em humanos (BETTELHEIM,
1978; CONSTANTINIU, 2002; IRINO et al., 2005; DIARRA et al., 2009; MANNA et
al.,, 2010; O’'REILLY et al., 2010; KAPPELI et al., 2011; BUVENS et al., 2012;
CHASE-TOPPING et al., 2012; PADDOCK et al., 2012). Porém, o sorotipo mais
estudado € o O157:H7 e também é o mais frequentemente associado a surtos de
doencas de origem alimentar (VARNAM e EVANS, 1991; HANCOCK et al., 1997,
CONSTANTINIU, 2002; MENG et al., 2007; BERTAO e SARIDAKIS, 2007; SHAH et
al., 2010; THOMAS et al., 2012).

3. 2. Escherichia coli O157:H7

Diferentemente das outras E. coli, a O157:H7 nao fermenta o sorbitol, n&o
produz a enzima B-glicuronidase, tem desenvolvimento pobre ou nulo a 44°C,
descarboxila a lisina e a ornitina e ndo fermenta a rafinose e o dulcitol (SILVA et al.,
1997; COIA, 1998; APHA, 2001). Pode sobreviver sob temperaturas de refrigeracéo
e congelamento, porém n&o tolera o calor, sendo rapidamente destruida pelos
procedimentos normais de coccédo e pasteurizacdo (DOYLE e SCHOENI, 1984;
COIA, 1998).

O grupo da 0157:H7 também é mais tolerante a acidez do que outras E. coli,
fato importante para sobrevivéncia em produtos carneos fermentados ou em cidras
de maca nao fermentadas que foram associados a surtos de doencas de origem
alimentar na América do Norte (BOYSE et al., 1997; COIA, 1998).



E. coli O157:H7 pode causar diarreia em animais jovens, que, qguando se
recuperam, tornam-se saudaveis, mas portadores de STEC 0O157:H7 (VERWEYEN
et. al., 2000).

J4, nos seres humanos, pode causar diarreia sem sangue, colite hemorragica
e SHU, sendo o periodo de incubagdo ap0s a ingestdo da bactéria de trés a quatro
dias, quando ocorre sua colonizagdo no intestino grosso. A doenga comeca com
uma diarreia e dores abdominais severas durante um ou dois dias e progride no
segundo ou terceiro dia para uma diarreia sanguinolenta, que perdura por quatro a
dez dias. Os sintomas geralmente desaparecem em uma semana, mas em 6% das
pessoas progride para SHU, um quarto destas necessita de didlise e 75% das
pessoas que fazem dialise necessitam de transfusdo de sangue (MENG et al.,
2007).

O quadro de SHU pode se agravar devido ao envolvimento do sistema
nervoso, manisfestando a Purpura Trombocitopénica Trombotica (TTP) e em ambos
0S casos pode afetar 6rgdos como cérebro, coragdo e pancreas, com consequente
encefalopatia, cardiomiopatia e diabetes mellitus. A taxa de casos fatais de infeccao
por E. coli O157:H7 é cerca de 1% e cerca de 5% para as pessoas com SHU na fase
aguda da doenca (COIA, 1998; MENG et al., 2007).

Buvens et al. (2012), estudando as E. coli produtoras de toxina shiga (STEC)
em casos de infeccdes na Bélgica, descobriram que a STEC 0157 e a 026 estéao
mais relacionadas (58,3% e 12,5% respectivamente) com SHU e diarreia com
sangue que outros sintomas (16,9% e 25,9% respectivamente).

3.2.1. Dados Epidemiolégicos

Dados epidemiolégicos americanos sobre surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) durante o ano de 2008 revelaram que E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC) causou 17% dos surtos de DTA relacionados a hospitalizagbes, sendo
7,78% dessas doencas causadas pelo sorogrupo O157. Ainda, 20 das 22 mortes
relatadas foram atribuidas a bactérias, sendo 13 causadas por Salmonella, trés por
Listeria monocytogenes, duas por E. coli 0157:H7, uma por E. coli O111 e uma por
Staphylococcus (CDC, 2008).



Diversos surtos de doencas de origem alimentar, causados pela E. coli
0157:H7, foram relatados nos Estados Unidos. Em 1983, houve o primeiro relato de
um surto de diarréia sanguinolenta ligado ao consumo de hamburgueres
contaminados e mal cozidos (RILEY et al., 1983).

No ano de 2005, trés surtos ocorreram acometendo pessoas que tiveram
contato direto com os animais de exposicao, entre eles bovinos, durante uma visita
totalizando 173 casos, com 22 casos de Sindrome Urémica Hemolitica (SHU).
Nenhum alimento especifico, bebidas ou exposicdo a agua de recreacdo foram
associados a doenca, apenas o contato direto com os animais e 0 ambiente em que
eles se encontravam, indicando a necessidade de medidas de controle para reduzir
a transmissao da bactéria dos animais para os seres humanos (CDC, 2005).

Em 2007, outro surto ocorreu pela ingestdo de pizza congelada contendo
pepperoni que resultou em oito pessoas hospitalizadas e quatro com SHU. Em 2008,
um surto se deu devido ao consumo de carne comprada na casa de carnes Kroger
em Michigan e Ohio, resultando em 45 casos confirmados, com 23 hospitalizacdes e
um caso de SHU. Em 2009, 2010, 2011 e 2012 também houve surtos relacionados a
carne bovina, queijos e frango, legume e salame, e espinafre, respectivamente
(CDC, 2013).

O Centro de Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos coloca a E. coli
0157:H7 em segundo lugar como patégeno que mais causa diarreia nos Estados
Noroeste do Pacifico, perdendo apenas para a Salmonella spp. (FDA, 2008), e em
quinto lugar como patdégeno que mais causa hospitalizacdo em casos de doencas
transmitidas por alimentos (CDC, 2011).

Segundo o Centro de Controle de Doencas (CDC, 2008), os dados
epidemioldgicos e investigativos servem para capacitar os estados e a federacéo
para identificarem as causas dessas doencas e permitir a implementacdo de
medidas de controle.

A maioria dos surtos de infecgdes humanas causadas por estas bactérias
deve-se ao consumo de carne bovina mal cozida, de leite de vaca nao pasteurizado
e aguas de abastecimento contaminadas pelo conteudo intestinal de animais. Entre
os alimentos, a carne bovina é uma das fontes potenciais de E. coli 0157:H7, pois a

contaminagcdo se da na hora do abate, se houver contato da carne com visceras e
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superficie da planta de processamento contaminadas com conteudo intestinal dos
animais (SILVA et al., 1997; CONSTANTINIU, 2002; FDA, 2008).

E. coli pode sobreviver no solo, na agua contaminada e em material em
decomposicdo (SILVA et al.,, 1997; FERENS e HOVDE, 2011). Vérios animais
podem servir como reservatério de STEC, como bovinos, ovinos, caprinos, suinos,
cdes, gatos e aves. O bovino é o principal deles, eliminando-a por meio de suas
fezes, que de maneira direta ou indireta atingem a cadeia alimentar dos seres
humanos. Estes podem ser infectados ao ingerir agua, vegetais ou alimentos de
origem animal contaminados, principalmente a carne bovina, o que tornou a E. coli
O157:H7 objeto de estudos na medicina humana, veterinaria e na biologia molecular
(NATARO e KAPER, 1998; CUTTER e RIVERA-BETANCOURT, 2000; HORNITZKY
et al., 2005; MAINIL e DAUBE, 2005; MONAGHAN et al., 2011).

As principais caracteristicas epidemiologicas de EHEC incluem os animais
como reservatério da bactéria no trato gastrintestinal, a transmissao por varios tipos
de alimentos, com destaque para a carne bovina, e a baixa dose infectante da
bactéria (NATARO e KAPER, 1998; HUSSEIN, 2007).

A marcada patogenicidade do sorotipo 0O157:H7 é uma evidéncia
epidemioldgica de que apenas algumas células sdo necessarias para causar a
doenca em humanos (GRIFFIN e TAUXE, 1991).

A exata dose infectante é ainda desconhecida, mas, através da compilacao de
dados de surtos investigativos nos Estados Unidos, parece encontrar-se na faixa de
10 células por grama ou mililitro do alimento consumido (WAHLSTROM, 2001;
MENG et al., 2007; FDA, 2008). O regulamento do Servico de Inspecdo de
Seguranca Alimentar dos EUA declara que a presenca de uma unidade formadora
de colbnia de E. coli 0157:H7 em 25 gramas constitui uma carne bovina com risco a
saude publica (JOHNSON et al., 1996; COIA, 1998).

Os patégenos podem ser transmitidos a carne por diversas maneiras, Como
no processo de remoc¢do da pele do animal, que pode transferir as bactérias para a
carcaca, facas usadas na retirada da pele, equipamentos ou maos dos
manipuladores durante o processo de remocao (THOMAS et al., 2012).

Um estudo realizado na india durante 10 anos sobre a prevaléncia e a

distribuicdo geogréfica de E. coli O157 identificou a bactéria em 13 (0,9%) de 1.376
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amostras de carne, 10 (1,8%) de 553 amostras de leite, 8 (1,6%) de 486 amostras
de agua e 61 (3,3%) de 1.828 amostras de fezes de bovinos (SEHGAL et al., 2008).

No Brasil, o primeiro relato da bactéria em gado leiteiro foi dado por Cerqueira
et al. (1999), que analisaram gado leiteiro e de corte no Estado do Rio de Janeiro e
verificaram uma alta ocorréncia (71%) dos genes stx detectados por PCR, sendo
1,5% dos isolados E. coli 0157:H7.

Elder et al. (2000), analisando gado de corte em frigorificos nos EUA, antes e
apos o abate, isolaram E. coli O157:H7 em 28% das amostras de fezes, 11% das de
pele, em 43% das carcacas antes da evisceragcdo, 18% pdOs-evisceracdo e 2% apos
a lavagem e prontas para o resfriamento.

A prevaléncia e a distribuicdo de E. coli O157:H7 em um frigorifico bovino
Iraniano foram estudadas e os autores relataram a presenca da bactéria durante a
retirada da pele dos animais, em diversos pontos nas carcacgas e nas fezes. Ainda,
observaram que a contaminacdo entre carcagas pode ocorrer na linha de producéo,
pois encontraram a bactéria contendo as mesmas caracteristicas genotipicas e de
viruléncia em amostras de fezes de um animal e sua respectiva carcaca, e na
carcaca adjacente, concluindo que ocorre contaminacdo durante as etapas de
producao da carne (McEVOY et al., 2003).

Omisakin et al. (2003) avaliaram a populacdo de E. coli O157 nas fezes de
bovinos durante o abate e verificaram a presenca da bactéria em 9% de 589
amostras, com concentracdes acima de 10* UFC/g, concluindo pelo alto risco de
contaminacdo do ambiente de abate e também da carne durante o processamento
no frigorifico.

Sasaki et al. (2011) sugeriram que a maioria das STEC 0157 e 026,
contendo os genes stx, eae e EHEC — hlyA, provenientes de gado de corte, eram
patogénicas para os humanos e que a reducdo das populacbes das bactérias é
importante para prevenir surtos de origem alimentar causados por elas.

Para auxiliar o entendimento e o controle dos surtos de doencgas, tanto nos
hospitais, quanto nas comunidades e na area de seguranca alimentar, a técnica
mais utilizada, considerada padrao ouro na epidemiologia molecular, é a Eletroforese
de Campo Pulsado (PFGE) (TENOVER et al., 1995; HAHM et al., 2003; McLELLAN
et al., 2003; MAGALHAES et al., 2005; GANDRA et al., 2008).
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A Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE) € uma técnica bastante complexa,
com um poder discriminatério muito elevado, permitindo relacionar
epidemiologicamente e geneticamente, os isolados coletados em um surto de uma
doenca, porém os métodos de tipagem nao substituem os dados epidemiolégicos,
somente auxiliam e, se utilizados isoladamente, podem levar a conclusbes
equivocadas (TENOVER et al., 1995; MAGALHAES et al., 2005).

Diante do exposto e tendo em vista os poucos relatos de doencas humanas
ocasionadas por STEC no Brasil, a presenca de E. coli O157:H7 em alguns animais
do rebanho bovino e a proximidade do pais com a Argentina, onde a SHU é
endémica, torna-se necesséaria a adocao de medidas preventivas na contaminacéo
dos produtos carneos pela bactéria (OMISAKIN et al., 2003; BERTAO e SARIDAKIS,
2007).

3.2.2. Fatores de viruléncia

Significantes fatores de viruléncia associados com a patogenicidade de EHEC
vém sendo identificados com base na histopatologia dos tecidos de pacientes com
SHU e colite hemorragica, em estudos com culturas celulares, modelos animais e
em estudos utilizando a genética (MENG et al., 2007). A aderéncia as células da
mucosa intestinal e a producdo de toxinas sao os principais fatores de viruléncia
bacterianos apresentados pelo sorotipo O157:H7 (GRIFFIN e TAUXE, 1991).

A EHEC, além de caracterizar cepas de STEC, causa uma leséo
histopatoldégica na mucosa intestinal denominada “attaching and effacing” — A/E
(“attaching” indica uma intima adesdo da bactéria a superficie do enterdcito e
“effacing” o desaparecimento localizado das microvilosidades da borda em escova),
uma propriedade codificada na ilha de patogenicidade chamada “locus of enterocyte
effacement” (LEE). LEE também codifica o0 gene eae, que coordena a producado de
intimina, responsavel pela intima adesédo da bactéria as células epiteliais antes de
causar a lesdo histopatoldgica. As cepas de STEC também séo denominadas EHEC
LEE-negativas ou eae-negativas, e as STEC que possuem eae sdao denominadas
EHEC LEE-positivas (PATON e PATON, 2002; LUCK et al., 2005; MAINIL e DAUBE,
2005).
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Aléem da produgcdo de uma ou mais toxinas Shiga, outros fatores sao
considerados relevantes para ocasionar doenca, como a presenca do plasmidio
pO157, que codifica a éntero-hemolisina (EHEC-hly) e a producdo de adesinas
fimbriais e afimbriais (NATARO e KAPER, 1998; PATON e PATON, 1998a; PATON
e PATON, 2002).

3.2.2.1.Toxinas Shiga (stx)

Consideradas os principais fatores de viruléncia de cepas STEC, as toxinas
Shiga séo divididas em duas classes, stx1 e stx2. A stx1 é 98% homologa em
estrutura biolégica com a toxina stx1 produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1 e a
stx2 é 60% homologa a toxina stx1, ambas produzidas pela E. coli, porém elas séo
antigenicamente distintas, ou seja, stx1 é semelhante a toxina Shiga, enquanto stx2
€ uma variante (NATARO e KAPER, 1998; PATON e PATON, 1998a).

As toxinas Shiga séo codificadas por fagos inseridos no cromossomo da E.
coli e sdo formadas por uma estrutura basica de subunidade A-B. A subunidade A
(32 kDa), que possui atividade enzimatica, € ligada ao pentamero da subunidade B
(7,7 kDa). As células eucarioticas contém um glicolipideo chamado
globotriasilceramida (Gb3), que atua como um receptor para as stxs, levando as
toxinas para dentro da célula por endocitose. As toxinas sdo entdo transportadas
para o reticulo endoplasmatico, onde inibem a sintese proteica por prevenir a ligacdo
do aminoacetil tRNA ao ribossomo, causando a morte celular (JENKINS et al., 2008;
MATHUSA et al., 2010).

Outras diferencas foram observadas entre stx1 e stx2, como a afinidade pelo
receptor em comum Gb3. Stx1 possui uma afinidade cerca de 10 vezes maior por
Gb3, se comparado a stx2, e estudos mostraram uma velocidade de dissociacdo
maior entre Gb3 e stx2 do que stx1. Sendo assim, a ligacdo e a dissociacao entre o
receptor e stx2 ocorre mais lentamente. Essas caracteristicas podem explicar a
maior associacdo de danos vasculares causados por stx2, quando comparados aos
danos causados por stxl (BERTAO e SARIDAKIS, 2007; DOYLE et al., 1997;
NATARO e KAPER, 1998, FULLER et al., 2011).
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A stx1l e suas variantes apresentam poucas diferencas nas suas sequéncias
genéticas, sem maiores consequéncias nas suas propriedades antigénicas e
citotoxicas. As variantes de stx1 descritas sdo a stx1c, stx1OX3 e stx1d, encontradas
em amostras de E. coli isoladas de humanos, ovinos e bovinos, respectivamente.
Cinco variantes biol6gicas de stx2 foram descritas, a stx2a, stx2c, stx2d e stx2f
isoladas de humanos e stx2e isolada de suinos, todas diferindo entre si por suas
antigenicidades, toxicidades e sequéncias genéticas. A diferenca entre os tipos de
toxina foi definida de acordo com a toxicidade, o receptor de toxina e a composi¢cao
de amino&cido das subunidades de stxA e stxB (DOYLE et al.,, 1997; NATARO e
KAPER, 1998; PATON e PATON, 1998b).

As stx sdo produzidas no célon e, por meio da corrente sanguinea, s&o
levadas aos rins, causando danos ao endotélio vascular e oclusédo dos microvasos,
através de uma combinacdo de toxicidade direta e indugcédo da inflamacéo local, os
quais podem levar a SHU. Também podem levar a apoptose de células epiteliais
intestinais e mediar o dano local do célon, resultando em diarreia sanguinolenta,
colite hemorragica, necrose e perfuracao intestinal (ANDREOLI et al., 2002; KAPER
et al., 2004; BERTAO e SARIDAKIS, 2007).

Diversos estudos mostraram que a presenca de stx2 esta relacionada com a
severidade de doencas em humanos, incluindo o desenvolvimento de SHU e diarreia
com sangue, e que a presenca dessa toxina associada a intimina facilita a adeséo
da bactéria nas células, colaborando com a gravidade da doenca (BEUTIN et al.,
1998; BOERLIN et al.,, 1999; FRIEDRICH et al.,, 2002; FULLER et al.,, 2011).
Contudo, Paton et al. (1999) relataram que cepas de STEC eae-negativas foram
responsaveis por causar SHU em humanos.

Boerlin et al. (1999) mostraram uma forte associagdo entre stx2 e doengas
severas, mostrando que isolados positivos para stx2 foram cinco vezes mais
associados com doencas severas que isolados stx2 negativos pertencentes ao
mesmo sorotipo.

3.2.2.2. Entero-hemolisina (EHEC-hly)

Estudos observaram que cerca de 89% de cepas STEC apresentavam um
fendtipo hemolitico diferente do padrdo conhecido e associado a alfa-hemolisina de

E. coli (hly), sendo estas cepas denominadas éntero-hemoliticas (Ehly). Enquanto a
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alfa-hemolisina é codificada por genes cromossomais, 0s genes que codificam a
éntero-hemolisina foram descritos no plasmidio pO157, de 60 MDa, na cepa padrdo
EDL 933 do CDC dos Estados Unidos (SCHMIDT et al., 1994). As éntero-
hemolisinas sao divididas geneticamente em dois grupos distintos, cuja
patogenicidade nédo foi bem esclarecida (NATARO e KAPER, 1998).

Embora a éntero-hemolisina esteja presente na maioria dos isolados de
EHEC/STEC e a éntero-hemdlise sugerida como um marcador para deteccdo de
EHEC, sua contribuicdo na patogenicidade ainda néo foi esclarecida. Sugeriu-se que
a lise de eritrécitos pode fornecer ferro e estimular o desenvolvimento de STEC. A
presenca de EHEC-hly também parece estar envolvida com a severidade da doenca
em humanos (SCHMIDT et al., 1994).0 plasmidio pO157 esta presente também em
cepas do sorotipo 026:H11 e na maioria de STEC isoladas de humanos, e seus
genes codificam outros possiveis marcadores de viruléncia adicionais: uma catalase-
peroxidase (KatP) e uma serina protease (EspP), capaz de clivar o fator V de
coagulacdo humano e de exacerbar a doenca hemorragica (BRUNDER et al., 1996;
NATARO e KAPER, 1998; CAPRIOLI et al., 2005).

3.2.2.3. Fatores de Adeséao

Intimina

Assim como em EPEC, em EHEC outros fatores de viruléncia estdo
localizados no cromossomo em LEE, cujos genes codificam o0s elementos
responsaveis pela lesao intestinal A/E. Essa lesdo é caracterizada pela degeneragéo
localizada das microvilosidades epiteliais intestinais e a montagem de estruturas
semelhantes a pedestais, constituidas de filamentos de actina, formadas nos locais
onde ha bactérias aderidas (BEAUDRY et al., 1996; NATARO e KAPER, 1998;
CAPRIOLI et al., 2005).

A regido LEE codifica uma proteina da membrana externa ndo fimbrial de 94
kDa, a intimina (eae); um sistema de secrecdo do tipo Il (proteinas Esc e Sep);
chaperoninas (proteinas Ces); proteinas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e

proteinas efetoras (EspF, EspG e Map), assim como o receptor para intimina (Tir).



16

A intimina é fator-chave de colonizacdo para EHEC em ovinos e bovinos
recém-nascidos e adultos, e parece ser a Unica adesina de E. coli O157:H7 cujo
papel na colonizacdo do epitélio intestinal foi demonstrado em modelos animais. No
entanto, mutantes intimina-negativos ainda sao capazes de colonizar certos locais
do trato gastrintestinal dos ruminantes, e isso indica que outros fatores de
colonizagéo podem estar presentes (DOYLE et al., 1997; NATARO e KAPER, 1998;
VAN DIEMEN et al., 2005).

Em humanos, STEC eae-positiva estd relacionada a quadros severos de
diarreia, principalmente HC e SHU (PATON e PATON, 1998a; BEUTIN et al., 1998;
BOERLIN et al., 1999). A E. coli stx-negativa que possui genes que codificam a
intimina (eae) e a éntero-hemolisina (EHEC-hlyA) s&o consideradas E. coli
enteropatogénicas (EPEC), e apesar de ndo apresentarem 0 gene stx, elas néao
devem ser negligenciadas, uma vez que foram isoladas de pacientes com diarreia,
CH e SHU (KARCH et al., 1992; SCHMIDT et al., 1999; FENG et al., 2001; JORIS et
al., 2011). Ainda, Beutin et al. (1998) descreveram que STEC eae-negativas foram
encontradas em 39,3% dos pacientes, sendo a maioria deles associados a casos
clinicos menos severos, sem complicacées.

A regido 5 do gene eae é conservada, enquanto a regido 3’ € heterogénea.
Esta observacdo tornou possivel a confec¢cdo de oligonucleotidios iniciadores
universais e aleloespecificos para o ensaio de PCR, permitindo, assim, a
diferenciacdo de 15 variantes de eae, que codificam 15 diferentes tipos e subtipos
de intimina: al, a2, 1, B2, y1, y2/6, &/k,&,(,n,I,A,4,v, € £ (BLANCO et al., 2004).

Porcine Attaching and Effacing Associated — paa (Adesdo e

Esfacelamento Associados a Suinos)

O gene paa é codificado por uma proteina de 27,6 kDa e € importante para a
atividade de A/E de EPEC, porém sua patogenicidade ndo foi completamente
elucidada. An et al. (1999) examinaram a presenca do gene paa e eae em E. coli
isoladas de humanos e animais, e encontraram uma forte correlacdo entre a

presenca do gene paa detectada em EHEC 0O157:H7 e 026, e isolados eae
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positivos, sugerindo que o gene paa pode desempenhar papel importante no

mecanismo de A/E e outros mecanismos de doencas entericas.

Ferric enterobactin transport ATP-binding protein — fepC (proteina de

ligacdo ATP transportadora da enterobactina férrica)

A ilha associada a patogenicidade (PAlco73) contém genes que codificam
proteinas, entre elas a proteina de ligacdo ATP transportadora da enterobactina
férrica. E sabido que a E. coli O157:H7 pode sintetizar e transportar enterobactinas,
e possui um sistema de transporte de citrato férrico, mas o papel desempenhado
pelo gene fepC na viruléncia precisa ser esclarecido (YE e XU, 2001).

iucD — Aerobactina

E um siderdforo (aerobactina) presente em um plasmideo de viruléncia da E.
coli que atua como um limpador de ferro. Sob condicbes de estresse férrico, a
maioria das bactérias induzem uma alta afinidade pelo sistema de transporte de ferro
mediado por quelantes chamados de siderdforos. Analises sugeriram pelo menos
dois dominios de ades&do da proteina iucD a membrana citoplasmatica interna
(HERRERO et al., 1988).

Tsh — temperature-sensitive hemagglutinin (hemaglutinina sensivel a

temperatura)

O gene tsh é um membro do grupo das proteinas autotransportadoras e foi
identificado pela primeira vez em E. coli patogénica para aves (APEC). Algumas
sequéncias de DNA do tsh também foram verificadas em plasmideos de viruléncia e
ilhas de patogenicidade de varios patotipos de E. coli e outros membros patogénicos
da Enterobacteriaceae (DOZOIS et al., 2000).
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Cnfl — cytotoxic necrotizing factors (fatores citotéxicos necrosantes)

O cnfl é produzido por diferentes cepas de E. coli isoladas de infeccdes
extraintestinais e também de diarreia. Cnfs causam formacdo de células
multinucleadas e induzem uma deformacao na membrana. Essa toxina causa danos

ao tecido e morte do animal hospedeiro (SCHMIDT et al., 1997).

Adesinas fimbriais de EHEC

A andlise da sequéncia gendmica de duas cepas protétipos do sorotipo
0157:H7 indicou a existéncia de, no minimo, 12 regifes que codificam sequéncias
homologas a adesinas. Uma dessas regides contém genes proximamente
relacionados ao operon Ipf (fimbria longa polar, LP) de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (PERNA et al., 2001).

A introducao do operon EHEC Ipf em E. coli K-12 resultou em um aumento da
expressao de fimbrias e da adeséo a células em cultivo. A subunidade principal de
LP, IpfA, foi detectada em cepas de EHEC dos sorogrupos O157 e 0145 (SZALO et
al., 2002).

Adesinas como pap (pili associado a pielonefrite) medeiam a ligacdo
especifica de E. coli patogénica para as células epiteliais do trato urinario (DAIGLE
et al., 1994).

Adesinas afimbriais de EHEC

Neste grupo estdo as adesinas efal(EHEC factor for adherence) (NICHOLLS
et al., 2000; STEVENS et al.,, 2002), lha (adesina homodloga a IrgA, de Vibrio
cholerae), Cah (homologo ao antigeno 43 ligante de calcio) e OmpA (proteina de
membrana externa A) (TORRES e KAPER, 2003).

Estas proteinas expressaram suas propriedades de adesdo somente em
experimentos recombinantes, e seu papel na colonizacdo do trato gastrintestinal

requer maiores estudos.
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3.2.3. Resisténcia a antimicrobianos

Apesar de algumas pesquisas mostrarem que a Escherichia coli O157:H7
pode ser sensivel a varios antimicrobianos (SCHROEDER et al., 2002; KAPPELI et
al., 2011), outros estudos revelam um aumento na resisténcia deste sorotipo ao
longo do tempo (DOYLE et al., 1997; MORA et al., 2005; BUVENS et al., 2012;
SASAKI et al., 2012).

Sasaki et al. (2012) verificaram que cepas de STEC 0O157:H7 e 026 isoladas
de gado de corte no Japao tiveram uma resisténcia de, respectivamente, 5,4% e
36,4% a ampicilina. Os autores ressaltaram ainda multirresisténcia aos
antimicrobianos em 13,3% dos isolados de O157 e 54,5% dos de O26.

Schroeder et al. (2002), buscando entender melhor a prevaléncia da
resisténcia a antimicrobianos em isolados de E. coli O157 provenientes de humanos,
bovinos, suinos e alimentos, entre os anos de 1985 a 2000, observaram a E. coli
0157:H7 em 52% dos isolados, sendo 10% deles resistentes a sulfametazol e 8% a
tetraciclina.

A resisténcia a antimicrobianos também foi relatada em isolados de STEC
0O157:H7 e nao-0157 provenientes de humanos, bovinos, ovinos e alimentos na
Espanha, sendo que 98% das STEC 0O157:H7 e 92% das STEC n&ao-O157
apresentaram multirresisténcia a cinco ou mais antimicrobianos (MORA et al., 2005).

Outro estudo comparando diferentes métodos de deteccao de E. coli O157:H7
isoladas de animais durante o processo de abate mostrou que, do total de 11
culturas, cinco (45%) eram resistentes a dois ou mais dos 23 agentes
antimicrobianos testados, sendo 100% dos isolados resistentes a eritromicina (15
MQ), 27,2% a ampicilina (10 ug), 18,2% a cefalotina (30 ug) e a tetraciclina (30 pg)
(KIM et al., 2005). Vaz et al. (2004) também verificaram a resisténcia de STEC
isoladas de humanos no Brasil resistentes a pelo menos um antimicrobiano.

No Brasil, Rodolpho e Marin (2007) analisaram amostras obtidas de 23
acougues e isolaram E. coli, entre elas STEC, de amostras de carne, maos de
manipuladores e equipamentos. Os autores verificaram que 67% das culturas

apresentaram resisténcia a pelo menos trés antibiéticos e que 22% delas eram
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resistentes a seis deles. Ainda, dentre as quatro STEC isoladas, trés apresentaram
resisténcia, uma a amoxicilina (10 pg), uma ao acido naxilico (30 ug), a cefalotina (30
Mg), a amoxicilina (30 pg) e a tetraciclina (30 pug) concomitantemente e outra a
ciprofloxacina (5 pg), a amicacina (30 pg), a ampicilina (10 ug), ao acido naxilico (30
Mg), a cefalotina (30 pg), a amoxicilina (30 pg) e a tetraciclina (30 ugQ),
simultaneamente.

Uma pesquisa realizada com amostras de conteldo intestinal de bovinos
demonstrou que esses animais sdo potenciais fontes de contaminacdo, devido a
presenca de E. coli atipicas resistentes a antimicrobianos, que possuem genes de
viruléncia. A resisténcia a antimicrobianos foi verificada em nove dos 21 sorotipos de
E. coli sorbitol-negativa e a multirresisténcia a cinco antimicrobianos foi relatada em

cinco isolados (DIARRA et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo da industria e das amostras estudadas

A industria onde o trabalho foi desenvolvido localiza-se no interior do Estado de
Sao Paulo, sendo caracterizada, por suas dependéncias e instalacdes, como um
matadouro-frigorifico (BRASIL, 1997). Desta forma, ela é submetida a um controle
higiénico-sanitario permanente, pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF), possuindo
instalacOes para abate, preparo e conservacao da carne bovina. O volume de abate é
de aproximadamente 800 animais por dia e seus produtos sdo comercializados tanto
nacional como internacionalmente.

Foram colhidas amostras de pontos do fluxograma ou dos produtos de abate
bovino que poderiam atuar como veiculo de transmissao de E. coli 0157:H7 a carne ou
pontos de disseminagdo do microrganismo na industria, particularmente no processo
de abate, conforme descrito a seguir.

e Agua de abastecimento — coleta da agua clorada, utilizada em todas as
atividades da industria, envolvendo o banho dos animais antes do abate
(banheiro de aspersao) e apos a insensibilizacdo, a lavagem das carcacas apos
a toalete, a constituicdo de produtos comestiveis e a higienizacdo de
dependéncias e equipamentos, entre outras coisas.

e Conteudo intestinal — coleta do conteudo da juncao reto-anal do animal, na area
de vémito apds a insensibilizacdo do animal no boxe de atordoamento.

e Superficie da pele do animal apdés a lavagem por aspersdo - Amostras
representativas desse ponto de colheita foram obtidas da regido dorso-caudal
do animal, ap6s a fase de sangria durante o tempo regulamentar (BRASIL,
1997).

e Superficie muscular externa de carcagas — ap0s a evisceracdo e na fase de
toalete das carcacas, a colheita das amostras foi realizada em quatro pontos da
superficie das mesmas, fazendo parte destes pontos o flanco, o pescoco, 0
peito alto e a alcatra (BRASIL, 1988), segundo a Decisdo 471/2001 da
Comunidade Europeia (COMUNIDADE EUROPEIA, 2001).
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e Superficie muscular interna de carcagas — ap0s a evisceragdo e na fase de
toalete das carcacas, amostras da superficie muscular interna das carcacas
foram obtidas nos mesmos pontos anteriormente citados, porém do lado interno
da carcaca.

e Agua residuéria da lavagem de carcacas — coleta da 4gua que escorre ao longo
das faces interna e externa das meias carcacas, apds sua lavagem na parte
final do fluxograma de abate.

e Carne pronta para comercializacdo — essas amostras foram compostas por
fragmentos de carne colhidos anteriormente a desossa e preparacao dos cortes
de acougue.

e Superficie das maos dos manipuladores — essas amostras foram colhidas
durante os trabalhos, das palmas, dorso e espaco interdigitais das maos de
individuos que fazem a esfola das carcacas.

e Superficie de facas utilizadas na sala de matanca — essas amostras foram
obtidas da lamina, do cabo e juncédo da lamina e cabo das facas utilizadas na

esfola das carcagas.

4.2. Colheita, acondicionamento e transporte das amostras

As amostras foram colhidas ao acaso em 14 dias normais de trabalho, durante o
periodo de janeiro/2011 a abril/2011, sendo coletados de 50 animais os seis pontos
anteriormente citados, somando 300 amostras dos animais, sete amostras da agua de
abastecimento da industria, 21 da superficie de maos dos manipuladores e 21 da
superficie de facas, totalizando 349 amostras.

As amostras da agua de abastecimento foram colhidas em quantidade
aproximada de 400 mL em um ponto da sala de matanca, com os devidos cuidados de
assepsia, em sacos de polietileno estéreis contendo pastilhas de tiossulfato de sédio a
10% (Whirl-pak, Nasco), com a finalidade de neutralizar a agao do cloro, na quantidade
de 0,1 mL de tiossulfato de sédio para cada 100 mL da amostra. No momento da
colheita foi determinado o teor de cloro residual livre por funcionario do matadouro-
frigorifico, aproveitando o resultado obtido, ja que esta pratica é feita de forma
constante por determinacéao do Servico de Inspecao Federal.
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As amostras de contetdo intestinal foram colhidas no box de atordoamento,
apos a insensibilizacdo dos animais, especificamente daqueles animais em que era
possivel este tipo de colheita. Essas amostras foram acondicionadas em sacos de
polietileno estéreis (Whirl-pak, Nasco). A porcao terminal do reto foi escolhida como
ponto de colheita das amostras por ser o principal local de existéncia da E. coli 0157
no bovino e também pelo fato de a mucosa da porcao terminal do reto ser associada a
alta taxa de excrecao da bactéria nas fezes (LOW et al., 2005).

As amostras representativas da superficie da pele do animal apos a lavagem
por aspersao, da superficie muscular externa e interna da carcaca, foram colhidas com
suabes de esponja esterilizados colocados assepticamente em sacos de polietileno
estéreis (Whirl-pak, Nasco) contendo 10 mL de agua peptonada a 0,1% estéril.

Cada suabe foi utilizado para a colheita de material da pele de um animal ou de
uma carcaca, no caso da pele molhada e superficie muscular. Nesses casos foi
delimitada uma &rea de colheita de 100 cm? utilizando-se para a demarcacdo um
gabarito em aco inoxidavel (APHA, 2001). O suabe foi friccionado sobre a area
demarcada pelo gabarito dez vezes na vertical, dez vezes na horizontal e dez vezes na
diagonal por aproximadamente 20 segundos em cada direcdo (COMUNIDADE
EUROPEIA, 2001). Antes da colheita, o suabe foi pressionado, visando a retirada do
excesso de agua peptonada.

As amostras da agua residuéria da lavagem das meias carcacas foram colhidas
em sacos de polietileno estéreis (Whirl-pak, Nasco) apos a lavagem das mesmas,
durante a etapa em que 0 excesso dessa agua escorre ao longo das faces externa e
interna das meias carcacas, sendo cada amostra correspondente a duas meias
carcagas.

As amostras de carne foram colhidas apds a carcaga passar 24 horas na
camara fria e antes da entrada na sala de desossa, sendo compostas por fragmentos
coletados de diversos pontos das meias carcacas. Os fragmentos foram
acondicionados em sacos de polietileno estéreis (Whirl-pak, Nasco).

Para a colheita de material das facas e das méos, foi utilizado um suabe de
esponja esterilizado, embebido em 10 mL de agua peptonada a 0,1% estéril, para cada

amostra, sendo colhido de toda a superficie da lamina da faca e da jung&o da lamina
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com o cabo, e espacos interdigitais e palma das maos. Apds a colheita, todos os
suabes foram novamente mergulhados na agua peptonada a 0,1% para o transporte.

Os animais escolhidos, ou seja, aqueles em que era possivel a colheita de
fezes, foram etiquetados numericamente no traseiro e no dianteiro e na ponta de
agulha, e acompanhados nas diversas etapas do abate para que as amostras de
superficie de pele umida, de superficie muscular externa e interna da carcaca, de agua
residudria da lavagem da carcaca e de fezes fossem obtidas sempre do mesmo
animal. Também foram coletados os dados dos respectivos animais, como o local de
origem, para ajudar no estudo epidemioldgico (Apéndice 1).

O transporte das amostras foi realizado em caixas de material isotérmico
contendo gelo reciclavel. As analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos e Agua do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducgdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Universidade

Estadual Paulista, Jaboticabal — SP, Brasil.
4.3. Metodologia empregada no isolamento de Escherichia coli O157:H7
4.3.1. Preparo das amostras e enriguecimento seletivo (APHA, 2001)

As amostras da agua de abastecimento, ap6s homogeneizacdo manual, foram
filtradas em membranas de éster de celulose® de 47 milimetros de diametro e poros de
0,45 micrébmetros. Essas membranas foram picadas em pedacos peguenos e 0S
fragmentos colocados em Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL de
caldo de enriquecimento TSBm (Modified tryptone soya broth, Oxoid, England)
adicionado de novobiocina (20 mg/L — Novobiocin selective supplement, Oxoid,
England). A incubacdo do conjunto foi realizada em estufa bacteriologica a 37°C,
sendo numa primeira fase sob agitacdo por 6 horas e, em seguida, por 18 horas em
repouso.

O enriguecimento seletivo das amostras da agua residuaria da lavagem das
meias carcacas foi realizado homogeneizando-se 10 mL dessa agua com 100 mL de

caldo TSBm adicionado de novobiocina (20 mg/L).

! Swinnex Disc Filter - Millipore
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O enriquecimento seletivo das amostras de carne e de contetdo intestinal
também foi realizado em caldo TSBm adicionado de novobiocina (20 mg/L), apds a
homogeneizacdo em aparelho Stomacher?, de 25 gramas da amostra com 225 mL do
referido caldo, a 37°C sob agitacdo por seis horas e reincubadas em repouso por mais
18 horas.

Nos sacos de polietileno estéreis (Whirl-pak, Nasco) com suabes embebidos em
agua peptonada a 0,1% foram vertidos 100 mL de caldo TSBm adicionado de

novobiocina (20 mg/L ) e incubados da mesma forma que os anteriores.

4.3.2. Plagueamento seletivo, isolamento das colbnias e identificagdo
presuntiva de E. coli 0157:H7 (APHA, 2001)

A partir das culturas de enriquecimento seletivo foram semeadas, para cada
amostra, duas placas contendo agar MacConkey Sorbitol (Oxoid, England)
adicionado de 0,05 mg/L de cefixima e 2,5 mg/L de telurito de potassio (CT-SMAC,
Invitrogen, USA), sendo uma placa referente ao enriqguecimento durante seis horas e
a outra referente a incubacéo por 24 horas. Com auxilio de alca de niguel-cromo,
uma aliquota do caldo de enriquecimento foi espalhada sob a forma de estrias na
superficie do meio de cultura. A incubacéo foi realizada em estufa bacteriolégica a
37°C por 24 horas.

Das culturas obtidas no plagueamento seletivo foram tomadas até cinco
colbnias com caracteristicas sugestivas de E. coli O157:H7, ou seja, colbnias
transparentes ou acinzentadas, por ndo fermentarem o sorbitol, as quais foram
estocadas em tubos contendo agar tripticase soja (TSA).

As colbnias com as caracteristicas descritas foram submetidas a coloragéo pelo
método de Gram, para verificacdo da morfologia. Uma vez constatada a presenca de
bacilos Gram-negativos, em cultura pura, as culturas foram submetidas a provas
bioguimicas como o teste de producédo de indol, inoculagdo em agar Triplice Agucar
Ferro (TSI) para verificar a utilizagdo da glicose e lactose sem formagéo de H,S,

provas do Vermelho de Metila (VM), Voges-Proskauer (VP), aproveitamento de

2 Stomacher, Marca Marconi, Modelo MA440
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citrato (C), da motilidade, fermentacdo do sorbitol, e descarboxilacdo da lisina e
ornitina.

As amostras presuntivas de E. coli O157 através das provas bioquimicas
foram enviadas em tubos contendo agar TSA inclinado para a Universidade de
Montreal, Saint-Hyacinthe-QC, Canada. A sorotipagem e também a caracterizacédo
dos isolados por meio de técnicas moleculares foram realizadas no laboratério
referéncia da OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal) para Escherichia coli (EcL)
do Departamento de Patologia e Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
daquela Universidade.

As amostras presuntivas foram armazenadas sob refrigeracdo em tubos
contendo agar TSA inclinado para utilizacdo imediata e também foram estocadas a
uma temperatura de - 80°C, em caldo Luria — Bertani (LB) adicionado de 30% de
glicerol (BEKAL et al., 2003; HAHM et al., 2003).

4.4. Caracterizagcédo molecular dos isolados

A caracterizagcdo molecular dos isolados foi realizada por meio da PCR para
detectar o sorotipo O157:H7 pela amplificacdo das sequéncias dos genes rfbois7 €
fliCy7 (Figura 1 e 2). A PCR também foi utilizada para verificar a presenca dos genes
das toxinas stx1 (stxA), stx2 (stx2A), eae (eaeA - intimina) (Figura 3) e variantes de
stx2 (vtx2a, vtx2b, vtx2c, vtx2d, vix2e, vix2f e vtx2g).

Como recentemente o grupo das STEC ndo-O157 surgiu como patdgeno
emergente associado a doengas humanas severas, bem como houve um aumento
em sua prevaléncia nos animais, principalmente em bovinos, e nos alimentos em
relacdo as STEC 0157 (BEUTIN et al., 1998; JORIS et al., 2011; MONAGHAN et al.,
2011) é que decidiu-se submeter os isolados negativos para E. coli O157:H7, porém
positivos para algum dos genes de viruléncia (stx1, stx2 ou eae) testados a PCR,
para sorotipagem de oito ndo — 0157: 026, 055, 091, 0103, 0111, 0113, O121 e
0145, mesmo estes sorogrupos sendo conhecidos por fermentarem o sorbitol.

Os isolados que néo se apresentaram como E. coli 0157:H7 e ndo — O157 na
PCR foram submetidos a sorologia. A tipagem por soroaglutinacdo foi realizada

utilizando, para cada isolado, solucdo salina adicionada de cultura proveniente do
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TSA, submetida a 100°C por uma hora e soro de coelho para sorogrupos O de E.
coli (CAMGUILHEM e MILON, 1989; ORSKOV e ORSKQOV, 1984).

Apoés a identificacdo dos sorotipos, no minimo um isolado para cada tipo de
amostra foiescolhidopara a caracterizacédo por meio da PCR, dos genes de viruléncia
responsaveis por aumentar a severidade da doenca nos humanos como EHEC hlyA
(hemolisina), paa, efal, Sta (setA), Stb (estB), LT (eltB), tsh, uicD (aerobactin),
papC, cnfl (cytotoxic necrotizing factor), IpfAo141, IpfAo2s, IpfAc113 € fepC. Para isso,

foram utilizados primers especificos (Tabela 1).

4.4.1. Extracao do DNA bacteriano

A partir das culturas prontas para 0 uso em tubos com agar TSA inclinado ou
a partir das culturas em caldo LB descongeladas, foram retiradas aliquotas com
auxilio de uma alca de niquel-cromo e semeadas em placas de Petri contendo Agar
Sangue (Oxoid) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Apds,
foram selecionadas colonias as quais foram suspensas em caldo Luria Bertani (LB) e
incubadas a 37°C por 16 horas para serem submetidas a extracdo do DNA pelo
método de fervura, de acordo com a metodologia utilizada pelo laboratério referéncia
da OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal) para Escherichia coli.

Para extrair o DNA, 1,0 mL do caldo LB de cada amostra foi centrifugado a
13.400 g por dois minutos, o sobrenadante descartado e em seguida foi misturado
ao precipitado do tubo 1,0 mL de tampdo FA (Difco) e centrifugado. Apds, o
sobrenadante foi descartado, o precipitado supendido em 0,5 mL de agua Milli-Q,
submetido a fervura a 100°C por 10 minutos e apds centrifugado novamente. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo, conservando o DNA a temperatura de
- 20°C.

4.4.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR)

A PCR foi realizada utilizando os termocicladores PTC-0200 DNA Engine®

(Biorad Laboratories,Canada) e T Personal® (Biometra, Alemanha). A amplificagéo
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dos genes, utilizando os primers e as temperaturas de anelamento descritos na
Tabela 1, foi realizada com volume total de reacéo de 25 microlitros, contendo 5 L
de DNA bacteriano e 20 yL da mistura composta 200 mM de cada dNTP, 5 ou 10
pmol de cada primer, 10X de tampao sintético da polimerase contendo 2,0 mM
MgCl,, agua mili-Q livre de DNA e RNA e 2U (concentracao final de 5U/uL) de
HotStar Taq DNA polimerase (Quiagen®, Alemanha).

ApoOs a eletroforese, durante 40 minutos a 96 V, os produtos amplificados da
PCR foram visualizados em gel padrédo de eletroforese contendo 1,8% (wt/vol) de gel
de agarose corado com 3 yL de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) . O gel
foi fotografado sob luz UV pelo sistema de documentagdo Gel Doc 2000 (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Os marcadores de peso moleculares (100 bp DNA ladder,

Invitrogen, USA) foram adicionados a cada gel de agarose.

4.4.3. Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis
— PFGE)

O perfil genético dos isolados de E. coli foi determinado por eletroforese em
gel em campo pulsado (PFGE) apds a macrorrestricdo do DNA pela endonuclease
Xba |, utilizando o aparelho CHEF DRIl (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
seguindo o protocolo utilizado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
para Escherichia coli (O157:H7 e ndo—0157), Salmonella, Shigella sonnei e Shigella
flexneri (PULSENET, 2009).

4.4.4. Deteccéo dos fragmentos amplificados

ApoOs a eletroforese, os geéis foram corados com brometo de etidio (0,5 pl/mL)
durante 30 minutos e os produtos oriundos da amplificacdo visualizados sob luz
ultravioleta (UV) e documentados em um fotodocumentador modelo Gel Doc 2000
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo da PCR dos
primers O157. Controle positivo (CP) EDL 933, controle negativo (CN)
agua e marcador molecular (MM) de 100 pb (Invitrogen®).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo da PCR dos
primers H7. Controle positivo (CP) EDL 933, controle negativo (CN) agua
e marcador molecular (MM) de 100 pb (Invitrogen®).

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo da PCR
multiplex dos primers eae, stx1l e stx2. Controle positivo (CP) EDL 933,
controle negativo (CN) agua e marcador molecular (MM) de 100 pb
(Invitrogen®).
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4.5. Testes de susceptibilidade dos isolados frente a acédo de antimicrobianos

Para a realizacao desses testes, as culturas foram repicadas em tubos contendo
5 mL de caldo tripticase soja e incubadas a 37°C por 18 a 20 horas. Apds a incubacéo,
aliquotas das culturas foram gotejadas de forma asséptica em tubos contendo 4 mL de
solucédo salina esterilizada, até a obtencao de turvacéo idéntica a da solugéo padrao de
cloreto de bario, preparada pela adicdo de 0,5 mL de uma solucédo 0,048 M de cloreto
de bario a 99,5 mL de acido sulfurico a 1% (v/v). A seguir, as culturas diluidas foram
semeadas, com auxilio de suabes esterilizados, em placas com &gar Muller-Hinton e,
apds aproximadamente 3 minutos, tempo necessario a secagem da superficie do meio,
foram colocados os polidiscos contendo os antimicrobianos. A leitura foi realizada apos
18 a 24 horas de incubacdo a 37°C, através da medida dos halos de inibicdo, com a
utilizacdo de régua milimetrada (BAUER et al., 1966). Os diametros obtidos em
milimetro foram comparados com os padrdes estabelecidos pelo Instituto de Padrbes
Clinico e Laboratorial (Clinical and Laboratory Standars Institute — CLSI) presentes na
tabela fornecida pelo fabricante dos discos.

Foram utilizados, para cada uma das cepas testadas, polidiscos (Polisensidisc
15 DME® série Gram-negativo) contendo os seguintes antimicrobianos: amicacina (30
ug), amoxicilina/acido clavulanico (30 pg), ampicilina (10 pg), aztreonam (30 pg),
cefalotina (30 ug), cefepime (30 nug), cefoxitina (30 ug), ceftadizima (30 nug), ceftriaxona
(30 ug), ciprofloxacina (5 upg), cloranfenicol (30 png), gentamicina (10 pg),
piperacilina/tazobactam (110 ug), sulfazotrim (25 ng), tetraciclina (30 ug).

4.6. Analise Estatistica

O periodo de incubacéo das amostras e a presenca de stx, com fepC foram
analisados pelo teste do teste do qui-quadrado e a correcao relizada pelo teste de
Fisher (SAS, 2005), sendo p < 0,05 considerado como estatisticamente significante.

A analise dos dados da PFGE foi realizada com o auxilio do programa
Bionumerics versdo 6.5 (Maths, Kortrijk, Bélgica), o qual determinou o grau de
similaridade dos isolados utilizando o coeficiente de Dice e gerou dendrogramas
pela andlise de pares de grupos utilizando a média aritimética (UPGMA —
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Unweighted Pair Group Method with Arithmetic), com configuracdes de otimizacao e
tolerancia de 1,0%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Numero de colbnias, prevaléncia e perfil de viruléncia das amostras

Os resultados relativos a distribuicdo das colbnias sugestivas de E. coli
0157:H7 isoladas no agar MacConkey Sorbitol (fase presuntiva), a partir das
amostras colhidas nos diferentes produtos ou locais estudados, estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo de colonias presuntivas de E. coli O157:H7, detectadas por
testes bioquimicos, em amostras colhidas no fluxograma de abate bovino,
estado de Sdo Paulo, 2011.

NUmero de Numero de col6nias

amostras Tipo de amostra Tipicas Atipicas Total
50 Fezes 83 11 94 (33,69%)
50 Pele 41 29 70 (25,09%)
50 Musculo interno de carcagas 7 19 26 (9,32%)
50 Musculo externo de carcagas 6 18 24 (8,60%)
50 Carne 9 8 17 (6,09%)
50 Agua residuaria da lavagem de carcacas 6 2 8 (2,87%)
21 Mé&os 13 9 22 (7,88%)
21 Facas 7 11 18 (6,45%)

7 Agua da industria 0 0 0 (0,00%)

349 172 (61,65%) 107 (38,35%) 279 (100%)

Observa-se na Tabela 2 que nas 349 amostras colhidas nos diferentes pontos
estudados, 279 apresentaram colonias presuntivas de E. coli O157:H7 por meio dos
testes bioquimicos, sendo a 4gua de abastecimento da industria, que apresentava
teor de cloro variando de 0,5 a 0,8 ppm, o Unico tipo de amostras negativas para a a
presenca de colbnias sugestivas, confirmando a eficiéncia do cloro no tratamento da
agua.

Manna et al. (2010), em um estudo sobre E. coli sorbitol — negativas isoladas
de 556 amostras de alimentos e fezes de bovinos, encontraram 175 colonias
sugestivas de E. coli 0157 no CT-SMAC.

Entre as 279 colbnias sorbitol negativas, foram encontradas 107 (38,35%) que

em um ou dois testes bioquimicos apresentaram resultados ndo condizentes com o
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perfil do sorotipo O157:H7, sendo essas denominadas colbnias atipicas e 172
(61,65%) colbnias tipicas, ou seja, que apresentaram resultados esperados.
Friedrich et al. (2002) encontraram porcentagem semelhante (51,9%) em isolados de
E. coli O157:H7 ou O157:H sorbitol negativos provenientes de pacientes com SHU.

A maior propor¢do de colénias sugestivas de E. coli O157:H7 foi observada
nas fezes dos animais (33,69%), seguido de suabe de pele (25,09%), suabe do
musculo interno da carcaca (9,32%), suabe do musculo externo da carcaca (8,60%),
suabe de méos dos funcionarios (7,88%) e de facas (6,45%), carne (6,09%) e agua
residuéria da lavagem de carcacas (2,87%).

Os resultados relativos a presenca de genes de viruléncia nas colbnias
presuntivas de E. coli O157:H7, a partir das amostras coletadas nos diferentes

produtos ou locais estudados, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo das colbnias presuntivas de E. coli O157:H7, isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, segundo os genes de
viruléncia detectados por PCR, estado de Sao Paulo, 2011.

Genes de viruléncia Numero de coldnias presuntivas de  Porcentagem de coldnias presuntivas de

E. coli O157:H7 E. coli O157:H7
eae e stx2 44 48,89%
eae 29 32,22%
stx1 11 12,22%
Stx2 3 3,33%
stx1 e stx2 2 2,22%
eae, stx1 e stx2 1 1,12%
Total 90 100,0%

Verifica-se na Tabela 3 que em 90 (32,26%), das 279 colbnias presuntivas
para E. coli O157:H7, foram identificados os genes eae, stxl ou stx2, sendo 0s
genes eae e 0 stx2, concomitantemente, identificados em 44 (48,89%) delas, o eae
em 29 (32,22%), o stx1 em 11 (12,22%), o stx2 em 3 (3,33%), 0 stxl e 0 stx2 em 2
(2,22%) e o stx1,stx2 e eae em 1 (1,12%).

A Tabela 4 mostra o nimero de isolados de E. coli O157:H7, segundo o tipo
de amostra em que foram encontrados, e a distribuicdo dos genes de viruléncia

identificados.
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Tabela 4. Numero de isolados de E. coli O157:H7, segundo o tipo de amostras
colhidas no fluxograma de abate bovino em que foram encontrados e os
genes de viruléncia identificados, estado de Sao Paulo, 2011.

Tipo de amostra Genes de viruléncia N° de isolados de E. coli O157:H7 (%)
Fezes eae e stx2 38 (71,70%)
Fezes eae 7 (13,21%)
Pele eae e stx2 5 (9,43%)
Pele eae 2 (3,77%)
Pele stx2 1 (1,89%)
Total 53 (100,0%)

A confirmacéo da E. coli O157:H7 pela PCR foi obtida em 53 (19,00%) das
279 colbnias, sendo 45 (84,91%) delas provenientes das fezes dos animais e 8
(15,19%) de suabe de pele. Entre os 53 isolados, 43 (81,13%) apresentaram 0sS
genes eae e stx2 concomitantemente, 9 (16,98%) o eae e 1 (1,89%) o stx2, sendo
todos negativas para o stx1 (Tabela 4).

Em relagdo ao local de isolamento da E. coli O157:H7 e os genes de
viruléncia identificados, 38 (71,70%) dos 53 isolados apresentaram 0S genes eae e
stx2, concomitantemente, e 7 (13,21%) deles que apresentaram somente o0 gene
eae foram encontrados nas fezes. Os demais isolados, sendo 5 (9,43%) com genes
eae e stx2, concomitantemente, 2 (3,77%) com o gene eae e 1 (1,89%) com o gene
stx2, foram encontrados em amostras de pele (Tabela 4).

As culturas negativas para a E. coli 0157:H7 foram submetidas a PCR para
as ndo-0157 e as culturas nao sorotipadas pela PCR, foram caracterizadas
sorologicamente (Tabelas 5 e 6).

A distribuicdo dos isolados de Escherichia coli de acordo com o patotipo,
sorotipo, tipo de amostra, tempo de incubacgéo na fase de enriquecimento seletivo,
namero de isolados e genes de viruléncia apresenta-se na Tabela 5.

A Tabela 6 mostra os sorotipos de E. coli ndo-O157 isolados de amostras
colhidas no fluxograma de abate bovino, tipo de amostra, sua identificacdo e genes

respectivos de viruléncia.
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Tabela 6. Sorotipos de E. coli ndo-O157 isolados de amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, tipo de amostra, sua identificacdo e genes
de viruléncia identificados, estado de Sdo Paulo, 2011.

Sorotipo Identifcacdo  Origem Tipo de amostra Genes de N° de

da amostra do viruléncia isolados
animal (%)

04/023 29 12 Fezes stx1 1 (0,36%)
o7 12 9 Musculo interno de carcagas stx1 1 (0,36%)
022 29 12 Fezes eae 1 (0,36%)
022 29 12 Pele eae 1 (0,36%)
026 13,14 e 18 8 Pele eae 8 (2,87%)
026 14 Musculo externo de carcacas eae 1 (0,36%)
026 15 Agua residuéria da lavagem de carcagas eae 6 (2,15%)
026 9 _ Facas stx1 1 (0,36%)
026 14 _ Facas eae 1 (0,36%)
053 32 12 Pele eae e stx2 1 (0,36%)
o71 29 12 Pele eae 1 (0,36%)
073 45 16 Pele eae 1 (0,36%)
075 20 10 Pele stx2 1 (0,36%)
O82/NT 26 11 Fezes stx1 2 (0,72%)
0113 30 12 Pele stx1 e stx2 1 (0,36%)
0116 1 1 Pele stx1 1 (0,36%)
O116/NT 1 1 Fezes stx1 2 (0,72%)
0141 18 8 Fezes eae ,stxl e stx2 1 (0,36%)
0147 11 8 Fezes stx1 e stx2 1 (0,36%)
NT 1 1 Musculo interno de carcacas stx1 1 (0,36%)
NT 6 6 Pele stx2 1 (0,36%)
NT 22e 38 10e 14 Pele stx1 2 (0,72%)

Entre as culturas testadas por PCR para E. coli ndo-0157, 17 (6,10%) foram

caracterizadas como E. coli 026 e 1 (0,36%) como 0O113. As culturas néo

sorotipadas pela PCR foram caracterizadas sorologicamente como E. coli

0147

(0,36%), 0141 (0,36%), 0116 (0,36%), O116/NT (0,72%), O82/NT (0,72%), O75
(0,36%), 073 (0,36%), O71 (0,36%), O53 (0,36%), 04/023 (0,36%), 022 (0,72%),

07 (0,36%) e nao tipadas — NT (1,44%), aquelas que ndo aglutinaram com nenhum

soro. Verifica-se ainda a presenca de E. coli ndo-O157 em 32,0% (16) dos animais e
em 9,52% (2) das facas (Tabela 6).
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Assim como realizado por Manna et al. (2010), em um estudo de E. coli
sorbitol-negativas provenientes de amostras de alimentos e fezes de bovinos, este
estudo foi construido a principio para identificacdo de E. coli O157:H7 sorbitol-
negativa e ndo para todos os sorotipos de E. coli.

Os achados do presente estudo véo de encontro a recomendacéao feita por
Constantiniu (2002), de submeter isolados negativos para E. coli O157:H7 a testes
para as E. coli ndo-0157. O autor descreveu que isolados de pacientes com CH e
SHU negativos para a E. coli O157:H7 foram positivos para E. coli ndo-0157, e que
entre mais de 200 sorotipos de E. coli ndo-O157, mais de 100 deles foram
associados a CH e SHU, principalmente os sorotipos 026, 0103, O111 e 0O145.

De acordo com Mathusa et al. (2010), Grant et al. (2011), Joris et al. (2011) e
Paddock et al. (2012), a estimativa real da porcentagem de isolamento de STEC
ndo-0157 é dificultada, pois as cepas geralmente ndo sdo submetidas a testes
rotineiros e o método de isolamento ndo € padronizado, como ocorre com a E. coli
O157:H7.

Mathusa et al. (2010), relataram que cerca de 20 a 50% das infec¢cOes
causadas por STEC podem ser atribuidas a STEC ndo-O157 e a diferenca nas
porcentagens ocorre entre paises e entre regides de um pais.

Em relacdo ao local de isolamento das culturas do presente estudo e aos
genes de viruléncia, um isolado (0,36%) de E. coli O4/23 proveniente de fezes
apresentou o gene stx1, um (0,36%) de E. coli O7 de musculo interno da carcaca
apresentou o gene stx1, dois (0,72%) de E. coli O22 provenientes de pele e de fezes
apresentaram o gene eae, 16 (6,10%) de E. coli O26 provenientes de pele, musculo
externo da carcaca, agua residuaria da carcaca e faca apresentaram o gene eae,
um (0,36%) isolado desse sorotipo proveniente de faca apresentou o gene stx1, um
(0,36%) de E. coli O53 de pele apresentou 0s genes eae e stx2 concomitantemente,
um (0,36%) de E. coli O71 de pele apresentou o gene eae, um (0,36%) de E. coli
O73 de pele apresentou o gene eae, um (0,36%) de E. coli O75 de pele apresentou
0 gene stx2, dois (0,72%) de E. coli O82/NT de fezes apresentaram o gene stx1, um
(0,36%) de E. coli 0113 de pele apresentou os genes stx1 e stx2, um (0,36%) de E.
coli 0116 de pele apresentou o gene stx1, um (0,36%) de E. coli O116/NT de fezes

apresentou o gene stx1, um (0,36%) de E. coli O141 de fezes apresentou 0s genes
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eae, stx1 e stx2, um (0,36%) de E. coli 0147 de fezes apresentou 0s genes stx1 e
stx2, e quatro (1,44%) de E. coli NT, sendo um (0,36%) de mdusculo interno da
carcaca apresentando o gene stx1, um (0,36%) de pele apresentando o stx2 e dois
(0,72%) de pele apresentando o stx1 (Tabela 6).

As E. coli 0147, 0141, 0113, 0116, 082, O75, O73, 071, 053, 026, 023,
022, O7, O4 e NT encontradas neste estudo, ja foram isoladas anteriormente em
humanos, bovinos e alimentos de origem animal, e classificadas como E. coli ndo-
0157 (BETTELHEIM, 1978; CONSTANTINIU, 2002). Entre elas, encontram-se 0s
sorotipos 026 e 0113, considerados patdogenos emergentes, responsaveis por
surtos de doenca de origem alimentar em diversos paises (MATHUSA et al., 2010;
JORIS et al., 2011; MONAGHAN et al., 2011).

Entre as E. coli ndo-0O157, como as isoladas neste estudo, a O116, ja foi
detectada em queijo, a O75 em carne de carneiro, a O26 em leite e queijo, a 022 e
0113 em carne, leite e salsicha, a 082, O73, O71 e 023 em carne, e as NT em
diversos alimentos como carne bovina, carne suina, carne de carneiro, leite, queijo e
salsicha (CONSTANTINIU, 2002).

Alguns dos sorotipos apresentados na Tabela 6 foram relatados
anteriormente associados a doencas nos animais, como o 026, que em conjunto
com o O5, O103:H2, O111 e 0145 estdo entre as STEC responséveis por causar
doencas em bovinos, e o 0141, que juntamente com as STEC 0138 e 0139 sédo
associados a doenca do edema em suinos, frequentemente relacionados a casos
fatais (CONSTANTINIU, 2002).

Os sorotipos 022, 023, 026, O75, 0113 e NT como os encontrados neste
estudo, foram descritos em pacientes com SHU. Esses sorotipos e 0s sorotipos 082,
0113 e 0141 foram associados a casos de diarréia, colite hemorragica, dor
abdominal, colite ulcerativa ou parpura trombocitopénica trombatica, e o 026, 055,
011, 0126, 0127 e 0128 a gastroenterite infanti (BETTELHEIM, 1978;
CONSTANTINIU, 2002; HUSSEIN, 2007).

A presenca de E. coli patogénicas ja foi descrita em adultos e bebés
saudaveis, em adultos e bebés diarreicos, em infec¢des do trato urinario e partes do
corpo humano, como maos, pele e boca, em bovinos, suinos e frangos, e também

em ambientes, como ambiente hospitalar, incluindo fomites, uniformes e
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equipamentos, e ambiente animal, incluindo utensilios utilizados em frigorificos
(BETTELHEIM, 1978).

Os resultados verificados neste estudo levam a mesma preocupacao de
Hussein (2007), que em um estudo sobre prevaléncia e patogenicidade de STEC em
gado bovino e seus produtos, considerou que as E. coli patogénicas sdo um perigo
a saude humana, principalmente quando os humanos entram em contato com
animais portadores ou quando ingerem alimentos contaminados.

Assim, alguns dos isolados de E. coli ndo-O157 encontrados neste estudo,
pertencem a sorotipos isolados anteriormente em bovinos, carne e derivados e
relatados como ndo patogénicos, porém também ja foram associados a doencas.
Isto indica que ha o risco dos sorotipos encontrados causarem doenca, tornando-se
um risco a saude dos animais, se a prevencéao e o controle nao forem realizados na
propriedade rural, permitindo a transmisséo entre eles, e um risco a saude humana,
se 0S microrganismos presentes nos animais forem transmitidos entre as etapas do
fluxograma do abate ou colonizarem superficies de equipamentos e utensilios no
frigorifico, contaminando a carne, e também por contato direto das pessoas com 0s
animais portadores.

O fato de os bovinos serem reservatorios de E. coli patogénicas é importante
e continua a ser um desafio para a industria frigorifica, principalmente no que diz
respeito a seguranca higiénico-sanitaria da carne (HUSSEIN, 2007).

A Tabela 7 mostra a identificagdo de isolados de E. coli O26 e dos genes de
viruléncia, nas amostras de diferentes produtos ou locais, colhidas no fluxograma de
abate bovino.

Tabela 7. ldentificagdo de isolados de E. coli O26 e dos genes de viruléncia, por
meio da PCR, em amostras colhidas no fluxograma de abate bovino,
estado de S&o Paulo, 2011.

Tipo de amostra Genes de Viruléncia N° de isolados de E. coli 026 (%)
Pele eae 8 (47,06%)
Agua residuéria de lavagem de eae 6 (35,29%)
carcacas
Musculo externo de carcagas eae 1 (5,88%)
Faca eae 1 (5,88%)
Faca stx1 1 (5,88%)

Total 17 (100,0%)
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De 279 isolados, 17 (6,10%) foram identificados como E. coli O26. Em
relacdo aos genes de viruléncia e o local de isolamento, dentre as 16 (94,12%)
culturas contendo o gene eae, 8 (47,06%) foram isoladas de amostra de pele, 6
(35,29%) de &gua residuéria da lavagem de carcacgas, 1 (5,88%) de musculo externo
de carcaca e 1 (5,88%) de faca. O Unico isolado (5,88%) contendo o gene stx1 foi
identificado na faca (Tabela 7).

Mora et al. (2005), avaliando a resisténcia antimicrobiana de cepas de STEC
0157:H7 e nao-0O157 isoladas de humanos, bovinos, ovelhas e alimentos na
Espanha, verificaram entre 722 isolados de STEC, 20,0% (141) de E. coli O157:H7 e
80% de E. coli ndo-0O157. Os isolados de E. coli O157:H7 provenientes de bovinos,
apresentaram 0s genes stx2 e eae em 56% e 100% das amostras, respectivamente,
diferentemente deste estudo (Tabela 4), que verificou stx2 e eae em 1,89% e
16,98%, respectivamente, e stx2 e eae concomitantemente em 81,13%. Os autores
também relataram isolados de E. coli ndo-O157 provenientes de bovinos
apresentando os genes stx2 e eae em 54% e 17% das amostras, respectivamente,
diferentemente deste trabalho (Tabela 7), que obteve auséncia e 94,12% nas
amostras de E. coli 026, respectivamente.

Thomas et al. (2012), no intuito de rastrear diversos sorotipos de E. coli em
etapas do abate bovino no Ird, encontraram na E. coli O157:H7 os genes stx1 em
1,8% dos isolados, stx2 em 65,9%, eae e stx2 concomitantemetente em 81,2%, e
auséncia do eae, diferentemente deste estudo (Tabela 4), que verificou a auséncia
do gene stx1, porcentagens menores para o stx2 (1,89%) e semelhante para o eae e
stx2 associados (81,13%), e presenca isolada do eae (16,98%).

Thomas et al. (2012) em E. coli O26, verificaram a presenca dos genes stx1
em 11,6% dos isolados, eae em 88,4% e stxl e stx2 associados em 7,1%,
diferentemente deste estudo (Tabela 7), que verificou porcentagens menores de stx1
(5,88%), maiores de eae (94,12%) e auséncia de stx1 e stx2 associados.

A presenca da bactéria em facas usadas durante o processo de esfola
mostra que este objeto ndo esta sendo esterilizado de maneira correta conforme a
legislacdo vigente (BRASIL, 2005), que preconiza a esterilizacdo das facas por 20

segundos a 82°C, no minimo, apés cada operacao.
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A esfola € um local em que ha o risco de contaminagdo da carcaca por
microrganismos presentes na pele do animal e também de transmissdo dos
microrganismos entre 0s animais. Isto ocorre principalmente se as facas utilizadas
durante o processo nao forem trocadas entre o corte da pele e a esfola, como
também se a troca do objeto ndo for realizada entre um animal e outro ou a
esterilizacdo nao for realizada de maneira correta, concordando com Elder et al.
(2000) que indicaram o0 processo de pré-evisceragdo como um ponto critico de
controle para a contaminacdo das carcacas, em que estratégias de intervencao
poderiam ser implementadas, e que a pele dos animais pode contribuir para a
contaminagao da carcaga.

A pele dos animais também foi relatada como importante fonte de
contaminagcao de carcacas por Hussein (2007), em um trabalho sobre STEC em
bovinos, carne e derivados, descrevendo que a E. coli O157:H7 e ndo-O157 podem
ser facilmente transferidas da pele dos bovinos para a carcaca, e o0 lugar e a
extensdo da contaminacdo da carcaca afeta a prevaléncia das bactérias nos
produtos carneos.

A prevaléncia de E. coli O157:H7, 026 e 0113 nas amostras de diferentes
produtos ou pontos, colhidas no fluxograma de abate bovino é apresentada na
Tabela 8.

Tabela 8. Prevaléncia de E. coli O157:H7, 026 e 0113 em amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo, 2011.

Tipo de amostra (Total colhido) E. coli O157:H7 E. coli 026 E. coli 0113
Numero de Numero de NUmero de
animais (%) amostras (%) amostras (%)

Pele (50) 1 (2,0%) 2 (4,0%) B
Fezes (50) 3 (6,0%) B 1 (2,0%)
Pele e Fezes (50) 2 (4,0%) _ _
Agua residuéria de lavagem de carcagas _ 1(2,0%) _
(50)

Pele e musculo externo de carcacas (50) _ 1(2,0%) _
Facas (21) _ 2 (9,52%) _
Total nas amostras obtidas de animais 6 (12,0%) 4 (8,0%) 1 (2,0%)

Total nas amostras de facas 2 (9,52%)
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Correlacionando os resultados encontrados com os 50 animais amostrados, a
E. coli O157:H7 foi identificada em seis (12,0%) deles, presentes nas fezes de trés
(6,0%), na pele de um (2,0%) e concomitantemente nas fezes e pele de dois (4,0%)
(Tabela 8).

Ainda, a E. coli 026 foi identificada em quatro (8,00%) deles, sendo
distribuidas na pele de dois (4,0%), na pele e no musculo externo da carcaca
concomitantemente de um (2,0%) e na agua residuaria da lavagem da carcaga de
um (2,0%). Este sorotipo também foi identificado em duas (9,52%) das 21 facas
analisadas. Apenas uma cultura de E. coli 0113 foi isolada nas fezes de um (2,0%)
dos 50 animais (Tabela 8).

Prevaléncias menores em relacdo a deste estudo, realizado em matadouro-
frigorifico para o sorotipo O157:H7/H" (0,23%) e 026 (0,14%), foram relatadas por
Buvens et al. (2012), ao estudar a incidéncia e os determinantes de viruléncia de
STEC em casos de infeccbes em humanos na Bélgica. As comparacdes com casos
clinicos em humanos se deve ao fato da escassez de dados a respeito desses
sorotipos em matadouro-frigorifico.

Thomas et al. (2012), no intuito de rastrear diversos sorotipos de E. coli em
etapas do abate bovino no Ird, verificaram prevaléncia de E. coli O157 de 18,9% nas
amostras de pele, de 2,7% nas de fezes, 0,7% nas carcagas pré-evisceradas e 0,7%
nas carcacas apos a lavagem. Em relacdo a este estudo, as porcentagens foram
menores para as amostras de pele (2,0%) e maiores para as de fezes (6,0%). Os
autores também identificaram o sorotipo 026 em 0,2% das amostras de pele, 1,5%
das de fezes e em nenhuma carcaca, diferenciando-se deste estudo, que mostrou a
presenca da bactéria em 6,0% das amostras de pele, nenhuma amostra de fezes e
2,0% das amostras de musculo externo da carcaca.

Entre as E. coli ndo-O157 pesquisadas nos 50 animais, a mais prevalente foi
a E. coli 026 (8,0%) (Tabela 5 e 8), concordando com alguns estudos (FRIEDRICH
et al., 2002; O'REILLY et al., 2010; JORIS et al., 2011; PADDOCK et al., 2012) e
diferenciando de outros, como um realizado no Brasil com gado leiteiro no Estado de
Séo Paulo, no qual a E. coli 0113 foi caracterizada como a mais frequente (IRINO et

al., 2005), e outro na Irlanda, realizado com amostras colhidas em etapas do abate
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bovino, que obteve o sorotipo 0103 (82,6%) como o mais prevalente (THOMAS et
al., 2012).

A divergéncia na prevaléncia das E. coli nd0-O157 entre os estudos pode ser
devida a varia¢cdes na metodologia empregada, j& que a técnica de isolamento nédo é
padronizada, corroborando com conclusfes de Joris et al. (2011) e Paddock et al.
(2012). A falta de padronizacéo da técnica de isolamento também faz com que o
namero de relatos de E. coli O157:H7 seja maior que o de ndo-O157, o que leva a
subestimar o namero de STEC ndo-0157 e a néo identificacdo do sorotipo mais
importante (GRANT et al., 2011).

Segundo o CDC, had uma necessidade em desenvolver a metodologia de
isolamento das E. coli ndo-O157 e de detectar o potencial delas para causar
doencas severas, pela identificagcdo dos genes de viruléncia, para que o paciente
infectado seja tratado rapidamente, evitando complicacbes graves (MATHUSA et al.,
2010).

A Tabela 9 mostra a distribuicAo de genes de viruléncia de E. coli
patogénicas, nas amostras de diferentes produtos ou pontos, colhidas de 50 animais
e de 21 facas no fluxograma de abate bovino.

Tabela 9. Distribuicdo de genes de viruléncia identificados por PCR em E. coli

patogénicas, isoladas de amostras colhidas no fluxograma de abate
bovino, estado de S&o Paulo, 2011.

Tipo de amostra E. coli O157:H7 E. coli 026 E. coli 0113
(Total colhido) Genes de N° de Genes de N° de Genes de N° de
viruléncia animais viruléncia amostras viruléncia amostras
(%) (%) (%)

Fezes (50) eae 2 (4,0%) _ _ stx1 e stx2 1 (2,0%)

eae e stx2 5 (10,0%) _ _ _

Pele (50) eae 1 (2,0%) eae 3 (6,0%) _ _

stx2 1 (2,0%) _ _ _ _

eae e stx2 1 (2,0%)

Musculo externo de _ _ eae 1 (2,0%) _ _
carcacas (50)

Agua residuéria de _ _ eae 1 (2,0%) _ _
lavagem de carcagas

(50)

Facas (21) _ _ eae 1 (4,76%) _ _

stx1 1 (4,76%)
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E. coli O157:H7 contendo 0 gene eae estava presente em trés (6,0%)
animais, sendo localizada nas fezes de 2 (4,0%) deles e na pele de 1 (2,0%). O
mesmo sorotipo contendo o gene stx2 foi identificado na pele de 1 (2,0%) animal e o
eae e stx2, concomitantemente, em 6 (12,0%) animais, localizados nas fezes de 5
(10,0%) e na pele de 1 (2,0%) (Tabela 9).

E. coli O26 contendo o gene eae estava presente em quatro (8,0%) animais,
sendo localizada na pele de trés (6,0%), no musculo externo da carcaca de um
(2,0%) e na agua residuaria da carcaca de outro (2,0%). Ainda, este sorotipo
contendo o gene eae foi identificado em uma (4,76%) amostra de faca e o gene stx1
em outra (4,76%). A Unica (2,0%) E. coli 0113 isolada nas fezes, apresentou 0s
genes stx1 e stx2 (Tabela 9).

Monaghan et al. (2011) identificaram 42,0% de isolados de E. coli ndo-0157
em amostras de fezes de bovinos apresentando o gene stx2, 36,0% delas o stx1
associado ao stx2 e 22,0% delas somente o stxl, valores maiores que 0S
apresentados neste estudo para o gene stx1.

Neste estudo, houve a presenga de STEC O157:H7 em 6 (12,00%) e E. coli
0157:H7 com comportamento de EPEC em 3 (6,0%) dos 50 animais, valor menor
gue o encontrado por Kappeli et al. (2011), que obtiveram STEC 0157:H7 em 100%
das amostras provenientes de casos clinicos na Suica. Também houve a presenca
de STEC 026 em apenas 1 (4,76%) amostra de faca, sendo a maioria delas, ou
seja, 4 (8,0%) de animais e 1 (4,76%) de faca, classificadas como EPEC devido a
presenca do gene eae. A STEC 0113 foi verificada em 1 (2,0%) animal (Tabelas 5 e
9).

O aparecimento de EPEC 0157:H7 pode ser explicado pela perda do gene
stx2 em alguns dos isolados eae positivos, levando a uma diferenciacao no perfil de
viruléncia de STEC para EPEC (Tabela 5).

Alguns autores (KARCH et al., 1992; SCHMIDT et al., 1999; FENG et al.,
2001; BUVENS et al., 2012) indicaram que a perda do stx ndo € um fato comum
relacionado a E. coli O157:H7, mas que pode ocorrer. Os estudos atribuiram a perda
do gene aos processos de culturas, mostrando que em pacientes infectados o
diagnéstico pode ser dificultado, pois 0s organismos que antes apresentavam

toxinas Shiga passaram a ser ndo toxigénicos. Contudo, ndo é possivel determinar
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se os isolados sdo inerentemente stx-negativos ou se eles perderam 0s genes stx
durante a cultura (JORIS et al., 2011).

A mudanca no comportamento das E. coli 026 de STEC para EPEC também
pode ser justificada pela possivel perda do gene stx durante o plaqueamento ou pela
ocorréncia de mutacdes que nao permitem a expressao do gene (FRIEDRICH et al.,
2002, BUVENS et al., 2012; JORIS et al., 2011), modificando assim seu perfil de
viruléncia, uma vez que diversas pesquisas (VAZ et al., 2004; MONAGHAN et al.,
2011; GRANT et al.,, 2011; JORIS et al. 2011; CHASE-TOPPING et al., 2012)
relataram a presenca dos genes stx, em especial o stxl, como principal perfil de
viruléncia.

Joris et al. (2011), verificando a presencga de E. coli ndo-O157 em abatedouro
bovino na Bélgica, encontraram STEC 026 em 66,67% das fezes de animais e
EPEC 026 presentes em 33,33%, ao contrario deste estudo, cujo sorotipo estava
ausente nas amostras de fezes. Paddock et al. (2012), verificando a aplicabilidade
da PCR multiplex para detectar E. coli ndo-O157 e 0157 em bovino, também
encontraram apenas uma amostra de STEC O26 positiva para stx1.

Concordando com este estudo, Sasaki et al. (2011) relataram que a auséncia
do stx nas E. coli 0157 e 026 era mais comum que a presenca de STEC 0157 e
026, em um estudo sobre a prevaléncia e a caracterizacao de E. coli 0157 e 026
produtoras de toxinas Shiga em fazendas de gado de corte no Japao. Os autores
verificaram nas fezes dos bovinos prevaléncias de 8,9% e 0,4% de STEC O157 e
026, respectivamente, e de 9,2% e 0,98% de EPEC 0157 e 026, respectivamente,
porcentagens maiores de EPEC 0157 (14,0%) e menores de STEC 0157 (10,0%) e
EPEC 026 (0%), em relacao a este estudo (Tabela 9).

O'Reilly et al. (2010), em um estudo sobre a associagdo entre 0s
determinantes de viruléncia e a epidemiologia de E. coli zoonéticas na Escoécia,
também encontraram uma baixa prevaléncia (4,1%) de E. coli O26 isolada nas fezes
de bovinos e maior porcentagem (44,98%) desse sorotipo contendo somente o gene
eae, quando comparado a este trabalho em que o gene esteve ausente em isolado
de fezes.

Essa mudanca no perfil de viruléncia das culturas ainda ndo é um fato

esclarecido, mas poderia ser justificado pelas mutacdes nos codons que nao
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permitem a expressao da proteina do gene (FRIEDRICH et al., 2002). A perda ou
adesédo de alguns genes pode ocorrer em algumas cepas de E. coli, que sao
conhecidas por ter uma boa capacidade de realizar transferéncia horizontal de
genes, para aumentar a diversidade genética. A emergéncia de variantes altamente
patogénicas, pode ser devido as cepas virulentas de E. coli 0157 e ndo-0O157 serem
reservatorios potenciais de genes de viruléncia que realizam a transferéncia para
outras cepas (MANNA et al., 2010).

Mudancas nas caracteristicas de viruléncia de cepas também podem afetar a
transmissdo do patdégeno no rebanho e, portanto, representar uma ameacga ao ser
humano pelo aumento na prevaléncia de bactérias (CHASE-TOPPING et al., 2012).

A auséncia de eae € uma caracteristica comum associada a E. coli 0113, fato
confirmado por alguns pesquisadores (BEUTIN et al., 1998; PATON et al., 1999;
MONAGHAN et al.; 2011). A E. coli O113:H21 nédo possui a ilha de patogenicidade
LEE responsavel por causar doencas, porém os casos de doencas relacionados a
este sorotipo foram relatados como sendo tdo severos quanto aqueles causados por
E. coli O157:H7 (MATHUSA et al., 2010). O sorotipo 0113 também foi encontrado
por Monaghan et al. (2011) em um estudo de STEC n&o-0157 isoladas de bovinos,
com prevaléncia de 29,0%, bem maior que os 2,0% encontrados neste trabalho.

Beutin et al. (1998), examinando STEC causadoras de diarreia, SHU ou
outras complicacdes, verificaram a presenca de stx1l e stx2 em E. coli O113. A E.
coli 0113 sem a presenca do eae foi relatada como responsavel por trés casos de
SHU, em um estudo sobre a caracterizacdo molecular de E. coli O113:H21 na
Australia (PATON et al., 1999), mostrando que o isolado encontrado neste estudo
também pode ser capaz de causar doenca.

Outra mudanca pode ser verificada no comportamento das cepas de E. coli
026, sendo isolada pela primeira vez E. coli 026 sorbitol-negativa com
comportamento de EPEC (Tabelas 5 e 6). A E. coli O113 e outros sorotipos
descritos na Tabela 6, também sofreram mudancas, pois estes sorotipos
sabidamente fermentadores do sorbitol apresentaram-se como sorbitol-negativos. A
maioria das E. coli ndo-0157 fermentam o sorbitol, exceto aproximadamente 6,0%
gue sao considerados isolados atipicos (SHAH et al., 2010; BUVENS et al., 2012).
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Assim como nesse estudo, outras pesquisas envolvendo bovinos também
detectaram os sorotipos O7, 026, 073, O75, 082, 0113 e NT sorbitol-negativos, e
também outros como 02, O5, 08, 039, 048, 088, 0132, 0142 e 0171 (ARTHUR
et al., 2002; HORNITZKY et al., 2005; MANNA et al., 2010), e E. coli O157:H e
STEC né&do-0157 fementadoras de sorbitol provenientes de casos clinicos em
humanos (FRIEDRICH et al., 2002; BUVENS et al., 2012).

Buvens et al. (2012) encontraram 18 (16,8%) de 107 isolados de E. coli néo-
0157 sorbitol-negativas colhidas de fezes humanas na Bélgica, utilizando também o
agar CT-SMAC para o isolamento. Contudo os autores citados ndo descreveram o
sorotipo identificado.

Uma vez que a metodologia de isolamento das E. coli ndo-O157 nédo é
padronizada e havendo limitacbes para comparar os resultados dos diversos
estudos realizados, a informacdo de que h& relatos de bactérias deste grupo
sorbitol-negativas é importante e se torna util na padronizagdo da técnica.

Além disso, a perda do gene stx das E. coli e a presenca de E. coli ndo-0O157
sorbitol-negativa relatadas neste estudo, reforca a dificuldade em identifica-las em
alimentos e em casos clinicos, ja que utiliza-se a producdo de stx pelos diversos
sorotipos e a nao fermentacdo do sorbitol pela E. coli O157:H7 na diferenciacao
entre E. coli patogénicas das E. coli ndo-patogénicas, concordando com Grant et al.
(2011) em um estudo sobre STEC nao-0157.

Este estudo confirma o realizado por Manna et al. (2010), sobre a distribuicéo
de sorogrupos e caracteristicas de viruléncia de E. coli sorbitol-negativa
provenientes de alimentos e fezes de bovinos, que descreveram que as E. coli ndo-
0157 sorbitol-negativas, sdo frequentemente isoladas nas fezes de animais e em
ambientes, ndo sendo uma caracteristica exclusiva da E. coli O157:H7, dificultando
a identificacdo do fenotipo e também do sorotipo, sendo necessario o0
desenvolvimento de um meio de cultura diferencial para aumentar a probabilidade
de identificar um determinado sorotipo.

A presenca de isolados de E. coli ndo-O157 sorbitol-negativos pode estar
associada a auséncia da enzima B-D-glucuronidase, demonstrado por alguns
estudos (RICE et al., 1990; HANCOCK et al., 1997, MANNA et al., 2010), porém a
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utilizacdo do sorbitol e atividade de B-D-glucuronidase, ndo séo testes definitivos
para identificacao de E. coli 0157 (MANNA et al., 2010) e ndo-O157.

Sendo assim, além da necessidade da descoberta de uma metodologia de
identificacdo mais eficiente em relacdo ao sorotipo, nota-se que a associagao da
PCR a metodologia de isolamento realizado neste estudo, € muito importante para a
confirmagéo do sorotipo.

Outro achado interessante neste trabalho foi o comportamento das culturas
frente aos testes bioquimicos, com a presenca de 1 (1,89%) e 2 (11,76%) culturas
atipicas de E. coli O157:H7 e E. coli 026, respectivamente. Apesar da baixa
porcentagem, verifica-se novamente uma diferenciagdo no comportamento das
bactérias, o que leva a duvidar da eficiéncia de usar testes bioquimicos no processo
de isolamento sem a associacdo com a biologia molecular, necessitando de outros
estudos para a comprovacéao desse fato.

Algumas culturas representando as amostras de E. coli 0157:H7, 026 e 0113
isoladas neste estudo foram escolhidas para a identificacdo de outros genes de
viruléncia, no intuito de avaliar o potencial patogénico dos isolados, uma vez que
nao € somente a identificacdo do sorotipo e a presenca de stx, sem outros fatores de
viruléncia, que confere patogenicidade imediata as E. coli (HUSSEIN, 2007;
MATHUSA et al., 2010; GRANT et al., 2011).

Verifica-se a identificacdo dos isolados de E. coli O157:H7 e 026,
respectivamente nas Tabelas 10 e 11, de acordo com patotipo, sorotipo, local de
isolamento, propriedade rural, nimero de isolados e perfil de viruléncia, nas

amostras de diferentes produtos ou pontos, colhidas no fluxograma do abate bovino.
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Tabela 10. Identificacdo dos isolados de E. coli O157:H7 de acordo com patotipo,
sorotipo, propriedade rural, numero de isolados, perfil de viruléncia e tipo
de amostra colhida no fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo,

2011.
N°de isolados (%) Perfil de viruléncia
Patotipo/ Tipo de N° da Propriedade N°de
Sorotipo amostra amostra rural isolados Ipf
(%) eae stx2/ EHEC efa-1 paa fepC o141
variantes -hly
STEC/ Fezes 3 2 1 1 1/AeC + + + - +
EPEC
0157:H7 Fezes 18 3 13 13 13/A + + + + +
Fezes 29 5 10 10 5/C + + + - +
Pele 29 5 1 1 1 + + + - +
Fezes 30 5 3 3 1/C + + + - +
Pele 31 5 6 5 4/C + + + - +
Fezes 45 6 18 18 18/A + + + - +
Pele 45 6 1 1 1 + + + - +
Total 53 52 44

(19,00%)  (18,64%)  (15,78%)

Tabela 11. Identificacdo dos isolados de E. coli 026 de acordo com patotipo, sorotipo,
propriedade rural, niumero de isolados, perfil de viruléncia e tipo de amostra
colhida no fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo, 2011.

N° de isolados (%) Perfil de viruléncia
Patotipo/ Tipo de N° da Propriedade N°de
Sorotipo amostra amostra rural isolados
(%) eae stx1 efa-1 paa fepC Ipf Ipf
0113 026
EPEC/ Pele 13 3 1 1 0 + + - + +
STEC
026 Musculo externo 14 3 1 1 0 + + - + +
de carcacas
Pele 14 3 4 4 0 + + - + +
Agua residuéria 15 3 6 6 0 + + - + +
da lavagem de
carcacas
Pele 18 3 3 3 0 + + + + +
Facas 14 - 1 1 0 + + - + +
Facas 9 — 1 0 1 - - - -

17 16 1
(6,10%)  (5,73%)  (0,36%)

Os resultados mostraram que as culturas de E. coli O157:H7 presentes nas
fezes e na pele dos animais apresentaram um perfil de viruléncia homogéneo com a
presenca dos genes eae, stx2 com as variantes stx2A e stx2C, EHEC-hly, paa, efa-1
e Ipfo141, €xceto para as fezes de um animal que também apresentou o gene fepC
(Tabela 10).

Os isolados de E. coli 026 presentes na pele dos animais, no musculo

externo da carcaga, na agua residuaria da lavagem das carcacas e em facas
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também apresentaram um perfil de viruléncia homogéneo, com a presenca dos
genes eae, efa-1, paa, Ipfoi13 € Ipfozs, exceto para um isolado de faca, que foi
positivo apenas para o stx1. Um isolado proveniente da pele de um animal contendo
0S genes eae, efa-1, paa, Ipfoi13 € Ipfozs, também apresentou o gene fepC (Tabela
11). A Unica (2,0%) E. coli 0113 isolada nas fezes, apresentou o perfil de viruléncia
composto pelo genes stx1, stx2 A e C, e Ipfo113. (Tabelas 5 e 9).

Buvens et al. (2012) ao estudarem a incidéncia e os determinantes de
viruléncia de STEC em casos de infec¢cbes na Bélgica, encontraram perfil de
viruléncia da E. coli O157:H7 semelhante ao encontrado neste estudo, com todos o0s
isolados apresentando vix2 e eae, e 97,1% 0 ehxA, exceto pela presenca de vixl
em 44,1% deles. Os autores também identificaram a E. coli 026 com um perfil de
viruléncia diferente deste estudo, apresentando os genes vix1, vix2, eae e ehxA.

Sasaki et al. (2011), ao determinarem a prevaléncia e a caracterizacao de E.
coli produtoras de toxina Shiga em fazendas de gado de corte no Japdo, também
verificaram maior frequéncia do gene stx2c e auséncia de stx2d, stx2e ou stx2f nas
cepas de E. coli O157. Em relag&o ao sorotipo 026, os autores observaram perfis de
viruléncia divergentes ao deste estudo, com a presenca dos genes stx1, eae e hly.

Friedrich et al. (2002) citam que as cepas de STEC provenientes de pacientes
com CH ou SHU séo frequentemente stx2 e eae positivas e muitas delas tambéem
carreiam o gene hlyA. De acordo com Arthur et al. (2002), idependentemente do
sorotipo, a combinagéo entre eae, stx e EHEC hlyA pode ser um bom indicador do
potencial patogénico da cepa de STEC.

Apesar de alguns estudos apontarem a presenca dos genes stx1 e stx2 como
perfil de viruléncia comumente encontrado em E. coli 0157 (CERQUEIRA et al.,
1999; KAPPELI et al., 2011), outros (ELDER et al., 2000, MORA et al., 2005;
SASAKI et al., 2011, PADDOCK et al., 2012 e THOMAS et al., 2012) confirmam os
resultados apresentados, cujo perfil de viruléncia da E. coli O157:H7 apresenta,
concomitantemente, 0os genes stx2, eae e hly, frequentemente associados a
doencas em humanos, principalmente as severas (BOERLIN et al., 1999),

mostrando que os isolados deste estudo possuem potencial patogénico.
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Buvens et al. (2012), estudando infecces em humanos causadas por STEC
na Bélgica, encontraram isolados de E. coli O157:H7 vtx2a e vxt2c positivos para
eae associados a casos de SHU e diarreia sanguinolenta.

Kappeli et al. (2011) demonstraram a toxina de shiga como responsavel em
produzir complicagdes sistémicas, sendo a stx2 mais prevalente em casos de SHU,
ou seja, mais patogénica que a stx1, e entre as variantes a stx2a pelo menos 25
vezes mais patogénica que a stx2c.

Ainda pesquisas demonstraram que STEC O157 carreando somente stx2 sao
mais propensas a causar complicacfes sistémicas do que aquelas que possuem
stx1 e stx2 associados (FRIEDRICH et al., 2002; FULLER et al., 2011).

Vaz et al. (2004), em um estudo retrospectivo de E. coli em humanos no
Brasil, também verificaram a presenca da E. coli 0157:H7 com o mesmo perfil de
viruléncia, em pessoas que manifestaram diarreia, e, assim como neste estudo,
associaram a presenca de eae com EHEC-hlyA.

Esta associacdo entre eae e Ehly também foi verificada por Beutin et al.
(1998) em cepas de STEC isoladas de pacientes doentes na Alemanha, por Sasaki
et al. (2011) em STEC 0157 e 026 isoladas de gado de corte no Japao e por
Kappeli et al. (2011) em STEC 0157 isoladas de casos clinicos em humanos na
Suica.

Joris et al. (2011), isolaram E. coli O26 em algumas amostras de fezes de
bovinos colhidas em abatedouro na Bélgica, com um perfil de viruléncia semelhante
ao deste estudo, apresentando o gene eae, diferenciando-se apenas pela presenca
concomitante do gene hly. Porém, os autores encontraram ainda outros perfis de
viruléncia contendo genes eae, stx1 e hly; stx1, eae e hly; stx2 e hly, e stx1 e stx2.

Corroborando este trabalho, Monaghan et al. (2011) investigando sorotipos e
genes de viruléncia de STEC ndo-O157 em gado de corte na Irlanda, encontraram a
presenca do gene Ipfo113 em E. coli O26.

A auséncia do gene stx na maioria das amostras de E. coli 026 ndo as deixa
menos patogénicas, fato comprovado por Beutin et al. (1998), que verificaram que a
doenca clinica causada por STEC n&do-O157 nado estd associada a producdo de
toxinas Shiga. Os autores relataram que a presenca do gene eae foi frequentemente

associada a diarreia severa e SHU, e que as cepas com auséncia do gene eae
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foram encontradas em casos clinicos menos severos, como em simples diarreias,
dores abdominais e até em portadores.

Além da elevada patogenicidade, outro fato que torna a presenca da E. coli
026 preocupante é a associagdo entre a presenca do gene eae e 0 aumento na
transmissao deste agente entre os hospedeiros, associacdo que, segundo O'Rilley
et al. (2010), n&o ocorre para os genes das toxinas e sugere que a presenca do eae
pode conferir a bactéria vantagens de selecdo no ambiente.

O Unico isolado de E. coli 0113 apresentou perfil semelhante ao encontrado
por Buvens et al. (2012) na Bélgica, ou seja a presenca de vtx2 e a auséncia de
ehxA, em sorotipo isolado de pacientes com dores abdominais.

Perfis semelhantes em relacdo a este estudo da E. coli O113 foram
observados por Monaghan et al. (2011), em um estudo realizado em propriedades
rurais de gado de corte na Irlanda. Os autores encontraram maior prevaléncia de E.
coli O113:H4, contendo os genes stxl e stx2, diferenciando-se pela auséncia do
gene Ipfo113. A E. coli O113 contendo os genes stx1 e stx2 também foi relatada por
Beutin et al. (1998), examinando STEC causadoras de diarreia, SHU ou outras
complicagbes em humanos.

E. coli 0113 sem a presenca do eae foi relatada como responsavel por trés
casos de SHU, em um estudo sobre a caracterizacdo molecular de E. coli O113:H21
na Australia (PATON et al., 1999), mostrando que o isolado encontrado neste estudo
também pode ser capaz de causar doenca. Apesar da auséncia do eae e presenca
do stx2, os autores observaram um perfil de viruléncia diferente do encontrado neste
estudo, com a presenca de EHEC-hly e auséncia de stx1, e indicaram ainda, que 0s
isolados de STEC desprovidos do gene eae eram capazes de colonizar
eficientemente o intestino de humanos e também de causar SHU.

Portanto, nota-se que as cepas de E. coli 0157:H7, 026 e 0113 deste estudo
podem ser beneficiadas pelos fatores de viruléncia em relacdo a prevaléncia das
bactérias no rebanho bovino e a epidemiologia no organismo hospedeiro (O’'REILLY
et al., 2010; FERENS e HOVDE, 2011).

Tanto as E. coli O157:H7 quanto as 026 apresentaram o0 gene paa associado
ao eae, corroborando a pesquisa de An et al. (1999) que fizeram a descoberta deste
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gene e também destacaram sua importancia na atividade de adesdo e
esfacelamento (A/E) da célula hospedeira e na destruicdo das microvilosidades.

O gene fepC também foi encontrado nas E. coli 0157:H7 e 026 isoladas de
um mesmo animal, porém foi demonstrado que, ao contrario do descrito por Ye e
Shu (2001), esse gene nao esteve presente em todas as amostras de E. coli
0157:H7 contendo o gene stx, apenas em uma, sendo esta associacao considerada
estatisticamente nao significativa (p > 0,05), contrariando a ideia de que aquele gene
pode ser um marcador para distinguir as E. coli O157:H7 que apresentam o gene stx
daquelas que ndo apresentam. Esse fato também pode se estender para a E. coli
026, pois a Unica amostra que apresentou 0 gene stx ndo continha o gene fepC, e a
amostra contendo este gene ndo apresentava o0 gene stx, apenas 0 gene eae.

Apesar de o conjunto de fatores de viruléncia capaz de causar doenca de
cada sorotipo ndo ser estritamente definido, porém tendo em vista as informacdes
apresentadas, pode-se afirmar que as culturas identificadas neste estudo possuem
0S principais genes responsaveis por aderir a célula hospedeira e causar
complicacBes severas e sisttmicas em humanos, podendo ser um perigo para a
saude publica se estiverem presentes na carne e forem ingeridas pelos
consumidores.

Quanto a variante na metodologia de isolamento, referente ao tempo de
incubacdo na fase de enriquecimento seletivo, observou-se maior isolamento das
bactérias no periodo de seis horas de incubacdo com agitacdo, com seis (12,0%)
animais positivos para a E. coli 0157:H7, e trés (6,0%) animais e um (4,76%) suabe
de faca para a E. coli O26. Ja, com o total de 24 horas de incubacgéo, observou-se
um numero menor de isolados, com dois (4,0%) animais positivos para E. coli
0O157:H7 e um (4,76%) suabe de faca para a E. coli O26 (Tabela 5).

Os resultados quanto a recuperacdo de E. coli patogénicas utilizando
diferentes formas de incubacdo mostraram que o tempo de seis horas de incubacéo
com agitagdo permitiu maior nimero de isolados que o de 24 horas, apesar de ndo
ser estatisticamente significativo (p > 0,05). Nota-se, com estes resultados, a
importancia da incubacdo com agitacdo na fase de enriquecimento para aumentar

as chances de desenvolvimento e isolamento da E. coli , possivelmente por diminuir
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a competicdo com outros microrganismos contaminantes , apos 24 horas no caldo
de enriquecimento.

Fato semelhante foi relatado por Joris et al. (2011), que, ao estudar a
ocorréncia e a viruléncia de E. coli ndo-0O157 em abatedouro bovino, verificaram, por
plagueamento direto, sete (1,75%) amostras positivas ap0os seis horas de incubacao
em caldo de enriquecimento, e apenas quatro (1,0%) em 24 horas.

A Tabela 12 apresenta a identificacdo de E. coli patogénicas isoladas em
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, de acordo com a propriedade

rural, cidade, estado, patotipo e sorotipo.

Tabela 12. Identificacdo de E. coli patogénicas, isoladas em amostras colhidas no
fluxograma de abate bovino, de acordo com a propriedade rural, cidade,
estado, patotipo e sorotipo, estado de Sao Paulo, 2011.

Propriedade Cidade-Estado Patotipo Sorotipo Identificac@o da amostra
rural
1 Mira-Estrela-SP STEC 0116 1
O116/NT’ 1
NT 1
3 Auriflama-SP STEC O157:H7 3
Frutal-MG STEC NT 6
8 Rifaina-SP STEC 0141 18
0147 11
O157:H7 18
EPEC 026 13,14,15e 18

9 Frutal-MG STEC o7 12
10 Cataldo-GO STEC 075 20
NT 22
11 Itobi-SP STEC 082 26
12 Sé&o Jodo da Boa Vista-SP STEC 04/023 29
053 32
0113 30

O157:H7 29,30e 31
EPEC 022 29
o71 29

O157:H7 29,30e 31
14 Frutal-MG STEC NT 38
16 Cardoso-SP STEC 0O157:H7 45
EPEC 073 45

NT — néo tipadas.
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Os isolados deste estudo foram obtidos de animais provenientes de 17
propriedades rurais, sendo distribuidas 11 no estado de S&o Paulo, cinco em Minas
Gerais e uma em Goiéas (Tabela 12).

De acordo com a Tabela 12, a propriedade rural 1 apresentou STEC 0116,
O116/NT e NT no animal 1, a propriedade rural 3 apresentou STEC O157:H7 no
animal 3, a propriedade rural 6 apresentou STEC NT no animal 6, a propriedade
rural 8 apresentou STEC 0141 e O157:H7 no animal 18 e 0147 no animal 11, e
EPEC 026 nos animais 13, 14, 15 e 18, a propriedade rural 9 apresentou STEC O7
no animal 12, a propriedade rural 10 apresentou STEC O75 e NT, respectivamente,
nos animais 20 e 22, a propriedade rural 11 apresentou STEC O82 no animal 26, a
propriedade rural 12 apresentou STEC 0O4/023 no aniamal 29, O53 no animal 32,
0113 no animal 30 e O157:H7 nos animais 29,30 e 31, e EPEC 022 e O71 no
animal 29 e O157:H7 nos animais 29, 30 e 31, a propriedade rural 14 apresentou
STEC NT no animal 38 e a propriedade rural 16 apresentou STEC O157:H7 e EPEC
O73 no animal 45.

Verifica-se que de quatro sorotipos encontrados em cinco animais
provenientes da propriedade rural 8, trés (STEC 0141 e O157:H7, e EPEC 026)
foram isolados do animal 18. De sete sorotipos isolados em quatro animais
provenientes da propriedade rural 12, cinco (STEC 04/023, STEC/EPEC O157:H7,
EPEC 022 e EPEC 0O71) foram isolados do animal 29, dois (STEC 0113 e
STEC/EPEC 0157:H7) do animal 30 e um (STEC/EPEC 0O157:H7) do animal 31.
Ainda, na propriedade rural 16 foram isolados dois sorotipos (STEC O157:H7 e
EPEC 73) do animal 45 (Tabelal?2).

As E. coli O157:H7, 026 e 0113 consideradas emergentes, foram
encontradas, respectivamente, em quatro (36,36%), uma (9,09%) e uma (9,09%),
das 11 propriedades rurais do estado de Séao Paulo. O fato de nao ter sido isolada E.
coli patogénicas em animais provenientes de propriedades rurais dos estados de
Minas Gerais e Goias nao significa que elas estejam livres dessas bactérias, pois
como as coletas das amostras deste estudo foram realizadas em dias comuns de
trabalho e, no intuito de ndo modificar as condices normais do processamento de
abate, os animais foram escolhidos de acordo com a possibilidade de colher o

conteuddo intestinal, por isso n&o foi colhido um numero pré-determinado de animais
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provenientes da mesma propriedade rural e estado. Portanto, seria interessante
realizar pesquisas mais abrangentes no sentido de verificar qual a real disseminacao
desta bactéria nos diferentes estados do Brasil.

Esses resultados mostram que um Unico animal pode carrear diversos
sorotipos de E. coli patogénicas, podendo transmiti-las ao ambiente, a outros
animais ou aos seres humanos, permitindo a distribuicdo, manutencdo e até
aumento da prevaléncia de bactérias nas propriedades rurais.

A transmissdo das bactérias presentes nas fezes dos animais pode ser
realizada por contato direto entre 0os animais ou entre animais e humanos, ou por
contato dos animais com ambientes contaminados, como currais, estdbulos,
bebedouros, comedouros, solo e pastagem.

Constantiniu (2002), Ferens e Hovde (2011) e Grant et al. (2011), informaram
que o ambiente é cada vez mais importante na epidemiologia de STEC 0157 e nao-
0157, em relagdo a persisténcia do patégeno fora do animal reservatorio,
favorecendo a presenca delas em veiculos e a contaminacdo de alimentos, agua,
animais e humanos. Esses autores também descreveram que as STEC podem
sobreviver nas fezes, na madeira, em aco inoxidavel, na palha, em concreto, em
metal, no solo e na vegetecao das propriedades rurais, e também serem levadas
pela chuva até aguas superficiais ou profundas, onde podem persistir por longos
periodos, variando de semanas ou meses.

A sobrevivéncia das E. coli patogénicas nas dguas € muito importante, pois
pode contaminar aguas subterraneas, aguas de irrigacdo ou aguas utilizadas na
producdo dos animais (GRANT et al., 2011), contaminando consequentemente
superficies de equipamentos e objetos lavados, vegetais irrigados, animais e
humanos. A E. coli O157:H7 pode sobreviver de dias até meses na agua de
propriedades rurais (FERENS e HODVE, 2011).

Além da preocupacdo em disseminar, manter e aumentar a prevaléncia de E.
coli patogénicas na propriedade rural, a presenca de animais portadores na
propriedade pode também causar doenca em outros animais ou em seres humanos
por contato direto, ou transportar os microrganimos até o frigorifico, facilitando a
entrada no ambiente de abate, podendo contaminar a carne e causar danos a saude

dos consumidores, dependendo dos fatores de viruléncia que o sorotipo apresenta.
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Outra possibilidade é o caminhdo de transporte dos animais néo ser
higienizado corretamente e carrear algum sorotipo patogénico a outra propriedade,
disseminando as bactérias entre as propriedades rurais.

O'Rilley et al. (2010) mostraram que pode haver transmissdo continua do
sorotipo O26 entre animais, e Sasaki et al. (2011) sugeriram que STEC 0157
excretada por um animal pode infectar o outro na propriedade rural e também
citaram a disseminacgé&o por caes e gatos, uma vez que eles andam livremente pelos
locais.

Assim, além dos bovinos, outros animais nas propriedades rurais podem ser
infectados por E. coli patogénicas e se tornarem reservatorio. A E. coli O157:H7 ja
foi isolada em cabras, ovelhas, suinos, perus, frangos, e, ocasionalmente, em
animais domésticos, passaros, roedores, animais selvagens, anfibios, peixes e
invertebrados, como moluscos e insetos (FERENS e HODVE, 2011).

Estudos mostram que a taxa de excrecao de STEC nas fezes varia de animal
para animal e valores maiores que 10° UFC/g pode resultar em contaminacdo e
disseminacdo imediata no ambiente e nas aguas (HUSSEIN, 2007; GRANT et al.,
2011).

A excrecdo das bactérias pelos animais pode variar entre as propriedades
rurais, mas geralmente € maior durante o verdo e menor no inverno, sendo o verdo o
periodo em que também sado relatados mais casos de surtos de doencas nos
humanos (HUSSEIN, 2007; MATHUSA et al., 2010; FERENS e HOVDE, 2011). Em
funcdo do Brasil ter um clima tropical, pode ser que a excre¢ao dos microrganismos
ocorra na maior parte do ano quando comparado aos paises europeus que possuem
as estacbes climaticas mais definidas. A prevaléncia das bactérias € maior em
bezerros e novilhas desmamadas do que em animais adultos (FERENS e HOVDE,
2011).

Segundo Ferens e Hovde (2011), em um estudo sobre a E. coli O157:H7, a
presenca da bactéria nos animais individualmente é de curta duracdo, mas a
prevaléncia nos currais e na fazenda de isolados especificos pode se estender por
meses ou anos, e alguns reservatorios designados como superhospedeiros, podem
abrigar quantidades elevadas do patdgeno no intestino por longos periodos. Por

outro lado, os autores citaram também a possibilidade de a prevaléncia da bactéria
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fora do intestino ser reduzida pela exposi¢cdo ao sol e que a sobrevivéncia nas fezes
de bovinos é fortemente influenciada pela dieta do animal, pois o feno oferecido na
alimentacdo sofre metabolizacdo e é convertido em acidos fendlicos no rumen,
conhecidos por sua acao antimicrobiana.

Outra forma de prevenir ou controlar esses microrganimos na propriedade
rural € o uso de probidticos na alimentacdo dos animais para reduzir a viabilidade da
bactéria (FERENS e HOVDE, 2011), adotar medidas para controlar a contaminagéo
da agua utilizada na producdo dos animais, como exposicao ao sol, limpeza
frequente e design dos recipientes (GRANT et al., 2011) e adicao de cloro, realizar
um controle microbioldgico frequente no rebanho e prevenir-se quanto a insercéo de
animais provenientes de outras propriedades, como também de outras espécies que
circulam no local de criacdo. Ja a transmissdo desses microrganismos por contato
direto entre animais e humanos pode ser prevenida pelo simples habito de lavar as
m&os (FERENS e HOVDE, 2011).

A prevencao, reducdo e controle de E. coli patogénicas nas propriedades
rurais sdo medidas importantes para evitar a contaminacdo da carne e concordando
com Grant et al. (2011), podem ser alcancadas com a introducao de intervencoes
desenvolvidas na propriedade rural e no pré-abate, comumente empregadas para

reduzir a incidéncia de E. coli O157.

5.2. Dendrograma

Para realizar o estudo epidemiolégico a fim de definir a possivel origem
comum da E. coli O157:H7 isolada nos ambientes do matadouro-frigorifico, o
método mais indicado devido ao alto potencial de discriminacdo entre os isolados é
a Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE). Estudos comparando diferentes métodos
apontaram a PFGE como o mais indicado, sendo eficaz para discriminar os subtipos
dos isolados de E. coli O157 provenientes de surtos (HAHM et al., 2003; McLELLAN
et al., 2003; GANDRA et al., 2008).

A técnica utilizada neste estudo tem um poder discriminatorio relevante
segundo Tenover et al. (1995) e Magalhaes et al. (2005), pois, com ela, é possivel

obter um minimo de dez fragmentos de DNA, ou seja, dez bandas no gel. Os



62

autores relataram que uma linhagem é considerada semelhante a outra quando
ocorre um Unico evento genético com uma mutag¢do, uma insercao ou delecéo, que
altere o padréo das bandas.

Os isolados sédo considerados indistinguiveis, quando apresentam o mesmo
namero de bandas e as bandas correspondentes possuem aparentemente 0 mesmo
tamanho. Os isolados considerados bem relacionados sdo aqueles que se
diferenciam por um evento genético simples, como um ponto de mutagdo, ou
insercao ou delecdo de DNA, resultando em duas ou trés bandas diferentes. Os
isolados possivelmente relacionados se diferenciam por dois eventos genéticos
independentes, resultando em cinco ou seis bandas diferentes e os isolados néo
relacionados sao os que apresentam menos de 50% dos fragmentos em comum, ou
seja, com sete ou mais bandas diferentes (TENOVER et al., 1995).

O dendrograma mostra a relacdo e o agrupamento dos isolados baseados em
um Unico padrdo de PFGE. Nas figuras 4 e 5, as barras indicam o grau de
similaridade e as colunas indicam o tipo de amostra, o nimero do animal, a
identificacdo do isolado e entre parénteses o tempo de incubacdo na fase de
enriguecimento.

Nos dendrogramas visualizam-se o0s isolados e seus respectivos
agrupamentos. Na Figura 4, referente as amostras de E. coli O157:H7, observam-se
22 agrupamentos e na figura 5, referente as amostras de E. coli 026, observam-se

nove agrupamentos.
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* Tipo de amostra, nimero do animal, letra de identificagéo do isolado e tempo de incubagédo entre parénteses.

Figura 4. Analise da PFGE dos isolados de E. coli O157:H7 provenientes de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo,
2011.

Entre os agrupamentos da E. coli O157:H7 verifica-se um clone, ou seja
100% de similaridade entre dois isolados provenientes das fezes dos animais
nameros 29 e 30, provenientes da propriedade rural nimero 12; 95,5% de
similaridade entre dois isolados provenientes de fezes do animal numero 29, da
propriedade rural numero 12; 94,7% entre dois isolados de fezes do animal 45,
proveniente da propriedade rural 16; 93,0% entre dois isolados da pele dos animais
29 e 30, provenientes da propriedade rural 12; 90,0% entre dois isolados das fezes
dos animais 29 e 30, provenientes da propriedade rural 12; 89,3% entre trés isolados
de fezes e pele do animal 45, proveniente da propriedade rural 16; 87,1% entre
guatro isolados de fezes dos animais 29 e 30 e da pele dos animais 29 e 31,
provenientes da propriedade rural 12; 64,3% entre dois isolados de fezes dos
animais 3 e 18, provenientes das propriedades rurais trés e oito; 63,4% entre dois
isolados de fezes do animal 29 e pele do animal 31, provenientes da propriedade

rural 12; 63,2% entre dois isolados de fezes do animal 18 e pele do animal 31,
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provenientes das propriedades rurais oito e 12; 60,6% entre dois isolados de fezes
do animal 29 e pele do 31, provenientes da propriedade rural 12; e 47,4% entre dois
isolados de fezes do animal 18 e pele do 31, provenientes das propriedades rurais
oito e 12 (Figura 4). Nas Tabelas 5 e 12 sao apresentadas informacdes acerca de
tipo de amostra, nimero do animal e propriedade rural de origem.

Os dados obtidos neste estudo demonstraram também a auséncia do gene
stx2 em um dos isolados dos agrupamentos, com 100%, 95,5%, 93,0%, 90,0%,
63,4% e 60,6% de similaridade, confirmando a perda deste gene nos isolados e a

presenca de fepC em um dos isolados, com 60,6% e 63,2% de similaridade.

* Tipo de amostra, nimero do animal, letra de identificagéo do isolado e tempo de incubagédo entre parénteses.

Figura 5. Analise da PFGE dos isolados de E. coli O26 provenientes das amostras
colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo, 2011.

Entre os agrupamentos da E. coli 026 também foi verificado um clone, ou
seja, 100% de similaridade entre trés isolados da pele dos animais numeros 13, 14
e 18, provenientes da propriedade rural numero oito; 97,6% de similaridade entre
quatro isolados provenientes da pele dos animais numero 13, 14 e 18, da
propriedade rural nimero oito; 94,9% entre cinco isolados da pele dos animais 13,14
e 18 e da agua residuéria da carcaca do animal 15, provenientes da propriedade

rural oito; 93,2% entre seis isoladosda pele dos animais 13, 14 e 18 e da agua
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residudria da carcaca do animal 15, provenientes da propriedade rural oito; 93,0%
de dois isolados do musculo externo da carcaca do animal 14 e da pele do animal
18, provenientes da propriedade rural oito; 89,6% entre oito isolados do musculo
externo da carcaca do animal 14, da agua residuaria da carcaga do animal 15 e da
pele dos animais 13, 14 e 18, provenientes da propriedade rural oito; 87,1% entre
nove isolados do musculo externo da carcaca do animal 14, da agua residuaria da
carcaca do animal 15 e da pele dos animais 13, 14 e 18, provenientes da
propriedade rural oito; e 51,2% entre dois isolados dos suabes de facas numeros 9 e
14 (Figura 5). Nas Tabelas 5 e 4 s&o apresentadas informagdes acerca de tipo de
amostra, niumero do animal e propriedade rural de origem.

Os isolados de E. coli 026 apresentaram um perfil de viruléncia homogéneo,
diferenciando-se apenas pela presenca do gene stxl em uma amostra de suabe de
faca e do gene fepC em uma amostra de pele no agrupamento com 93,0% de
similaridade, confirmando a predominancia de EPEC 026 sorbitol-negativa.

Segundo a anélise da PFGE, observa-se alta porcentagem de similaridade e
um clone da E. coli O157:H7 entre as amostras de fezes e pele dos animais
provenientes da mesma propriedade rural e 63,2% e 64,3% de similaridade entre as
amostras de fezes e pele dos animais provenientes de propriedades rurais
diferentes, mostrando que ha transmissdo da bactéria das fezes para a pele dos
animais, seja por contato direto entre os animais na propriedade rural, durante o
transporte até frigorifico, no confinamento dentro dele ou por contato entre as
carcacas no abate, corroborando Elder et al. (2000) de que as fezes e a pele dos
animais podem contribuir como fonte de contaminagédo da carcaca pela bactéria e
com Arthur et al. (2007) de que o transporte e o confinamento no abatedouro podem
aumentar a contaminacgao da pele dos animais.

A presenca de clones de E. coli 026 na pele de trés animais provenientes da
mesma propriedade rural mostra que a transmissédo delas ocorre da mesma forma
que E. coli 0157:H7. A similaridade entre os isolados provenientes de pele, musculo
externo e agua residudria da lavagem de carcacas antes de entrar na camara fria
demonstra que ha transmissao da bactéria entre as etapas do fluxograma de abate,
visto que houve transmisséo da E. coli O26 entre amostras e sua presenca em

facas. Sendo assim, o fato de a E. coli O157:H7 ndo ter sido transmitida durante o
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processamento da carcaca apds a retirada da pele do animal ndo exclui a
possibilidade de esse fato ocorrer.

Os achados deste estudo s&o similares aos descritos por Ferens e Hovde
(2011), que em um estudo sobre a E. coli O157:H7 relataram que a presenca de
isolados com alta porcentagem de similaridade genética sugere que o ambiente
pode ser veiculo de transmissdo do microrganismo.

Também observa-se que o periodo de manutencdo na camara fria pode ser
eficaz como método de prevencdo, uma vez que o sorotipo O26 presente no
musculo externo foi transmitido para a agua residuéria da lavagem de carcacas,
porém nao esteve presente na carne no momento anterior a desossa, mas para
confirmacédo desse fato sdo necessarios outros estudos. Reforcando este estudo,
Elder et al. (2000) verificaram uma diminuicdo na ocorréncia de O157 entre carcacas
evisceradas e meias carcacas ap0s a utilizacdo de estratégias de intervencdo, como
a refrigeracdo, verificando que os procedimentos sanitarios sdo eficazes dentro do
processo de abate.

Outra possibilidade € de que a lavagem das carcacas seja eficaz no controle
e reducdo das bactérias, concordando com Cutter e Rivera-Betancourt (2000) que
verificaram que a utilizacdo de spray de agua, agua quente, 2% de acido acético, 2%
de acido latico ou 10% de fosfato trisddico foram eficazes como estratégias de
intervencao para reduzir microrganismos de carcacgas bovinas. A utilizacdo apenas
de agua clorada para lavagem de carcacas no Brasil, parece ser um método
eficiente de prevencdo e controle de bactérias na carcaca, porém a realizacdo de
outros estudos incluindo outras substancias quimicas na agua para lavar as
carcacas € importante, visto que outros paises utilizam outros produtos além do
cloro.

Contrariando os achados deste trabalho, Thomas et al. (2012), ao utilizar a
PFGE em um estudo longitudinal de E. coli em bovino, mostraram diferengas entre
isolados de 0157 colhidos da pele e da carcaca de um mesmo animal, indicando
que a pele nao foi a responsavel pela contaminacdo da carcaca.

De acordo com os resultados apresentados nos dendrogramas, observa-se
gue existe o risco de a bactéria ser transmitida durante o processo de abate, chegar

a carne e causar danos a saude dos consumidores, visto que a E. coli O157:H7 e a
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026 sédo potencialmente patogénicas, segundo 0s sorotipos e os perfis de viruléncia,
e que os fatores de viruléncia influenciam na sobrevivéncia das bactérias no
ambiente extraintestinal (FERENS e HOVDE, 2011). Como no Brasil ha mais
consumo de carne bovina em relacdo a de outras espécies e também o héabito de
comer carne mal cozida, o risco de infeccdo alimentar aumenta.

Para diminuir o risco de infeccdo pelo consumo de carne e para manter a
indUstria da carne competitiva, é essencial desenvolver, implementar ou melhorar o
controle pré e pés-producdo, com a finalidade de diminuir efetivamente o
carreamento desses patdgenos pelos bovinos e eliminar a contaminacdo dos
produtos durante o processamento (HUSSEIN, 2007). Também € necesséaria a
conscientizagdo da populacdo sobre o cozimento adequado dos alimentos
(MATHUSA et al., 2010), com a finalidade de eliminar as bactérias patogénicas
presentes no produto.

As principais medidas de controle e prevengdo adotadas durante o
fluxograma de abate séo, a capacitacdo dos colaboradores do matadouro-frigorifico,
0 controle da capacidade e velocidade de abate e a higienizacdo de ambientes e
equipamentos, porém elas devem ser mais rigorosas a fim de evitar a ma
esterilizacdo dos objetos utilizados na obten¢édo da carne, a ma qualidade do servigo
realizado pelos colaboradores devido a falta de tempo e também a formacéo de
biofilme nos equipamentos da industria, concordando com Ferens e Hodve (2011)
gue indicaram que a sobrevivéncia e a transmissao desses microrganismos podem
ser auxiliadas pela formacgao de biofilme.

Devido ao fato das STEC n&do-O157 possuirem caracteristicas fisiologicas
semelhantes com a O157:H7, é provavel que as mesmas medidas de prevencao e
controle funcionem para ambos grupos de E. coli (GRANT et al., 2011), devendo ser

aplicadas tanto nas propriedades rurais, quanto nos matadouros-frigorificos.

5.3. Susceptibilidade a antimicrobianos

Nas Figuras 6 e 7 estdo os padrdes de resisténcia, sensibilidade e

multirresisténcia dos isolados da E. coli O157:H7.



68

Somente as culturas tipicas de E. coli 0157:H7 foram submetidas aos testes
de susceptibilidade frente a acdo de antimicrobianos, pois a Unica cultura atipica nao
resistiu ao congelamento e a refrigeracdo. Na Figura 1 observa-se que 100% dos 52
isolados foram sensiveis a tetraciclina, cefepime, cefoxitina, ciprofloxacina e
sulfazotrim, 98,08% (51) ao cloranfenicol, 94,23% (49) a amoxicilina/acido
clavulanico, 88,46% (46) a ceftriaxona e ao aztreonam, 86,54% (45) a ceftadizima e
a gentamicina, 84,61% (44) a piperacilina/tazobactam, 71,15% (37) a amicacina,
51,92% (27) a ampicilina e 15,38% (8) a cefalotina.

A resisténcia foi verificada em 78,85% (41) dos isolados para a cefalotina,
34,61% (18) para ampicilina, 7,70% (4) para aztreonam e ceftadizima, 3,84% (2)
para amicacina e piperacilina/tazobactam e 1,92% (1) para gentamicina.

Ainda houve isolados com perfil intermediario, ou seja, aqueles cujas medidas
dos halos variaram entre a medida estabelecida para a sensibilidade e para a
resisténcia. Dos isolados, 25% (13) tiveram perfil intermediario para amicacina,
13,46% (7) para ampicilina, 11,54% (6) para piperacilina/tazobactam, gentamicina e
ceftriaxona, 5,77% (3) para ceftadizima, cefalotina e amoxicilina/acido clavulanico,

3,85% (2) para aztreonam e 1,92% (1) para cloranfenicol (Figura 6).

Figura 6. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de E. coli O157:H7 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de S&o Paulo,
2011.
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A multirresisténcia a antimicrobianos foi verificada em 46,15% (24) dos
isolados, sendo resistentes 38,46% (20) deles a dois, 5,77% (3) a trés e 1,92% (1) a
seis antibimicrobianos. A distribuicdo entre as 24 culturas foi de 70,83% (17) para
ampicilina e cefalotina, 8,33% (2) para aztreonam e cefalotina, 4,17% (1) para
amicacina e cefalotina, assim como para ceftadizima, piperacilina/tazobactam e
cefalotina, para ceftadizima, amicacina e cefalotina, para aztreonam, ceftadizima e
cefalotina, e também para aztreonam, ceftadizima, piperacilina/tazobactam,

ampicilina, gentamicina e cefalotina (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos de E. coli 0157:H7 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de S&o Paulo,
2011.

Reforcando este estudo, Schroeder et al. (2002) também encontraram E. coli
0157:H7 em bovinos sensiveis a cefoxitina, a ciprofloxacina e a ceftriaxona, porém,
diferentemente deste estudo no que se refere a tetraciclina, frente a qual 100% dos
isolados foram sensiveis. Os autores também relataram resisténcia a cefalotina e a

ampicilina, porém com uma baixa porcentagem, de 1,0 % cada, e multirresisténcia a
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dois, trés e seis antibidticos, sugerindo que a presséo de selecdo imposta pelo uso
de antimicrobianos na terapéutica da medicina humana e veterinarina ou na
profilaxia no manejo dos animais de producédo e manejo ambiental, seria um fator
chave na sele¢éo de STEC 0157 e STEC nao-0157 resistentes a antimicrobianos.

Baixa porcentagem de resisténcia a ampicilina (5,4%) e a gentamicina (0,4%),
e maior multirresisténcia (75,0%) a dois, trés, quatro, seis e oito antimicrobianos
também foi encontrada em E. coli isoladas de gado de corte no Japao (SASAKI et
al., 2012).

Contrariando este estudo, Kappeli et al. (2011) verificaram 4,5% dos isolados
de STEC 0157 provenientes de casos clinicos na Suica resistentes a tetraciclina.
Porém, encontraram 100% de sensibilidade dos isolados a ciprofloxacina, cefepime
e cefoxitina.

Nas Figuras 8 e 9 estdo os padrbes de resisténcia, sensibilidade e
multirresisténcia dos isolados de E. coli O26. Todos os isolados mostraram-se
sensiveis a cefoxitina, cefepime e sulfazotrim; 82,35% (14) delas a ciprofloxacina e
cloranfenicol, 47,06% (8) a aztreonam, amicacina e gentamicina, 35,29% (6) a
piperacilina/tazobactam e ceftriaxona, 23,53% (4) a ceftadizima, 11,76% (2) a
amoxicilina/acido clavulanico e 5,88% (1) a tetraciclina.

A resisténcia foi verificada em 88,23% (15) dos isolados para tetraciclina e
cefalotina, 82,35% (14) a ampicilina, 17,65% (3) a aztreonam, ceftadizima,
piperacilina/tazobactam e amicacina, e 11,76% (2) a gentamicina e amoxicilina/acido
clavulanico.

As porcentagens de isolados com perfil intermediario foram de 76,47% (13)
para amoxicilina/acido clavulanico, 64,70% (11) para ceftriaxona, 58,82% (10) para
ceftadizima, 47,06% (8) para piperacilina/tazobactam, 41,18% (7) para gentamicina,
35,29% (6) para aztreonam e amicacina, 17,65% (3) para cloranfenicol, ampicilina e

ciprofloxacina, 11,76% (2) para cefalotina e 5,88% (1) para tetraciclina (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de E. coli O26 isoladas de amostras
colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Sao Paulo, 2011.

A multirresisténcia aos antimicrobianos foi observada em 94,12% (16) das
culturas, sendo resistentes 11,76% (2) a dois principios ativos, 29,41% (5) a trés,
35,29% (6) a quatro, 11,76% (2) a cinco e 5,88% (1) a seis antibiéticos. A
distribuicdo entre as 16 culturas foi de 25% (4) para tetraciclina, ampicilina e
cefalotina, 12,5% (2) para tetraciclina, amicacina, ampicilina e cefalotina, e 6,25% (1)
para tetraciclina e cefalotina, 6,25% (1) para ampicilina e cefalotina, 6,25% (1) para
tetraciclina, ampicilina e amoxicilina/acido clavulanico, 6,25% (1) para aztreonam,
ceftadizima, tetraciclina e cefalotina, 6,25% (1) para tetraciclina, ampicilina,
gentamicina e amoxicilina/acido clavulanico, 6,25% (1) para piperacilina/tazobactam,
tetraciclina, ampicilina e cefalotina, 6,25% (1) para aztreonam, tetraciclina, ampicilina
e cefalotina, 6,25% (1) para piperacilina/tazobactam, tetraciclina, ampicilina,
gentamicina e cefalotina, 6,25% (1) para aztreonam, ceftadizima, tetraciclina,
ampicilina e cefalotina, 6,25% (1) para ceftadizima, piperacilina/tazobactam,
tetraciclina, amicacina, ampicilina e cefalotina (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de multirresisténcia a antimicrobianos de E. coli O26 isoladas de
amostras colhidas no fluxograma de abate bovino, estado de Séo Paulo,
2011.

A Unica cultura pertencente ao sorotipo 0113 mostrou-se sensivel a maioria
dos antimicrobianos testados, exceto a ampicilina e cefalotina, as quais foi
resistente.

Mora et al. (2005) analisando a resisténcia antimicrobiana de cepas de STEC
0157:H7 e n&o-0157 isoladas de humanos, bovinos, ovelhas e alimentos na
Espanha, verificaram que 41% dos isolados foram resistentes a pelo menos um dos
26 antimicrobianos testados. Comparando os resultados dos autores com o0s deste
estudo, verificou-se uma porcentagem menor de multirresisténcia entre as STEC
0157:H7 (98% contra 46,15%) e diferencas no perfil de multirresisténcia mais
frequentemente encontrado (sulfisoxazole, tetraciclina e estreptomicina contra
ampicilina e cefalotina). Entre as nao-0O157 verificou-se uma porcentagem de cepas
multirresistentes maior que a dos autores citados (94,12% contra 92%) e perfis de
multirresisténcia diferentes (tetraciclina, ampicilina e cefalotina contra sulfisoxazole,
tetraciclina e estreptomicina).

Sasaki et al. (2012), estudando a resisténcia a antimicrobianos em STEC
0157 e 026 isoladas de gado de corte no Japéo, relataram 36,4% dos isolados de
E. coli O26 resistentes a ampicilina, nenhuma a gentamicina e 18,2% delas ao

cloranfenicol, diferentemente deste estudo, que encontrou porcentagens maiores, de
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82,35% e 11,76% para ampicilina e gentamicina, respectivamente, e nenhum isolado
resistente ao cloranfenicol. Os autores verificaram multirresisténcia a dois, trés, sete
e oito antimicrobianos em 100% dos isolados, porcentagem semelhante a deste
estudo que foi de 94,12%.

Buvens et al. (2012), em um estudo sobre a resisténcia de STEC O157:H7/H"
e 026 em casos de infeccdo em humanos na Bélgica, encontraram para a
0157:H7/H" 32,4% de resisténcia a tetraciclina, 23,5% a ampicilina e 2,9% a
cloranfenicol, porcentagens maiores a tetraciclina e cloranfenicol, e menor a
ampicilina em relacdo a este estudo. Ao contrario dos achados deste estudo os
autores verificaram auséncia de resisténcia a piperacilina/tazobactam, ceftadizima,
aztreonam, amicacina e gentamicina.

Buvens et al. (2012) ainda relataram porcentagens de resisténcia menores de
E. coli nd0-0O157 em relacdo a ampicilina (27,1%), tetraciclina (26,2%), amoxicilina/
acido clavulanico (2,8%), piperacilina/tazobactam (1,9%), ceftadizima (1,9%),
gentamicina (1,9%) e aztreonam (0,9%) quando comparadas a E. coli 026
encontrada neste trabalho, que apresentou resisténcia, respectivamente, de 82,3%,
88,23%, 11,76%, 17,65%, 17,65%, 11,76% e 17,65%. Os autores relataram também
a auséncia de isolados resistentes a ceftriaxona, cefepime, ciprofloxacina e
amicacina, corroborando este estudo, exceto para a amicacina, cuja resisténcia foi
de 17,65%. A resisténcia de 7,5% dos isolados ao cloranfenicol também foi descrita,
ao contrario dos resultados deste trabalho, cuja maioria (82,35%) dos isolados for
sensivel.

Assim como relataram Mora et al. (2005), este estudo também encontrou o
gene eae na maioria das cepas de 026 e O157:H7 resistentes a antimicrobianos,
porém a associacdo entre resisténcia e a presenca do gene eae relatada pelos
autores néao foi confirmada de forma plena neste estudo.

Confirmando este estudo, Vaz et al. (2004) verificaram 51,7% de STEC
isoladas de pacientes no Brasil resistentes a pelo menos um antimicrobiano.

A resisténcia a multiplos antimicrobianos em STEC pode resultar da
distribuicdo de elementos genéticos, como plasmideos, transposons e integrons,

gue conferem resisténcia a varias antibioticos, porém outros estudos séao
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necessarios para definir os mecanismos e diminuir o desenvolvimento da resisténcia
(MORA et al., 2005).

O uso de antimicrobianos como agentes promotores de crescimento em
animais de producao também ja foi incriminado por modificar a microbiota intestinal
dos animais pela criacio de uma pressdao de selecdo, favorecendo o
desenvolvimento de cepas resistentes a antimicrobianos (DIARRA et al., 2009).

A multirresisténcia a antimicrobianos pode ser resultado da passagem
horizontal de genes por mecanismos de transferéncia adotados pela bactéria
(SCHROEDER et al., 2002) e se tornar um problema de saldde publica se os
humanos se infectarem devido a ingestédo de carne contaminada, ja que isolados
resistentes a antimicrobianos presentes nos animais de producéo, podem entrar no
fluxograma de producdo do alimento e serem encontrados nos produtos de origem
animal presentes nos mercados (DIARRA et al, 2009).

Apesar de a grande parte dos isolados deste estudo serem susceptiveis a
maioria dos antimicrobianos testados, eles devem ser usados com critério, para
evitar a multirresisténcia em tratamentos futuros, visto que muitos antibioticos séao
usados tanto na medicina veterinaria quanto na humana, e 0s consumidores
deveriam exigir a reducdo ou eliminagcdo do uso de antimicrobianos para fins nao
terapéuticos nos animais de produg&o.

Portanto, assim como Thomas et al. (2012), verificou-se que a E. coli
0157:H7 foi a mais prevalente no abatedouro, porém as ndao-0O157, como a 026 e
0113, que sao clinicamente significantes e potencialmente patogénicas, estao
comegando a emergir no processo de abate bovino no pais. Com isso, em
concordancia com Vaz et al. (2004), nota-se que é ainda mais importante a
implementacdo de um sistema de vigilancia para pessoas com diarreia
sanguinolenta e SHU no Brasil, a fim de contribuir com a estimativa real da
associacao de cepas de E. coli 0157:H7 e ndo-O157 com infec¢g6es humanas.

Diante do exposto e tendo em vista que a dose infectante de E. coli 0157 é
baixa e a capacidade de causar doenca severa é alta (COIA, 1998), é importante
que as medidas de prevencdo da E. coli O157:H7 dentro do matadouro-frigorifico
sejam revistas e que incluam as E. coli ndo-O157 nos programas de controle de

qualidade, uma vez que estudos sugerem que medidas de controle para E. coli
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0157 podem ser eficazes para as ndo-0O157 (MATHUSA et al., 2010), a fim de evitar
gue as bactérias cheguem a carne e prejudiquem a saude do consumidor.

Sendo assim, as medidas de higiene implementadas nos pontos criticos do
processo de abate devem ser mais eficazes quanto a reducdo da contaminacéo por
esses microrganismos. Contudo, verifica-se também que o controle de animais
portadores dessas bactérias dentro da propriedade rural também torna-se
importante neste ciclo, uma vez que evita a disseminacao delas no rebanho e
também sua chegada ao matadouro-frigorifico por meio das fezes.

Em concordancia com Hussein (2007), também €& importante que as
autoridades de saude publica realizem estratégias atuais e futuras de prevencao,
incluindo programas educacionais para conscientizar produtores rurais, produtores
de carne, manipuladores e consumidores, sobre o problema causado por E. coli

patogénicas.
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6. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos, é possivel concluir que:

o Ha a ocorréncia de E.coli O157:H7 em matadouro-frigorifico bovino,
sendo as fezes e a pele dos animais os pontos de disseminacdo da bactéria no
processo de abate, apontados como possiveis fontes de contaminacdo da carne.

o A confirmacao sorolégica revelou a presenca do sorotipo O157:H7 e
também de outros pertencentes a E. coli ndo-0157, entre eles o0 026 e 0113,
considerados patégenos emergentes.

o A presenca, principalmente dos genes eae e stx2 na E. coli O157:H7,
eae e stxl na E. coli 026 e stxl e stx2 na E. coli O113, mostra que as bactérias
possuem um perfil de viruléncia relevante, pois esses genes sdo responsaveis por
patogenias severas.

. Os resultados mostram que a origem comum de E.coli O157:H7 em
matadouro-frigorifico é as fezes dos bovinos e de E. coli O26 € a pele contaminada
pelas fezes, apontando que ha a transmissdo das bactérias entre os animais e
entre as etapas do fluxograma do abate.

o Os isolados de E.coli O157:H7 e de E. coli O26 apresentaram

multirresisténcia a até seis antimicrobianos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de E.coli patogénicas no matadouro-frigorifico e sua transmissao
entre as etapas do abate indicam a necessidade da revisao ou da implementacgéo de
medidas de prevencdo mais eficazes, a fim de impedir que as bactérias cheguem a
carne e possam ser um risco potencial a saude do consumidor e,
consequentemente, tornar a industria mais competitiva devido a uma maior
seguranca alimentar dos produtos produzidos.

As principais medidas de prevencao e controle desses microrganismos na
industria estdo relacionadas com a capacitacdo do colaborador, pois ele é o
responsavel pela manipulacdo do produto durante as etapas do processamento, e
também pela higienizacdo de ambientes, de equipamentos e objetos que entram em
contato com o alimento produzido, e dos caminhdes de transporte dos animais.

Atividades consideradas simples, como a lavagem das mé&os e a higiene
pessoal do colaborador, a esterilizacdo de ganchos e facas, a correta higienizacéo
do ambiente, dos equipamentos e superficies da industria, e dos caminhdes de
transportes dos animais, sdo fundamentais para impedir que as Escherichia coli
patogénicas presentes nas fezes sejam transmitidas durante as etapas do abate
bovino, formem biofilme nos equipamentos da industria e sejam transportadas entre
as propriedades rurais e entre as propriedades rurais e o matadouro-frigorifico.

Além do colaborador, notou-se que o resfriamento das carcacas pode ser um
ponto relevante no fluxograma de abate, no controle ou impedimento da veiculagao
de microrganimos presentes na carcaga para a carne, ou a utlizacdo de outros
produtos quimicos além do cloro como sanitizantes na lavagem das carcacas,
contudo esses fatores devem ser avaliados em estudos posteriores.

Também ¢é extremamente importante a prevencdo e a diminuicdo da
disseminacdo das bactérias nas propriedades rurais, para evitar sua chegada ao
matadouro-frigorifico. Para isso dietas devem ser preparadas para auxiliar na
diminuigao da excrecdo dos microrganismos nas fezes de animais portadores, como
por exemplo, a utilizacdo de probidticos ou a inclusdo de feno na alimentacéo,

proporcionando atividade antimicrobiana no ramen dos animais. Outra possibilidade
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seria o tratamento dos residuos dos animais e também a realizacdo do controle
microbiolégico frequente do rebanho.

A adocdo de programas educacionais também € fundamental para
conscientizar produtores rurais, manipuladores e consumidores de carne sobre o
risco a saude gque esses microrganismos patogénicos podem causar, tornando-se

um problema de saude publica.
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Apéndice 1. Identificagdo do animal, da propriedade rural, da cidade e do Estado de
origem dos 50 animais amostrados, de janeiro a abril de 2011.

N° do Animal Identificacéo da Cidade - Estado
Propriedade rural

1 1 Mira-Estrela — SP

2 2 Poloni — SP

3 3 Auriflama — SP

4 4 Trés Fronteiras — SP

5 5 Trés Fronteiras — SP

6 6 Frutal - MG

7 7 Mogi-Guacu — SP
8ao 1l 8 Rifaina — SP

12 9 Frutal - MG
13a018 8 Rifaina — SP
19 ao 25 10 Cataldo - GO
26e27 11 [tobi — SP
28 ao 32 12 Sao Jdao da Boa Vista — SP
33a035 13 Comendador Gomes — MG
36 ao 40 14 Frutal - MG

41 15 Frutal — MG
42 ao 49 16 Cardoso — SP

50 17 Batatais — SP
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