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SAMPAIO, G.S.L. Jejum pré-abate de bovinos confinados e as condic¢Ges higiénico-
sanitarias do abate. Botucatu, 2017. 106p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”. Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

RESUMO
Um total de 180 bovinos Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento, foi
dividido em grupos com 6, 12 ou 24 horas de jejum pré-abate para verificar se a reducéo
deste tempo resulta em melhor condicdo higiénica e sanitaria durante o processo de
abate. Amostras de fezes pré e pds-jejum, de pele e de carcaca foram colhidas e
analisadas para ocorréncias e contagens de bactérias aerébias mesoéfilas, Escherichia
coli genérica, coliformes totais, assim como, E. coli produtora de toxinas Shiga (STEC)
e enteropatogénica (EPEC). As amostras de fezes também foram analisadas quanto ao
pH e os teores percentuais de matéria seca (MS%) e de fibras em detergente neutro
(FDN%) e acido (FDA%). Os dados foram analisados com modelos logisticos, analises
de variancia e regressoes, ao nivel de 5% de significancia. A extensdo do tempo de
jejum pré-abate reduziu a MS%, mas elevou o pH, FDN% e FDA% das fezes. O
gradual aumento do jejum pré-abate resultou em maior excrecao fecal de STEC (stx:1 e
stx2), entretanto, com decréscimo de aerdbios mesofilos, mas sem interferéncia na E.
coli genérica. A extensdo do tempo de jejum pré-abate também resultou na maior
contaminacgdo da pele por STEC (stx1) e EPEC, assim como, das carcacas por aerobios
mesdfilos, E. coli genérica e coliformes totais. Dessa forma, conclui-se que a condi¢do
higiénica e sanitaria durante o processo de abate de bovinos pode ser melhorada com a
reducdo do tempo de jejum pré-abate. Para as industrias da carne isto pode representar a
reducdo de custos operacionais e com a infraestrutura dos currais de abate, menos
condenagdes e falhas no controle de producdo, maior rendimento produtivo e
incremento na validade comercial. A reducdo de STEC, além de ser um fomento a saude
publica, constitui-se em um estimulo & economia brasileira pela reducdo de barreiras

comerciais e menor devolucdo de mercadorias.

Palavras-chave: Curral de abate, STEC, contaminac&o, fezes, pele, carcaga.



SAMPAIO, G.S.L. Pre-harvest fasting time of feedlot-finished cattle and hygiene
and safety slaughter conditions. Botucatu, 2017. 106p. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

ABSTRACT
A total of 180 Bos indicus (Nellore) cattle finished in feedlot were divided into groups
of 6, 12 or 24 hours of pre-harvest fasting to verify if time reduction results in better
hygiene and sanitary conditions during the slaughter process. Pre-fasting and post-
fasting samples of feces, and post-fasting samples of hide, and carcass were collected
and analyzed for the occurrence and counting of mesophilic aerobic bacteria, generic
Escherichia coli, total coliforms, as well as Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and
enteropathogenic E. coli (EPEC). The feces samples were also analyzed for pH and
content percentage of dry matter (DM%), neuter detergent fiber (NDF%) and acid
detergent fiber (ADF%). Data were analyzed with logistic models, analyses of variance
and regressions at 5% significance. The extension of pre-harvest fasting time reduced
DM% but increased pH, NDF% and ADF% of feces. The gradual increase of pre-
harvest fasting time resulted in greater fecal excretion of STEC (stx: and stxz) with
reduction of mesophilic aerobic bacteria, but without interference in generic E. coli. The
extension of this time also resulted in greater contamination of hide by STEC (stx;) and
EPEC as well as of carcass by mesophilic aerobic bacteria, generic E. coli and total
coliforms. Thus, it was concluded that the hygiene and sanitary condition during the
slaughter process of bovines can be improved with the reduction of pre-harvest fasting
time. For the meat industry, can represent a reduction of costs with operations and
facilities of lairage pens, less with condemnations and failures in the production control
besides a greater productive yield and increment in the commercial validity. STEC
reduction, besides being a development in public health, becomes a stimulus to the

Brazilian economy by decreasing commercial barriers and return of goods.

Key words: Lairage, STEC, contamination, feces, hide, beef carcass.



1 INTRODUCAO

Considerado fundamental para a qualidade global da carne e a performance
econdmica, o periodo pré-abate consiste na cadeia de eventos que vao desde a retirada
dos bovinos da propriedade rural até o seu abate por sangria no estabelecimento
comercial. As condutas adotadas durante este periodo irdo repercutir no bem-estar dos
animais, nos rendimentos produtivos, na condi¢do higiénica e sanitaria das carcacas, e
nas caracteristicas microbianas, fisico-quimicas e sensoriais da carne e seus derivados,
como por exemplo, a inocuidade, a validade comercial, a coloracdo, a maciez e a
exsudagdo (DUFFY et al., 2014; FERGUSON; WARNER, 2008; MIRANDA-DE-LA-
LAMA etal., 2013; POINTON et al., 2012; TEKE et al., 2014).

No Brasil, 0 Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal — RIISPOA, normativa elaborada em 1952 e vigente até 0 momento,
exige a permanéncia minima de 24 horas dos bovinos nos currais de abate para a
realizacdo do chamado periodo de jejum, descanso e dieta hidrica. Entretanto, caso o
tempo de transporte seja inferior a 2 horas e os bovinos procedam de locais sob controle
sanitario permanente, este periodo pode ser reduzido para 6 horas (BRASIL, 1952).
Embora exista esta excecdo, convencionou-se pelas industrias que os bovinos sejam
abatidos no dia posterior a sua chegada, independente das condi¢des de manejo e de
transporte.

Durante este periodo, a pratica do jejum alimentar objetiva a reducdo do
conteddo no trato gastrointestinal (volume), o que minimiza o risco de ruptura do
mesmo e de contaminacdes da carcaca durante o processo da evisceracdo (PARDI et al.,
2005; POINTON et al., 2012; WARRISS, 2010). A pratica do descanso e dieta hidrica
nos currais de abate destinam-se, respectivamente, a recuperacdo dos substratos
energéticos do musculo que possam ter sido consumidos (ENGLAND et al., 2013) e a
reidratacdo dos animais (PIGHIN et al., 2015).

Em contrapartida, em muitos paises da Europa e da América do Norte é comum
que 0s animais sejam abatidos no mesmo dia do desembarque, salvo casos de lotes
submetidos a longas jornadas de transporte, geralmente superiores a 6 horas (ARTHUR
et al., 2007; DEWELL et al., 2008a; 2008b; FERGUSON; WARNER, 2008). Além
disso, a Unido Europeia estabelece que os bovinos sejam alimentados se o abate nédo

ocorrer em até 12 horas de jejum ap0s a chegada dos bovinos no estabelecimento
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(COMISSAO EUROPEIA, 2009). Na Austrélia, devido as condigbes produtivas, como
longas jornadas de transporte, os bovinos séo geralmente abatidos no dia posterior ao
desembarque, mas ha um bom-senso técnico-cientifico para a ado¢do desta conduta
(FERGUSON; WARNER, 2008).

A evolucdo das Boas Praticas Agropecudrias na cadeia produtiva e do sistema de
Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC nos estabelecimentos de
abate, reduziram problemas de qualidade da carne e melhoraram a condigéo higiénico-
sanitaria das carcacas bovinas (MILIOS et al., 2014; ROMERO et al., 2013).
Entretanto, no Brasil, no que se refere ao periodo de jejum, descanso e dieta hidrica de
bovinos, permanecem conceitos antigos e restritivos a todas as situa¢fes produtivas, ndo
havendo um bom-senso técnico-cientifico. Desta forma, existe uma perceptivel caréncia
de evidéncias cientificas baseadas no cenario nacional que auxiliem na adequacao deste
periodo aos mais diversos sistemas produtivos da carne bovina brasileira.

Experiéncias internacionais demonstram que € preferivel o desenvolvimento de
recomendacdes e guias de boas praticas do que a imposicdo de normas rigidas,
inflexiveis e punitivas, que ndo sdo apropriadas a todos os casos (SENG; LAPORTE,
2005). O Brasil esta prestes a ter um importante avango nesse sentido, a reelaboracédo do
RIISPOA, prevé em seu 71° artigo que: “E proibido o abate de animais que n&o tenham
permanecido em descanso, jejum e dieta hidrica, respeitadas as particularidades de
cada espécie.”. Isto significa que, havera a oportunidade de instituir condutas praticas
mais adequadas as especificas situacdes produtivas nacionais. Mas para que isso ocorra,
existe a necessidade prévia de estudos técnico-cientificos direcionados a cenarios
produtivos especificos.

A caracteristica peculiar de cada sistema produtivo brasileiro estabelece uma
gama de varidveis que devem ser controladas para correta inferéncia estatistica, dentre
elas: raca, sexo, idade, sistema de producdo, nutricdo, clima, sazonalidade, bem-estar
animal, distancia e condicdes de transporte, periodo de permanéncia e condi¢fes dos
currais de abate, assim como, a qualidade das operagdes durante o abate. Além disso, a
diferenciacdo entre os efeitos do transporte, do jejum e do curral de abate constitui-se
em um dos principais desafios para orientagdes técnicas durante o periodo pré-abate.

Além do mais, embora os bovinos com caracteristicas da raca Nelore

representem quase a totalidade do rebanho de corte nacional (FERRAZ; FELICIO,



2010), ainda existe uma lacuna de conhecimento relacionado ao periodo de jejum
alimentar adequado a esses animais, principalmente quando terminados em sistema
produtivo intensivo.

Perante estes aspectos, 0 presente estudo teve como objetivo verificar se a
reducdo do tempo de jejum pré-abate, entre 6 e 24 horas, de bovinos Bos indicus
(Nelore), terminados em confinamento, resulta em melhor condicdo higiénica e sanitéria

durante o processo de abate.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PERIGOS BIOLOGICOS ASSOCIADOS A CARNE BOVINA

A carne bovina é um dos principais alimentos envolvidos na ocorréncia de
zoonoses e toxi-infec¢c@es em humanos veiculadas por alimentos (EFSA, 2013a, 2013b).
Nos ultimos anos Escherichia coli produtora de toxinas Shiga (STEC), emergiu como o
maior risco associado as carnes vermelhas, tanto em aspectos de satde publica, como
em barreiras técnicas e comerciais, e devolugdes de mercadorias (DUFFY et al., 2014;
EFSA, 2013a, 2013b).

E. coli € uma enterobactéria comensal do intestino de humanos e animais. A sua
classificacdo pode ser realizada sorologicamente, por meio dos antigenos “O” dos
lipopolissacarideos (LPS) de membrana e dos antigenos “H” do flagelo bacteriano
(GYLES; FAIRBROTHER, 2010; GYLES, 2007). Assim como, por patotipos, de
acordo com a patogenicidade e os sintomas clinicos, os quais estdo diretamente
relacionados aos fatores de viruléncia expressos (CDC-HHS, 2015).

Segundo o “Centers for Disease Control and Prevention - CDC/HHS/USA”
(CDC-HHS, 2015), seis patotipos estdo relacionados a diarréria em humanos e sao
coletivamente referidos como E. coli Diarreiogénicas (DEC): E. coli produtora de
toxinas Shiga (STEC), sendo esta a mais frequente nas toxi-infeccbes em humanos
veiculadas por alimentos; E. coli Enterotoxigénica (ETEC); E. coli Enteropatogénica
(EPEC); E. coli Enteroagregativa (EAEC, ou EAgQEC); E. coli Enteroinvasiva (EIEC);
e E. coli Aderente Difusa (DAEC).

Animais ruminantes, especialmente os bovinos, sdo 0s principais reservatorios
naturais dos patotipos STEC e EPEC, e estdo epidemiologicamente relacionados a
maioria dos surtos e mortes de humanos por estes grupos de patégenos (BAKER et al.,
2016; BUNCIC et al., 2014; CROSSLAND et al., 2015; DUFFY et al., 2014).

EPEC sdo frequentemente associadas a diarréia acometendo criancas,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Em 1995, EPEC foi classificada em
duas subcategorias: EPEC tipica (EPEC-t) e atipica (EPEC-a). EPEC-t séo identificadas
pela presenca do gene eae (E. coli “attaching and effacing”) e do plasmideo EAF
(EPEC “adherence factor”), com comportamento epidemioldgico restrito aos Seres
humanos e patogenia bem definida. Entretanto, EPEC-a além de estar associada a

diarréia humana, pode ser encontrada em diversos animais, alimentos e estar presente
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tanto em ambientes aquaticos, como terrestres. Estas também apresentam o gene eae,
porém sdo desprovidas do plasmideo EAF que codifica a adesina “type IV bundle-
forming pilus (BFP)” (CLEARY et al., 2004; GIRON et al., 1991; MOXLEY; SMITH,
2010; SOUZA et al., 2016).

O principal mecanismo de patogenicidade da EPEC consiste na lesdo conhecida
por ‘“attaching-effacing” (lesio A/E), que se caracteriza pela destruicdo de
microvilosidades, adesdo intima da bactéria ao epitélio intestinal e a agregacéao de actina
polarizada e de outros componentes do citoesqueleto nos locais de fixacdo da bactéria,
resultando na formacdo caracteristica do pedestal (MOXLEY; SMITH, 2010; PATON;
PATON, 1998; TRABULSI et al., 2002).

Os determinantes genéticos para a producdo da lesdo A/E estdo localizados no
“locus of enterocyte effacement (LEE)”, uma regido de patogenicidade responsavel pela
codificagdo da proteina de membrana “intimin”, um sistema de secre¢ado tipo III, assim
como, pela codificagdo do “translocated intimin receptor (TIR)”, que constitui-se no
receptor da “intimin” na célula hospedeira. A “intimin” € codificada pelo gene eae e séo
conhecidas 19 variantes, que podem resultar na especificidade para diferentes tecidos do
hospedeiro (BOLTON, 2011; GOOSNEY et al., 1999; KAPER et al., 2004; MOXLEY:;
SMITH, 2010; PERNA et al., 1998).

STEC é definida pela produgdo de pelo menos um tipo de “Shiga toxin (Stx)”.
Os dois maiores tipos sdo “Shiga toxin 1 (Stx1)” e “Shiga toxin 2 (Stx2)”. Estes sdo
geneticamente relacionados, mas antigenicamente distintos (GYLES, 2007).

As Shiga toxinas sdo proteinas, com estrutura quarternaria ABs, compostas por
duas subunidades. A subunidade A (StxA) possui atividade enzimatica e a subunidade B
(StxB) se liga a receptores de membrana da célula hospedeira (como o glicolipideo
“globotriaosylceramide — Gbs”), permitindo a entrada da toxina no citoplasma. Durante
este processo, a subunidade A é clivada em fragmentos Al e A2. O fragmento livre Al
atua no complexo de Golgi e no reticulo citoplasmatico comprometendo a sintese
proteica, o que resulta na apoptose celular (VANAJA, et al., 2013). Esta toxina na
corrente circulatoria pode resultar em hemdlise, lesdo endotelial, oclusdo vascular e
nefrite (KAPER et al., 2004), além da Sindrome Hemolitico Urémica — SHU,
caracterizada por insuficiéncia renal aguda, que acomete principalmente criangas

menores de cinco anos, idosos e imunocomprometidos (FULLER et al., 2011; GOMES
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et al., 2016; HE et al., 2012; KARMALI et al., 2010), assim como, da Trombocitopenia
Trombotica Purpura (TTP) em adultos (PAULA et al., 2014).

As toxinas Shiga sdo carreadas por bacteri6fagos lisogénicos e sdo conhecidas
107 variantes (14 de Stx1 e 93 de Stx2) (SCHEUTZ, 2014; SCHEUTZ, et al 2012), com
alguns subtipos de Stx2 frequentemente associados a severos casos em humanos, como
colite hemorrégica e SHU, especialmente quando existe a combinagdo com o gene eae
(GOMES et al., 2016; PERSSON, et al 2007; USDA-FSIS, 2012b).

S&o conhecidos mais de 472 sorotipos de STEC (SCHEUTZ, 2014). As que
apresentam associacdo com o gene eae sdo conhecidas como STEC eae®, antiga E. coli
Enterohemorragica (EHEC), e apresentam cepas com alta viruléncia para os seres
humanos, como E. coli O157:H7, que foi a primeira cepa STEC reconhecida como uma
ameaca a saude publica (HE et al., 2012; KARMALI et al., 2010; RILEY et al., 1983).

E. coli O157:H7 € o sorotipo mais isolado de surtos em humanos nos Estados
Unidos, Canadd e Argentina, principalmente dos casos com a necessidade de
hospitalizacdo (CRIM et al., 2014; GOULD et al., 2013; TARR et al., 2005). Em outros
paises, como Australia, Alemanha e Austria, outros sorotipos, conhecidos por STEC
“non-0157”, sdo 0s mais incriminados nos surtos em humanos (TARR et al., 2005).

Nos Estados Unidos, alimentos de origem bovina, principalmente crus ou mal
cozidos, estdo relacionados a aproximadamente 75% dos surtos por STEC 0157
(CALLAWAY et al., 2009). Devido a sua importancia em salude publica e econémica,
existe um vasto conhecimento a respeito da ecologia da E. coli O157:H7 no trato
gastrointestinal dos bovinos, assim como, das suas caracteristicas epidemioldgicas
(CALLAWAY et al., 2013a; NASTASIJEVIC et al., 2014). Entretanto, neste sentido,
pouco se sabe sobre os demais sorotipos de STEC (MONAGHAN et al., 2011,
POLIFRONI et al., 2012).

Muitos sorotipos de ndo-O157 STEC também sdo responsaveis por diarréias e
colites hemorragicas, sindrome hemolitico urémica (SHU) e mortes em humanos
(BUNCIC et al., 2014; EFSA, 2013c; KARMALI et al., 2010). Em vista disso, seis
sorotipos mais frequentes, conhecidos como “top six non-O157 STEC” (026, 045,
0103, 0111, 0121 e O145), foram declarados pelo governo dos Estados Unidos, junto
com o sorotipo 0157, como adulterantes da carne bovina (USDA-FSIS, 2012a). O surto
de E. coli O104:H4 na Alemanha em 2011 afetou 3.816 pessoas e ocasionou 54 mortes
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(FRANK et al., 2011). Diferentes cepas de STEC causam anualmente mais de 175 mil
casos em humanos e custam mais de um bilhdo de dolares a economia dos Estados
Unidos (SCALLAN et al., 2011).

Além de diferencas ecoldgicas e epidemioldgicas entre as linhagens de E. coli
O157:H7 (ZHANG et al.,, 2007), inimeros estudos também tém caracterizado
diferengas genémicas, ecoldgicas e epidemioldgicas entre os demais sorotipos de STEC
(BERGHOLZ; WHITTAM, 2007; DUFFY et al., 2014; FREE et al., 2012; FREMAUX
et al., 2007). Portanto, estratégias de controle baseadas em um Unico sorotipo tendem a
ser insuficientes e ineficazes (CROSSLAND et al., 2015; DUFFY et al., 2014). Os
sorotipos de STEC mais associados a surtos severos em humanos na Europa foram
0157, 026, 0103, 0145 e 0111 (EFSA, 2013c), e nos Estados Unidos foram 0157,
026, 045, 0103, 0111, 0121 e 0145 (USDA-FSIS, 2012b).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle de Patogenos (PNCP) detemina que
0s estabelecimentos sob fiscalizagdo do Servigo de Inspecdo Federal (SIF),
especializados no abate e/ou na desossa de bovinos, realizem o monitoramento de
Salmonella spp, de E. coli O157:H7 e de seis sorotipos ndao-0157 STEC (026, 045,
0103, 0111, 0121 e 0145) na carne bovina in natura (BRASIL, 2015). Embora a
incidéncia de SHU no Brasil seja baixa e somente dois casos de E. coli O157:H7
tenham sido descritos, sorotipos importantes como 026, 0103, 0111 e 0145 tém sido
isolados de pacientes, assim como alguns sorotipos incomuns (01, 024 e O77). Além
disso, altas prevaléncias de STEC tém sido verificadas nas fezes de animais
zootécnicos, como ovinos, bovinos e suinos, inclusive para os sorotipos O157:H7 e
0103:H2, que estdo frequentemente relacionados aos surtos em humanos (GOMES et
al., 2016).

As salmoneloses sdo a segunda maior causa de doenca entérica bacteriana em
humanos no mundo, geralmente associadas com produtos de origem animal. A carne e
seus derivados sdo considerados importantes fatores de risco para Salmonella spp.
(DALLAL et al., 2010; DONG et al., 2014; EFSA, 2013b), entretanto, sua incidéncia
em carcacas bovinas € baixa e 0s sorotipos geralmente isolados pelos pesquisadores sdo
raramente associados aos surtos de salmonelose em humanos (BUNCIC et al., 2014;
COSSI et al., 2014). Na Europa a carne bovina é associada com a minoria (0,6%) dos
casos de salmonelose humana (EFSA, 2011).
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Nos estabelecimentos de abate e processamento, bactérias indicadoras, como
mesdfilos aerdbios, enterobactérias e E. coli, sdo utilizadas durante o processo de
verificacdo e validagdo do sistema APPCC. Embora suas correlagcdes com a prevaléncia
ou com o nivel de patdgenos ndo tenha sido comprovada, estas sugerem a possibilidade
da ocorréncia de patdgenos, por demonstrarem a condicao higiénica e contaminacdes de
origem fecal (MILIOS et al., 2014; COMISSAO EUROPEIA, 2007; USDA-FSIS,
1996). Em estabelecimentos de abate que utilizam controle estatistico de processo,
aumentos na ocorréncia ou na contagem desses indicadores bacterianos disparam alertas
de falha higiénico-sanitaria no controle de producdo, o que resulta na investigacao e
adocdo de acOes corretivas e, em alguns casos, na reavaliacdo do plano APPCC (AQIS
2003; 2007; SOFOS et al., 1999; USDA-FSIS, 1996).

2.2ECOLOGIAEA EXCRECAO FECAL DE STEC PELOS BOVINOS

Enquanto espécies como suinos (TSENG et al., 2014), cdes (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010) e seres humanos (KARMALI et al., 2010) sdo clinicamente
acometidos por STEC, com excessao dos bezerros (SHAW et al., 2004), os bovinos
adultos sdo geralmente assintoméaticos (MATHUSA et al., 2010; MUNNS et al., 2015).
Isto ocorre, principalmente, devido a auséncia de receptores (como o Gbs) para a
ligacdo das toxinas Shiga (CALLAWAY et al., 2013a; PRUIMBOOM-BRESS et al.,
2000), o que permite relacionamento comensal entre STEC e bovinos, tornando estes
animais um dos principais responsaveis pela disseminacdo de STEC (CROSSLAND et
al., 2015; FERENS; HOVDE, 2011; MATHUSA et al., 2010; SMITH, 2014).

Embora E. coli O157:H7 sobreviva no rimen (RASMUSSEN et al., 1999), a
porcdo final do reto constitui-se no local primario de colonizacdo, princilpalmente a
juncéo reto-anal, devido a maior quantidade de células linféides (GRAUKE et al., 2002;
NAYLOR et al., 2003; SMITH, 2014). Além disso, os principais limitantes de E. coli
genérica e E. coli O157:H7 no trato gastrointestinal (TGI) de bovinos s&o o baixo pH e
a alta concentracdo de &cidos orgéanicos, como &cetico, propibnico, butirico e latico,
devido a sua citotoxicidade (CALLAWAY et al., 2013a; CALLAWAY et al., 2009;
CROSSLAND et al., 2015; POINTON et al., 2012). Portanto, 0 intestino grosso
constitui-se no principal local de colonizagdo e multiplicacdo de E. coli O157:H7,
devido ao pH mais elevado e a menor concentragdo desses acidos organicos (ARTHUR
etal., 2010; CALLAWAY et al., 2013a; DUFFY et al., 2014).
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De acordo com Chase-Topping et al. (2008), define-se como bovino “super
shedding” aquele que estd excretando pelo menos 10* UFC (unidades formadoras de
coldnia)/g de E. coli O157:H7 pelas fezes. Esta definigdo também pode ser extrapolada
para 0s outros sorotipos de ndo-0157 STEC (MENRATH et al., 2010). Bovinos “super
shedding” estdo incriminados nas maiores taxas de transmissdo no rebanho e de
contaminacéo cruzada direta e indireta por E. coli 0157:H7 (ARTHUR et al., 2013).

A persisténcia da colonizacdo e a ocorréncia de bovinos “super shedding”, além
de estar relacionada com a resposta imune dos bovinos (CALLAWAY et al., 2013a),
também esté associada aos fatores de viruléncia presentes nas cepas de E. coli O157:H7,
como a existéncia das proteinas “Intimin” e “Tir”, associadas a lesdo ‘“‘attaching-
effacing” (pedestal) (NAYLOR et al., 2005) e a presenca de fatores de aderéncia
(STEVENS et al., 2002).

2.3 BOAS PRATICAS AGROPECUARIAS PARA A REDUC}AO DE STEC

A sazonalidade constitui-se no fator de risco mais frequente e consistentemente
reportado para a excrecdo de STEC, tanto para bovinos de corte como de leite. Os
maiores niveis de excrecdo fecal de STEC sdo relatados no verdo, durante 0s meses
quentes do ano (CALLAWAY et al., 2013a; MENRATH et al., 2010; SMITH et al.,
2013).

Locais com acumulo de matéria organica, como baias e bebedouros, tém sido
associados a alta capacidade de sobrevivéncia e até mesmo de multiplicacdo de E. coli
0157:H7. Neste sentido, a manutencdo das baias secas e com alta incidéncia de luz
solar, a frequente limpeza das baias e dos bebedouros, a realizacdo de compostagem e a
cloragdo da agua fornecida aos animais, sdo boas praticas que tém sido associadas a
reducdo de STEC no rebanho bovino (CALLAWAY et al., 2013a; CROSSLAND et al.,
2015; GRAHAM; NACHMAN, 2010; SEMENOV et al., 2010).

Devido a fatores imunologicos, os bovinos jovens, como bezerros e novilhos,
possuem maior taxa de excrecdo de STEC do que os adultos, portanto, recomenda-se a
segregacdo do rebanho por idade para reduzir a disseminacdo (CHO et al., 2013;
FARROKH et al., 2013). Recomenda-se também evitar a mistura de animais de
diferentes lotes e a adicdo de novos animais ao rebanho, conhecidos como bovinos

“super spreaders”, devido a0 contato extra que sera gerado entre oS animais para o
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reconhecimento e o restabelecimento das relagdes sociais (hierarquia), o que também
favorece a disseminagdo de STEC (CHASE-TOPPING et al., 2008; CROSSLAND et
al., 2015). Além disso, falhas de biosseguranga, como o contato dos bovinos com outras
espécies, tais como, ovinos, suinos, cdes, animais selvagens, passaros e insetos, também
tém sido incriminados a maior ocorréncia de STEC no rebanho (CALLAWAY et al.,
2013a).

Friesema et al. (2011) verificaram relacdo direta entre a densidade animal e a
ocorréncia de surtos por E. coli O157:H7 em humanos. A densidade animal exerce um
papel determinante na disseminacdo de STEC (CALLAWAY et al., 2013a; HERBERT
et al., 2014), independente do tamanho do grupo (STACEY et al, 2007) e,
principalmente, quando existe a presenca de animais “super shedding” e/ou longos
periodos de tempo nessa condi¢do (ARTHUR et al., 2010).

O periodo pré-abate dos bovinos € considerado critico para a disseminacdo de
STEC (DUFFY et al., 2014), pois envolve situacbes como jejum alimentar, jejum
hidrico, mistura de lotes, transporte, curral de abate e etapas de manejo dos animais,
como o embarque e o desembarque (PARDI et al., 2005; WARRISS, 2010).

Além da alta densidade a que 0s animais sdo submetidos neste periodo
(ARTHUR et al., 2010; POINTON et al., 2012), também pode existir um alto nivel de
estresse, mesmo com a execucdo de boas praticas visando o bem-estar dos animais
(COSTA et al., 2012). Esta condicdo pode resultar em imunosupressdao induzida por
estresse (CALLAWAY et al., 2013a; COSTA et al., 2012; CROSSLAND et al., 2015).
Longos periodos de estresse tém sido associados a depressdo da funcdo imune de
bovinos, resultando na maior susceptibilidade a colonizagdo e a multiplicacdo de E. coli
0O157:H7 no trato gastro intestinal (CALLAWAY et al., 2013a).

Durante o jejum alimentar ocorre absorcdo dos acidos organicos, oriundos do
metabolismo microbiano, como acético, propibnico e butirico, pelo trato gastrointestinal
(TGI) dos bovinos, o que reflete na elevacdo do pH (BERCHIELLI et al., 2011). Esta
condicdo resulta na maior concentracdo (multiplicacdo) de enterobactérias e E. coli
genérica, assim como, na maior ocorréncia (colonizacao) e concentragéo intestinal de E.
coli O157:H7. Isto ocorre devido a supressao dos efeitos inibidores exercidos pelo baixo

pH e a alta concentracédo de acidos organicos sobre esses grupos bacterianos (BUCHKO
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et al., 2000; CALLAWAY et al., 2013a; GREGORY et al., 2000; POINTON et al.,
2012).

A dieta fornecida aos animais exerce papel fundamental na ecologia da STEC no
TGI dos bovinos. Em sintese, uma dieta com maior taxa fermentativa possui expressivo
metabolismo microbiano ruminal e menor metabolismo microbiano intestinal, o que
resulta em maior pH e menor concentracdo de acidos organicos no intestino grosso
(BERCHIELLI et al., 2011; CALLAWAY et al., 2009, 2013a). Este é o principal
motivo pelo qual bovinos criados em confinamento séo geralmente mais acometidos por
STEC do que os criados em pastagem (CALLAWAY et al, 2009, 2013a;
CROSSLAND et al., 2015).

A partir destes conhecimentos, inumeras estratégias nutricionais tém sido
adotadas com o objetivo de reduzir a colonizacao, a multiplicacdo e a disseminacgédo de
STEC no rebanho bovino, tais como, mudancas bruscas na dieta, como o fornecimento
de feno dias antes do abate, assim como, a inclusdo na dieta de produtos citricos, acidos
organicos, plantas ricas em taninos, compostos fenolicos, dleos essenciais e/ou alga
marrom (CALLAWAY et al.,, 2009, 2013a; CROSSLAND et al., 2015). Outras
estratégias incluem o uso de clorato de sédio (NaClO3), prebidticos e/ou probidticos,
antibidticos, vacinacdo, proteinas antimicrobianas, bacteriofagos e outros
(CALLAWAY et al., 2013a, 2013b; CROSSLAND et al., 2015; JACOB; NAGARAJA,
2012; USDA-FSIS, 2014a). Além disso, cuidados devem ser tomados no fornecimento
de compostos iondforos para bovinos, devido a inibicdo de bactérias Gram-positivas € 0
favorecimento de Gram-negativas (CALLAWAY et al., 2013a).

2.4 PERIODO PRE-ABATE E A CONTAMINAC}AO DA CARCACA BOVINA

Por muitas décadas a pratica do jejum alimentar pré-abate dos bovinos foi
realizada com o objetivo de reduzir o volume do TGl e facilitar as operacdes sanitarias
do processo de evisceracdo, minimizando o risco de ruptura do mesmo e de
extravasamento do contetido gastrointestinal, o que poderia resultar na contaminagéo
pontual de carcacas (PARDI et al., 2005; POINTON et al., 2012; WARRISS, 2010).
Este aspecto ndo deixou de ser relevante, entretanto, a evolucdo tecnoldgica dos

equipamentos e das operacgdes sanitarias do processo de abate reduziram a ocorréncia
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deste tipo de contaminacdo (BUNCIC et al., 2014; MILIOS et al., 2014; POINTON et
al., 2012; SERRAINO et al., 2012).

Para o atual sistema de abate, existe um concenso técnico-cientifico de que a
pele é a principal fonte de contaminacdo da carcaca bovina, que ocorre especialmente
durante o processo de esfola (ARTHUR et al., 2007; BUNCIC et al., 2014; HAUGE et
al., 2012; SERRAINO et al., 2012). Em especial, a regido do peito dos animais, que é
considerada o local mais contaminado tanto da pele, como da carcaca (GILL, 2004;
HAUGE et al., 2012; 1SO, 2003; MCEVOY et al., 2000). Esta contaminacdo &€ mais
expressiva em bovinos confinados, nos periodos quentes e chuvosos do ano e,
principalmente, quando os animais sdo mantidos em locais com alta densidade animal,
como ocorre no transporte e no curral de abate (CALLAWAY et al., 2013a; USDA-
FSIS, 2014a). Nestes locais, um pequeno numero de animais excretando E. coli
0O157:H7 podem causar massiva contaminacao da pele dos demais animais presentes
(ARTHUR et al., 2007).

Tamanha é a importancia da pele como fonte de contaminagdo, que muitos
paises europeus, como Franca, Bélgica e Gra-Bretanha, estabeleceram critérios de
avaliacdo visual dos bovinos previamente ao abate, sendo rejeitados para este processo
0s animais excessivamente sujos (AFSCA, 2006; BASTIEN et al., 2006; FSA, 2007).

A partir destes aspectos, tem-se recomendado a realizacdo de um breve periodo
de jejum alimentar pré-abate dos bovinos na propriedade rural (pré-embargue), com o
objetivo de reduzir o volume do TGI dos animais e facilitar o processo de evisceracdo
(POINTON et al., 2012; USDA-FSIS, 2014a). Além disso, a massiva excrecdo de fezes
pelos bovinos, que transcorre nas primeiras horas do jejum alimentar, ocorrera em um
ambiente com baixa densidade animal, o que reduzira a quantidade de fezes que serdo
excretadas durante o transporte e a permanéncia dos animais nos currais de abate, que
sdo ambientes com alta densidade animal, resultando, desta forma, em peles menos
contaminadas no momento do abate (CALLAWAY et al., 2013a; GREGORY et al.,
2000; POINTON et al., 2012).

Existe um concenso técnico-cientifico de que o tempo de transporte e de curral
de abate deve ser o menor possivel, visto que existe um gradual aumento da
contaminagéo das peles dos bovinos por E. coli STEC O157:H7 e, consequentemente,
das carcagas, com a extensdo destes periodos (ARTHUR et al., 2010; BUNCIC et al.,
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2014; DUFFY et al., 2014; MILIOS et al., 2014; POINTON et al., 2012; USDA-FSIS,
2014a).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a reducdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas de bovinos
Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento, resulta em melhor condicdo

higiénica e sanitaria durante o processo de abate.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Averiguar se a reducdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas resulta
em:
» Menor excrecdo fecal de indicadores higiénico-sanitarios e dos patégenos STEC
e EPEC,;
» Reducdo da contaminacdo da pele dos bovinos no momento do abate por estas
bactérias;
» Melhor condicdo higiénica e sanitaria das carcagas bovinas devido a reducéo
destas bactérias na superficie das mesmas.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo representa o0s aspectos de higiene veterinaria e satde publica
do Projeto de Pesquisa “Jejum alimentar pré-abate de bovinos confinados: Avalia¢do
microbiana, indicadores de estresse, metabolismo energético post-mortem e qualidade
da carne”, o qual foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu,
conforme Protocolo n°® 44/2015.

4.1 DESCRICAO EXPERIMENTAL

Este estudo foi composto por trés lotes de 60 bovinos, que foram abatidos em
trés dias distintos. Cada lote foi dividido aleatoriamente em trés grupos (tratamentos),
sendo: 20 bovinos com 6 horas, 20 com 12 horas e 20 com 24 horas de jejum pré-abate.
Estes periodos foram determinados a partir do desalojamento de cada grupo da baia de
confinamento até 0 momento do abate dos mesmos. Ao término dos trés abates foram
avaliados 180 bovinos, totalizando 60 animais por tratamento (n=60).

Os trés lotes foram fornecidos por uma propriedade rural situada no Municipio
de Terenos, MS, entorno do Pantanal, e os trés abates foram realizados em um
abatedouro frigorifico, sob fiscalizacdo do Servico de Inspecdo Federal — SIF,
localizado no Municipio de Campo Grande, MS, distante 24 km da propriedade rural,
via estrada pavimentada.

Segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Estacdo
Automatica de Campo Grande, MS, os 30 dias que antecederam os trés abates, que
foram realizados nos dias 06/10 e 17/12/2015 e 13/01/2016, tiveram precipitacéo
acumulada de 237,4 mm, 145,6 mm e 388,8 mm, respectivamente.

Os Anexos 01, 02 e 03 ilustram a precipitacdo de chuva, a temperatura e a
umidade relativa ambiente dos 3 dias que antecederam cada abate, respectivamente.

Os critérios de selecdo dos lotes foram bovinos Bos indicus, com predominio da
raca Nelore, machos, ndo castrados, com até quatro dentes permanentes, faixa de peso
entre 480 e 540 kg, e terminados em confinamento por 90 dias.

O confinamento de bovinos nesta propriedade rural é constituido por lotes de
100 a 125 bovinos rastreados SISBOV - Sistema Brasileiro de Identificacdo e

Certificacdo de Bovinos e Bubalinos, os quais sdo alimentados quatro vezes ao dia
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(07:00, 09:30, 13:00 e 15:30) com 16 a 17 kg de alimento por animal, sendo
normalmente necessarias de 2 a 3 horas para 0 consumo de cada trato, sem sobras. A
agua dos bebedouros provém de nascente da propriedade rural e ndo sofre cloracao.

A dieta fornecida aos bovinos foi composta, na proporcdo em matéria natural
(M.N.%), por: 27,7% de silagem de capim, 37,6% de milho grdo, 14,4% de gluten
umido de milho, 9% de caro¢o de algoddo, 3,2% de casca de soja, 2,4% de torta de
algodao, 2,2% de farelo de soja, 0,6% de uréia, 0,4% de Prote-N (Grasp) e 2,4% de
nacleo confinamento.

Para garantir que nenhum dos grupos de bovinos iniciasse o jejum pré-abate na
baia de confinamento foi aumentada a quantidade de alimento fornecida no ultimo trato
(&s 15:30) do dia do estudo, de modo que sobrasse alimento no cocho no momento dos
desalojamentos dos tratamentos 12 horas (as 22:00) e 06 horas (as 4:00). Os bovinos do
tratamento 24 horas (desalojados as 10:00) ndo passaram por esta conduta, pois
receberam o primeiro trato do dia (as 7:00) antes do desalojamento.

A Tabela 01 resume a formacdo e a estruturacdo dos tratamentos. Os trés
tratamentos foram submetidos as mesmas amostragens e as mesmas condicdes de
embarque, transporte, desembarque e abate, diferindo somente no periodo de
permanéncia dos animais nos currais de abate.

No curral da propriedade rural, os animais dos tratamentos foram,
individualmente, contidos para a colheita de fezes pré-jejum. Logo em seguida, foram
embarcados rumo ao estabelecimento de abate. Os transportes foram realizados em
caminhdes tipo Truck, previamente lavados com jato d’agua potavel, com densidade
animal préxima a 400 kg/m2 Ap6s o desembarque, os animais de cada tratamento
foram alojados em currais de abate distintos, previamente lavados com jato d’agua
potavel, com densidade animal proxima a 180 kg/m?. Os trés currais foram designados
na escala de abate de modo que os tratamentos fossem abatidos consecutivamente.

Durante o abate foram realizadas, simultaneamente, amostragens da pele, das
fezes pos-jejum e registro das rupturas do trato gastrointestinal devido a falhas
operacionais dos funcionarios, assim como, o registro da ocorréncia de desvio de
carcacas para o Departamento de Inspecdo Final (DIF) devido a contaminagdo por

conteudo gastrointestinal.



TABELA 01 - Formacdo e estruturacdo dos tratamentos
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Primeiro Abate Segundo Abate Terceiro Abate
24 horas 12 horas 6 horas 24 horas 12 horas 6 horas 24 horas 12 horas 6 horas
NUmero de Bovinos 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Data e horario:
Desalojamento da 05/10/2015  05/10/2015  06/10/2015 16/12/2015  16/12/2015  17/12/2015 12/01/2016  12/01/2016  13/01/2016
Baia de Confinamento 9:26 21:11 3:09 10:50 22:37 4:35 10:08 22:00 4:10
Entrada no Curral de Abate 05/10/2015  05/10/2015  06/10/2015 16/12/2015  17/12/2015  17/12/2015 12/01/2016  12/01/2016  13/01/2016
12:21 23:46 5:03 13:11 0:58 6:56 12:47 23:49 6:26
Abate 06/10/2015  06/10/2015  06/10/2015 17/12/2015  17/12/2015  17/12/2015 13/01/2016  13/01/2016  13/01/2016
09:34 09:41 09:49 10:40 10:50 11:00 10:10 10:20 10:30
Duracéo (horas):
Jejum Hidrico 2:55 2:35 1:54 2:21 2:21 2:21 2:39 1:49 2:16
Curral de Abate 21:13 9:55 4:46 21:29 9:52 4:04 21:23 10:31 4:.04
Jejum Alimentar 24:08 12:30 6:40 23:50 12:13 6:25 24:02 12:20 6:20
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Em seguida ao abate, na camara de resfriamento, foram realizadas as
amostragens das carcacas. Todas as amostras colhidas foram imediatamente resfriadas e
mantidas em caixa isotérmica com gelo até o processamento.

Todas as amostras foram inicialmente processadas nas dependéncias do
Laboratorio de Microbiologia — DTA/CCBS/UFMS, Campo Grande, MS, sob a
supervisao da Prof®. Dr? Luciana Miyagusku. O tempo maximo entre a colheita e 0
processamento das amostras ndo ultrapassou 24 horas, conforme recomendacdes da 1SO
17604:2003 (1SO, 2003).

Neste local, todas as amostras foram analisadas para contagem de bactérias
aerdbias mesofilas, E. coli genérica e coliformes totais. Das amostras de fezes pré e pds-
jejum também foi medido o potencial hidrogenidnico (pH). Adicionalmente, aliquotas
de todas as amostras foram preparadas para analises moleculares, alem de aliquotas
adicionais das fezes para andlises fisico-quimicas. As aliquotas foram congeladas,
transportadas para o Municipio de Botucatu, SP, e mantidas congeladas (-20°C) até
analise.

As andlises fisico-quimicas das fezes para matéria seca (MS%), fibra em
detergente neutro (FDN%) e fibra em detergente acido (FDA%), foram realizadas no
Laboratorio de Bromatologia — FMVZ/UNESP, Botucatu, SP, sob a supervisdo do Prof.
Dr. Paulo Roberto de Lima Meirelles.

As analises moleculares de todas as amostras (total de 720) para qualificacédo
(ocorréncia) e quantificacdo dos patotipos de EPEC (gene eae) e STEC (genes stx; e
stx2), por bovino avaliado, foram conduzidas no Laboratorio de Diagnostico Molecular
(LDM) do Instituto de Biotecnologia — IBTEC/IBB/UNESP, Botucatu, SP, sob a
supervisdo do Prof. Dr. Jodo Pessoa Araudjo Junior. Os controles positivo e negativo
destas analises foram preparados no Laboratorio de Patogenicidade Bacteriana —
DMI/IBB/UNESP, Botucatu, SP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Rodrigo Tavanelli
Hernandes.

Em sintese, a Figura 01 esquematiza o fluxograma de trabalho realizado para a

colheita e 0 processamento das amostras obtidas.
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FIGURA 01- Fluxograma de trabalho realizado para a colheita e processamento das amostras obtidas.
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4.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS
4.2.1 Amostragem das fezes
No curral da propriedade rural, os animais dos tratamentos foram,
individualmente, contidos em tronco de contencdo para a colheita das fezes da ampola
retal (pré-jejum) utilizando a técnica de palpacéo retal e embalagens plasticas estéreis.
As amostragens das fezes pds-jejum foram realizadas na sala de abate logo ap6s
a inspecdo das visceras gastrointestinais pelo SIF nas mesas de inspecdo. O
procedimento consistiu no corte longitudinal da porcdo final do intestino grosso, em
alguns casos inclusive do ceco, e na colheita das fezes utilizando embalagens plasticas

estéreis individuais.

4.2.2 Amostragem da pele integra

A amostragem da pele integra antes da esfola foi realizada na canaleta de sangria
utilizando método ndo destrutivo por esponja umidificada, com adaptagdes, conforme as
instrugdes da ISO 17604:2003 (ISO, 2003) e do Regulamento (CE) n° 1441/2007
(COMISSAO EUROPEIA, 2007) para a amostragem de carcacas bovinas.

Da pele de cada bovino foi realizada amostragem de 400 cm? na regido do peito,
a partir de duas amostragens de 200 cm?, uma de cada lado do peito. A cartilagem
xifoide do animal foi posicionada na borda caudal do guia de amostragem.

Para realizar cada amostragem foi utilizado uma luva estéril, uma esponja estéril
(Dry Sponge - 3M) previamente umidificada com 10 ml de solucdo salina 0,85%
peptonada 0,1% estéril (SSP 0,1%), preparada conforme recomendacdes da Instrucao
Normativa n° 62 (BRASIL, 2003) e um molde estéril de 200 cm?, que foi previamente
construido com papel&o e hastes de madeira de primeiro uso, embalado em papel pardo

e autoclavado (121°C por 15minutos).

4.2.3 Amostragem das meias carcacas esquerdas quentes

As amostragens das meias carcacas esquerdas foram realizadas dentro da camara
de resfriamento logo ap6s o abate. O procedimento de amostragem foi realizado
utilizando método ndo destrutivo por esponja, conforme as instru¢cbes da ISO
17604:2003 (ISO, 2003) e do Regulamento (CE) n° 1441/2007 (COMISSAO
EUROPEIA, 2007).
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Quatro regides de cada meia carcaca esquerda foram amostradas: 100 cm? da
superficie do coxdo, 100 cm? da superficie do flanco, 100 cm? da superficie do peito e
100 cm? da superficie do pescoco, totalizando 400 cm?,

Para realizar cada amostragem foi utilizada uma luva estéril, um guia para
amostragem estéril de 100 cm? (Interlab) e uma esponja estéril (Dry Sponge - 3M)

previamente umidificada com 10 ml de SSP 0,1%.

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
4.3.1 Anélises microbianas

De cada amostra de fezes foram pesados 25 g em embalagem para
homogeneizagéo (400 ml BagLight® PolySilk® - Interscience) e adicionados 225 ml de
SSP 0,1% (BRASIL, 2003). As amostras colhidas por esponja foram completadas para
o volume final de 25 ml de SSP 0,1% na prépria embalagem, conforme recomendacdes
da I1SO 17604:2003 (ISO, 2003). Todas as amostras foram homogeneizadas por 60
segundos a 160 batidas por minuto em homogeneizador de amostras (MA 440/CF -
Marconi).

Em seguida, as amostras foram individualmente submetidas a diluicdo seriada
em escala decimal utilizando SSP 0,1% estéril, seguido do plaqueamento de trés
diluicbes. Todas as amostras (total de 720) foram analisadas para contagem de bactérias
aerobias mesofilas segundo o método AOAC 990.12 (AOAC, 2012a) e ocorréncias e
contagens de Escherichia coli B-glucuronidase positiva (E. coli genérica) e de
coliformes totais, respectivamente conforme os métodos AOAC 998.08 (AOAC, 2012b)
e AOAC 991.14 (AOAC, 2012c), todos utilizando placas 3M™ Petrifilm™.

Os resultados foram classificados em unidades formadoras de colnia por grama
(UFC/g) para as amostras de fezes e UFC/cm? para as amostras de pele e de carcaca. Os
limites de deteccdo destas analises foram de 10 UFC/g para as amostras de fezes e de

0,0625 UFC/cm? para as amostras de pele e de carcaca.

4.3.1.1 Preparo das aliquotas para analises moleculares
Durante a execucdo das analises microbianas (Item 4.3.1), foram reservadas duas

aliquotas de 1 g por amostra de fezes e duas aliquotas de 1,5 ml por amostra de pele e
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de carcaca. Todas estas aliquotas foram congeladas, transportadas para 0 Municipio de

Botucatu, SP, e mantidas congeladas (-20°C) até analise.

4.3.1.2 Preparo das aliquotas para analises fisico-quimicas das fezes

Ainda durante a execucdo das analises microbianas (Iltem 4.3.1), o pH de todas
as amostras de fezes foi medido, a partir de uma solugdo homogeneizada de 10 g de
fezes com 10 ml de &gua destilada, utilizando peagbmetro de puncdo direta com
termdmetro acoplado (Modelo HI 99163 - Hanna Instruments), previamente calibrado
com solucBes tampdes de pH 4,0 e 7,0 (Merck).

O restante de cada amostra de fezes, quando sobrou, foi congelado, transportado
para 0 Municipio de Botucatu, SP, e mantido congelado (-20°C) até a realizacdo das

analises fisico-quimicas.

4.3.2 Anélises fisico-quimicas das fezes

Triagem das amostras de fezes foi realizada considerando: as amostras entre o
25° e 0 75° percentil dos valores de pH obtidos em cada tratamento; os animais sem
amostras perdidas; e as amostras de fezes em quantidade suficiente para as analises
fisico-quimicas. Destas, foram selecionadas aleatoriamente 63 amostras de fezes pos-
jejum (21 por tratamento, sendo 7 por abate) e 18 amostras de fezes pré-jejum
correspondentes as pos-jejum (6 por tratamento, sendo 2 por abate), totalizando 81
amostras.

Estas foram descongeladas em temperatura ambiente e submetidas a
quantificacdo centesimal da matéria seca (MS) segundo o método AOAC 934.01
(AOAC, 2012d), assim como, da fibra em detergente neutro (FDN) e da fibra em
detergente acido (FDA) segundo os métodos descritos por Van Soest et al. (1991) e
modificados por Berchielli et al. (2001), utilizando determinador de fibra (TE-149 -
TECNAL).
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4.3.3 Anélises moleculares
4.3.3.1 Gene normalizador da etapa de extragéo do DNA

O gene Rep da regido ORF-1 conservada do Circovirus Suino Tipo 2 (PCV-2)
foi utilizado como gene normalizador da etapa de extracao e analise molecular, de modo
a validar as extracdes realizadas.

Antes da extragdo, todas as amostras, inclusive dos controles positivo e negativo,
foram adicionadas de 15 pl de controle PCV-2 diluido 1:100. Este foi constituido pelo
sobrenadante do lisado de cultura de células ST (testiculo suino) infectadas com PCV-2,
que foram tratadas com 5% de Vertrell (DuPont®), clarificadas a 10.000 x g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a -20°C.

Utilizando andlise por qPCR, segundo protocolo descrito por Cruz e Aradjo
(2014), foram aceitas somente as extracOes que apresentaram concentracdo viral de
4,2+0,2 log copias/pl.

4.3.3.2 Extracdo do DNA das amostras

As amostras de fezes, ainda congeladas, foram pesadas (0,180 a 0,205 @)
utilizando laminas de bisturi estéreis n°® 11 (Solidor) e balanga analitica (AG 200 -
Gehaka). Logo em seguida, o DNA foi extraido utilizando o kit “QIAamp® Fast DNA
Stool Mini Kit — QIAGEN”, com o protocolo “Isolation of DNA from Stool for
Pathogen Detection” (“March 2014, QIAamp® Fast DNA Stool Mini Handbook —
QIAGEN™).

Cada amostra em SSP 0,1% foi descongelada em gelo e teve exatamente 1,4 ml
da amostra, homogeneizado, centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos (1-15PK - Sigma)
e desprezado exatamente 1115 pl do sobrenadante. Logo em seguida, o DNA foi
extraido utilizando o kit “illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit — GE
Healthcare”, com 0 protocolo “Protocol for the purification of genomic DNA from 50-
300 pl whole blood and its cell fractions”.

Para ambos os tipos de amostra, o DNA eluido foi dividido em duas aliquotas de
100 pl, que foram armazenadas em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml (Axygen) e

congeladas (-20°C), para posteriores analises moleculares.
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4.3.3.3 Curvas padréo e controles negativos das analises

A cepa EDL-933 (“hemorrhagic colitis outbreak, Michigan”; PERNA et al.,
2001; RILEY et al., 1983) de E.coli O157:H7 (positiva para 0s genes eae, Stxi e stx2), e
a cepa C-600 (E. coli derivada K-12; APPLEYARD, 1954) de E coli (negativa para
estes genes), foram cultivadas em caldo LB [Difco™ LB Broth, Miller (Luria-Bertani) -
BD], conforme Sezonov et al. (2007).

A concentragcdo aproximada destas cepas, em células por mililitro, foi
determinada por densidade oOptica (DO) a 600 nm utilizando espectrofotémetro
(Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech), conforme descrito por Sezonov et al. (2007).

A partir desta aproximacgdo, somente a concentracdo da cepa EDL-933 foi
confirmada pela média da contagem em agar MacConkey (Difco™ MacConkey Agar -
BD), conforme Feng et al. (2016), de 3 diluicdes e 4 repeticdes de cada diluicdo (média
final de 5x10® UFC/ml). Logo em seguida, ambas as cepas em caldo LB foram
divididas em aliquotas de 500 pl, que foram armazenadas em tubos de microcentrifuga
de 1,5 ml (Axygen), centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos, desprezados os
sobrenadantes e os “pellets” gerados foram congelados (-20°C).

Para a extracdo do DNA, os “pellets” foram adicionados de 285 pl de tampé&o
fosfato salino (PBS; pH 7,4; 0,146 M NaCl; 0,01 M POys) e cultivo PCV-2. Apos
agitacdo, o DNA foi extraido utilizando o mesmo kit das amostras em SSP 0,1% (item
4.3.3.2), entretanto, a etapa de eluicdo do DNA foi realizada com 250 pul, de modo que a
concentracio do controle positivo fosse de 1x10° copias por mililitro (ou 1x10°
copias/pl).

Com o intuito de aumentar a solubilidade, todas as diluicdes preparadas e as
amostras analisadas foram previamente aquecidas a 37°C por 15 minutos a 500 rpm
(ThermoMixer C - Eppendorf).

A partir dos resultados da triagem (item 4.3.3.4), as amostras negativas para 0s
trés genes alvo foram utilizadas na elaboracéo de trés curvas padrdo para a cepa EDL-
933 (controle positivo), especificas para cada tipo de matriz analisada (fezes, pele e
carcaca). Em adicdo, também foi preparada uma curva padréo utilizando somente meio
eluente (kit illustra™), de modo que as possiveis interferéncias das matrizes nos

resultados das analises pudessem ser monitoradas. As curvas padrdo foram preparadas a
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partir de seis diluicOes seriadas de 1:10 (6 pontos), até se obter a concentracio de 1x103

copias/ml (ou 1x10° copias/pl).

4.3.3.4 Andlises qualitativas e quantitativas das amostras

Todas as analises de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo
real (QPCR) foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems) com o 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems).

Estas analises tiveram a mistura de reacdo com volume final de 20 pl, sendo
destes, 10 pl de GoTag® gPCR Master Mix (Promega) e 4,0 pl de amostra (DNA
extraido). A concentragio dos iniciadores (“primers”) dessalinizados (Sigma-Aldrich®),
teve variacdo dependendo do gene alvo (Tabela 02).

A programacdo utilizada consistiu em 95°C por 10 minutos (desnaturacdo
inicial), seguido por 45 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60°C por 60
segundos (transcri¢do). Sendo ao final, determinada a curva de dissociagdo (“melting”),
por meio da deteccdo da fluorescéncia do “SYBR green” (intercalante de DNA) durante
aumento gradual de temperatura entre 60 e 95°C.

A primeira etapa consistiu na analise qualitativa das amostras (triagem). Cada
analise de qPCR foi composta por 90 amostras, mais as duas Ultimas diluicbes com
fluorescéncia detectavel (“endpoint”) do controle positivo EDL-933, em duplicata,
assim como, uma do controle negativo C-600 (utilizando a mesma diluicdo do controle
positivo) e um controle negativo somente com agua ‘“Nuclease-Free” (Promega).

Para garantir a especificidade, as amostras com pico de dissociacdo (Tm) fora da
variacdo +1°C em relacdo ao Tm médio do controle positivo foram consideradas
negativas para o gene alvo em questdo. Com relacdo a sensibilidade, o C: (“cycle
threshold”) das reagdes foi obtido a partir do “threshold level” estabelecido
automaticamente pelo programa para cada analise. Assim sendo, as amostras com C
maior que o “Ct endpoint” do controle positivo foram consideradas negativas para o

gene alvo.
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Pardmetros Sequéncia “Primer” (5°-3”) Tamanho “Amplicon” Referéncia Concentragdo
Gene Rep (ORF-1/PCV-2)!
“Forward primer” GAT GAT CTACTG AGA CTG TGT GA . :
. p. . 152pb Ladekjaer-Mikkelsen et al. (2002) 0,25 uM
Reverse primer AGA GCT TCT ACA GCT GGG ACA
Gene eae (E. coli EPEC)
“Forward primer” ACT GGACTT CTTATTR TTCTAT
P ) CTGGACTTC ccerre G 189pb Hardegen et al. (2010) 0,25 UM
“Reverse primer” CCT AAA CGG GTATTATCA CCA GA
Gene stx; (E. coli STEC)
“Forward primer” AGT CGT ACG GGG ATG CAG ATA AAT .
) 418pb Bellin et al. (2001) 0,15 uM
“Reverse primer” CCG GAC ACATAG AAG GAA ACT CAT
Gene stx, (E. coli STEC)
“Forward primer” GAT GTT TAT GGC GGT TTT ATT TGC o
83pb Yoshitomi et al. (2006) 0,15 uM

“Reverse primer”

TGG AAA ACT CAATTTTACCTT TAG CA

1 Gene normalizador utilizado.
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As amostras positivas na triagem foram submetidas a quantificacdo (segunda
etapa). Cada andlise de qPCR quantitativa foi composta por 68 amostras, mais duas
curvas padrdo de seis pontos, ambas em duplicata, do controle positivo EDL-933, com e
sem a interferéncia da matriz avaliada (item 4.3.3.3). Assim como, um controle negativo
formado pela mistura (“pool”’) de amostras negativas (triagem), um controle negativo C-
600 e um controle negativo com agua “Nuclease-Free” (Promega). Para cada tipo de
amostra, também foi adicionado um controle positivo formado pela amostra com menor
Ctdentre as demais (triagem) para o respectivo gene alvo.

Independente do gene alvo e do tipo de matriz (fezes, pele e carcaca), ndo houve
diferencas no coeficiente de determinacdo (R?) e no coeficiente angular (“slope”), ou
eficiéncia da reacdo [Eff%=(-1+10015I°P)x100], entre as curvas padrdo com e sem a
adicdo da matriz negativa. Assim sendo, as curvas padrdo preparadas com amostras
negativas, para cada tipo de matriz avaliada, foram adotadas como referéncia para a
quantificacdo das amostras positivas.

Todas as andlises tiveram curva padrdo com R? > 0,99 e a eficiéncia da reacio
situou-se entre 90 e 95% para 0S genes Stxz e eae, entretanto, entre 80 e 85% para o
gene stxi, independentemente do tipo de amostra. Além disso, foram utilizados os
mesmos critérios de especificidade e sensibilidade adotados na triagem para a
reavaliagéo dos resultados positivos na quantificagao.

A partir da quantidade inicial de amostra, 0s resultados finais foram ajustados
para copias/g para as amostras de fezes e copias/cm? para as amostras de pele e de
carcaca. Os limites de deteccdo destas andlises foram de 3,18 log cépias/g para as

amostras de fezes e de 0,35 log copias/cm? para as amostras de pele e de carcaca.

4.4 PROCESSAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS
O processamento estatistico dos dados foi supervisionado pela Prof?. Dr?. Luzia
Aparecida Trinca, do Departamento de Bioestatistica — DB/IBB/UNESP, Botucatu, SP.
O tamanho amostral aproximado de 60 foi previamente estabelecido para este
estudo utilizando a formula “n = (Z,2+Z5)%2.6%/d?”, em que: Zu» = 1,96 (distribuigdo
Normal para a = 0,05; probabilidade do erro tipo I), Zg = 0,84 (distribuigdo Normal para
B = 0,2; probabilidade do erro tipo II), ¢ = 1,0 logio (variancia populacional) e d = 0,5

logio (diferenca detectavel).
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Todas as andlises foram realizadas no software estatistico SAS versdo 9.4 (TS
Level 1M2) considerando um nivel de significancia de 5% de probabilidade.

Devido a limitagGes operacionais, foi necessario a execucao de trés replicacdes
do experimento com 20 animais por tratamento (n=20) para se obter o tamanho amostral
proposto (n=60). Em vista disso, o efeito “dia de abate” foi considerado efeito aleatorio.
Nele estdo contidas, por exemplo, as variabilidades dos diferentes lotes de bovinos, das
condigdes climéticas e de outras intercorréncias pontuais a cada dia de abate.

Com o objetivo de reduzir a variabilidade individual da unidade experimental, as
amostragens das fezes foram realizadas em todos 0s animais antes e ap0s a execugédo
dos tratamentos. Portanto, o efeito “momento de colheita” foi considerado medida
repetida e efeito aleatério nos modelos estatisticos utilizados.

As variaveis resposta com frequentes resultados abaixo do limite de detec¢édo
analitico foram analisadas de trés formas: primeiro, como variaveis binarias utilizando
todos os resultados, sendo presenca=1 e auséncia=0; segundo, como varidveis
quantitativas utilizando somente os resultados positivos obtidos; e terceiro, como
variaveis quantitativas utilizando todos os resultados, sendo adotado o valor “0” (zero)

para os resultados abaixo do limite de deteccao analitico.

4.4.1 Variaveis quantitativas

As variaveis quantitativas foram submetidas a analises de variancia e a regressao
utilizando o procedimento Proc Mixed (SAS Institute, Cary, NC, USA), com “tempo de
jejum” como efeito fixo, “dia de abate” como efeito aleatorio e “animal” como unidade
experimental. Além disso, para as variaveis fecais foi adicionado “momento de
colheita” como medida repetida (com estrutura de covariancia autoregressivo de
primeira ordem). “Kenward-Roger” foi utilizado para determinar os graus de liberdade
e “Tukey-Kramer” para ajustar as comparagdes multiplas.

Todas as analises de regressdo foram testadas desde a funcdo quadratica.

Analise dos residuos foi realizada para validar o modelo a cada variavel e
atender aos requisitos de normalidade e homocedasticidade. Neste sentido, para a
realizacdo das andlises estatisticas, 0s resultados obtidos a partir das anlises
microbianas e moleculares das amostras de fezes e de pele foram transformados em

escala logaritimica de base 10 por apresentarem melhor ajuste ao modelo proposto.
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Para cada variavel analisada, quando significativo (P < 0,05), optou-se pela
apresentacdo dos resultados da andlise de regressdo em relacdo aos da anélise de

variancia, devido ao maior valor bioldgico da mesma.

4.4.2 Variaveis binarias

As variaveis binarias foram submetidas a analises logisticas com “Odds Ratio”
utilizando o procedimento Proc Glimmix (SAS Institute, Cary, NC, USA), com o0s
mesmos efeitos e ajustes descritos para as variaveis quantitativas. Predicdo linear
marginal (“noblup”) adicionada da formula “y = exp(x)/[1+exp(x)]” foi utilizada para
calcular as ocorréncias estimadas e 0s respectivos intervalos de confianga com 95% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 EXCRECAO FECAL DE INDICADORES HIGIENICO-SANITARIOS E DE
STEC E EPEC

5.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas das fezes

8,00
Y = 5,639(+ 0,139) + 0,032(+ 0,003)*X P < 0,0001
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FIGURA 02 - Equacéo preditiva, com erro padrdo, do pH fecal de bovinos considerando o tempo de
jejum pré-abate ao qual foram submetidos.

Sendo: “Y”, o valor do pH fecal, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em horas.

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P < 0,0001)
que o pH das fezes foi de 5,83+0,16 nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e

aumentou 0,03 unidade a cada hora adicional (taxa de aumento linear), sendo de
6,40+0,21 nos bovinos com 24 horas (Figura 02).
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FIGURA 03 - Equacédo preditiva, com erro padréo, do percentual de matéria seca (MS%) das fezes de
bovinos considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram submetidos.

Sendo: “Y”, o valor do percentual de matéria seca (MS%) das fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-abate
em horas.
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Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0003)
que o percentual de matéria seca (MS%) das fezes foi de 23,05+0,47% nos bovinos com
6 horas de jejum pré-abate e reduziu 0,18% a cada hora adicional (taxa de reducgéo

linear), sendo de 19,86+0,35% nos bovinos com 24 horas (Figura 03).
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FIGURA 04 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, dos percentuais de fibra em detergente neutro

(FDN%) e acido (FDA%) das fezes de bovinos considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram
submetidos.

Sendo: “Y”, o valor percentual da referida fibra, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em horas.

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P < 0,0001)
que os percentuais de fibra em detergente neutro (FDN%) e acido (FDA%) das fezes
foram respectivamente de 43,20+1,98% e 29,10£1,44% nos bovinos com 6 horas de
jejum pré-abate e aumentaram 0,58% e 0,41% (taxas de aumento linear) a cada hora
adicional, sendo de 53,56+3,61% e 36,40+2,63% nos bovinos com 24 horas,

respectivamente (Figura 04).

5.1.2 Excrecéo fecal de indicadores higiénico-sanitarios
Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P < 0,0001)
gue a contagem de bactérias aerdbias mesofilas das fezes foi de 7,74+0,25 log UFC/g

nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e reduziu 0,02 log UFC/g/hora a cada hora
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adicional (taxa de reducéo linear), sendo de 7,40£0,18 log UFC/g nos bovinos com 24

horas (Figura 05).
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FIGURA 05 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de bactérias aerdbias mesodfilas
das fezes dos bovinos, considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram submetidos.
Sendo: “Y”, a contagem em log UFC/g de bactérias aerobias mesofilas das fezes, e “X”, o tempo de jejum

pré-abate em horas.

A concentracdo de E. coli genérica nas fezes permaneceu constante,
independentemente do tempo de jejum, entretanto, a concentracdo de coliformes totais

diferiu entre os bovinos com 6 e 12 horas de jejum pré-abate (sutil reducdo), conforme

Figura 06.
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FIGURA 06 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio das contagens de E. coli genérica e
coliformes totais nas fezes de bovinos submetidos a diferentes periodos de jejum pré-abate.
abc \zalores com letras distintas para 0 mesmo indicador séo diferentes (P < 0,05).
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5.1.3 Excrecao fecal de STEC e EPEC
Né&o foram detectadas diferengas (P > 0,05) nas ocorréncias de STEC (stx; e stx2)
e EPEC (Tabela 03), assim como, na quantificagdo de EPEC (Tabela 04) nas fezes dos

bovinos submetidos a diferentes tempos de jejum pré-abate.

TABELA 03 - Ocorréncia estimada (%), com Intervalo de Confianca (95%), de STEC e
EPEC nas fezes dos bovinos

Tempo de Jejum

Parametros 6 horas 12 horas 24 horas ValorP
1 22 24.42

EPEC (e2®) (951 51235,19) (14,86 —,22,56) (1643 34609 4

STEC (stx1) (8,72 7—’3;,21,94) (11,9?3253;8,28) (15,427i5j4,47) 03144

STEC (stxz) (3,016i6174,13) (4,689i1177,19) (8,381 i’ 222,19) 0:2412

TABELA 04 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio da contagem de
EPEC nas fezes dos bovinos

Parametros Tempo de Jejum
. EPM* Valor P
log copias/g 6 horas 12 horas 24 horas
EPEC (eae) 0,63 0,98 0,98 0,19 0,2960
*EPEC (eae) 3,91 4,30 4,01 0,17 0,2218

* Erro padrdo médio.
# Considerando somente os resultados positivos.

Nas condicGes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0306 e
P = 0,0023) que as contagens de STEC (stx1) nas fezes, considerando ou ndo 0s
resultados negativos, foram respectivamente de 0,63+0,38 e 3,80+0,23 log copias/g nos
bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e aumentaram 0,03 log copias/g (mesma taxa
de aumento linear) a cada hora adicional, sendo de 1,21+0,64 e 4,37+0,40 log cOpias/g

nos bovinos com 24 horas, respectivamente (Figura 07).
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FIGURA 07 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem meédia de STEC (stx;) das fezes,
considerando ou ndo os resultados negativos, em relagdo ao tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos
foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem média em log copias/g de STEC (stx;) das fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-
abate em horas.

Y =3,59(+ 0,20) + 0,04(+ 0,01)*X P =0,0051

C3q-ri4-FfH-FEEH

Y =0,12(+0,16) + 0,02(+ 0,01)*X P = 0,0407
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FIGURA 08 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de STEC (stxy) das fezes,
considerando ou ndo os resultados negativos, em relacdo ao tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos
foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem média em log copias/g de STEC (stxz) das fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-
abate em horas.
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Nas condi¢es estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0407 e
P = 0,0051) que as contagens de STEC (stx2) nas fezes, considerando ou ndo 0s
resultados negativos, foram respectivamente de 0,25+0,22 e 3,81+0,26 log cOpias/g nos
bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e aumentaram 0,02 e 0,04 log coOpias/g (taxas
de aumento linear) a cada hora adicional, sendo de 0,63+0,41 e 4,49+0,45 log copias/g

nos bovinos com 24 horas, respectivamente (Figura 08).

5.2 CONTAMINACAO DA PELE DOS BOVINOS
5.2.1 Indicadores higiénico-sanitarios

N&o foram detectadas diferencas entre os tratamentos para nenhum dos
indicadores higiénico-sanitarios avaliados na pele da regido do peito dos bovinos antes

do processo de esfola (Tabela 05).

TABELA 05 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio dos parametros
avaliados na pele da regido do peito dos bovinos

Parametros Tempo de Jejum
) EPM*  Valor P
log UFC/cm 6 horas 12 horas 24 horas
Aerobios mesofilos 5,14 5,29 5,04 0,17 0,0786
E. coli genérica 1,92 2,09 1,94 0,28 0,3635
Coliformes totais 2,02 2,17 2,04 0,29 0,4462

* Erro padrdo médio.

5.22STEC e EPEC

TABELA 06 - Razdo de Chances (“Odds Ratio”), com Intervalo de Confianga (95%),
de EPEC e STEC na pele da regido do peito dos bovinos

Parametro Comparacdo  Razdo de Chances IC 95% Valor P
12 hvs.6 h 2,42 (0,80-7,34)

EPEC (eae) 24 hvs.6 h 5,16* (1,67-15,95) 0,0162
24 hvs.12 h 2,13 (0,81-5,58)
12hvs.6 h 1,82 (0,61-5,40)

STEC (stx1) 24 hvs.6 h 7,82* (2,40-25,48) 0,0021
24 hvs.12 h 4,31* (1,44-12,90)
12hvs.6h 4,30 (0,45-40,78)

STEC (stx2) 24 hvs.6 h 5,68 (0,59-54,87) 0,3134
24 hvs.12 h 1,32 (0,30-5,84)

* Séo significativas as comparagdes com o nimero 1 ausente no Intervalo de Confianca (95%).
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FIGURA 09 — Ocorréncia estimada (%), com Intervalo de Confianga (95%), de STEC (stx: e stx,) na pele
da regido do peito dos bovinos.

abc \alores com letras distintas para 0 mesmo patdgeno (gene) sdo diferentes (P < 0,05).

A extensdo do tempo de jejum pré-abate de 12 para 24 horas resultou em maior
contaminacdo da pele na regido do peito por STEC (stx1), conforme Figura 09. Além
disso, as peles dos bovinos submetidos a 12 e 24 horas de jejum pré-abate apresentam,
respectivamente, 4,3 e 7,8 vezes maiores chances de serem contaminadas por STEC

(stx1) do que as dos bovinos com 6 horas (Tabela 06).

100
S 80
[9+]
©
(9]
E 60
2
o}
= 0 29,10°
S 16,15%
© 7,36 I

0

6 horas 12 horas 24 horas

Tempo de Jejum

FIGURA 10 - Ocorréncia estimada (%), com Intervalo de Confianca (95%), de EPEC (eae) na pele da
regido do peito dos bovinos.

abe \zalores com letras distintas séo diferentes (P < 0,05).
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A extensdo do tempo de jejum pré-abate de 6 para 24 horas resultou em maior
contaminacédo da pele na regido do peito por EPEC, conforme Figura 10. Além disso, as
peles dos bovinos submetidos a 24 horas de jejum pré-abate apresentaram 5,2 vezes
maior chance de serem contaminadas por EPEC do que as dos bovinos com 6 horas
(Tabela 06).

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0073)
que a contagem de EPEC na pele da regido do peito, considerando todos os resultados,
foi de 0,15+0,21 log copias/cm? nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e
aumentou 0,02 log cdpias/cm? a cada hora adicional (taxa de aumento linear), sendo

de 0,42+0,31 log copias/cm? nos bovinos com 24 horas (Figura 11).
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FIGURA 11 - Equacéao preditiva, com erro padrdo, da contagem média de EPEC na pele da regido do
peito considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos foram submetidos.
Sendo: “Y”, a contagem em log copias/cm? de EPEC na pele, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em horas.

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0012)
que a contagem de STEC (stx1) na pele da regido do peito, considerando todos os
resultados, foi de 0,20+0,31 log copias/cm? nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate
e aumentou 0,02 log copias/cm? a cada hora adicional (taxa de aumento linear), sendo
de 0,57+0,42 log copias/cm? nos bovinos com 24 horas (Figura 12).

N&o foi detectada diferenca entre os tratamentos (P > 0,05) considerando
somente os resultados positivos para EPEC e STEC (stx1) na pele da regido do peito dos
bovinos. Assim como, para 0 STEC (stx2), considerando ou ndo os resultados negativos
(Tabela 07).
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FIGURA 12 - Equacéo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de STEC (stx1) na pele da regido
do peito considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem em log copias/cm? de STEC (stx:) na pele, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em
horas.

TABELA 07 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio das contagens de
STEC e EPEC na pele da regido do peito dos bovinos

Parametro Tempo de Jejum
o ) EPM* Valor P
log copias/cm 6 horas 12 horas 24 horas
*EPEC (eae) 0,81 1,34 1,25 0,30 0,2001
*STEC (stx1) 0,98 1,57 1,49 0,42 0,1046
STEC (stx2) 0,01 0,06 0,07 0,03 0,1992
*STEC (stx2) 0,57 0,95 0,86 0,18 0,4932

* Erro padrdo médio.
# Considerando somente os resultados positivos.

5.3 CONDICAO HIGIENICA E SANITARIA DAS CARCACAS

5.3.1 Falhas sanitarias operacionais durante o processo de evisceragao

TABELA 08 - Ocorréncia estimada (%), com Intervalo de Confianca (95%), de bovinos
com ruptura do TGI e/ou com desvio ao DIF durante o processo de abate

Tempo de Jejum

Parametros Valor P
6 horas 12 horas 24 horas
14,52 5,57 5,54
Ruptura do TGI, % ’ ’ ’ 0,1185
P ° (6,95 - 36,81) (2,06 -20,89) (2,01 -20,65)
4,26 2,05 1,00
Desvio ao DIF, % 0,3801

(1,88-30,97) (0,67 -21,10) (0,19 — 15,91)

Embora bovinos com 6 horas de jejum pré-abate tenham apresentado

descritivamente maiores ocorréncias de rupturas do trato gastrointestinal (TGI) e de
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desvios ao Departamento de Inspecdo Final (DIF) durante o processo de abate (Tabela

08), estas diferencas ndo foram detectadas estatisticamente (P > 0,05).

5.3.2 Indicador higiénico-sanitario: bactérias aerdbias mesofilas

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P < 0,0001)
que a contagem de bactérias aerObias mesoéfilas na superficie das carcagas foi de
1,57+0,17 log UFC/cm? nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e aumentou 0,02
log UFC/cm? a cada hora adicional (taxa de aumento linear), sendo de 1,90+0,25 log

UFC/cm? nos bovinos com 24 horas (Figura 13).
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FIGURA 13 - Equacéo preditiva, com erro padréo, da contagem média de bactérias aerdbias mesofilas na
superficie de carcagas considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos foram submetidos.
Sendo: “Y”, a contagem em log UFC/cm? de bactérias aerdbias mesofilas na carcaga, e “X”, o tempo de
jejum pré-abate em horas.

5.3.3 Indicadores higiénico-sanitarios: E. coli genérica e coliformes totais

A extensdo do tempo de jejum pré-abate de 6 para 12 horas resultou em aumento
da ocorréncia do indicador E. coli genérica, na superficie das carcacas (Figura 14). As
carcacas dos bovinos submetidos a 12 e 24 horas apresentaram, respectivamente, 2,9 e
5,0 vezes maiores chances de serem contaminadas com E. coli genérica, em relacdo as
carcacas dos bovinos com 6 horas (Tabela 09).

A extensdo de 6 para 24 horas também resultou na maior ocorréncia do
indicador coliformes totais na superficie das carcacas (Figura 14), o que representou 2,3

vezes maiores chances de serem contaminadas por este indicador (Tabela 09).
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TABELA 09 - Razdo de Chances (“Odds Ratio”), com Intervalo de Confianga (95%),
de E. coli genérica e coliformes totais na superficie das carcagas

Parametro Comparacéo Razao de Chances IC 95% Valor P
12 hvs.6 h 2,92* (1,09-7,84)

E. coli 24 hvs.6h 5,02* (1,91-13,20)  0,0049
24 hvs.12 h 1,72 (0,76-3,89)
12 hvs.6h 2,18 (0,99-4,77)

Coliformes totais 24hvs.6 h 2,33* (1,07-5,09) 0,0572
24 hvs.12 h 1,07 (0,48-2,39)

* Sao significativas as comparagdes com o nimero 1 ausente no Intervalo de Confianca (95%).

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0009)
que a contagem de E. coli genérica na superficie das carcacas foi de 0,02+0,03
UFC/cm? nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e aumentou 0,003 UFC/cm? a
cada hora adicional (taxa de aumento linear), sendo de 0,06+0,04 UFC/cm? nos

bovinos com 24 horas (Figura 15).
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FIGURA 15 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de E. coli genérica na superficie
das carcagas considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem em UFC/cm? de E. coli genérica na carcaca, e “X”, o tempo de jejum pré-abate
em horas.

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, foi possivel constatar (P = 0,0012)
que a contagem de coliformes totais na superficie das carcacas foi de 0,16+0,16
UFC/cm? nos bovinos com 6 horas de jejum pré-abate e aumentou 0,01 UFC/cm? a cada
hora adicional (taxa de aumento linear), sendo de 0,36+0,22 UFC/cm? nos bovinos

com 24 horas (Figura 16).
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FIGURA 16 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de coliformes totais na superficie
de carcacas considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem em UFC/cm? de coliformes totais na carcaga, e “X”, o tempo de jejum pré-abate
em horas.

N&o foi detectada diferenga entre os tratamentos considerando somente o0s
resultados positivos para E. coli genérica e coliformes totais na superficie das carcagas
(Tabela 10).
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TABELA 10 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio das contagens de E.
coli genérica e coliformes totais na superficie das carcacgas

Parametro Tempo de Jejum
) EPM* Valor P
UFC/cm 6 horas 12 horas 24 horas
*E. coli genérica 0,09 0,11 0,14 0,03 0,3555
#Coliformes totais 0,31 0,34 0,45 0,15 0,2407

* Erro padrdo médio.
# Considerando somente os resultados positivos.

5.3.4 STEC e EPEC
Todas as amostragens realizadas nas carcaca tiveram resultado abaixo do limite
de deteccgdo da gPCR (< 0,35 log copias/cm?) para STEC (stxi e stxz) e EPEC (eae).
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6 DISCUSSAO
6.1 EXCRECAO DE INDICADORES HIGIENICO-SANITARIOS

O tempo de jejum pré-abate no presente estudo caracterizou-se por total jejum
alimentar e somente as duas primeiras horas também por jejum hidrico. A extensdo do
tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas ocasionou reducdo do teor de MS% (Figura
03) e aumento dos teores de FDN% e FDA% (Figura 04) das fezes dos bovinos. Estes
resultados estdo relacionados com a degradacdo de carboidratos e proteinas soluveis
pela microbiota do trato gastrointestinal (TGI) e a absorcao pelo animal dos produtos do
metabolismo microbiano (BERCHIELLLI et al., 2011), o que resultou no decréscimo do
teor de MS%, conforme também verificado por Gregory et al. (2000) e Jacobson et al.
(2002), e na concentracdo dos teores de FDN% e FDA%, que sdo compostos
essencialmente por carboidratos estruturais e proteinas insollveis, cujas degradacdes
pela microbiota constituem-se em processos lentos e complexos (BERCHIELLI et al.,
2011).

A extensdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas também resultou na
gradual elevacdo do pH fecal (Figura 02). Dentre outros fatores, o pH do TGI esta
relacionado a concentracdo dos acidos organicos volateis (AOV) presentes, tais como,
acético, propionico, butirico e latico, que sdo produtos do metabolismo microbiano e a
principal fonte de energia para os animais ruminantes (BERCHIELLI et al., 2011).
Portanto, durante o jejum alimentar provavelmente ocorreu a absor¢do de AOV com
consequente aumento do pH fecal (CALLAWAY et al., 2013a; POINTON et al., 2012).

O decréscimo de aerébios mesofilos nas fezes ao longo do jejum alimentar
(Figura 05) pode estar relacionado com a menor disponibilidade de nutrientes para a
manutencdo da microbiota, principalmente no intestino grosso (BERCHIELLI et al.,
2011). Entretanto, Gregory et al. (2000) verificou aumento de aerébios mesdéfilos nas
fezes em bovinos Bos tauros (Angus) criados em pastagem e submetidos a 42 horas de
jejum alimentar, sendo: 24 h na baia, 2 h de transporte e mais 16 h de curral de abate.
Esta discordancia pode estar relacionada com diferencas na dieta, uma vez que 0S
animais do presente estudo receberam dieta com 30% de volumoso e 70% de
concentrado, a qual apresenta maior taxa fermentativa ruminal e biodisponibilidade, e
menor producéo de fezes (BERCHIELLI et al., 2011).

Conforme explanado por Callaway et al. (2013a) e Pointon et al. (2012), os

principais limitantes & proliferacdo de E. coli genérica e E. coli O157:H7 no TGI de
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bovinos sdo o baixo pH e a alta concentracdo de AOV devido a sua citotoxicidade.
Portanto, a porcdo final do intestino grosso constitui-se no principal local de
colonizacdo e multiplicacéo de E. coli O157:H7, devido ao pH mais elevado e & menor
concentracdo de AOV (GRAUKE et al., 2002; CALLAWAY et al., 2013a).

Por este motivo, a extensdo do jejum alimentar tem sido associada ao aumento
da concentragdo gastrointestinal de enterobactérias e E. coli genérica (GREGORY et al.,
2000; CALLAWAY et al., 2013a), assim como, a maior ocorréncia e concentragdo
intestinal de E. coli O157:H7 (BUCHKO et al., 2000; CALLAWAY et al., 2013a;
POINTON et al., 2012).

Entretanto, no presente estudo, a extensao do jejum pré-abate entre 6 e 24 horas
ndo influiu na concentragdo de E. coli genérica e pouco alterou a excrecao de coliformes
totais (Figura 06). Por outro lado, houve aumento do pH fecal (Figura 02), indicando
possivel reducdo de AOV, o que deveria resultar em maior concentracdo destes
indicadores nas fezes (GREGORY et al., 2000), principalmente por serem bovinos
terminados com dieta composta por 70% de concentrado e 30% de volumoso, que
resulta em menor concentracdo de AGV no intestino grosso em relacdo a dieta
composta por pastagem (CALLAWAY et al., 2013a). Todavia, enquanto foi observado
constante concentracdo de E. coli, a concentracdo de bactérias aerdbias mesdfilas
decresceu ao longo do tempo de jejum, o que poderia indicar um favorecimento do
ambiente intestinal para a manutencdo de E. coli genérica.

Esta discordancia também pode estar relacionada com possiveis componentes
inibitdrios presentes na dieta fornecida aos animais (CALLAWAY et al., 2013a). Visto
que, pouco se sabe sobre a interferéncia de alguns residuos agricolas utilizados na
nutricdo de bovinos, como caroco e polpa de algoddo, assim como casca e farelo de
soja, sobre a ecologia da E. coli no TGI e que sdo amplamente utilizados na pecuéaria
intensiva brasileira (GERON et al., 2014).

6.2 EXCRECAO DE STEC E EPEC

Conforme explanado por Callaway et al. (2013a) e Nastasijevic et al. (2014),
devido a sua importancia econdmica e em saude publica, existe um vasto conhecimento
a respeito da ecologia da E. coli O157:H7 no trato gastrointestinal dos bovinos e da

epidemiologia no ambiente. Entretanto, neste sentido, pouco se sabe sobre os demais
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sorogrupos de STEC e EPEC (MONAGHAN et al., 2011; MOXLEY; SMITH, 2010;
POLIFRONI et al., 2012).

Portanto, muitos dos resultados apresentados neste estudo para STEC (stx: e
stx2) e EPEC séo inéditos e para a discussédo dos mesmos foi utilizado o conhecimento
existente para E. coli O157:H7.

A extensdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas aumentou a
concentracdo de STEC, tanto para stxi (Figura 07) como stx. (Figura 08) nas fezes dos
bovinos. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas na concentracdo de EPEC (Tabela
04). Estes resultados de STEC corroboram com o0s existentes para E. coli O157:H7
(BUCHKO et al.,, 2000; CALLAWAY et al., 2013a; POINTON et al.,, 2012),
demonstrando que o jejum alimentar também favorece a concentracdo de STEC nas
fezes.

Além disso, o fato preocupante dos bovinos positivos terem apresentado pelo
menos 3,6 log de STEC (stx: e stx2) por grama de fezes, com alguns animais, inclusive,
excretando mais de 6 log/g, remete a necessidade de estudos adicionais para a
caracterizacdo e a mitigacdo desta populacdo de STEC perante a sua importancia
econbmica e em saude publica, principalmente em relacdo ao gene stxz, que esta
incriminado a maioria dos surtos severos com a necessidade de hospitalizacdo
(ARTHUR et al., 2010; MUNNS et al., 2015; USDA-FSIS, 2012a, 2012b).

Estudos tém indicado um efeito paradoxal do jejum pré-abate, visto que, essa
maior excrecdo fecal de E. coli O157:H7 pode estar associada tanto a reducdo de AOV
no TGI, como a imunosupressao induzida por estresse que ocorre durante o periodo pré-
abate (CROSSLAND et al., 2015). Além de desconhecido para STEC, este segundo
efeito pode ser especialmente importante na pecuaria brasileira, dado que mais de 80%
do rebanho bovino brasileiro € composto por animais Bos indicus, principalmente da
raca Nelore (FERRAZ; FELICIO, 2010), e que sdo caracterizados pela maior
reatividade e susceptibilidade ao estresse em relacdo aos animais Bos tauros
(SILVEIRA et al., 2008).

Nesta pesquisa, embora descritivamente evidente, ndo foi detectado aumento, ao
nivel de 5% de significancia, nas ocorréncias de STEC (stx1 e stxz) e EPEC nas fezes
dos bovinos (Tabela 03). Entretanto, estes resultados sinalizam um possivel aumento de
bovinos colonizados e excretando STEC e EPEC devido a extensdo do jejum alimentar
entre 6 e 24 horas. O que corrobora com Kudva et al. (1995) para E. coli O157:H7 e
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reforca a necessidade de estudos adicionais para a caracterizacdo e mitigacdo destes
patdgenos.

Esses aumentos na ocorréncia e na concentracdo de STEC sdo preocupantes,
principalmente no que se refere ao fator de viruléncia stx, que esta relacionado ao
aumento da patogenicidade e frequentemente associado a casos severos e mortes em
humanos, particularmente devido a SHU, que acomete, principalmente, criangas, idosos
e imunocomprometidos (HE et al., 2012; KARMALI et al., 2010).

6.3 CONTAMINACAO DA PELE DOS BOVINOS

No presente estudo, o tempo de jejum pré-abate dos bovinos avaliados
caracterizou-se, em média, por 2 horas para manejo, embarque, transporte por 24 km e
desembarque e, no restante do tempo, 0s animais permaneceram nos currais de abate
sob dieta hidrica. Ou seja, a principal diferenca entre os tratamentos deste estudo foram
os diferentes tempos de permanéncia dos bovinos nos currais de abate.

A extensdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas ndo aumentou a
concentracdo de aerdbios mesofilos, E. coli genérica e coliformes totais na regido do
peito da pele dos bovinos (Tabela 05). Estes resultados estdo em desacordo com o
conhecimento vigente (BUNCIC et al., 2014; CALLAWAY et al., 2013a; POINTON et
al., 2012), visto que, a contaminacao da pele dos bovinos aumenta em funcdo do tempo
em locais com alta densidade animal, como o curral de abate (CALLAWAY et al.,
2013a; USDA-FSIS, 2014a). Além disso, esta serd agravada quando ndo ocorre 0 jejum
alimentar prévio na propriedade rural, devido a maior quantidade de fezes que serdo
excretadas neste ambiente com alta densidade (GREGORY et al., 2000; POINTON et
al., 2012).

Ademais, crescente concentracdo microbiana fecal também tem sido associada a
crescente contaminacdo da pele dos bovinos (ARTHUR et at., 2010; POINTON et al.,
2012), entretanto, no presente estudo também ndo foi detectado aumento na
concentracdo fecal desses indicadores em funcédo do tempo de jejum pré-abate (Figura
05 e 06).

Durante o processamento estatistico dos dados, observou-se que o efeito do “dia
de abate” foi sempre mais expressivo (frequente P < 0,0001) do que o proprio efeito de
tratamento, entretanto, ndo houve interacdo significativa (P > 0,05) entre estes efeitos.
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Essa elevada variabilidade, considerada aleatéria, pode ter sido a responsavel por
ocultar as diferencas esperadas entre os tratamentos para esses indicadores.

Por outro lado, a extensdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas
aumentou em até 5 vezes o risco de contaminacdo da pele dos bovinos na regido do
peito por STEC (stxy; Figura 09 e Tabela 06) e em até 8 vezes por EPEC (Figura 10 e
Tabela 06). Além disso, também aumentou gradativamente a concentracdo de STEC
(stx1; Figural?) e de EPEC nesta regido ao longo do jejum pre-abate (Figura 11).

Estes resultados corroboram com o0s existentes para E. coli O157:H7
(CALLAWAY et al., 2013a; DUFFY et al., 2014; NASTASIEVIC et al., 2014;
POINTON et al., 2012), demonstrando que o jejum alimentar de bovinos e a
permanéncia no curral de abate gradativamente aumentam as ocorréncias e as
concentracdes de STEC e EPEC na pele dos bovinos.

Trés aspectos importantes podem ser 0s responsaveis por estes resultados:
primeiro, a auséncia de jejum pré-embarque (GREGORY et al., 2000; POINTON et al.,
2012), segundo, a crescente concentragdo de STEC nas fezes (ARTHUR et al., 2010;
POINTON et al., 2012), conforme verificado por este estudo (Figura 07 e 08), e
terceiro, a permanéncia dos bovinos em locais com alta densidade animal, como 0s
currais de abate (DEWELL et al., 2008a; FRIESEMA et al., 2011; POINTON et al.,
2012; VIDOVIC; KORBER, 2006).

Nesta pesquisa, embora descritivamente perceptivel, ndo foi detectado aumento,
ao nivel de 5% de significancia, na ocorréncia (Figura 09) e na concentracdo (Tabela
07) de STEC (stx2) na regido do peito da pele dos bovinos em fungdo da extensdo do
jejum alimentar entre 6 e 24 horas. Entretanto, torna-se necessario destacar esta
observacdo devido a importancia do fator de viruléncia stx. da STEC em saude publica
(HE et al., 2012; KARMALI et al., 2010).

6.4 CONDICAO HIGIENICA E SANITARIA DAS CARCACAS

Embora descritivamente evidente, a reducdo do tempo de jejum pré-abate entre 6
e 24 horas nao aumentou, ao nivel de 5% de significancia, as ocorréncias de rupturas do
TGI por falhas sanitarias operacionais e de desvios de carcaga para o DIF devido a
contaminacdes por conteudo do TGI (Tabela 08).

Estes resultados sugerem que ainda existe a necessidade de submeter os bovinos

a um certo tempo de jejum alimentar pré-abate com o objetivo de reduzir o volume do
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TGI e facilitar o processo de evisceracdo (PARDI et al., 2005; POINTON et al., 2012;
WARRISS, 2010), mesmo com a evolugdo tecnoldgica dos equipamentos e das
operagOes sanitarias durante o processo de abate para minimizar a ocorréncia de
rupturas e de extravasamentos do contetdo do TGI, que resultam na contaminacao
pontual de carcacas (BUNCIC et al., 2014; MILIOS et al., 2014; POINTON et al.,
2012; SERRAINO et al.,, 2012). Assim sendo, tem-se recomendado que este breve
periodo de jejum alimentar pré-abate dos bovinos seja realizado na propriedade rural
(pré-embarque), preferencialmente em um ambiente com baixa densidade animal
(CALLAWAY et al., 2013a; GREGORY et al., 2000; POINTON et al., 2012).

Por outro lado, no presente estudo, a extensdo do tempo de jejum pré-abate entre
6 e 24 horas resultou no aumento gradual de aer6bios meséfilos na superficie das
carcacas (Figura 13). Além disso, o risco de contaminacdo das carcacas por E. coli
genérica e coliformes totais aumentam em até 5 e 2 vezes, respectivamente, com a
extensdo do jejum pré-abate entre 6 e 24 horas (Figura 14 e Tabela 09). As
concentragfes de E. coli genérica (Figura 15) e coliformes totais (Figura 16) na
superficie das carcacas também aumentaram gradativamente ao longo do jejum pré-
abate.

Para o atual sistema de abate, existe um concenso técnico-cientifico de que as
fezes sdo a principal origem da contaminacao da pele, e a pele é a predominante fonte
de contaminacdo da carcaca bovina, que ocorre principalmente durante o processo de
esfola (ARTHUR et al., 2007; BUNCIC et al., 2014; HAUGE et al., 2012; SERRAINO
et al., 2012). Em particular, a regido do peito dos bovinos, que é considerada o local
mais contaminado, tanto na pele como na carcaca obtida (GILL, 2004; HAUGE et al.,
2012; 1SO, 2003; MCEVOQY et al., 2000).

Em vista disso, o gradativo aumento da contaminacao das carcacas por aerobios
mesofilos, E. coli genérica e coliformes totais com a extensao do tempo de jejum pré-
abate, conforme verificado por este estudo (Figuras 13, 14, 15 e 16 e Tabelas 09),
deveria ter sido precedido de gradativo aumento da concentragdo microbiana fecal
(GREGORY et al., 2000; CALLAWAY et al., 2013a) e também de gradativo aumento
da contaminacdo da pele (ARTHUR et al., 2010; POINTON et al., 2012). Entretanto,
ambos aspectos ndo foram observados neste estudo para esses indicadores higiénico-

sanitarios.
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Provavelmente, esse gradual aumento observado na contaminacdo das carcacas
ndo esta relacionado propriamente com o jejum alimentar, dado que, ndo foi observado
aumento na concentracdo fecal desses indicadores higiénico-sanitarios ao longo do
tempo de jejum alimentar (Figuras 05 e 06), conforme também apontado por Pointon et
al. (2012) e Jordan e McEwen (1998). Dessa forma, este gradual aumento na
contaminacéo das carcacgas por estes indicadores possivelmente esteja mais relacionado
com a continua permanéncia dos bovinos em um ambiente com alta densidade, como o
curral de abate, e que foi agravado pela auséncia de jejum pré-embarque na propriedade
rural (GREGORY et al., 2000; POINTON et al., 2012).

Neste estudo, a analise das carcacas considerou as regides do coxdo, flanco,
peito e pescoco (ISO, 2003), entretanto, a analise das peles considerou somente a regido
do peito. Portanto, possivelmente outras regides da pele dos bovinos, como coxao,
flanco e/ou pescoco, divergiram entre os tratamentos para esses indicadores higiénico-
sanitarios, o que justificaria os resultados observados nas carcacas.

Do ponto de vista higiénico-sanitario e de controle de producdo, a possibilidade
de reduzir a ocorréncia e/ou a contagem de indicadores higiénico-sanitarios, como
bactérias aerdbias mesofilas e E. coli genérica, em testes bacterianos de rotina
realizados em carcacas (COMISSAO EUROPEIA, 2007; USDA-FSIS, 1996),
representa a desejavel reducdo de falhas higiénico-sanitarias no controle de producéo,
principalmente em indudstrias que utilizam o plano de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle — APPCC (MILIOS et al., 2014).

Embora exista um concenso técnico-cientifico entre a extensdo do tempo de
jejum pré-abate, que contempla o tempo de transporte e de curral de abate, e 0 aumento
de E. coli O157:H7 em carcacas bovinas (CALLAWAY et al., 2013a; DUFFY et al.,
2014; NASTASIJEVIC et al., 2014; POINTON et al., 2012), nenhuma das carcacas
avaliadas no presente estudo apresentaram ocorréncia de STEC (stx1 ou stx2) e/ou de
EPEC.

Diferente dos indicadores higiénico-sanitarios avaliados, houve gradativo
aumento na concentracdo fecal de STEC (stx: ou stx2) (Figuras 07 e 08), além de
gradativo aumento na contaminagédo da pele da regido do peito por STEC (stx1) e EPEC
(Figuras 09, 10, 11 e 12, e Tabela 06) com a extensdo do tempo de jejum pré-abate, o
que também deveria ter resultado em gradativo aumento de STEC nas carcagas bovinas.
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Uma possivel explicacdo para este resultado inesperado foi a sensibilidade das
anélises moleculares, considerada uma das limitagdes do presente estudo. Devido ao
objetivo quantitativo, ndo foi realizado o recomendado enriquecimento prévio das
amostras em meio de cultivo seletivo (USDA-FSIS, 2015, 2014b, 2014c). Além disso,
uma pequena aliquota das amostragens por esponja foi utilizada, 1,4 ml, que
corresponde a 22,4 cm? de area amostrada. Ademais, também foi observado que a
maioria dos resultados positivos situaram-se préximos ao limite de deteccdo anaitico da

gPCR, o que indica a possibilidade de muitos resultados falso negativos.

6.5 IMPLICACOES

Em principio, muitas das caracteristicas do sistema produtivo brasileiro, como a
auséncia de jejum alimentar na propriedade rural e o excessivo tempo de transporte e de
curral de abate, que resultam em excessivo tempo de jejum alimentar total, vdo em
desencontro aos extenuantes esforcos adotados por muitos paises para o controle e
reducdo de patdgenos, como STEC, da cadeia produtiva bovina (BUNCIC et al., 2014;
CALLAWAY etal., 2013a; POINTON et al., 2012).

Portanto, existe a iminente necessidade de estudos que elucidem a ecologia, a
epidemiologia e o real impacto em saude publica de STEC no Brasil. Para que, desta
forma, possam ser elaboradas Boas Praticas Agropecuarias para o controle e mitigacao
deste patogeno da carne bovina, cabiveis de aplicacdo nos diversos cenarios produtivos
da pecuaria brasileira.

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, a reducdo do tempo de jejum pré-
abate entre 6 e 24 horas de bovinos Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento,
pode representar para as industrias a reducdo de custos operacionais com o setor dos
currais, tais como, agua, energia, funcionarios, manutenc@es, assim como, a reducdo de
custos com a infraestrutura dos currais de abate, como o tamanho e a quantidade dos
mesmos, devido ao menor tempo de permanéncia dos bovinos no estabelecimento, ou
seja, devido ao maior giro produtivo.

Também pode representar menos condenagdes e desvios higiénico-sanitarios no
controle de producdo, maior rendimento produtivo e incremento na validade comercial,

devido a melhor condicao higiénico-sanitaria durante o processo de abate dos bovinos.



51

A possibilidade de reduzir STEC na carne bovina, além de ser um fomento a
salde publica, constitui-se em um estimulo a economia brasileira devido a reducdo de
barreiras comerciais e a menor devolugdo de mercadorias.

Entretanto, nas condigcdes estabelecidas por este estudo, ndo se recomenda a
aplicacdo de jejum pré-abate total inferior a 6 horas sem a realizacdo de estudos
adicionais, devido a possibilidade de aumento na ocorréncia de rupturas do TGI durante
0 processo de evisceragao.
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7 CONCLUSOES

Nas condigdes estabelecidas por este estudo, a reducdo do tempo de jejum pré-
abate entre 6 e 24 horas de bovinos Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento,
melhora a condi¢éo higiénico-sanitaria durante o processo de abate, tanto para bactérias
indicadoras da condicdo higiénica e sanitaria, como para os patégenos STEC e EPEC.
Uma vez que reduz a excre¢cdo de STEC e EPEC pelos bovinos, minimiza a
contaminacdo da pele por STEC e resulta em melhor condigdo higiénico-sanitéaria das

carcacas.
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RESUMO

Um total de 180 bovinos Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento, foi
dividido em grupos com 6, 12 ou 24 horas de jejum pré-abate para verificar se a reducao
deste tempo resulta em menor excrecdo fecal de indicadores higiénico-sanitarios e
Escherichia coli diarreiogénicas. Amostras de fezes pré e pds-jejum foram colhidas e
analisadas para bactérias aerdbias mesofilas, E. coli genérica, coliformes totais, E. coli
produtora de toxinas Shiga (STEC) e enteropatogénica (EPEC), assim como, pH e
teores percentuais de matéria seca (MS%) e de fibras em detergente neutro (FDN%) e
acido (FDA%). Os dados foram analisados com analises de variancia e regressoes, ao
nivel de 5% de significancia. A extensdo do tempo de jejum pré-abate reduziu a MS%,
mas elevou o pH, FDN% e FDA% das fezes. O gradual aumento do tempo de jejum

pré-abate resultou em maior excre¢do fecal de STEC (stx: e stx2), entretanto, houve
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decréscimo de aerdbios mesofilos e reducdo de coliformes totais entre 6 e 12 horas
jejum pré-abate, mas EPEC e E. coli genérica permaneceram constantes. Este estudo
concluiu que a excrecdo fecal de STEC por Nelores terminados em confinamento pode
ser minimizada com a reducédo do tempo de jejum pré-abate. Para as inddstrias da carne
isto pode representar a reducédo de custos operacionais e com a infraestrutura dos currais
de abate. A reducédo de STEC, além de ser um fomento a salude publica, constitui-se em
um estimulo a economia brasileira pela reducdo de barreiras comerciais e menor
devolucédo de mercadorias.

Palavras-chave: Bos indicus, curral de abate, EPEC, jejum, STEC

ABSTRACT

A total of 180 Bos indicus (Nellore) cattle finished in feedlot were divided into groups
of 6, 12 or 24 hours of pre-harvest fasting to verify if time reduction results in lower
hygienic-safety indicators and diarrheagenic Escherichia coli shedding. Pre-fasting and
post-fasting samples of feces were collected and analyzed for mesophilic aerobic
bacteria, generic E. coli, total coliforms, Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and
enteropathogenic E. coli (EPEC), as well as pH and content percentage of dry matter
(DM%), neuter detergent fiber (NDF%) and acid detergent fiber (ADF%). Data were
analyzed with analyses of variance and regressions at 5% significance. The extension of
time of pre-harvest fasting reduced DM% but increased pH, NDF% and ADF% of
feces. The gradual increase of pre-harvest fasting resulted in greater STEC (stx: and
stx2) shedding. However, there was decrease in mesophilic aerobes and reduction of
total coliforms between 6 and 12 hours, but EPEC and generic E. coli remained

constants. In this study, it was concluded that pre-harvest fasting time reduction of



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

70
feedlot-finished Nellore cattle can reduce STEC shedding. For the meat industry, can
represent a reduction of costs with operations and facilities of lairage pens. STEC
reduction, besides being a development in public health, becomes a stimulus to the
Brazilian economy by decreasing commercial barriers and return of goods.

Keywords: Bos indicus, EPEC, feces, lairage, STEC

INTRODUCAO

Nos ultimos anos a Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), emergiu
como 0 maior risco associado as carnes vermelhas, tanto em aspectos de salde publica,
como em barreiras técnicas, comerciais e devolucGes de mercadorias (EFSA, 2013a,
2013b; DUFFY et al., 2014), em vista disso, sete sorotipos de STEC foram declarados
pelos Estados Unidos como adulterantes da carne bovina (USDA-FSIS, 2012a).

Os bovinos sdo os principais reservatorios naturais de STEC, além da E. coli
enteropatogénica (EPEC), e estdo epidemiologicamente relacionados a maioria dos
surtos em humanos (BUNCIC et al., 2014; DUFFY et al., 2014; BAKER et al., 2016).
As principais condutas de prevencado e controle estdo relacionadas a reduzir a excrecao
fecal e a mitigar a contaminacéo da pele dos bovinos por estes patégenos, de modo a
diminuir a contaminacgdo das carcacgas durante o processo de abate (POINTON et al.,
2012; CALLAWAY et al., 2013; CROSSLAND et al., 2015).

Neste sentido, a realizacdo do jejum alimentar pré-abate é considera critica, visto
que, a0 mesmo tempo que reduz o volume do trato gastrointestinal e facilita o processo
de eviceracdo, reduzindo o risco de falhas sanitarias operacionais e de contaminacdes
pontuais de carcagas (POINTON et al., 2012). Também resulta na maior colonizagéo do

trato gastrointestinal e excrecdo fecal de patogenos, como a STEC, devido
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principalmente, a absor¢do de 4&cidos organicos e a elevagdo do pH do trato
gastrointestinal (POINTON et al., 2012; CALLAWAY et al., 2013). Como agravantes,
as etapas de transporte e de curral de abate potencializam a contaminacdo da pele dos
bovinos devido a elevada densidade animal nestes ambientes, especialmente com a
maior duracdo destas etapas (ARTHUR et al., 2010; CALLAWAY et al., 2013).

A legislacdo brasileira exige a permanéncia minima de 24 horas dos bovinos nos
currais de abate para a realizacdo do chamado periodo de jejum, descanso e dieta
hidrica, podendo esse ser reduzido para 6 horas caso o tempo de transporte seja inferior
a 2 horas (BRASIL, 1952). Entretanto, convencionou-se pelas industrias que 0s bovinos
sejam abatidos no dia posterior a sua chegada. Em contrapartida, em muitos paises da
Europa e da América do Norte € comum que 0s animais sejam abatidos no mesmo dia
do desembarque (ARTHUR et al., 2007; DEWELL et al., 2008; FERGUSON;
WARNER, 2008). Além disso, a legislacdo europeia estabelece que os bovinos sejam
alimentados se o abate ndo ocorrer em até 12 horas de jejum no estabelecimento
(COMISSAO EUROPEIA, 2009).

No Brasil, no que se refere ao periodo de jejum, descanso e dieta hidrica de
bovinos, permanecem conceitos antigos e restritivos a todas as situa¢fes produtivas, ndo
havendo um bom-senso técnico-cientifico. Desta forma, existe uma perceptivel caréncia
de evidéncias cientificas baseadas no cenario nacional que auxiliem na adequacdo deste
periodo nos mais diversos sistemas produtivos da carne bovina brasileira. Perante estes
aspectos, o presente estudo teve como objetivo verificar se a reducdo do tempo de jejum
pré-abate resulta em menor excrecdo fecal de indicadores higiénico-sanitarios e E. coli

diarreiogénicas.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

72
MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/FMVZ/UNESP, Botucatu, SP, Brasil, conforme Protocolo n° 44/2015.

Este estudo foi composto por trés abates de um lote de 60 bovinos que foi
dividido aleatoriamente em trés grupos (tratamentos), sendo: 20 bovinos com 6 horas,
20 com 12 horas e 20 com 24 horas de jejum pre-abate. Estes periodos contemplavam
desde os desalojamentos da baia de confinamento até o abate dos bovinos. Ao término
dos trés abates foram utilizados 180 bovinos, totalizando 60 animais por tratamento.

Os trés lotes foram fornecidos por uma propriedade rural situada no Municipio
de Terenos, MS, entorno do Pantanal, e os trés abates foram realizados em um
abatedouro frigorifico, sob fiscalizacdo do Servico de Inspecdo Federal — SIF,
localizado no Municipio de Campo Grande, MS, distante 24 km da propriedade rural,
via estrada pavimentada.

Os critérios de inclusdo dos lotes foram bovinos Bos indicus, com predominio da
raca Nelore, machos, ndo castrados, com até quatro dentes permanentes, faixa de peso
entre 480 e 540 kg e terminados em confinamento por 90 dias. A dieta fornecida aos
bovinos foi composta, na propor¢cdo em matéria natural (M.N.%), por: 27,7% de
silagem de capim, 37,6% de milho gréo, 14,4% de gliten umido de milho, 9% de
caroco de algodéo, 3,2% de casca de soja, 2,4% de torta de algodéo, 2,2% de farelo de
soja, 0,6% de ureia, 0,4% de Prote-N (Grasp) e 2,4% de nucleo confinamento.

No curral da propriedade rural, os animais dos tratamentos foram,
individualmente, contidos em tronco de contencédo para a colheita das fezes da ampola
retal (pré-jejum). Amostragens das fezes pos-jejum foram realizadas na sala de abate

logo apds a inspecdo das visceras gastrointestinais pelo SIF. O tempo maximo entre a
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colheita e o processamento das amostras nao ultrapassou 24 horas, conforme
recomendacdes da 1SO 17604:2003 (1SO, 2003).

Todas as amostras foram diluidas (BRASIL, 2003), homogeneizadas e
analisadas para contagem de bactérias aerobias mesoéfilas segundo o método AOAC
990.12 (AOAC, 2012a) e ocorréncias e contagens de Escherichia coli B-glucuronidase
positiva (E. coli genérica) e de coliformes totais, respectivamente conforme os métodos
AOAC 998.08 (AOAC, 2012b) e AOAC 991.14 (AOAC, 2012c), todos utilizando
placas 3M™ Petrifilm™.

O pH foi medido a partir de uma solu¢do homogeneizada de 10 g de fezes com
10 ml de agua destilada, utilizando peagbmetro de puncdo direta com termdmetro
acoplado (Modelo HI 99163 - Hanna Instruments), previamente calibrado com solucdes
tampdes de pH 4,0 e 7,0 (Merck).

Foram selecionadas aleatoriamente 63 amostras de fezes pos-jejum e 18
amostras de fezes pré-jejum correspondentes. Destas foram realizadas a quantificacdo
centesimal da matéria seca (MS) segundo método AOAC 934.01 (AOAC, 2012d),
assim como, da fibra em detergente neutro (FDN) e da fibra em detergente acido (FDA)
segundo métodos descritos por Van Soest et al. (1991) e modificados por Berchielli et
al. (2001), utilizando determinador de fibra (TE-149 - TECNAL).

Para as analises moleculares, o gene rep da regido ORF-1 conservada do
Circovirus Suino Tipo 2 (PCV-2) foi adicionado as amostras e utilizado como gene
normalizador. Foram aceitas somente as extragcdes que apresentaram concentracao viral
de 4,2+0,2 log copias/ul apos gPCR segundo Cruz e Araujo (2014). As amostras ainda

congeladas foram pesadas (0,180 a 0,205 g) e o DNA foi extraido utilizando o kit
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“QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit — QIAGEN”, com protocolo para detecgdo de
patogenos.

Todas as andlises foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems) com o 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems). Estas
tiveram a mistura de reacdo com volume final de 20 pl, sendo destes, 10 pl de GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega) e 4,0 ul de amostra (DNA extraido). A concentra¢ao dos
iniciadores (“primers”) para os genes rep (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002) e eae
(Hardegen et al., 2010) foi de 0,25 UM e para os genes stxi (Bellin et al., 2001) e stx.
('Yoshitomi et al., 2006) foi de 0,15 pM. A programacao utilizada consistiu em 95°C por
10 minutos, seguido por 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos,
sendo ao final, determinada a curva de dissociacao.

A cepa EDL-933 (RILEY et al., 1983; PERNA et al., 2001) de E. coli STEC
0157:H7 foi adotada como controle positivo, e a cepa C-600 (APPLEYARD, 1953) de
E. coli como controle negativo, além de agua “Nuclease-Free” (Promega). A
quantificacdo dos controles foi determinada por densidade Optica segundo Sezonov et
al. (2007), seguido de cultivo em &gar MacConkey (Difco™ MacConkey Agar - BD)
conforme Feng et al. (2016).

As amostras positivas na triagem foram submetidas a quantificacdo. Foi utilizada
curva padrdo de 6 pontos, em duplicata, preparadas com “pool” de amostras negativas,
as quais também foram utilizadas como terceiro controle negativo. A especificidade foi
estabelecida pelo pico de dissociacdo das amostras em relacdo ao pico do controle
positivo (Tm +£1°C) e a sensibilidade por meio do “Ct endpoint” também do controle
positivo. Todas as analises tiveram curva padrdo com R? > 0,99 e a eficiéncia da reacio

situou-se entre 90 e 95% para 0s genes stxz e eae, entretanto, entre 80 e 85% para 0 gene
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stxs. As amostras com < 3,18 log copias/g foram consideradas negativas e adotado o
valor “0” (zero) como resultado para os procedimentos estatisticos.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no software SAS versdo 9.4 (TS
Level 1M2) considerando um nivel de significancia de 5%. Variaveis quantitativas
foram analisadas com modelos mistos de analise de variancia e regressao utilizando o
procedimento Proc Mixed (SAS Institute, Cary, NC, USA), com o “tempo de jejum”
como efeito fixo, o “dia de abate” como efeito aleatorio € o “animal” como unidade
experimental. Além disso, foi adicionado “momento de colheita” como medida repetida.
Foi utilizado “Kenward-Roger” para determinar os graus de liberdade e “Tukey-
Kramer” para ajustar as comparagdes multiplas. As variaveis binarias foram analisadas
com modelos mistos generalizados logisticos com razdo de chances utilizando o
procedimento Proc Glimmix (SAS Institute, Cary, NC, USA), com os mesmos efeitos e
ajustes descritos para as varidveis quantitativas. Predicdo linear marginal (‘“noblup”)
adicionada da férmula “y = exp(x)/[1+exp(x)]” foi utilizada para calcular as
ocorréncias estimadas e os respectivos intervalos de confianca a 95% de probabilidade.
Anélise dos residuos foi utilizada em todos os modelos para validar cada modelo a cada

variavel de modo a atender aos requisitos de normalidade e homocedasticidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo de jejum pré-abate no presente estudo caracterizou-se por total jejum
alimentar e somente as duas primeiras horas também por jejum hidrico. A extensdo do
tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas ocasionou reducdo do teor de MS% (Figura
01) e aumento dos teores de FDN% e FDA% (Figura 02) das fezes dos bovinos. Estes

resultados estdo relacionados a degradacdo de carboidratos e proteinas sollveis pela
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microbiota do trato gastrointestinal (TGI) e a absor¢do pelo animal dos produtos do
metabolismo microbiano (BERCHIELLI et al., 2011). O que resultou no decréscimo do
teor de MS%, conforme também verificado por Gregory et al. (2000) e Jacobson et al.
(2002), e na concentracdo dos teores de FDN% e FDA%, que sdo compostos
essencialmente por carboidratos estruturais e proteinas insollveis, cujas degradacdes

pela microbiota constituem-se em processos lentos e complexos (BERCHIELLI et al.,

2011).
30
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Figura 1 - Equagdo preditiva, com erro padréo, do percentual de matéria seca (MS%) das fezes de bovinos
considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram submetidos.

Sendo: “Y”, o valor do percentual de matéria seca (MS%) das fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-abate
em horas.

A extensdo do tempo de jejum pré-abate entre 6 e 24 horas também resultou na
gradual elevacdo do pH fecal (Figura 03). Dentre outros fatores, o pH do TGI esta
relacionado a concentracdo dos acidos organicos volateis (AOV) presentes, como
acetico, propidnico, butirico e latico, que sdo produtos do metabolismo microbiano e a
principal fonte de energia para os animais ruminantes (BERCHIELLI et al., 2011).
Portanto, durante o jejum alimentar provavelmente ocorreu a absor¢do de AOV, com 0

consequente aumento do pH fecal (CALLAWAY et al., 2013; POINTON et al., 2012).
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Figura 2 - Equacéo preditiva, com erro padréo, dos percentuais de fibra em detergente neutro (FDN%) e
acido (FDA%) das fezes de bovinos considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram submetidos.
Sendo: “Y”, o valor percentual da referida fibra, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em horas.
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Figura 3 - Equacéo preditiva, com erro padrdo, do pH fecal de bovinos considerando o tempo de jejum
pré-abate ao qual foram submetidos.

Sendo: “Y”, o valor do pH fecal, e “X”, o tempo de jejum pré-abate em horas.
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O decréscimo de aerdbios mesofilos nas fezes ao longo do jejum alimentar
(Figura 04), pode estar relacionado a menor disponibilidade de nutrientes para a
manutencdo da microbiota, principalmente no intestino grosso (BERCHIELLI et al.,
2011). Entretanto, Gregory et al. (2000) verificou aumento de aerébios mesoéfilos nas
fezes em bovinos Bos tauros (Angus) criados em pastagem e submetidos a 42 horas de
jejum alimentar, sendo 24 h na baia, 2 h de transporte e mais 16 h de curral de abate.
Esta discordancia pode estar relacionada a diferencgas na dieta, uma vez que os animais
do presente estudo receberam dieta com 30% de volumoso e 70% de concentrado, a
qual apresenta maior taxa fermentativa ruminal e biodisponibilidade, o que resulta em

menor producéo de fezes (BERCHIELLI et al., 2011).

10,00
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Figura 4 - Equacdo preditiva, com erro padréo, da contagem média de bactérias aerébias mesodfilas das
fezes dos bovinos, considerando o tempo de jejum pré-abate ao qual foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem em log UFC/g de bactérias aerobias mesofilas das fezes, e “X”, o tempo de jejum
pré-abate em horas.

Conforme explanado por Callaway et al. (2013) e Pointon et al. (2012), os
principais limitantes a proliferagdo de E. coli genérica e E. coli O157:H7 no TGI de
bovinos sdo o baixo pH e a alta concentracdo de AOV devido a sua citotoxicidade.

Portanto, a porcdo final do intestino grosso constitui-se no principal local de
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colonizacao e multiplicacdo de E. coli O157:H7, devido ao pH mais elevado e a menor
concentracdo de AOV (GRAUKE et al., 2002; CALLAWAY et al., 2013).

Por este motivo, a extensdo do tempo de jejum alimentar tem sido associada ao
aumento da concentracdo gastrointestinal de enterobactérias e E. coli genérica
(GREGORY et al., 2000; CALLAWAY et al., 2013), assim como, maior ocorréncia e
concentracdo intestinal de E. coli 0157:H7 (BUCHKO et al., 2000; CALLAWAY et al.,

2013; POINTON et al., 2012).

10,00
o 9,00
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= 6,00 - - -

5,00
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Titulo do Eixo

m Coliformes Totais E. coli Genérica

Figura 5 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrdo Médio das contagens de E. coli genérica e
coliformes totais nas fezes de bovinos submetidos a diferentes periodos de jejum pré-abate.
abe \alores com letras distintas para 0 mesmo indicador séo diferentes (P < 0,05).

Entretanto, no presente estudo, a extensao do jejum pré-abate entre 6 e 24 horas
ndo influiu na concentragdo de E. coli genérica e pouco alterou a excrecdo de coliformes
totais (Figura 05). Por outro lado, houve aumento do pH fecal (Figura 03), indicando
possivel reducdo de AQOV, o que deveria resultar em maior concentracdo destes
indicadores nas fezes (GREGORY et al., 2000), principalmente por serem bovinos
terminados com dieta composta por 70% de concentrado e 30% de volumoso, que

resulta em menor concentracdo de AGV no intestino grosso em relacdo a dieta
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composta por pastagem (CALLAWAY et al., 2013). Todavia, enquanto foi observado
constante concentracdo de E. coli, a concentracdo de bactérias aerdbias mesofilas
decresceu ao longo do tempo de jejum, o que poderia indicar um favorecimento do
ambiente intestinal para a manutencdo de E. coli genérica.

Esta discordancia também pode estar relacionada com possiveis componentes
inibitdrios presentes na dieta fornecida aos animais (CALLAWAY et al., 2013). Visto
que, pouco se sabe sobre a interferéncia de alguns residuos agricolas utilizados na
nutricdo de bovinos, como caroco e polpa de algoddo, assim como casca e farelo de
soja, sobre a ecologia da E. coli no TGI e que sdo amplamente utilizados na pecuéria
intensiva brasileira (GERON et al., 2014).

Conforme explanado por Callaway et al. (2013) e Nastasijevic et al. (2014),
devido a sua importancia econdmica e em salde publica, existe um vasto conhecimento
a respeito da ecologia da E. coli O157:H7 no trato gastrointestinal dos bovinos e dos
aspectos epidemioldgicos. Entretanto, neste sentido, pouco se sabe sobre os demais
sorogrupos de STEC e EPEC (MONAGHAN et al., 2011; MOXLEY; SMITH, 2010;
POLIFRONI et al., 2012).

Em vista disso, muitos dos resultados apresentados neste estudo para STEC
(stxl e stx2) e EPEC sdo inéditos e para a discussdo dos mesmos foi utilizado o
conhecimento existente para E. coli O157:H7.

A extensdo do tempo de jejum pre-abate entre 6 e 24 horas aumentou a
concentracdo de STEC, tanto para stx: (Figura 06) como stx> (Figura 07) nas fezes dos
bovinos. Entretanto, ndo foram detectadas diferencas na concentragdo de EPEC (Tabela
01). Estes resultados de STEC corroboram com os existentes para E. coli O157:H7

(BUCHKO et al., 2000; CALLAWAY et al., 2013; POINTON et al., 2012),
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demonstrando que o jejum alimentar também favorece a concentracdo de STEC nas

fezes.

Y = 3,61(+ 0,17) + 0,03(% 0,01)*X P =0,0023

w0 1qa-pEqd-EiFHA-FEEE

log copias/g
w
3

Y = 0,44(+ 0,29) + 0,03(% 0,01)*X P = 0,0306

2,00
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Figura 6 - Equacdo preditiva, com erro padrdo, da contagem média de STEC (stx;) das fezes,
considerando ou ndo os resultados negativos, em relacdo ao tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos
foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem média em log copias/g de STEC (stxi) nas fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-
abate em horas.

Além disso, o fato preocupante dos bovinos positivos terem apresentado pelo
menos 3,6 log de STEC (stx: e stx2) por grama de fezes, com alguns animais, inclusive,
excretando mais de 6 log/g, remete a necessidade de estudos adicionais para a
caracterizacdo e a mitigacdo desta populacdo de STEC, perante a sua importancia
econbmica e em saude publica, principalmente em relacdo ao gene stxz, que esta
incriminado a maioria dos surtos severos com a necessidade de hospitalizacdo
(ARTHUR et al., 2010; MUNNS et al., 2015; USDA-FSIS, 2012a, 2012b).

Estudos tém indicado um efeito paradoxal do jejum pré-abate, visto que, essa

maior excrecao fecal de E. coli O157:H7 pode estar associada tanto a reducdo de AOV
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no TGI, como a imunosupressao induzida por estresse que ocorre durante o periodo pre-
abate (CROSSLAND et al., 2015). Alem de desconhecido para STEC, este segundo
efeito pode ser especialmente importante na pecuaria brasileira, visto que, mais de 80%
do rebanho bovino brasileiro é composto por animais Bos indicus, principalmente da
raca Nelore (FERRAZ; FELICIO, 2010) e que sdo caracterizados pela maior reatividade
e susceptibilidade ao estresse em relacdo aos animais Bos tauros (SILVEIRA et al.,

2008).
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Figura 7 - Equacdo preditiva, com erro padrfo, da contagem média de STEC (stxp) das fezes,
considerando ou ndo os resultados negativos, em relagdo ao tempo de jejum pré-abate ao qual os bovinos
foram submetidos.

Sendo: “Y”, a contagem média em log copias/g de STEC (stxz) nas fezes, e “X”, o tempo de jejum pré-
abate em horas.

Nesta pesquisa, embora descritivamente evidente, ndo foi detectado aumento, ao
nivel de 5% de significAncia, nas ocorréncias de STEC (stx: e stx2) e EPEC nas fezes
dos bovinos (Tabela 02). Entretanto, estes resultados sinalizam um possivel aumento de

bovinos colonizados e excretando STEC e EPEC devido a extensdo do jejum alimentar
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entre 6 e 24 horas. O que corrobora com Kudva et al. (1995) para E. coli O157:H7 e
reforca a necessidade de estudos adicionais para a caracterizacdo e mitigacdo destes

patdgenos.

Tabela 1 - Média dos Quadrados Minimos e Erro Padrao Médio da contagem de EPEC
nas fezes dos bovinos

Parametros Tempo de Jejum
o EPM* Valor P
log copias/g 6 horas 12 horas 24 horas
EPEC (eae) 0,63 0,98 0,98 0,19 0,2960
*EPEC (eae) 3,91 4,30 4,01 0,17 0,2218

* Erro padrdo médio.
# Considerando somente os resultados positivos.

Esses aumentos na ocorréncia e na concentracdo de STEC sdo preocupantes,
principalmente no que se refere ao fator de viruléncia stx;, que esta relacionado ao
aumento da patogenicidade e frequentemente associado a surtos severos e mortes em
humanos, principalmente devido a Sindrome Hemolitica Urémica — SHU, que acomete,
principalmente, criangas, idosos e imunocomprometidos (HE et al., 2012; KARMALI et
al., 2010).

Tabela 2 — Ocorréncia estimada (%), com Intervalo de Confianga (95%), de STEC e
EPEC nas fezes dos bovinos

Tempo de Jejum

Pardmetros 6 horas 12 horas 24 horas Valor P
EPEC (eae) (asfiiii9) (1485%2256) (1&4?52;59) 03541
STEC (sta) (8,7; 7—’:;21,94) (11,922;33?8,28) (15,427;524,47) 03144
STEC (stxo) (3,01616174,13) (4,689,1177,19) (8,3; 4’222,19) 02412
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CONCLUSOES

Nas condicdes estabelecidas por este estudo, a reducdo do tempo de jejum pré-
abate entre 6 e 24 horas de bovinos Bos indicus (Nelore), terminados em confinamento,
reduz a excrecdo de STEC, o que pode repercutir em menor disseminacdo e

contaminacéo da pele dos bovinos e, consequentemente, das carcacas.
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Segundo dados do INMET, os 30 dias que antecederam ao primeiro abate (06/10/2015) tiveram precipitacdo acumulada de 237,4 mm

(sendo 9 dias com a ocorréncia de chuva), entretanto, ndo houve precipitacdo nos trés dias que antecederam o abate.
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Estruturacdo dos tratamentos (grupos de bovinos com 6, 12 e 24 horas de jejum alimentar pré-abate), assim como, temperatura e umidade relativa ambiente dos trés dias que

antecederam ao primeiro abate.
*Qs dados estdo em horario Tempo Universal Coordenado (UTC), para o horério de Campo Grande, MS, basta subtrair duas horas.



A W N

O o~NoOwm

90

ANEXO 02
Segundo dados do INMET, os 30 dias que antecederam ao segundo abate (17/12/2015) tiveram precipitacdo acumulada de 145,6 mm

(sendo 14 dias com a ocorréncia de chuva).
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Estruturacdo dos tratamentos (grupos de bovinos com 6, 12 e 24 horas de jejum alimentar pré-abate), assim como, precipitacdo de chuva dos trés dias que antecederam ao

segundo abate.
*Qs dados estdo em horario Tempo Universal Coordenado (UTC), para o horario de Campo Grande, MS, basta subtrair duas horas.
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ANEXO 03
Segundo dados do INMET, os 30 dias que antecederam ao terceiro e ultimo abate (13/01/2016) tiveram precipitacdo acumulada de 388,8

mm (sendo 26 dias com a ocorréncia de chuva).
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terceiro abate.
*QOs dados estdo em horario Tempo Universal Coordenado (UTC), para o horario de Campo Grande, MS, basta subtrair duas horas.
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