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RESUMO

GOMES, Andressa Pinheiro, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2008. Escherichia coli  Shiga-Toxigénica (STEC) em
abatedouro de bovinos no Estado de Minas Gerais. Orientadora: Célia
Alencar de Moraes. Co-Orientadores: Magdala Alencar Teixeira, Arnaldo
Chaer Borges e Maria Aparecida Scatanburlo Moreira.

Escherichia coli Shiga-toxigénica, STEC, tem emergido como
patégeno que pode causar infeccfes de origem alimentar e doencas severas
e potencialmente fatais, como Colite Hemorragica (CH) e Sindrome Urémico
Hemolitica (SUH). A maioria dos surtos de CH e SUH tem sido atribuida a
estirpes do sorotipo entero-hemorragico 0O157:H7, entretanto existe
interesse crescente sobre o risco & saude humana associado com o0s
sorotipos STEC n&o-O157 veiculados em produtos de carne bovina,
contaminados por fezes de ruminantes. Este trabalho teve como objetivos
determinar a ocorréncia de STEC em bovinos em matadouro frigorifico,
localizado no Estado de Minas Gerais. A amostragem foi realizada em dois
lotes, lote A com 75 bovinos e lote B com 51 bovinos, em trés etapas da
linha de abate: pele, ap0s a sangria; carcaca, ap0s a serragem, e fezes,
durante a evisceracdo. Dez animais de cada lote foram amostrados. As
amostras foram enriqguecidas em caldo EC modificado, mEC e EC
modificado acrescido de Novobiocina, mECn, seguindo-se o isolamento de
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colénias tipicas em meio MacConkey sorbitol. Duzentos e quarenta e um
isolados bacterianos obtidos nos dois lotes foram identificados como E. coli.
Desses, 104 foram provenientes da pele, 93 do material fecal e 44 das
carcacas. Por reacdo em cadeia de polimerase, foi detectado o gene stx em
18 isolados de E. coli. Esses isolados foram provenientes de seis bovinos,
sendo quatro do lote A (origem fecal) e dois do lote B (carcaca). O
enriguecimento em meio MECn resultou em isolados originados de um
bovino, enquanto no mEC os isolados se originaram de cinco bovinos. Os
isolados stx positivos foram posteriormente analisados para o gene hlyA,
codificador de entero-hemolisina. Quatro isolados, positivos para o gene
hlyA, foram provenientes de dois bovinos, um do lote A (origem fecal) e outro
do lote B (carcaca). Desses, dois isolados da carcaca apresentaram fenétipo
entero-hemolitico. Dez dos 18 isolados potencialmente STEC demonstraram
ter efeito citotéxico em células Vero. Oito isolados, provenientes de trés
bovinos distintos, tiveram os amplicons stx sequenciados. As sequéncias
traduzidas de trés isolados da carcaca e de um das fezes corresponderam a
Stx2, com 98% a 99% de identidade, com referéncias no GeneBank (NCBI).
As sequéncias inferidas de quatro amplicons, de origem fecal,
corresponderam, com 94% a 96% de identidade, a Stxl. A presenca de
STEC nas fezes e carcaca de bovinos em matadouro frigorifico no Estado de
Minas Gerais enfatiza a importancia de implementacédo do sistema HACCP,
e a necessidade de implementar, avaliar e validar medidas de controle que

minimizem os riscos de contaminacgao cruzada durante o processo de abate.
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ABSTRACT

GOMES, Andressa Pinheiro, M. Sc., Uiversidade Federal de Vigosa, October
2008. Escherichia coli  Shiga-Toxigénica (STEC) in slaughterhouse
of bovines in the State of Minas Gerais, Brazil. ~ Adviser: Célia Alencar
de Moraes. Co-Advisers: Magdala Alencar Teixeira, Arnaldo Chaer
Borges and Maria Aparecida Scatanburlo Moreira.

Shiga-toxigenic Escherichia coli, STEC, has emerged as a pathogen
that can cause food-borne infections and severe and potentially fatal
diseases such as hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic uremic syndrome
(HUS). Most HC and HUS outbreaks have been attributed to strains of
entero-hemorrhagic serotype O157:H7, but there is growing interest on the
risk to human health associated with the non-O157 STEC serotypes carried
by beef products contaminated by ruminant feces. This study aimed to
determine the occurrence of STEC in a cattle slaughterhouse located in the
State of Minas Gerais. Sampling was carried out in two lots; Lot A with 75
bovines and Lot B with 51 animals in three stages of the slaughtering line:
removal of skin after bleeding, carcass after sawing, and feces during
evisceration. Samples were collected from ten animals of each lot. The
samples were enriched in modified EC broth (mEC) and modified EC added
with novobiocin (mECn) followed by isolation of typical colonies on Sorbitol

MacConkey Medium. Two hundred and forty-one bacterial isolates obtained
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from the two lots, were identified as E. coli. Of these, 104 were derived from
the skin, 93 from fecal material and 44 from carcasses. Polymerase chain
reaction detected the stx gene in 18 isolates of E. coli. These isolates were
obtained from six animals: four were of fecal origin and come from lot A; two
were from carcasses from lot B. Enrichment in mECn resulted in isolates
originated from one animal, whereas in mEC, the isolates were originated
from five bovines. Isolates stx positive were analyzed for the hlyA gene
encoding enterohemolysin. Four hlyA positive isolates originated from two
bovines, one from lot A and another from lot B. Two displayed the entero-
hemolytic phenotype and were isolated from the carcass. Ten of the 18
potentially STEC isolates showed cytotoxic effect on Vero cells. Eight
isolates from three different animals had the stx PCR amplicons sequenced.
The translated sequences obtained from stx of three isolates from the
carcass and of one isolate from feces corresponded to Stx2, showing 98% to
99% identity, with references at the GeneBank (NCBI). The sequences
inferred from four amplicons obtained from isolates of faecal origin
corresponded to Stx1, with 94% to 96% identity. The presence of STEC in
the feces and carcasses of cattle at a slaughterhouse in the state of Minas
Gerais emphasizes the importance of establishing a HACCP system and the
need for implementation, evaluation, and validation of control measures to

minimize the risk of cross-contamination during and after slaughter.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli Shiga-toxigénica, STEC, tem emergido como
patégeno que pode causar infeccfes de origem alimentar e doencas severas
e potencialmente fatais, como Colite Hemorragica (CH) e Sindrome Urémico
Hemolitica (SUH). A maioria dos surtos de CH e SUH tem sido atribuida a
estirpes do sorotipo entero-hemorragico 0O157:H7, entretanto existe
interesse crescente sobre 0 risco & saude humana associado com o0s
sorotipos STEC ndo-0157. A patogénese das doencas causadas pela STEC
€ multifatorial e envolve niveis de interacdo entre a bactéria e o hospedeiro.
Portanto, a producdo das toxinas tipo Shiga (Stx) € essencial, mas nao
unicamente responsavel pelos efeitos patogénicos.

Ruminantes, especialmente os bovinos, parecem ser o principal
reservatorio das STEC e, portanto, a principal fonte de infeccdo de humanos.
A contaminacao fecal e a contaminacdo cruzada durante os processos de
remocao do trato gastrintestinal e da pele na linha de abate sao importantes
vias de transmisséao de STEC para carcacas e seus produtos.

A presenca desse patdbgeno em carnes cruas € uma evidente
preocupacdo em Saude Publica ndo somente pela severidade das doencas
gue pode causar, mas também pela baixa dose infectiva, pelo aumento na
incidéncia mundial e pela tolerancia desse organismo a condi¢des de acidez,

refrigeracdo e atividade de agua reduzida sob refrigeracéo e congelamento.



Considerando a importancia das EHEC como patégenos de origem
alimentar, sua heterogeneidade, a alta prevaléncia em bovinos de corte e em
seus produtos e a falta de dados sobre esse patdgeno no Brasil, 0 objetivo
deste trabalho foi determinar a ocorréncia das STEC em uma linha de abate

de bovinos por meio da identificacdo e caracterizacao dos isolados.



2. REVISAO DE LITERATURA

Escherichia coli habita o trato gastrintestinal de humanos e animais
endotérmicos como simbiontes inofensivos, porém existem estirpes de E.
coli patogénicas que podem causar uma variedade de doencas em animais
e humanos. Atualmente, sdo reconhecidos seis patotipos de E. coli entero-
patogénica: E. coli enteropatogénica-EPEC, enterotoxigénica-ETEC, entero-
hemorragica-EHEC, enteroinvasiva-EIEC, enteroagregativa-EAEC e difusa-
aderente-EDEC (NATARO; KAPER, 1998; DONNENBERG; WHITTAM,
2001; TORRES et al., 2005; DUFFY et al., 2007). Estirpes de E. coli que
causam doencas diarréicas incluem patdgenos de importancia mundial em
saude publica. Essas estirpes sdo caracterizadas dentro de grupos
especificos com base nas propriedades de viruléncia, mecanismos de
patogenicidade, sindromes clinicas e distintos sorotipos, diferenciados por
meio de trés principais antigenos de superficie: os antigenos somatico (O),
flagelar (H) e capsular (K) (DOYLE, 1997).

Escherichia coli Shiga-toxigénica (STEC), também referida como E.
coli verotoxigénica (VTEC), tem emergido como patdgeno que pode causar
infeccbes de origem alimentar, doencas severas e potencialmente fatais,
cujo espectro clinico inclui diarréia branda, diarréia sanguinolenta, colite
hemorragica, sindrome urémico-hemolitica (SUH) (PATON; PATON, 1998;
KARMALI, M.A., 2004; CHO et al.,, 2006; MORA et al.,, 2007), que se

caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e
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insuficiéncia renal aguda (KARMALI, 2005) e purpura trombocitopénica
trombotica (PTT), caracterizada por anomalias no sistema nervoso central
(PATON; PATON, 2000).

E. coli Shiga-toxigénica — STEC constitui um grupo de E. coli capaz
de produzir toxinas tipo Shiga (Stx), estruturalmente e biologicamente
similares as toxinas produzidas pela Shigella dysenteriae tipol, e causar
efeitos patoldgicos em células Vero — VTEC. O termo E. coli entero-
hemorragica — EHEC designa um subgrupo de STEC, caracterizado pela
combinacdo dos sintomas que elas produzem e pelos fatores de viruléncia
gue possuem. Também possuem o locus de destruicdo de enterdcitos (LEE)
gue codifica 0 gene eae responsavel pelas lesdes do tipo A/E, ou seja,
exibem atividade de aderéncia e destruicdo, expressam toxinas tipo Shiga,
possuem o plasmideo de 60-MDa (NATARO; KAPPER, 1998;
DONNENBERG; WHITTAM, 2001; LAKE et al.,, 2002; KARMALI, 2004;
CAPRIOLI et al., 2005; TARR et al., 2005; WATTERWORTH ET et al., 2005;
CRISTANCHO et al.,, 2008) e podem causar colite hemorragica (CH),
sindrome urémico-hemolitica (SUH) e puarpura trombocitopénica trombotica
(PTT) em humanos. EHEC é definida como E. coli Shiga-toxigéncica — STEC
pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1998).

Analises moleculares sugerem que EHEC adquiriu a maioria dos seus
fatores de viruléncia por transferéncia horizontal do material genético. A
aquisicdo da LEE e dos genes stx foram dois passos cruciais na evolucéo
dos ancestrais comensais para as EHEC (CAPROLI et al., 2005). Genes de
pelo menos oito fatores de viruléncia sdo demonstrados: producdo da toxina
tipo Shiga (stx; e, ou, stxp), formacdo da intimina (eae)- fator de adesao,
presenca de EHEC-hemolisina (hlyA), producdo de uma proteina do tipo
Serinoprotease (espP), de uma enterotoxina termoestavel (EAST), presenca
de peroxidase catalase (katP), sistema de secrecao tipoll (etpD) e adesina
de autoaglutinacdo de STEC (saa) (CHO et al., 2006). Entre esses, a toxina
tipo Shiga (Stxs), intimina (Adesina), e a producdo de entero-hemolisina
(Ehly), também reconhecida como hemolisina-EHEC (EHEC-hly), sdo os
fatores de viruléncia considerados mais importantes.

As citotoxinas Stx, codificadas pelos fagos parecem ser essenciais,

mas ndo unicamente responsavel pelos efeitos patogénicos (CAPRIOLI et
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al., 2005). Existem dois principais grupos de toxinas tipo Shiga - Stx : Stx1 e
Stx2. Stx1 consiste de Stxl, Stxlc e Stxld, o grupo Stx2 pode ser
subdividido em pelo menos cinco subtipos: Stx2, Stx2c, Stx2c2, Stx2d, Stx2e
e Stx2f (SCHEUTZ et al., 2001; SERNA; BOEDEKER, 2008). Todas essas
toxinas tém sido encontradas em isolados humanos. E. coli que produz Stx1,
ou Stx1 e Stx2, € menos virulenta, em comparagcdo com as estirpes que
produzem somente Stx2 (SERNA; BOEDEKER, 2008). A producdo das
toxinas Stx € um pré-requisito para as doencas mediadas pelas EHEC. Além
dos danos intestinais associados com a infeccdo, as toxinas Stx sé&o
responsaveis também pelas complicacbes pods-diarréicas (CH, SUH, PTT)
que ameagam a vida (CHO et al., 2006). Estudos epidemioldgicos,
juntamente com experimentos in vivo e in vitro, demonstraram que Stx2 € o
fator de viruléncia mais importante associado com doencas humanas
severas (SABLET et al., 2008).

Membros da familia Stx sdo toxinas — ABs, compostas por uma Unica
subunidade — A catalitica ligada ndo-co-valentemente a cinco subunidades —
B. O pentamero — B das Stxs liga-se a um receptor glicolipidico especifico
(Gb3-Globotriacilceramida; Gb4) na membrana da célula-alvo. A toxina é
internalizada por endocitose mediada pelo receptor di-galactose, que por um
“transporte retrégrado” alcanca o reticuloendoplasmatico via complexo de
golgi. Dentro da célula do hospedeiro, a subunidade A é proteoliticamente
clivada, tornando-se o fragmento A; enzimaticamente ativo, o qual cliva a
ligacdo N-glicosidica do RNAr 28s em um residuo de adenina, bloqueia o
elongamento da cadeia peptidica e, consequentemente, inibe a sintese
protéica (FRASER et al., 2004; SABLET et al., 2008).

Além da producdo das Stx, a colonizacdo da mucosa intestinal do
hospedeiro é outro determinante fundamental de viruléncia. A maioria das
STEC incluindo o grupo EHEC coloniza a mucosa intestinal por meio de um
mecanismo de adesdao e destruicdo — “attaching and effacing” (A/E), o qual é
geneticamente governado por uma llha de patogenicidade (PAI) grande
definida como I6cus de destruicdo dos enterécitos (LEE) (KUHNERT et al.,
2000). A LEE é constituida por trés dominios funcionais: o sistema de
secrecao tipo Il (TTSS, que exporta moléculas efetoras; os genes eae e tir

na regiao central, que codifica, respectivamente, a “intimina” e o “receptor da
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intimina translocado” (Tir), que € translocado para dentro da membrana
plasmatica do hospedeiro (protoplasma) pelo sistema TTSS, e genes que
codificam proteinas secretadas EspA, B e D, as quais funcionam como parte
do sistema de secrecado tipo Il (NATARO; KAPER, 1998). Proteinas
secretadas pela LEE tém sido implicadas na apoptose (SERNA,;
BOEDEKER, 2008). Embora o produto do gene eae seja considerado fator
de viruléncia importante na colonizacao, outro fator de aderéncia codificado
pelo gene saa pode contribuir para a viruléncia das STEC (CHO et al.,
2006).

As hemolisinas (citolisinas) sdo importantes fatores de viruléncia de
bactérias causadoras de doencas extra-intestinais (CAVALIERI et al., 1984).
A entero-hemolisina (Ehly) esta fortemente associada com isolados de STEC
de doencas severas humanas (BOERLIN et al., 1999), portanto aos
sorotipos 0157, 026 e 0111 de E. coli (BEUTIN et al., 1989).

Estimativas apontam que até 5% de pacientes com diarréia
sanguinolenta evoluem para SUH, e cerca de 90% dos casos de SUH estao
relacionados a infeccéo por STEC. A SUH é observada mais freqientemente
em criancas menores de 5 anos e idosos, sendo causa principal de
insuficiéncia renal aguda em criancas (KARMALI, 1989). Até 40% dos
pacientes com SUH desenvolvem disfuncéo renal, e acima de 3% a 5% dos
pacientes morrem durante a fase aguda da doenca (TROMPETER et al.,
1983; LOIRAT et al., 1984; SIEGLER et al., 1991). Nao existe tratamento
especifico para SUH, e vacinas ndo estdo ainda disponiveis (KARMALI,
2005). Embora a incidéncia das infec¢cBes associadas a EHEC seja
relativamente baixa, suas conseqiéncias severas e algumas vezes fatais a
saude, particularmente entre criancas e idosos, fazem dela uma das
infec¢Bes de origem alimentar mais séria (WHO, 2007).

A maioria dos surtos de CH e SUH foi atribuida a estirpes do sorotipo
entero-hemorragico O157:H7. Entretanto, existem outros sorotipos que
compartilham potencial patogénico similar em humanos, especialmente
026:H11, O26:NM, O103:H2, O111:NM, 0O113:H21, O145:NM e O128:NM
(WHO, 1998). De acordo com o Center for Desease Control and Prevention
— CDC, estima-se que E. coli 0157 causa 73.000 casos e cerca de 60

mortes, enquanto STEC ndo-O157 provoca 36.000 infeccBes e 30 mortes
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anualmente nos Estados Unidos (MEAD et al., 1999 citados por CHO, S.,
2006).

Escherichia coli Shiga-toxigénica — STEC € classificada em
soropatotipos (A-E) com base na incidéncia relativa desses sorotipos em
doencas humanas e sua associacdo com surtos e doencas severas,
diferenciando-as em estirpes de acordo com o potencial patogénico
(KARMALI et al., 2003):

Soropatotipo A: Inclui os sorotipos O157:H7 e O157:NM, os quais séo
as causas mais comum de surtos e SUH.

Soropatotipo B: Inclui os sorotipos ndo-0157, que sdo associados
com surtos e SUH, mas menos comumente que sorotipos O157:H7 e
O157:NM.

Soropatotipo C: Inclui os sorotipos ndo-O157, que sdo associados
com SUH esporadicas, mas néo epidémicas.

Soropatotipo D: Contém muitos sorotipos que sédo associados com
diarréia, mas ndo com surtos ou SUH.

Soropatotipo E: Abrange os sorotipos STEC n&o-humanos ou
encontrados em animais, mas ndo sao associados com doencas humanas.

Existe interesse crescente sobre o risco a saude humana associado
com os sorotipos STEC ndo-O157. Mais de 200 sorotipos foram associados
com doencas humanas (WHO, 1999). Estas sdo mais predominantes em
animais e como contaminantes em alimentos, e por isso 0s humanos séo
provavelmente mais expostos as STEC ndo-0157 (MORA et al., 2007).
Sorotipos ndo-O157 sdo mais comumente implicados em SUH que o
sorotipo O157:H7 na América Latina (LOPEZ et al., 1998 citados por
KARMALLI, 2004), Australia (ELLIOTT et al., 2001 citados por KARMALLI,
2004), e sua frequéncia pode aumentar na Europa (TOZZI et al., 2003).
Mundialmente, STEC ndo-O157 foi associada a aproximadamente 30% dos
casos de SUH nas ultimas décadas (HUSSEIN; OMAYE, 2003). Até 20%
dos casos de SUH na América do Norte foram associados com STEC néo-
0157 (BANATVALA et al., 1996). Nos Estados Unidos, E. coli 0111 e 026
sdo o0s agentes etioldgicos mais predominantemente associados com
infeccbes STEC ndo-0157 (FSIS, 2007).



Entre 76 sorotipos STEC nédo-O157, 17 foram reconhecidos como
causa de SUH, e 15 sorotipos eram causadores de coélicas abdominais,
diarréia moderada, diarréia sanguinolenta e colite hemorragica (WHO, 1998;
BLANCO et al., 2003).

Na Argentina, a SUH € endémica, com aproximadamente 300 novos
casos informados por ano pelas Unidades Hospitalares Nefrologicas. STEC
0157:H7 é o sorotipo mais prevalente associado com a HUS, mas Varios
outros sorotipos foram isolados de pacientes (MEICHTRI et al., 2004).

No Brasil, as infeccdes humanas por STEC sao restritas a casos
esporadicos de diarréia ndo-hemorragica, particularmente em criancas
jovens, e, embora a estirpe O157:H7 tenha sido recentemente identificada
(IRINO et al., 2002), os principais sorotipos associados com essas infec¢des
foram O26:H11, O111: NM, O111: H8, O103:H2 e 091:H21 (CANTARELLI
et al., 2000; GUTH et al., 2002; VAZ et al., 2004; GUTH et al., 2005). Casos
de SUH associados com STEC 026:H11 foram também identificados (GUTH
et al., 2003).

A maioria das infeccbes foi atribuida ao consumo de carne bovina
crua ou mal cozida (KOOHMARAIE, 2005), contaminada com STEC. Surtos
atribuidos a STEC nao- 0157 incluem o consumo de leite cru (CDC, 1995) e
carne de boi contaminada (WERBER et al., 2002), acampamentos (CDC,
2000) e contato direto com animais (SMITH et al., 2004). Recentes surtos
associados com exposicdo aos animais tém documentado o risco potencial
para pessoas que em contato com ruminantes ou seus ambientes.

Ruminantes, especialmente os bovinos, sdo o principal reservatorio
de STEC, e suas fezes sdo fonte de contaminacdo para outros produtos
alimenticios (SERNA; BOEDEKER, 2008). Uma variedade de alimentos
foram implicados como veiculos na transmissdo de STEC, carne moida,
linglica, vegetais (espinafre, brotos), frutas (suco de macad) e produtos
lacteos (WHO, 2005).

STEC séo veiculadas para os humanos, principalmente via agua, via
alimentos contaminados (KARMALI, 2005) e pelo contato entre pessoas. No
entanto, podem também ser transmitidas pelo contato direto com animais
infectados e via oral-fecal (WHO, 2005). Apesar de existirem outras rotas de

transmissdo para STEC, a carne bovina, especialmente a moida, € o
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principal veiculo de STEC. Em varios paises, as STEC n&o-O157, por
exemplo sorogrupos 026, 091, O111, 0103, 0113 e 0145, séo
predominantes no bovino de corte e seus produtos (HUSSEIN; BOLLINGER,
2005).

Homem

Ambiente:
Lagos
Pastos
Esterco

Solos

Atividade Recreacional

Frutas e hortalicas

—
I
N /
O NI . _ ‘
. Ordenha — | Leite e produtos lacteos
Abatedouro Carnes e produtos carneos
l Alimentos
Agua
Homem =

Efluentes —  Ambiente Cont. cruzada I

Figura 1 — Rotas de transmissao.

A presenca desse patdgeno (STEC ndo-0O157) em carnes cruas é
uma preocupacdo evidente em saude publica, pois € necessario baixo
namero de células viaveis para causar a doenga (ACMSF, 1995; BOLTON et
al., 1996; KOOHMARAIE et al., 2005). No Brasil, foi observada alta
prevaléncia das estirpes de STEC ndo-O157 em animais e alimentos, apesar
da baixa incidéncia de infeccbes humanas (CERQUEIRA et al., 1997, 1999).

A tolerancia das EHEC a uma ampla extensdo de condi¢bes de pH,
atividade de agua (aw) e baixas temperaturas, incluindo congelamento
(BUCHANAN; DOYLE, 1997), faz com que exista consideravel potencial



para esses organismos sobreviverem em muitos ambientes que processam
os alimentos e em muitos tipos de alimentos. A presenca de estirpes
virulentas de E. coli no ambiente ndo somente representa fonte potencial de
contaminacdo, mas também reservatério em potencial de genes de
viruléncia que poderao ser fonte de novas formas de estirpes patogénicas
(MALDONADO et al., 2005).

Os fatores de risco contribuem com a ocorréncia de um perigo de
origem alimentar. Podem contribuir para a introducdo, aumento ou reducéo
dos agentes perigosos. Os fatores de risco séo influenciados pela qualidade
da matéria-prima e pelas etapas dentro do ambiente de processamento,
como também pela composicdo e condicdes de acondicionamento e
armazenamento do produto final.

E. coli patogénica pode estar presente em tecidos de carne vermelha
fresca pelo fato de o processo de abate ndo garantir auséncia completa de
bactérias enteropatogénicas, incluindo as VTEC (ICMSF, 1998). A
freqUéncia e o nivel dessas bactérias nas carcacas variam, dependendo da
fazenda, da criacdo, das condi¢des climaticas, do transporte, do curral e das
condicBes no processo de abate (APHA, 2001).

A contaminagdo fecal e a contaminagdo cruzada durante o
processamento de alimentos sdo apontadas como importantes vias de
transmissao. As plantas de processamento de carne bovina sédo as principais
fontes de contaminacéo, principalmente durante os processos de remocao
do trato gastrintestinal e da pele, fontes potenciais de STEC (KOOHMARAIE
et al., 2007).

A maioria das medidas de controle que objetivam minimizar a
transferéncia de patégenos para as carcacas e produtos foi fundamentada
em estudos que utilizaram E. coli O157:H7 como modelo das STEC.
Entretanto, a eficacia dessas medidas deve ser testada em todas as estirpes
STEC patogénicas. A melhor maneira para controlar e eliminar patdégenos é
o conhecimento de suas fontes e a prevaléncia no ambiente (KOOHMARAIE
et al., 2005).

Agéncias federais e outros 6rgdos envolvidos na seguranga alimentar
constataram a utilidade do uso da estruturacdo da analise de risco como

meio de organizar informacfes disponiveis e identificar lacunas a partir de
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uma abordagem holistica para administrar os riscos, a qualidade e
seguranca alimentar na producdo de carne e, posteriormente, obter
controles efetivos em todas as etapas da cadeia alimentar.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdao (FAO) desenvolveram uma
metodologia de gerenciamento dos riscos em alimentos na saude publica. A
abordagem usada é chamada de “Analise de Riscos”, um processo que
consiste de trés componentes interconectados: Avaliacdo dos Riscos,
Gerenciamento dos Riscos e Comunicacéo dos Riscos (BUCHANAN, 2004).

O diagrama abaixo ilustra o relacionamento entre o0s trés
componentes da analise de risco.

Gerenciamento dos
Riscos(Politica)

Avaliacao de riscos
(Ciéncia)

Comunicacao de
Riscos

(Interagéo de informagﬁeé

Figura 2 — Estrutura de analise de riscos.

Fonte: <http://www.who.int/foodsafety/micro/riskanalysis/en/index.html>.
Acesso em: 11 maio 2006.

Avaliacdo de riscos € um processo estruturado para determinar o
risco associado a qualquer tipo de perigo — biolégico, quimico ou fisico — em
alimentos. Esse processo é avaliado quantitativa e qualitativamente e
consiste das seguintes etapas: identificacdo do perigo, caracterizacdo do

perigo, avaliacdo da exposicéo e caracterizacdo do risco (CODEX, 1998).

11



A identificacdo do perigo € um processo predominantemente
qualitativo. O propdsito da identificagdo do perigo para agentes microbianos
é identificar os microrganismos ou toxinas microbianas de importancia no
alimento, bem como determinar se um microrganismo ou toxina microbiana é
um perigo em potencial no alimento. Os perigos podem ser identificados a
partir de fontes de dados, como literatura cientifica; de banco de dados,
como industria alimenticia, agéncias governamentais, organizagdes
internacionais relevantes e opinides de especialistas. As informacgdes sobre
0s perigos podem ser obtidas de informacdes relevantes que incluem dados
de areas como: vigilancia e estudos epidemiolégicos, estudos clinicos,
laboratérios de estudos de animais, caracteristicas dos microrganismos e
interagcdo entre microrganismos e seu ambiente ao longo da cadeia
alimenticia desde a producédo primaria até o consumo (CODEX, 1998).

A avaliacdo da exposicao consiste na avaliacdo quantitativa e, ou,
qualitativa da provavel ingestdo do patégeno e, ou, toxina via alimento, como
também a exposicdo a partir de outras fontes se for relevante (CODEX,
1998). Estima-se o nivel, dentro de varios niveis de incertezas, do patdégeno
ou toxina microbiana, assim como a probabilidade de sua ocorréncia nos
alimentos no momento de consumo.

Fatores a serem considerados na avaliagdo da exposi¢édo incluem
freqiéncia de contaminacdo dos alimentos por agentes patogénicos e sua
concentracdo nesses alimentos com o passar do tempo (CODEX, 1998).
Esses fatores sdo influenciados por caracteristicas do agente patogénico;
ecologia microbiana dos alimentos; contaminacdo inicial da matéria-prima,
incluindo consideracdes das diferencas regionais e sazonalidade da
producdo; nivel de sanitizacdo e do controle do processo; métodos de
processamento, empacotamento, distribuicdo e armazenamento do alimento;
e qualquer passo de preparacdo como cozimento e manipulacéo.

A avaliacdo da exposicado deve descrever a via desde a producao até
0 consumo.

A caracterizacdo do perigo refere-se a avaliacdo quantitativa e, ou,
qualitativa da natureza do efeito adverso a saude associado ao perigo
(microbiologico). A avaliagdo dose-resposta deve ser realizada se dados

estiverem disponiveis (CODEX, 1998). O propoésito da caracterizacdo do
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perigo € estabelecer uma estimativa da natureza, severidade e duracdo do
efeito adverso associado ao patdégeno no alimento. Fatores importantes que
devem ser considerados na caracterizagdo do perigo séo relacionados aos
microrganismos, a dinamica de infeccdo e ao individuo afetado.

Em relacdo aos microrganismos, sdo de importancia as
consideragOes sobre a capacidade de replicacdo; a viruléncia e infectividade
podem ser modificadas dependendo da sua interagdo com o hospedeiro e
ambiente; o material genético pode ser transferido entre microrganismos,
com a ocorréncia de transferéncia de caracteristicas, como fatores de
viruléncia e resisténcia a antibidticos; se as caracteristicas de viruléncia e
resisténcia podem ser disseminadas por meio de transmissdo secundaria e
terciaria; o periodo de incubacédo; se o microrganismo pode permanecer no
individuo e ocasionar excrecdo continua do microrganismo e risco de
sucessivas contaminacdes e infeccfes; se doses baixas de alguns
microrganismos podem causar em alguns casos efeito severo e, finalmente,
se os atributos do alimento podem alterar a patogenicidade microbiana, a
exemplo do conteudo de gordura (CODEX, 1998).

A caracterizacao do risco € 0 processo em que se realiza a estimativa
guantitativa e, ou, qualitativa, incluindo as incertezas da probabilidade de
ocorréncia e severidade dos efeitos adversos a saude em potencial ou
conhecidos em dada populacdo fundamentada na Identificacdo do perigo,
caracterizacdo do perigo e avaliacdo da exposicdo. E a Ultima etapa da
avaliacdo dos riscos, do qual estratégias do gerenciamento dos riscos
podem ser formuladas (CODEX, 1998).

O gerenciamento ou gestdo dos riscos é processo de avaliar as
alternativas politicas a luz dos resultados de uma avaliacdo do risco e, se
requerido, selecionar e programar op¢des de controle apropriadas, incluindo
medidas reguladoras (CODEX, 1998).

A comunicacdo dos riscos consiste na troca de informacbes e
opinides concernentes ao risco e gerenciamento do risco entre avaliadores e
gestores do risco, consumidores e outras partes interessadas (CODEX,
1998).

Considerando a importancia das EHEC como patdgenos emergentes

de origem alimentar, sua heterogeneidade, a alta prevaléncia no gado de
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corte, a probabilidade de os produtos carneos serem contaminados, via
exposicdo ao material fecal durante o processamento, e a falta de dados
deste patdgeno, no Brasil, justificam a realizacdo deste trabalho para
determinar a possivel ocorréncia das STEC potencialmente virulentas e
citotoxicas na linha de abate de carne bovina.

Os dados obtidos poderao contribuir para a identificacdo de possiveis
fontes de contaminagao na planta de processamento de carne bovina, para
o desenvolvimento de estratégias de controle que efetivamente reduzirdo os
riscos de contaminacédo e a disseminacdo de patdégenos durante o abate e
de infec¢cdes humanas e, também, fundamentar a necessidade de se aplicar

a metodologia para matadouros frigorificos em outras partes do pais.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Industrial —
Departamento de Microbiologia, localizado no Nucleo de Biotecnologia
Aplicada & Agropecuéria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vicosa, MG.

3.1. Coleta de amostras no abatedouro

As amostras foram coletadas em Matadouro Frigorifico localizado na
Zona da Mata, Estado de Minas Gerais. O frigorifico, de médio porte, tinha
capacidade para abater 70 bovinos e 120 suinos diariamente.

As amostras foram obtidas da pele, de material fecal e de carcacas de
um mesmo animal em trés etapas na linha de abate: pele, apés a sangria;
carcaca, apos a serragem das carcacas e fezes, durante a evisceragdo. Dois
lotes de 51 e 75 bovinos, respectivamente, foram amostrados. Um lote foi
definido como bovinos de uma unica fonte e mantidos como um grupo
durante o abate (ARTHUR et al., 2002). Dez dos animais em cada lote foram
amostrados.

As amostras de pele e carcacga foram obtidas usando-se swabs (Inlab,
Indastria brasileira) umedecidos em 5 mL de agua peptona tamponada
(Difco Laboratories, USA) e moldes de 100 cm? (Laborclin- LB), para

delinear as respectivas areas. Cada amostra consistiu de aproximadamente
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cinco esfregacos do swab na horizontal e cinco esfregacos na vertical
(ARTHUR et al., 2004). A pele foi amostrada em uma &area de 100 cm?, no
pescoco, apds a sangria. As carcacas foram amostradas utilizando-se swabs
(Inlab, Industria brasileira) umedecidos com agua peptona tamponada e 1%
Tween 80, em trés diferentes areas de 100 cm?, no mesmo lado da carcaca,
préximo ao anus, em uma area total de 300 cm? (FSIS, 1996). Os swabs
(Inlab, Indastria brasileira) da pele e da carcaca foram colocados
diretamente dentro de 20 tubos, com 10 ml de caldo EC modificado (mEC).
As amostras fecais foram coletadas assepticamente do colon e
acondicionadas em recipientes estéreis. Todas as amostras foram
transportadas sob refrigeracdo para o laboratério, onde o material fecal foi
adicionado em 10 ml de caldo mEC. A Novobiocina, 20 mg L™, foi
adicionada em 10 tubos de cada amostra. Todos foram incubados a 37 TC,

por 18 horas.

3.2. Deteccao e isolamento de Escherichia coli Shiga-toxigénica (STEC)

Os meios de enriguecimento seletivo empregados foram caldo mECn,
caldo EC modificado contendo Novobiocina (20 mg L™) e caldo mEC sem
Novobiocina. Ambos foram incubados a 37 C, por 18 horas. As amostras
enriguecidas foram posteriormente diluidas em agua peptonada tamponada,
e aliquotas de 100 ul das trés dltimas diluicdes (10°,10°,107) foram
inoculadas em agar MacConkey Sorbitol (Difco, USA) pela técnica spread
plate. As placas foram incubadas a 37 C, por 18 a 24 horas. Trés (3)
colénias fermentadoras (rosa-vermelho) e nao-fermentadoras de sorbitol
(incolores, irregulares) foram selecionadas e repicadas em &gar Eosina Azul
de Metileno (Difco, USA). A presenca de coldnias tipicas de E. coli, purpuras
com brilho verde-metalico e ndo-tipicas, foi avaliada apés 18 a 24 horas de
incubacédo a 37 . Duas ou mais colonias tipicas e atipicas de cada isolado
foram transferidas para tubos contendo agar-padrdao para contagem (PCA),
para posterior identificacdo bioquimica.
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3.3. ldentificag@o Bioquimica

Apés a incubacdo por 24 horas, a 37 C, as culturas puras foram
submetidas ao teste bioquimico IMVIC (Indol, Vermelho-de-Metila, Voges-
ProsKauer e Citrato), para a identificacdo de E. coli: Biotipo | (++--) e Biotipo
I (-+--)(APHA, 2001). Os controles utilizados foram: E. coli — controle
positivo; Enterobacter aerogenes — controle negativo, E. coli O157:H7 —
controle positivo e E. coli Shiga-toxigénica — controle positivo.

3.4. Identificacdo genotipica de STEC pela presenca de  stxi/stx,e hly

A presenca dos genes codificadores das toxinas tipo Shiga, stxi/stx
foi detectada por reacdo em cadeia da polimerase — PCR. Oligonucleotideos
especificos, SRM 128 e SRM 129 foram utilizados para a amplificacdo dos
genes stxi/stx,, descritos por Monday et al. (2007), nas condicdes
recomendadas. Os oligonucleotideos Iéem as seguintes sequéncias de
nucleotideos:

- SRM128 CTGATTGTTGAGCGAAATAATTTATATGTG
- SRM 129 TGATGATGACAATTCAGTATAACTGCCA

O amplicon esperado nos resultados positivos é de aproximadamente
528 pb.

A presenca dos genes que codificam a entero-hemolisina, hlyA, foi
detectada por reacdo em cadeia da polimerase — PCR. Oligonucleotideos
especificos, HlyA-F e HIyA-R, foram utilizados para a amplificacdo dos
genes hly, descritos por Osek (2003), nas condicbes recomendadas. Os
primers Iéem as seguintes sequéncias de nucleotideos:

- HIlyA-F GCA TCA TCA AGC GTA CGT TCC
- HIlyA-R AAT GAG CCAAGC TGG TTAAGC T

O amplicon esperado nos resultados positivos é de aproximadamente
534 pb.

Os controles positivos de E. coli foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Tomomasa Yano, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
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Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. E.

coli K12 foi utilizada como controle negativo.

3.4.1. Amplificacdo por PCR e analise do DNA por eletroforese

As reacdes de amplificacdo foram feitas em microtubos de 200 pl
contendo tampédo 1x (Promega, Madison, Wis.), 1,25 unidade de Taq
polimerase (Promega, Madison, Wis.), dNTPs 2,5 mM, MgCl, 1,5 mM, 10 uM
de cada primer e agua milliQ para um volume final de 25 pl. As
amplificacbes ocorreram em um termociclador Techine TC 512 (Barloworlo
Scientific, Staffordshire — Inglaterra), nas seguintes condicfes: desnaturacéo
inicial a 94 T, por 10 minutos, seguido s de 40 ciclos, a 94 C, durante 30
segundos, 53 T durante 1,5 minuto e 72 €T durante 1 minut o, seguido de
uma etapa de extensado final a 72 T, durante 7 minutos. As amostras
amplificadas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,2%,
contendo brometo de etidio na concentracdo de 0,2 pg/ml. O tempo de
corrida foi de aproximadamente 1 hora, a 100 volts. As imagens foram
capturadas em Eagle Eye (Stratagene, LaJdolla, CA, EUA) sob luz
ultravioleta.

3.5. Sequenciamento

O Sequenciamento dos amplicons foi feito no Laboratério de
Genémica — BIOAGRO, em Sequenciador Mega Bace® 1000 (Amersham

Biosciences), utilizando-se Dyenamic ET Dye Terminator Kit.

3.6. Andlise da citotoxi cidade em células Vero
3.6.1. Preparo das toxinas

Os isolados de E. coli potencialmente shiga-toxigénicos — STEC foram
cultivados em 5 ml de caldo BHI (Difco, USA) durante 24 horas, a 37 TC.
Apés 5 horas de incubacdo, foi adicionada mitomicina C (1 pg/ml). As
culturas foram centrifugadas a 10.000 g, por 10 minutos, a 4 C, e os
sobrenadantes foram filtrados em membranas com poros de 0,22 pym, sendo
os filtrados foram estocados a -20 C.
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3.6.2. Andlise do potencial citoté xico das estirpes potencialmente
Shiga-toxigénicas — STEC

Células de linhagens de rim de Macaco Verde Africano, células Vero,
foram propagadas em garrafas de 25 cm? contendo Meio Essencial Minimo
(MEM), penicilina (1,6 mg/L), estreptomicina (0,4 mg/L), suplementado com
10% de soro fetal bovino. No teste de citotoxicidade, as monocamadas de
células confluentes foram tripisinizadas utilizando-se métodos padronizados,
para posteriormente serem adicionadas em microplacas com 24
compartimentos, as quais foram incubadas a 37 C e atmosfera com 5% de
CO,. Apés 24 horas de cultivo, 50 ul de cada filtrado, preparado em trés
diluicbes 1/20, 1/40 e 1/80, foram adicionados em triplicata em cada
compartimento, que continha 0,4 ml de meio. As alteracdes morfolégicas da
célula, com perda de monocamada, granulacdo, alongamento e
estreitamento dos prolongamentos e escurecimento das bordas celulares,
indicativas do efeito citotoxico de ST/VT, foram observadas ao microscépio
de contraste de fase apds 24 e 48 horas de incubacdo (BLANCO et al.,
1988).

3.7. Deteccéo de entero-hemolisina (Ehly)

As estirpes de STEC foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a
37 C, com agitacdo de 150 rpm (Thermo Electron, Orbital). Apds duas
horas, foram inoculadas em agar sangue triptose suplementado com
10 mmol I* CaCl, e 5% de sangue de carneiro desfibrinado, lavado em
salina fosfatotamponada (PBS), pH 7,2. As placas foram incubadas a 37 C
e avaliadas apds 24 horas. O fenétipo entero-hemolitico foi detectado pela
ocorréncia de zonas de hemolise pequenas e com turbidez (BEUTIN et al.,
1989; SCHMIDT et al., 1995).

Estirpe de E. coli C3888 cedida pelo Dr. Tomomasa Yano, do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia, da
Universidade Estadual e Campinas — UNICAMP, foi utilizada como controle
positivo, enquanto E. coli K12 o foi como controle negativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duzentos e quarenta e um isolados bacterianos obtidos de bovinos de
dois lotes de abate foram identificados como Escherichia coli. Desses, 104
foram provenientes da pele, 93 do material fecal e 44 das carcacas.

A deteccao de E. coli em meio de enriquecimento seletivo (mEC) foi
influenciada pela presenca de Novobiocina (Quadro 1), o que pode ser
observado pelo nimero de bovinos, em cada lote de 10 animais, com
resultados positivos para E. coli, nos trés tipos de materiais examinados:
pele, fezes e carcaca. Na presenca de Novobiocina, 40% dos bovinos do
lote A foram positivos para STEC e 80% do lote B, na pele, enquanto na
auséncia do antibiotico 60% foram positivos nos lote A e 50% no lote B. Em
carcacas do lote B, E. coli foi detectada apenas em auséncia de Novobiocina
(Quadro 1). Portanto, o uso de Novobiocina resultou em isolamento de
estirpes de E. coli que ndo foram necessariamente detectadas durante a

auséncia desse antibiotico, e vice-versa (resultados ndo-mostrados).
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Quadro 1 — Numero de bovinos positivos para Escherichia coli isoladas em
meio de enriquecimento seletivo, EC modificado - mEC com e
sem Novobiocina

o Lote A Lote B
Novobiocina Pele Fezes Carcaca Pele Fezes  Carcaca
Presente 4 5 2 8 10 )

Ausente 6 7 4 5 6 2

Total de bovinos por lote: 10.

Estirpes de E. coli potencialmente shiga-toxigénicas — STEC foram
identificadas pela presenca dos genes stxi/stx,, codificadores das toxinas
tipo Shiga, detectados por reacdo em cadeia da polimerase — PCR. Foram
obtidos 18 isolados de E. coli potencialmente STEC pela deteccdo dos
amplicons com aproximadamente 528 pb (Figura 3). A partir dos 93 isolados
de E. coli obtidos do material fecal, 12 foram identificados como STEC e,
entre os 44 isolados de E. coli provenientes das carcagas, seis foram
identificados como potencialmente STEC. No lote A, apenas em E. coli de
um bovino foi detectado o gene stx, isolado em meio com Novobiocina,
enquanto no meio sem esse antibidtico foram detectados em estirpes
provenientes de trés bovinos. No lote B identificou-se a presenca dessa
bactéria apenas em carcacas de dois bovinos, utilizando meio sem
Novobiocina (Quadro 2).

A porcentagem de bovinos positivos para STEC foi maior na auséncia
de Novobiocina (83%), no entanto a adicdo desse antibiético no meio
possibilitou a deteccéo de isolados — STEC que néo teriam sido detectados
na sua auséncia. Da mesma forma, a utilizacdo de caldo de enriguecimento
seletivo sem Novobiocina — mEC possibilitou o isolamento de estirpes de
STEC, as quais nédo teriam sido identificadas na presenca desse antibidtico.
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MC 123456 78 91011121314 15176181920 B
Wideddaddsscssanassnsnaa B

500 pb

M: Marcador de tamanho — 100pb DNA Ladder; C: controle positivo (stx); Linhas 1 a 20:
isolados
B: Branco

Figura 3 — Andlise por eletroforese em gel de agarose 1,2% de stx
amplificado dos isolados de Escherichia coli provenientes de
matadouro frigorifico.

Quadro 2 — Numero de bovinos positivos para Escherichia coli Shiga-
toxigénica — STEC obtidas de enriqguecimento seletivo, EC
modificado — mEC com e sem Novobiocina

o Lote A Lote B
Novobiocina Pele Fezes Carcaca Pele Fezes Carcaca
Presente - 1 - - ) i

Ausente - 3 - - i 2

Total de bovinos por lote: 10.

Caldos de enriguecimento séo atualmente empregados no isolamento
de STEC antes de meios para sua deteccdo e identificacdo. Protocolo de
enriguecimento contendo esse antibiotico tem sido recomendado como
forma de garantir e, a0 mesmo tempo, limitar o crescimento da microbiota
competidora (VIMONT et al., 2007). A Novobiocina é o antibiético mais
comumente utilizado em caldos de enriquecimento para STEC. Esse

antimicrobiano € ativo principalmente para bactérias Gram-positivas e para
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algumas bactérias Gram-negativas freqlientemente presentes em amostras,
as quais poderiam competir com STEC durante o enriquecimento. Além
disso, STEC sdo tidas em geral como resistentes a Novobiocina, o que
justificaria 0 seu maior uso em caldos de enriquecimento, comparado com
outros antibidticos (VIMONT et al.,, 2006). No entanto, os protocolos de
enriquecimento atualmente utilizados, algumas vezes, sdo inadequados nao
somente pelo uso de Novobiocina que pode inibir o crescimento de algumas
estirpes de STEC, mas também pela ineficiéncia de outros protocolos em
detectar baixas concentracbes de células, em razdo da microbiota
competidora (VIMONT et al., 2007). A superioridade de um protocolo de
enriqguecimento sem antibiéticos para o isolamento de E. coli O157:H7 de
fezes de bovinos ja foi demonstrada (FOSTER et al., 2003). A adicdo de
Novobiocina em caldos de enriquecimento parece ser inadequada para o
isolamento de STEC, pelo fato de algumas estirpes serem suscetiveis a
Novobiocina (VIMONT et al.,, 2007). Novamente, os dados demonstraram
que o meio sem Novobiocina foi 0 mais eficiente em detectar STEC, porém
evidenciam também que algumas estirpes de STEC ndo teriam sido
detectadas caso a Novobiocina ndo houvesse sido adicionada ao meio de
enriqguecimento (MEC) e o bovino seria considerado negativo para STEC.

A presenca de estirpes patogénicas de E. coli num ambiente
representa fonte potencial de contaminacédo de alimentos e de agua. Além
disso, essas estirpes se constituem em reservatorio potencial de genes de
patogenicidade e viruléncia que podem dar origem a novas estirpes
patogénicas, por transferéncia génica horizontal (KUHNERT et al., 2000;
DONNENBERG; WHITTAM, 2001). A presenca ou auséncia de um gene em
particular € insuficiente para predizer o potencial de viruléncia de uma
estirpe STEC (MALDONADO et al., 2005), pois a expressao dos genes stx,
ou seja, a producao da toxina nem sempre ocorre. Dessa forma, pode haver
variabilidade nas respostas citotoxicas das estirpes positivas para o gene stx
(O’LOUGHLIN, E.V.; ROBIN-BROWNEB, R.M., 2001).

Oito dos 18 amplicons stx obtidos foram sequenciados. Destes, quatro
corresponderam ao gene stx2 com 98% a 99% de identidade com
sequéncias ja conhecidas, e quatro apresentaram 94% e 96% de identidade

com seqgUéncias de Stxl ja depositadas nos bancos de dados. Os genes
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stx2 foram provenientes de E. coli isoladas de caldo mEC sem a adi¢cédo de
Novobiocina, a partir das carcacas e das fezes. Os genes stx1 foram
provenientes de espécimes, de origem fecal, que foram enriquecidas em
caldo EC acrescido de Novobiocina (mECn). O alinhamento das sequéncias
de aminoécidos inferidas do seqienciamento dos genes € apresentado nas
Figuras 4 e 5.

N P N T T I RN I IR
110 120 130 140 150

*kkkk k% **k * *kkkk k*khkkkk * k% R I *kkkkkkkk*k

Ec 120 Stx1l FYRFADFSHV TFPGXNSGYl VWQLYHVTAC XQGSWRGCX | NRHSLTTSY

F6ANL FYRFADFSHX TFPGXNSGYl VWQLYHVXAC CQGSWRGC- | NRHSLTTSY
F6AN2 XNRFADFSHX TFXGTNSGYl WWQLYXVXAC XQGSWWRGCX | NRHSLTTSY
F6AN3 FXRFADFSHV TFPGXNSGYI VWQLYHVTAC XQGSVWRGCX | NRHSLTTSN
F6ANA FXRFADFSHV TFPGXNSGYI VWQLYHVTAC XQGSWRGCX | NRHSLTTSY
N S RV D T R RN I R
160 170 180 190 200
**k *kkkkk*k kkkhkkkhkhkhkhk*k *kkxkkrkkhkhkk *x kk khkkkhkkhkhk *x *FhrkFkrkkhkkhkkx
Ec 120 Stx1 LDLMSHSGTS LTQSVARAM. RFVTVTAXSF TFSANTEG S YXTLDDLSGR
F6ANL LDXVBHSGTS LTQSVARAM. RFVTVTADSX TFXANTEG S YHTLDDLSGR
F6AN2 LDXVBHSGTX LTQSVARAM. RFVTVTAXSX TFSANTEG S YXTLDDLSGR
F6AN3 LDLMSHSGTS LTQSVARAM. RFVTVTAXSF TFSANTEG S YXTLDDLSGR
F6ANA LDLMBHSGTS LTQSVARAM. RFVTVTAXSF TFSANTEG S YXTLDDLSGR
N T VY P B P B B
210 220 230 240
%k k*k khkhkk*k *kk k*khkkkx%x *k*k * K*khkk*k k%%
Ec 120 Stx1 SYXNDXLKM. | LHXWGRLSX CPAXTXHGQD SVRVGRI SFG
F6ANL SYVNDSLKM. | LHI WERLS- CPACTI HGQD SVRX- - - - - -
F6AN2 SYXNDXLKM. | LHXWERLSX CPAXTXHGQD SVRVGX- - - -
F6AN3 SYXNDXLKM. | LHXWGRLSX CPAXTXHGQD SVRVGRI X- -
F6ANA SYXNDXLKM. | LHXWERLSX CPAXTXHGQD SVRVGRI X- -

Figura 4 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de Stx1 de
Escherichia coli Shiga-toxigénicas isoladas de bovinos em linha
de abate. Ec Stx1 — Subunidade A da toxina Stx1 de Escherichia
coli linhagem EC120(numero de acesso nho GenBank:
193221234); FsAN1, FsAN2, FsAN3, FsAN4 — isolados de E. coli
provenientes de fezes.
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N P P T U I IR IO IR D
110 120 130 140 150
**************: * % % % % * % * % k% k% % % % * * %% * % * %

Ec 112 Stx2 Yl SARCDNGE HDNGQALYHS XNVSQRWKRS GMQ SRHSXG FXHI XALMEF

C10B1 Y| SAXCDNGF HDNGQQLYHS XNVSQRWKRS GMQ SRHSXG FYHI XALNEF
C10B2 - - XARCDNGF  HDNGQQLYHS XNVSQRXXRS GMQ SRHSXG FXHI - ALXEF
C10B3 Y| SAXCDNGF HDNGQQLYHS CNVSQRW RS GMQ SRHXTG FXHI XALMEF
F1A4 - XRARCDNCF HDNGQQLYHA XNVSQRWKRS GMQ SRHSXG FXHI XALNEF
R I T IV IR ISP I [P I IS
160 170 180 190 200
k), k) kk k%% )k kkkkk k%% * % % * % % :* * )k kkkkk k%% **:* * % % *
Ec 112 Stx2 SGNTMIRDAS RAVLRFVTVT AEALRFRXDT ERI SSGTVNC SCVYDDAGRR
C10B1 SGNTMIRDAS RAVLRFVTVT AEALRFRLDT ERI SSGTVNC SCVYDDAGRR
C10B2 SGNTMTRDAS RAVLRFVTVT AEALRFRXDT ERI SSGTVNC SCVYXDAGXR
C10B3 SGNTMIRDAS RAVLRFVTVT AEAXRFRLDT ERI SSGTVNC SCVYDDAGRR
F1A4 SGNTMIRDAS RAVLRFVTVT AEALRFRXNT ERI SSGTVNC SCLYDDAGRR
N P N B
210 220
* %k k% k% %% * % * % %

Ec 112 Stx2 GPHSELGANQ QCASGVSGRG
C10B1 GPHSELGANQ QCAF- - - - - -
C10B2 GPHSELGANQ QCASGVSGRG
C10B3 GPHSELGANQ QCASGVSGRG
F1A4 GPHSELGENQ QCASGVSGRG

Figura 5 — Alinhamento das seqUéncias de aminoacidos de Stx2 de
Escherichia coli Shiga-toxigénicas isoladas de bovinos em linha
de abate. Ec Stx2 — subunidade A da toxina Stx2 de Escherichia
coli linhagem EC112 (nimero de acesso no GenBank:193221201;
F1A4 — isolado proveniente de fezes; C1oB1, C10B2 e C10B3 —
isolados de E. coli provenientes das carcagas.

O potencial citotoxico de STEC foi verificado por meio de analise em
células Vero (Figura 6). A producdo da toxina tipo Shiga foi avaliada nos 18
isolados positivos para 0 gene stx. Entre esses isolados, 10 apresentaram
efeito citotoxico em células Vero. Sete isolados eram de origem fecal
proveniente de dois bovinos do lote A, enquanto trés dos isolados eram

provenientes da carcaga de um mesmo bovino (Quadro 3).
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Figura 6 — Fotomicrografia do resultado do teste de Citotoxicidade, em
células Vero, de isolados de Escherichia coli positivos para
stx1/stx2, com aumento de 40x. A- branco;B- controle positivo; C,
D, E- presenca de efeito citotdxico; e F, G,H- auséncia de efeito
citotoxico.
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Figura 6 — Fotomicrografia do resultado do teste de Citotoxicidade, em
células Vero, de isolados de Escherichia coli positivos para
stxl/stx2, com aumento de 40x. |, J, K- presenca de efeito
citotoxico; e L, M, N, O, P- auséncia de efeito citotoxico.
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Figura 6 — Fotomicrografia do resultado do teste de Citotoxicidade, em
células Vero, de isolados de Escherichia coli positivos para
stx1/stx2, com aumento de 40x. Q, R, S, T- presenca de efeito
citotoxico.
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Quadro 3 — Caracteristicas dos isolados potencialmente shiga-toxigénicos

a b c

Genes de Viruléncia Citotoxicidade Entero-hemolisina

Isolados Stx hly Stx EHly
FsAN1 + - + +
FeAN2 + - + -
FeAN3 + - + +
FsAN4 + - + -

F.A4 + + + -
F,A5 + - + -
F,A6 + + + -
FsAl + - - -
F,Al + - - -
F,A2 + - - -
F,A3 + - - -
F,A4 + - - -
C;B1 + - - -
C,B2 + - - -
C;B3 + - - -
Cy0B1 + - + +
C10B2 + + + +
C10B3 + + + +

a Genes de viruléncia detectados por PCR: stx- toxina tipo Shiga; hlyA- entero-hemolisinas.
b Citotoxicidade em células vero — Stx; c Detecgdo de entero-hemolisinas — Ehly.

C- Carcaca; F- Fezes; A- lote; B- lote; Primeiro digito- n°do bovino; Segundo digito- n°do
isolado; e N- Novobiocina.

Os isolados positivos - stx foram posteriormente analisados por PCR
(Figura 7) para o gene hlyA codificador de entero-hemolisina em STEC, o
qual foi detectado nos isolados de STEC do material fecal e da carcaca,

provenientes de dois bovinos (Quadro 3).
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MC 12 34 5 6 7 8 9101213 1415161718 B

500 pb

M: Marcador de tamanho — 100pb DNA Ladder; C: controle positivo (stx);
Linhas 1 a 18: isolados; B: Branco

Figura 7 — Analise por eletroforese em gel de agarose 1,2% de hlyA
amplificado dos isolados de STEC, provenientes de matadouro
frigorifico.

A atividade entero-hemolitica foi observada em dois desses isolados
(Quadro 3 e Figura 8). Ressalta-se que nem sempre houve correlacao entre
a presenca de hlyA e atividade hemolitica (Quadro 3). Os resultados, nos
dois casos, estdo sendo submetidos a processo de confirmacéo; inclusive

com o sequenciamento dos positivos para hlyA.

E. coli K12

Ci0B2

P g
- dnr
= P

Figura 8 — Atividade de entero-hemolisinas dos isolados C;0B2 e C3oB3;
Controle positivo — C3388; e Controle negativo E. coli K12.
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A ocorréncia do gene hlyA em estirpes STEC ¢€ alta, sugerindo-se a
acdo dessas duas proteinas, Stx e Ehly, na patogénese da Colite
Hemorragica (CH) e Sindrome Urémico Hemolitica (SUH). Evidéncias
demonstram ser hlyA importante marcador de viruléncia de STEC
(SCHMIDT et al., 1995; FREMAUX et al., 2006), o qual esta intimamente
associado ao sorotipo 0O157:H7 e sorotipos ndo-0157, como 026:H11,
026:H-, O111:H-, O111:H8, 0113:H21 (GYLES et al., 1998; GUTH et al.,
2003; MEICHTRI et al.,, 2004; IRINO et al.,, 2005; CHO et al.,, 2006)
implicados em casos esporadicos e diversos surtos. Varios autores
detectaram a presenca desse gene em todos os sorotipos O157:H7 de
STEC e, apesar de nem todos os sorotipos ndo-0O157 apresentarem esse
gene, todas as estirpes de E. coli diarreicogénicas nao-STEC foram
negativas para o gene hlyA (SCHMIDT et al.,, 1995; OSEK, 2003;
MALDONADO et al., 2005).

Na pesquisa realizada por Maldonado et al. (2005), todos os isolados
stx positivo apresentaram efeitos citotdxicos, porém com variacdes na
intensidade desse efeito, indicando que a presenca de um gene somente
ndo pode ser usada para determinar o potencial de viruléncia de estirpes.

A citotoxicidade de 220 estirpes positivas para o gene stx foi também
avaliada por Pradel et al. (2000), e 85% delas apresentaram efeito téxico.
Observou-se significante associacao entre os isolados altamente citotdxicos
e a presenca do gene stx, e, ou, a presenca do gene hlyA. Um total de 202
iIsolados de STEC foi obtido de animais em seis fazendas de bovinos de leite
no Estado de S&o Paulo, e apenas dois isolados ndo apresentaram atividade
citotoxica, e na maioria deles (88%) foi detectado o gene hlyA (IRINO et al.,
2005). A frequéncia de STEC foi examinada em bezerros diarréicos e nao-
diarréicos, e, dos 24 isolados de STEC obtidos de 20 animais, 12 foram
positivos para o gene hlyA, sendo a expressdo de Stx e de EHIly confirmada
em todas as estirpes de STEC identificadas (LEOMIL et al.,, 2003). O
potencial patogénico foi avaliado entre estirpes de STEC isoladas de animais
e alimentos na Argentina e no Brasil (GUTH et al., 2003). O gene hlyA foi
encontrado em 85,7% dos isolados, e a producédo da entero-hemolisina
(EHEC-HIy) foi observada em todas as estirpes 0157 e 85,7% das néao-
0157 (GUTH et al., 2003).
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O bovino é o reservatorio principal de STEC 0157 e ndo-0157. A
microbiota presente no intestino de bovinos pode contaminar o ambiente de
abate e processamento das carcacas e, consequentemente, o produto final.
A pele e fezes sdo importantes fontes de contaminacdo bacteriana de
carcacas, entretanto intervengdes antimicrobianas podem significativamente
reduzir o numero de bactérias de origem fecal. Varios autores tém
demonstrado a ocorréncia das STEC em fezes, pele e carcagas de bovinos
na linha de abate. A pele foi considerada fonte importante de STEC em lotes
de bovinos criados em confinamento (BARKOCY-GALLAGHER et al., 2003),
o que foi demonstrado pela maior detec¢do de STEC O157:H7 e ndo-0157
em comparagdo com as fezes desses bovinos. Nos resultados aqui
apresentados, ndo se detectou STEC na pele dos bovinos amostrados. A
diferenca dos resultados pode ser atribuida a pratica de criagcdo de bovinos
em pastagens, fator que minimizaria os eventos de contaminacéo.

Justifica-se um estudo mais amplo com a finalidade de analise do
risco real de STEC em produtos de carne bovina.
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5. CONCLUSOES

Escherichia coli Shiga-toxigénica foi detectada em fezes e carcacas
de bovino, em Matadouro Frigorifico.

O meio seletivo mEC foi mais eficaz para o isolamento quando
desprovido de Novobiocina, entretanto 0 uso desse antibiotico permitiu a
deteccao de isolados de E. coli que ndo sdo necessariamente detectados na
auséncia de Novobiocina. A reciproca parece ser verdadeira, portanto é
valido recomendar que, em testes de presenca de Escherichia coli Shiga-
toxigénica, seja usado meio — mEC com Novobiocina e também mEC sem
Novobiocina.

STEC foi detectada apenas em fezes e carcagas dos bovinos, mas
nao nas amostras de pele dos animais abatidos que foram criados em
regime de pastoreio. Infere-se que o sistema de criagcdo dos animais pode
influenciar a presenca de STEC, uma vez que, em trabalhos nos quais a
amostragem foi feita em animais confinados, a pele aparece como a
principal fonte. Esse fato deve ser considerado em Analise de Risco.

Oito dos 18 amplicons stx obtidos foram seqiienciados, e todos
apresentaram sequéncias de aminoacidos inferidas das sequéncias
nucleotidicas correspondentes as toxinas Stx, sendo quatro Stx1l, de
isolados detectados na presenca de Novobiocina, e quatro Stx2,

considerados de maior viruléncia, isolados na auséncia de Novobiocina.
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Nem todos os isolados positivos para stx pelo método de PCR foram
capazes de expressar a citotoxicidade para as células Vero.

A relacdo entre a presenca de hly e a atividade hemolitica nem
sempre ocorre. Essa atividade foi confirmada em cinco dos isolados, todos
eles também positivos para a atividade citotoxica. A reciproca nao é
verdadeira, pois nem todos com atividade de Stx tiveram atividade de EHly.

Os resultados autorizam recomendar a ampliacdo de estudos com a
finalidade de analise de riscos pertinentes a ocorréncia e disseminacdo

desse grupo de bactérias de expressiva relevancia para a Saude Publica.
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ANEXOS



ANEXO 1

Tabela 1A — Caracteristicas dos isolados de Escherichia coli provenientes
da pele bovina

Fatores de Fendtipo ®  Fenétipo ° Isolado Fatores de Fendtipo ° Fenotip °©
Isolado Viruléncia ? Stx Ehly Viruléncia ? Stx Ehly
Stx hly Stx hly
P,AN1 - PsA2 -
P,AN2 - PsA3 -
PsAN1 - PsA4 -
PsAN2 - PsA5 -
PsAN3 - P,Al -
PsANL - P,A2 -
PsAN2 - P,A3 -
PoAN3 - PgAl -
PsAN4 - PsA2 -
PsANS - PgA3 -
PsANG - PsA4 -
P1cAN1 - Py,Al -
P10AN2 - PsA2 -
P10AN3 - PsA3 -
P10AN4 - P1oAl -
P10ANS - P10A2 -
P10AN6 - P10A3 -
P.:BN1 - P3;B1 -
P1BN2 - P;B2 -
P:BN3 - PsB3 -
P.BN4 - P,B1 -
P,BN1 - P.B2 -
P,BN2 - P.B3 -
P,BN3 - P.B4 -
PsBN1 - P.B5 -
P3sBN2 - P.B6 -
P,BN1 - PsB1 -
P,BN2 - PsB2 -
P,BN3 - PsB3 -
P.BN4 - PsB4 -
P4BN5 - PsB5 -
PsBN1 - PsB6 -
PsBN2 - PsB7 -
PsBN3 - PsB8 -
PsBN1 - PsB9 -
PsBN2 - P¢B1 -
PsBN3 - PsB2 -
P;BN1 - PsB3 -
P;BN2 - PsB4 -
P;BN3 - Pe¢BS -
PsBN1 - PsB6 -
PsBN2 - PeB7 -
PsBN3 - P<B8 -
P,A1l - PsB9 -
P,A2 - P,B1 -
P,A3 - P;B2 -
P,A4 - P;B3 -

PsAl -
a Genes de viruléncia detectados por PCR: stx- toxina tipo Shiga; hlyA- entero-hemolisinas.
b Citotoxicidade em células vero — Stx; e ¢ Detecgéo de entero-hemolisinas — Ehly.

P- pele; A- lote; B- lote; Primeiro digito- N°do bovino; Segundo digito- n°do isolado; e N-
Novobiocina.
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ANEXO 2

Tabela 2A — Caracteristicas dos isolados de E. coli provenientes de fezes

bovinas

Isolado Fatores de Fendtipo b Fenétipo ° Isolado Fatores de Fendtipo P Fendtipo °
Viruléncia ? Stx Ehly Viruléncia ® Stx Ehly
Stx hly Stx hly

F1AN1 - F10BN4 -

F1AN2 - F1BN5 -

F1AN3 - F1,BNG -

F1AN4 - FiAl -

F2AN1 - F1A2 -

F,AN2 - F1A3 -

F2AN3 - FiA4 + + +

F,AN4 - F1A5 + - +

F2AN1 - F1A6 + + +

F2AN2 - FiA7 -

FsAN3 - FoAL -

FsAN1 - FsAl +

FsAN2 - FaA2 -

FsAN3 - FsA3 -

FsAN4 - F.AL +

FsANS - FiA2 +

FsANG - F.A3 +

FsAN1 + - + F.A4 +

FsAN2 + - + FJA5 -

FsAN3 + - + FsAl -

FsAN4 + - + FsA2 -

FsANS - FsA3 -

F1BN1 - F/AL -

FiBN2 - F/A2 -

F.BN3 - FeAl -

F2BN1 - FsA2 -

F,BN2 - FsA3 -

F,BN3 - FeAd -

F:BN1 - FB1 -

F,BN1 - F.B2 -

F,BN2 - F.B3 -

F,BN3 - F,B1 -

FsBN1 - F.B2 -

FsBN2 - FsB1 -

FsBN3 - FsB2 -

F,BN1 - F3B3 -

F/BN2 - FsB1l -

F/BN3 - FsB2 -

FsBN1 - FsB3 -

FsBN2 - FB1 -

FsBN3 - F/B2 -

FyBN1 - F,B3 -

FoBN2 - FsB1 -

F9BN3 - FsB2 -

FsBN4 - FgB3 -

F10BN1 -

F10BN2 -

F10BN3 -

a Genes de viruléncia detectados por PCR: stx- toxina tipo Shiga; hlyA- entero-hemolisinas.
b Citotoxicidade em células vero — Stx;e ¢ Detec¢do de entero-hemolisinas — Ehly.

P- pele; A- lote; B- lote; Primeiro digito- n° do bovino; Segundo digito- n°do isolado; e N-
Novobiocina.
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ANEXO 3

Tabela 3A — Caracteristicas dos isolados de E. coli provenientes de carcaca

bovina
Isolado Fatores de Fendtipo °  Fendtipo © Isolado Fatores de Fendtipo °  Fendtipo ©
Viruléncia # Stx Ehly Viruléncia ® Stx Ehly
Stx hly stx hly

CsAN1 R C,B3 + _ .
C3AN2 _ CoAl -

C3AN3 _ CoA2 _

C3;AN4 _ CoA3 -

C3;ANS _ CoA4 -

C3;AN6 _ CoA5 _

C3AN7 _ CoA6 -

C3;AN8 _ CoA7 -

C10AN1 _ CoA8 _

C,Al _ CoA9 -

C,A2 _ CAl -

C,A3 _ C10A2 _

C,A4 _ C10A3 -

C,A5 _ C10A4 -

C,A6 _ C10A5 _

C/Al _ C10A6 -

C,A2 _ C10A7 -

C/A3 _ C10A8 _

C,A4 _ C10A9 -

C:A5 i C1oB1 + . +
C;B1 . B C1B2 + + +
C;B2 . ) C1B3 + + +

a Genes de viruléncia detectados por PCR: stx- toxina tipo Shiga; hlyA- entero-hemolisinas.
b Citotoxicidade em células vero — Stx; e ¢ Detecgéo de entero-hemolisinas — Ehly.

C- Carcaca; A- lote; B- lote; Primeiro digito- N°do bovino; Segundo digito- n°do isolado; e
N- Novobiocina.
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