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RESUMO

SERENO, Mallu Jagnow, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2021.
Presenca de Escherichia coli diarreiogénica em bovinos provenientes de
criacoes extensiva e intensiva e na linha de abate e processamento. Orientador:
Luis Augusto Nero.

Embora Escherichia coli faca parte da microbiota comensal do trato intestinal
humano e animal, alguns patotipos denominados genericamente como E. coli
diarreiogénicas (DEC) podem causar infecgdes intestinais. Animais de producéo,
principalmente os bovinos, sdo considerados reservatorios naturais de DEC e a
principal fonte de contaminagdo de alimentos. Nos abatedouros, DEC pode ser
transferida para carcacas durante o abate e, subsequentemente, para o produto final
durante o processamento. Assim, esses produtos podem atuar como potenciais
veiculos de transmissdo de DEC para humanos. Este estudo teve como objetivo
avaliar a presenca de E. coli patogénica em bovinos provenientes de dois sistemas
de criacdo (extensivo e intensivo) e em abatedouros frigorificos de bovinos, bem
como identificar E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) e demais patotipos (E.
coli enteroinvasiva, EIEC, E. coli enteropatogénica, EPEC, E. coli enterotoxigénica,
ETEC e E. coli enteroagregativa, EAEC). Amostras de bovinos (cem animais de
cada sistema de criagdo) foram obtidas em diferentes etapas do abate: amostras de
carcagas, coletadas ap6s sangria (n = 200), apds evisceragao (n = 200) e apds
lavagem final (n = 200), e amostras de fezes (n = 200), coletadas imediatamente
antes da etapa de ocluséo do reto. Ainda, foram obtidas amostras de agua industrial
(n = 10) e agua residual proveniente da lavagem final das carcacas (n = 10), e
amostras de cortes carneos (n = 90). Todas amostras foram submetidas ao
isolamento de E. coli com base na metodologia ISO 13136 e através de isolamento
em agar MacConkey. Isolados identificados como DEC (n = 270) foram submetidos
a caracterizagdo de acordo com determinantes genéticos de viruléncia e a
determinacao do grupo filogenético. Das 910 amostras coletadas, 94 (10,3%) foram
positivas para algum tipo de DEC, das quais 82 foram amostras de fezes dos
animais abatidos e doze de carcagas, especialmente apdés a sangria. Amostras de
cortes carneos e de agua nao apresentaram DEC. Dessas 94 amostras positivas, 81
amostras foram positivas para STEC, oito amostras foram positivas para EIEC e
cinco amostras positivas para EPEC. A partir das frequéncias de DEC nos bovinos



amostrados, animais criados em sistema extensivo apresentaram maior frequéncia
de STEC (n = 48, 48,0%) quando comparados a animais criados em sistema
intensivo (n = 23, 23,0%) (p < 0,05). Com relacdo aos demais patotipos isolados,
EPEC e EIEC, nao foram observadas diferencas significativas entre os sistemas de
producdo em relacdo as frequéncias de bovinos positivos (p > 0,05). Entre os
isolados obtidos, o patotipo mais isolado foi STEC (n = 251, 93,0%), seguido de
EPEC (n = 11, 4,0%) e EIEC (n = 08, 3,0%); nenhum isolado de DEC foi
caracterizado como EAEC ou ETEC. De acordo com a caracterizagdo dos isolados
de STEC, trés (1,2%) carreavam o gene stx1, 148 (59,0%) carreavam o gene stx2 e
85 (83,9%) carreavam ambos stx1 e stx2; 22 (8,8%) isolados apresentaram o gene
eae. Todas as EPEC isoladas foram classificadas como EPEC atipicas. O grupo
filogenético mais frequente foi o filogrupo B1, seguido pelo filogrupo E. Este estudo
fornece evidéncias adicionais de que os bovinos sédo fontes potenciais de DEC. A
deteccdo de E. coli patogénica em fezes e carcagas de bovinos associado a néo
deteccdo em amostras de cortes finais sugere que procedimentos adequados
durante o abate e processamento da carne podem desempenhar um papel
importante no seu controle. Os bovinos de ambos os sistemas de producao
apresentaram DEC, no entanto, foi possivel verificar uma influéncia do sistema
extensivo no isolamento de STEC. Os isolados obtidos nesta pesquisa, sobretudo
STEC, apresentaram importantes fatores de viruléncia, destacando o alto potencial
de patogenicidade dessas cepas e reforcando a importancia do controle e
monitoramento de DEC, no campo e em abatedouro de bovinos, visando minimizar a
contaminacao de produtos finais. Mais estudos sdo necessarios para determinar os
fatores que influenciam a prevaléncia de STEC em bovinos, os quais auxiliardo no
desenvolvimento de estratégias em toda a cadeia para controlar o risco de
exposicdo da carne a cepas relevantes que podem ocasionar quadros clinicos

graves em humanos.

Palavras-chave: APPCC. BPF. Carne bovina. E. coli enterohemorragica. Gado.

Microbiota. Sistema de producgéo.



ABSTRACT

SERENO, Mallu Jagnow, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2021.
Presence of diarrheagenic Escherichia coli in cattle from extensive and
intensive breeding and in the slaughter and processing line. Advisor: Luis
Augusto Nero.

Although Escherichia coli can be an innocuous resident of the human and animal
intestinal tract, there are some strains generically named as diarrheagenic E. coli
(DEC) able to cause significant diarrheal. Animal production, mainly cattle, is
considered natural reservoirs of DEC and it can play an important role in food
contamination. Once in the processing facilities, DEC can be spread to carcasses
during the slaughtering procedures and, subsequently, it can contaminate the end
products. Then, these products will act potentially as transmission vehicles for these
pathogens to humans. This study aimed to evaluate the presence of DEC in two
cattle breeding systems (extensive and intensive) and in slaughterhouses, and to
identify Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and other pathotypes (enteroinvasive E.
coli, EIEC, enteropathogenic E. coli, EPEC, enterotoxigenic E. coli ETEC and
enteroaggregative E. coli, EAEC). Bovine samples (one hundred animals from each
breeding system) were obtained at different stages of slaughter: carcass samples,
collected after bleeding (n = 200), after evisceration (n = 200) and after final washing
(n = 200), and fecal samples (n = 200), collected immediately before the rectum
occlusion. Industrial water samples (n = 10) and residual water from the carcass final
washing (n = 10), and samples of meat cuts (n = 90) were also collected. All samples
were submitted to E. coli isolation based on the ISO 13136 methodology and through
isolation on MacConkey agar. Isolates identified as DEC (n = 270) were submitted to
characterization according to genetic determinants of virulence and to the
determination of the phylogenetic group. From 910 samples analyzed, 94 (10.3%)
were positive for some pathotype of DEC, which 82 of the samples were feces of
slaughtered animal and 12 were carcass, especially after bleeding stage. No meat
cuts and water samples were positive for DEC pathotypes. Of these 94 positive
samples, 81 samples were STEC positive, eight samples were EIEC positive, and
five samples were EPEC positive. Analyzing the DEC frequencies in bovines,
animals raised in extensive system had a higher frequency of STEC (n = 48, 48.0%)
compared to animals reared in an intensive system (n = 23, 23.0%) (p < 0.05).



Regarding other pathotypes isolated, EPEC and EIEC, no significant differences
were observed between the production systems and the frequencies of positive
bovines (p > 0.05). Among the isolates obtained, STEC was the main pathotype
isolated (n = 251, 93.0%), followed by EPEC (n = 11, 4.0%) and EIEC (n = 08, 3.0%);
no DEC isolates were characterized as EAEC or ETEC. According to the DEC
characterization, three (1.2%) isolates presented the six7 gene, 148 (59.0%)
presented the stx2 gene and 85 (33.9%) presented both stx7 and six2; 22 (8.8%)
presented the eae gene. All EPEC isolated were classified as atypical EPEC. The
mainly phylogenetic group detected was filogroup B1, followed by filogroup E. This
study provides further evidence that cattle are potential sources of DEC. Although
pathogenic E. coli was detected in bovine feces and carcasses, it was not detected in
final cut samples, suggesting that adequate procedures during slaughter and meat
processing play an important role in its control. Both production systems presented
cattle carrying DEC, however, it was possible to verify an influence of the extensive
system in the isolation of STEC. The isolates obtained, especially STEC, presented
important virulence factors, highlighting the pathogenicity of these strains and
reinforcing the DEC control and monitoring importance, on farms and in bovine
slaughterhouses, in order to minimize the contamination of final products. Further
studies need to be done to determine the factors that can contribute with the
prevalence of STEC in cattle to assist in the development of strategies throughout
the production chain in order to control the risk of meat exposure to relevant strains

that can cause severe clinical conditions in humans.

Keywords: HACCP. GMP. Beef. Enterohemorrhagic E. coli. Cattle. Microbiota.

Bovine production system.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli faz parte da familia Enterobacteriaceae e tem como habitat
primario a microbiota do trato intestinal de animais e humanos, onde desempenha
um papel importante em sua fisiologia. No entanto, adaptacées envolvendo
transmissdo, aquisicdo e eliminacdo de elementos genéticos entre linhagens de E.
coli e outros microrganismos, permitiram sua sobrevivéncia a novos ambientes e, em
alguns casos, podem causar doencas graves em seus hospedeiros. A
patogenicidade de E. coli ¢ um mecanismo multifatorial e complexo, que envolve um
grande numero de fatores de viruléncia, como toxinas e adesinas, codificadas por
genes cromossomais e por genes localizados em elementos genéticos mdveis como
os transposons, bacteriéfagos e plasmideos (FRAZAO et al., 2019; KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Algumas dessas linhagens patogénicas de E. coli podem causar infec¢oes
no trato intestinal (E. coli diarreiogénica, DEC) e infecgbes extraintestinais, como
infeccao urinaria, sepse e meningite (MENG et al., 2013). O grupo de DEC é um dos
principais causadores de doengas decorrente da ingestdo de alimentos
contaminados em todo o0 mundo, afetando todas as faixas etarias com sintomas que
incluem, entre outros, diarreia, gastroenterite, inflamacdo e ma absorcao de
nutrientes (CROXEN et al., 2013; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013).
Recém-nascidos, bebés, idosos e individuos com imunidade comprometida, como
aqueles que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana, sdo o0s que
apresentam maior risco de desenvolver o quadro clinico podendo levar a morte
(ACOSTA et al.,, 2016; KOTLOFF et al., 2013).

Enterocolites causadas por E. coli ocorrem mais frequentemente em paises
menos desenvolvidos, sendo a falta e/ou a precariedade do saneamento basico
consideradas os principais fatores responsaveis pela prevaléncia endémica de DEC
nesses locais. No entanto, surtos recorrentes de DEC também sdo frequentemente
relatados em paises desenvolvidos, onde se atribui como fator de risco a
contaminacdo cruzada de alimentos ao longo da cadeia produtiva altamente
internacionalizada, envolvendo intensa mecanizagcdo em grandes centros de
processamento e distribuicdo de alimentos (AIJUKA; BUYS, 2019; RASKO et al.,
2011).
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O grupo de DEC pode ser classificado basicamente em seis patotipos,
sendo que o patotipo de E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) se destaca pela
capacidade de causar complicagdes graves, como a sindrome hemolitica urémica
(SHU) e purpura trombocitopénica trombética, que pode determinar o ébito das
pessoas acometidas. Outros sintomas de infecgdo por STEC incluem diarreia
aquosa, diarreia com sangue e colite hemorragica. A patogenicidade causada por
STEC é mediada por genes que expressam toxinas Shiga (Stx), genes presentes na
ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement), bem como outros
genes capazes de codificar fatores de viruléncia (BOLTON, 2011). Embora
individuos de todas as idades estejam sob risco de infeccao por STEC, criancas
menores de cinco anos e idosos tém maior probabilidade de sofrer complicacdes
graves, podendo resultar em ébitos (MCADAM, 2015).

Animais ruminantes domeésticos e silvestres, principalmente bovinos, séao
considerados reservatérios naturais de E. coli patogénica e a principal fonte de
contaminacao de alimentos, que pode ocorrer apdés contaminacao fecal direta ou
indireta. Esses animais podem ser contaminados por esses microrganismos e
transporta-los no trato intestinal como assintomaticos. Uma vez no ambiente de
abate e processamento, os microrganismos podem se disseminar e contaminar o
produto final. Assim, as carnes no varejo derivadas desses animais podem atuar
como potenciais veiculos de transmissado para humanos (ISLAM et al., 2008; XIA et
al., 2010).

Desta forma, o sistema de producdo de gado desempenha um papel
importante na rota de contaminagdo de produtos carneos com E. coli patogénica
entérica. A maneira como o gado é criado pode modular a microbiota predominante
e atuar como um fator para a selecao e disseminacao desses patégenos. O gado em
pastagem pode ficar mais exposto a efluentes de esgotos, alimentos e agua
contaminados e ser mais suscetivel a contaminagdo por animais selvagens. Ja no
sistema intensivo de producdo, a concentracdo de animais eleva o acumulo de
dejetos e a presencga de microrganismos no ambiente do confinamento. Em razéo da
grande aproximagdo dos animais durante o regime intensivo, os couros estao mais
susceptiveis a acumular grandes quantidades de material fecal em comparag¢ao com
animais submetidos ao regime extensivo. Assim, animais criados sob sistema
intensivo podem, teoricamente, carrear uma maior carga microbiana para o abate



16

quando comparado a animais criados sob sistema extensivo, o0 que aumenta o risco
de contaminacao da carcaca (GOMES et al., 2016; JARDIM et al., 2006).

Nos abatedouros, os patotipos de DEC podem ser transferidos para
carcacgas de bovinos durante as etapas de abate e, subsequentemente, para a carne
durante o processamento. Etapas como remocgado do couro e evisceragdo sao
consideradas criticas para essa contaminagdo. Uma vez na industria de alimentos, a
colonizacdo e a persisténcia através da formacao de biofilme em varios tipos de
superficies podem ser fontes de contaminacdo por DEC. Além disso, biofilmes
microbianos também podem atuar como protecdo bacteriana contra condigbes
ambientais adversas. Assim, a execug¢do de forma adequada dos procedimentos
durante o abate e o processamento da carne desempenham um papel importante no
controle de DEC, onde falhas no processo predispde a contaminacao do ambiente
industrial e, consequentemente, do produto final (BRICHTA-HARHAY et al., 2008;
CARTER et al., 2016; CHAGNOT et al., 2017; GIAOURIS et al., 2015; GOMES et al.,
2016; SANTOS et al., 2017).

O Brasil se destaca na producdo e exportagdo de carne bovina,
representando 15% da produgdo mundial, sendo o maior exportador do mundo. No
ultimo levantamento da produgdo de carne no Brasil, a produgédo total de carne
bovina foi de 10,49 milhdes de toneladas, sendo que 23,64% da producéo total
foram destinados a exportacdo e 76,36% foram destinados ao mercado interno,
resultando em um consumo per capita de 38,37 kg/ano (ABIEC, 2020). Dada a
representatividade do Brasil na producdo e exportagdo de carne bovina, e a
importancia desses animais na manutencgao e distribuicdo de importantes cepas de
E. coli patogénica, o objetivo deste estudo foi caracterizar a presenca de STEC e
outros patotipos de DEC em bovinos provenientes dos sistemas de producao
extensiva e intensiva e em abatedouros frigorificos, ao longo da linha de abate e no

processamento da carne bovina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Escherichia coli DIARREIOGENICA

O género Escherichia consiste em bacilos Gram-negativos anaerdbios
facultativos que pertencem a familia Enterobacteriaceae, e € composto por cinco
espécies: E. albertii, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii e E. vulneris. A espécie E.
coli é amplamente distribuida e é o principal microrganismo anaerdbio facultativo
que habita o intestino de humanos e animais de sangue quente, onde desempenha
um papel importante na manutengédo da fisiologia intestinal. Em 1892, Shardinger
propds o uso de E. coli como indicador de contaminacao fecal e, posteriormente,
como indicador de processamento nao higiénico, funcées que ainda hoje sao
amplamente exploradas para a avaliacdo da qualidade e inocuidade de alimentos e
agua (FENG et al., 2020; PROCORP et al., 2017).

No entanto, o envolvimento de cepas de E. coli em importantes casos e
surtos de toxinfeccbes alimentares, com hospitalizagcdes e ébitos de individuos
contaminados, demonstra o potencial de algumas cepas em causar doencas tanto
em individuos saudaveis quanto imunocomprometidos. Muitas dessas cepas
representam grande problema de saude publica, pois apresentam baixa dose
infectante e podem ser transmitidas facilmente através de alimentos e &agua.
Linhagens patogénicas de E. coli podem causar diferentes enfermidades,
caracterizadas pelo acometimento do trato intestinal (grupo de E. coli
diarreiogénicas, DEC) e também por outros sistemas (grupo de E. coli patogénica
extraintestinal, ExXPEC), como o trato urinario, corrente sanguinea e sistema nervoso
central, o que permite caracterizar esse patégeno como altamente diverso e
adaptado (CROXEN et al., 2013; MENG et al., 2013).

O grupo de DEC pode ser classificado basicamente em seis patotipos: E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli difusamente aderente (DAEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) e
STEC (Figura 1). Esses patotipos se diferem quanto aos seus mecanismos de
patogenicidade, presenca de fatores de viruléncia, locais preferenciais para
colonizacao, sintomas clinicos e danos nos hospedeiros. Ainda, esses patotipos
estao frequentemente associados a alta morbidade e mortalidade entre criangas e a
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numerosos surtos de diarreia de origem alimentar no mundo (CROXEN et al., 2013;
GOMES et al., 2016; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; YU et al., 2018).

Figura 1 — Representacéo da interacao de cada Escherichia coli diarreiogénica com
a célula-alvo tipica
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Legenda: Cada um dos seis patotipos reconhecidos de E. coli diarreogénica tem caracteristicas
Unicas em sua interagdo com células eucaridticas: STEC adere aos enterécitos do colon, onde
liberam a toxina Shiga (Stx), cuja absorcao sistémica leva a complicagdes potencialmente fatais.
Ainda, as cepas STEC que possuem a ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement),
induzem a lesédo “attaching and effacing” levando a destruicdo da arquitetura das microvilosidades;
EPEC adere aos enterocitos do intestino delgado, com destruicdo da arquitetura das
microvilosidades, induzindo a lesao “attaching and effacing”, diferindo de STEC por ndo produzirem
Stx; EAEC adere aos epitélios do intestino delgado e grosso com a formagéo de biofilme espesso
com aderéncia de bactérias umas as outras, formando um padrdo de aderéncia agregativa conhecido
como "tijolo empilhado"; DAEC ¢é dispersa sobre as superficies dos enterécitos do intestino delgado,
resultando em um padrao de aderéncia difusa; ETEC adere aos enterécitos do intestino delgado,
utilizando fatores de colonizagdo (CF), e induz diarreia aquosa pela secrecdo de enterotoxinas
termolabeis (LT) e/ou estaveis ao calor (ST); EIEC invade a célula epitelial do célon, lisa o fagossomo
e se move através da célula por nucleacdo de microfilamentos de actina. A bactéria pode mover-se
lateralmente através do epitélio por disseminacado direta célula a célula ou pode sair e reentrar na
membrana plasmatica basolateral. Fonte: adaptado de Croxen et al. (2013) e Kaper, Nataro e Mobley
(2004).

O patotipo ETEC é um importante causador de diarreia, especialmente entre
criangas. Possui um conjunto diversificado de fatores de coloniza¢do para adeséo ao
epitélio intestinal e é reconhecido por produzir toxinas termolabeis (LT) e/ou
termoestaveis (ST), que desregulam os canais presentes na membrana epitelial,
levando a perda de ions e grandes quantidades de agua. A doenca é provocada a
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partir da colonizagdo e multiplicagdo nas proximidades do intestino delgado, com
producdo dessas toxinas, resultando em diarreia aquosa com pouca ou nenhuma
febre. Geralmente a transmissao ocorre por alimentos e agua contaminada com
fezes humanas ou animais (FENG; WEAGANT; JINNEMAN, 2020; FLECKENSTEIN
et al., 2010; FORSYTHE, 2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

ETEC apresenta uma elevada capacidade de sobrevivéncia no ambiente,
podendo resistir por até trés meses em agua fresca e apresenta capacidade de
formar biofilmes em fontes de agua potavel (AHMED et al., 2013; LOTHIGIUS et al.,
2010). A dose infectante, comparada com outros padrdes de E. coli, é relativamente
alta e acredita-se que esteja entre 10% e 108 unidades formadoras de col6nia (UFC)
(CABRERA-SOSA; OCHOA, 2020; CROXEN et al., 2013; LEVINE et al., 1979).
Embora ETEC cause uma quantidade significativa de casos, a infeccdo €
autolimitante e raramente é fatal. Na produgdo animal, ETEC provoca prejuizo
econémico uma vez que € um patégeno importante para frangos de corte e bovinos
e em suinos é a principal causa de mortalidade em leitbes em maternidade e no pés-
desmame (CROXEN et al., 2013; GOMES et al., 2016).

EIEC normalmente causam disenteria, principalmente devido a capacidade
de ligacdo a mucosa do intestino grosso, seguido de invasdao nas células, por
endocitose, e destruicdo do epitélio do célon. Porém, EIEC pode causar somente
diarreia aquosa em alguns casos, nao sendo possivel diferenciar de outras DEC. A
patogenicidade de EIEC estd associada a presenca de um plasmideo de viruléncia
necessario para invasao celular (p/nv), muito semelhante ao encontrado em Shigella
spp. Apesar dessa semelhanca, a doenca causada por EIEC é uma forma mais
branda e autolimitada (GOMES et al., 2016; JOHNSON; NOLAN, 2009). EIEC séao
detectadas com menos frequéncia em animais, uma vez que o principal reservatorio
desse patotipo é o intestino de humanos infectados. Alguns surtos causados por
EIEC foram associados ao consumo de leite e derivados e carne bovina; no entanto,
qualquer alimento ou agua contaminada com fezes humanas contendo EIEC pode
causar a doenca. A dose infectante é de 108 UFC e o tempo de incubacéo é de 24
horas. Ao contrério de E. coli tipicas, EIEC sdo imbveis, nao descarboxilam a lisina e
fermentam tardiamente a lactose (FENG; WEAGANT; JINNEMAN, 2020;
FORSYTHE, 2013; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MENG et al., 2013).

EAEC é outro patotipo de DEC que esta associado a diarreia aguda, e se
diferencia por poder causar um quadro de carater persistente com duracdo de mais
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de 14 dias, principalmente em criangas. Embora a dose infectante de EAEC seja alta
para adultos (10" UFC), a dose para criangas € desconhecida; o periodo de
incubacgao varia de 8 a 52 horas. A diarreia causada é aquosa, frequentemente com
presenca de muco, com ou sem sangue, dor abdominal, vomitos e febre baixa
(FORSYTHE, 2013; JENSEN et al., 2014; MENG et al., 2013).

A classificagdo desse patotipo ocorreu devido as cepas expressarem o0
padrao de adesao agregativa em culturas celulares (HEp-2). No padrao de adesao
agregativa, as bactérias formam agregados em uma configuragédo que lembra tijolos
empilhados, diferenciando-as do padrdao de aderéncia difusa das cepas de DAEC
(NATARO et al.,, 1987; NATARO; KAPER, 1998). Aléem disso, EAEC possuem
capacidade de producdo de varias adesinas, toxinas e proteinas que estao
envolvidas no processo de viruléncia, mas a presenca dos genes que codificam
esses marcadores € bastante varidvel entre as cepas desse patotipo (GOMES et al.,
2016). EAEC pode se ligar ao epitélio do jejuno, ileo e colon no padréo agregativo
caracteristico, formando um forte biofilme em uma camada de muco, seguido por
efeitos citotéxicos e pré-inflamatérios (ANDRADE; FREYMULLER; FAGUNDES-
NETO, 2010, 2011). Esse patotipo é transmitido pela via fecal-oral por alimentos ou
agua contaminada. Nao ha evidéncias de relagcédo entre cepas de EAEC isoladas de
humanos e diferentes espécies animais, 0 que sugere que 0s animais podem nao
representar o principal reservatério de EAEC tipico patogénico humano (CROXEN et
al., 2013; UBER et al., 2006).

Assim como EAEC, cepas de DAEC foram caracterizadas pelo padrdo de
adesao em culturas de células HelLa ou HEp-2 expressando, por sua vez, o padrao
aderéncia difusa (NATARO et al., 1987; NATARO; KAPER, 1998). As cepas de
DAEC basicamente se dividem em cepas produtoras de adesinas Afa/Dr (Afa/Dr
DAEC), incluindo pelo menos quatorze adesinas fimbriais e ndo fimbriais, e cepas
que nao as produzem. As cepas Afa/Dr DAEC estdo associadas as infeccoes do
trato urinario e a diarreia em criangas de 18 meses a 5 anos, mas também podem
estar presentes na microbiota intestinal de criangcas e adultos assintomaticos. O
gene da proteina autotransportadora (secreted autotransporter toxin - Sat) também
parece correlacionar-se com as cepas Afa/Dr DAEC, além da deteccdo de maior
inducao de secrecgao de interleucina 8 pelas Afa/Dr DAEC, atuando positivamente no
desenvolvimento do quadro diarreico (GUIGNOT et al., 2007; SERVIN, 2014;
TANIMOTO et al., 2019).
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Alguns estudos demonstram o isolamento de DAEC em fezes diarreicas de
criangas, apesar de ocorrer o isolamento desse mesmo patégeno em individuos de
mesma idade saudaveis em taxas semelhantes aos pacientes doentes. Desse
modo, a diarreia induzida por DAEC permanece controversa, onde 0 seu
envolvimento como agente causador do quadro ndo esta claro, assim como 0 modo
de transmissdao e reservatorios sdo desconhecidos (CROXEN et al.,, 2013;
KNUTTON et al., 2001; LOPES et al., 2005).

Cepas do patotipo EPEC, por sua vez, possuem genes cromossOmicos
agrupados na ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement),
responsaveis por provocar lesbes nos enterdcitos denominada attaching and
effacing (NATARO; KAPER, 1998; STEVENS; FRANKEL, 2014). A patogenicidade
dessas bactérias depende de um sistema de secrecao do tipo Il (T3SS), que auxilia
na translocacdo de proteinas efetoras do citosol bacteriano para as células
infectadas. A regidao LEE é composta por 41 genes, divididos em sete operons
(Figura 2): os operons LEE1, LEE2 e LEES3 codificam os componentes do T3SS e o
regulador Ler (LEE-encoded regulator), que controla a expressao dos demais
operons; LEE4 codifica as proteinas efetoras (EspA, EspB, EspD e EspF); LEE5S
codifica a proteina de membrana externa denominada intimina, que desempenha um
importante papel na adesdo a célula epitelial, e seu receptor Tir; LEE6 contém os
genes espG e orfl; LEE7 codifica os reguladores GrlA (global regulator of LEE-
activator) e GrIR (global regulator of LEE-regulator) (DENG et al., 2004; ELLIOTT et
al., 1998, 2000; GAYTAN; MARTINEZ-SANTOS; SOTO, 2016; YERUSHALMI et al.,
2014).

Figura 2 — Estrutura genética da ilha de patogenicidade Locus of Enterocyte
Effacement
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Fonte: Gaytan, Martinez-Santos e Soto (2016).
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Durante a lesdo attaching and effacing (Figura 3), observa-se uma
destruicdo das microvilosidades intestinais e a aderéncia intima da bactéria a
membrana do enterdcito, com a formacdo de uma estrutura semelhante a um
pedestal, cuja base é rica em actina e outros elementos do citoesqueleto. A
reorganizagdo do citoesqueleto altera a morfologia e fisiologia normal da regido
apical das ceélulas, o que leva a perda das microvilosidades e suas fungdes,
resultando em diarreia (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). A infeccao decorrente
de EPEC ocorre principalmente em criancas menores de dois anos de idade, em
paises em desenvolvimento, sendo a diarreia aguda seu principal sintoma clinico
(FENG; WEAGANT; JINNEMAN, 2020; FORSYTHE, 2013; NATARO; KAPER,
1998).

Figura 3 — Formacao do pedestal e destruicdo da arquitetura das microvilosidades
intestinais decorrente da lesao Attaching and Effacing
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Legenda: A) Esquematizagdo da estrutura do pedestal. B) Micrografia eletronica da mucosa intestinal
humana infectada com EPEC cepa E2348 durante a formacao da lesdo attaching and effacing (seta).
Apos a fixagao inicial , as bactérias induzem a supressao das microvilosidades por um processo de
desestruturacdo do citoesqueleto e vesiculagdo da membrana. As bactérias entdo se fixam
intimamente, através da ligagdo intimina-Tir, & membrana do enterécito apical desprovida de
microvilosidades. Proteinas de ligacdo a actina (WASP e Arp2/3) séo recrutadas nucleando a actina.
F-actina, a-actinina, talina, ezrina e vilina séo encontradas ao longo do pedestal, enquanto a miosina
Il ndo muscular e a tropomiosina sdo encontradas na base do pedestal. Fonte: Knutton (1995) e
Vallance e Finlay (2000).

O patotipo EPEC ¢é subdividido em dois grupos, sendo EPEC tipica (tEPEC)
as cepas que apresentam o plasmideo EAF (EPEC adherence fator), onde se
localizam os genes envolvidos na montagem e expressao de uma adesina fimbrial

(bundle-forming pilus, BFP). Essa fimbria permite a aderéncia interbacteriana e
possibilita a adesdo as células epiteliais. J& as cepas de EPEC que ndo possuem
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esse plasmideo fazem parte do grupo EPEC atipica (aEPEC) (HERNANDES et al.,
2009; NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; VIDAL,;
CANIZALEZ-ROMAN, 2007).

As cepas tEPEC e aEPEC também tém diferentes padrées de aderéncia em
cultivos celulares. Devido a expressdo da fimbria BFP, tEPEC apresentam um
padrao caracteristico de adesdo denominado de localized adherence (LA), na qual
as bactérias se aderem em grupos compactos, em um ou mais pontos na superficie
da célula epitelial, apés um periodo de infecgcdo de 3 horas. Ja aEPEC podem
expressar o padrdo denominado de localized adherence like (LAL), onde as
bactérias aderem em grupos bastante espacados, em um ou mais pontos da
superficie da célula hospedeira, que sao visualizadas somente em periodos de
ensaios mais prolongados (6 horas). Além do padrao LAL, os padroes de adesao
difusa e adesdo agregativa também s&o observados em algumas cepas de aEPEC
(HERNANDES et al., 2006, 2009; RODRIGUES et al., 1996; SCALETSKY; SILVA;
TRABULSI, 1984; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

A doenca diarreica causada pelo patotipo tEPEC diminui com a idade e
infecgcdes em adultos raramente séo relatadas. Essa aparente resisténcia em adultos
e criancas mais velhas tem sido atribuida a perda de receptores especificos com a
idade e o desenvolvimento de imunidade. A dose infectante que causa a doenga em
criangas € desconhecida. Ja o patotipo aEPEC pode ser encontrado em pacientes
diarreicos de todas as idades. Os surtos causados por EPEC tem mostrado uma
distribuicdo sazonal com picos observados durante os meses quentes (DIAS et al.,
2016; GOMES et al., 2004; NATARO; KAPER, 1998). Ao contrario de tEPEC, que
raramente € encontrado em animais, cepas de aEPEC foram encontradas em
animais diarreicos e saudaveis. Os sorogrupos 026, 0103, O119, 0128, 0142 e
0157 de aEPEC isolados de animais ja foram identificados em quadros de diarreia
humana, sugerindo assim o potencial zoonético de algumas cepas (HERNANDES et
al., 2009; KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015; MOURA et al., 2009).

Entre os patotipos de DEC, STEC é o patotipo que possui um importante
potencial zoondtico, principalmente associado a alimentos de origem animal. A via
de transmissédo de STEC é fecal-oral e a dose infectante € considerada muito baixa
(apenas 10-100 UFC sao suficientes para a infecgdo). STEC € um importante
enteropatégeno cujos sintomas variam de uma simples diarreia até quadros de

diarreia sanguinolenta, e podem evoluir para SHU e purpura trombocitopénica
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trombotica, que pode levar a faléncia renal e 6bito (CLEMENTS et al., 2012; GOMES
et al., 2016; HUNT, 2010). A maioria dos casos de doencas diarreicas no mundo
causado por STEC estd associada ao sorotipo O157:H7, mas sorogrupos como
026, 045, 0103, O111, O121 e O145 também tém sido reportados em infec¢des do
trato intestinal em humanos (FORSYTHE, 2013; GOULD et al., 2013; PERELLE et
al., 2007).

O principal fator de viruléncia desse patotipo é a toxina Shiga (Stx),
codificada por bacteriéfagos especificos (GOMES et al., 2016). Stx sado citotoxinas
de origem proteica divididas em Stx1 (Stx1a, Stxic e Stx1d) e Stx2 (Stx2a, Stx2b,
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g), de acordo com seus efeitos citotdxicos em
células Vero ou Hela, atividade biol6gica, imunorreatividade e andlise filogenética
das sequéncias dos genes stx (MELTON-CELSA, 2014; PATON; PATON, 1998;
SCHEUTZ et al., 2012). Stx sdo produzidas no colén e transportadas pela corrente
sanguinea até os rins, onde causam danos nas células endoteliais renais e obstruem
a microvasculatura local, através da combinacdo da toxicidade direta da toxina e
inducao local da producao de quimiocinas, resultando assim, na inflamacao renal
que pode levar ao desenvolvimento da SHU (NGUYEN; SPERANDIO, 2012;
POLITO; MASTROIANNI, 2010). A Stx2 tem demonstrado maior patogenicidade
devido a sua forte associagdo com o desenvolvimento da SHU, sindrome
caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e faléncia renal (MELTON-
CELSA, 2014; SCHEUTZ et al., 2012).

Além da producédo da Stx, algumas cepas de STEC também possuem a ilha
de patogenicidade LEE, cujo genes sao altamente conservados entre os
microrganismos que possuem capacidade de causar lesbes attaching and effacing,
como EPEC e Citrobacter rodentium. Essas cepas fazem parte de uma subcategoria
do patotipo STEC, STEC eae+, amplamente conhecido como E. coli
enterohemorragica (EHEC) (CROXEN; FINLAY, 2010; GAYTAN; MARTINEZ-
SANTOS; SOTO, 2016; NATARO; KAPER, 1998; NGUYEN; SPERANDIO, 2012;
STEVENS; FRANKEL, 2014). Todos os genes codificados na ilha de patogenicidade
LEE de EPEC estdo presentes em LEE de STEC eae+ na mesma ordem, e
possuem um alto grau de conservacao apresentando uma identidade média de 94%
ao nivel de nucleotideos (PERNA et al., 1998). Devido a essa capacidade de aderir
a membrana da célula e colonizar o intestino grosso, essa subcategoria tem sido

fortemente associada a diarreia sanguinolenta, dores abdominais, anemia hemolitica
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e a SHU em paises industrializados, e frequentemente sdo relacionadas a doengas
humanas severas (CROXEN; FINLAY, 2010; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A expressao de outros genes da regidao LEE resulta na liberacdo de outros
fatores de viruléncia importantes associados a patogenia das cepas STEC eae+
como adesina, intimina (eae), proteinas do sistema de secrecao tipo Ill (Esc e Esp),
chaperoninas (proteinas Ces), proteinas efetoras (EspF, EspG, Map) e um receptor
para intimina (translocated intimin receptor - Tir) (GIRARD et al., 2005). O gene que
codifica a enterohemolisina (Ehly) observada nessas cepas pertencem ao plasmideo
pO157. O mesmo plasmideo ainda possui genes que codificam uma catalase-
peroxidase (KatP) e uma serina protease (ESpP) relacionada com a exacerbacgéo da
doenca hemorragica (BEUTIN et al., 1993; BRUNDER; SCHMIDT; KARCH, 1996).

2.2. OCORRENCIA DE Escherichia coli DIARREIOGENICA NA CADEIA
PRODUTIVA DE CARNE BOVINA

O Brasil se destaca na producado e exportagdo de alimentos de origem
animal, incluindo a carne bovina, suina, de aves. Na pecuaria de corte, o pais
representa 15% da producdo mundial de carne bovina, sendo o0 maior exportador do
mundo. Com um rebanho de 213,68 milhdes de bovinos, em 2019, foram abatidos
43,3 milhées de animais no pais. As exportacdes brasileiras de carne bovina
encerraram 2019 com uma receita de US$ 7,6 bilhdes e um crescimento de 12,2%
em relacao a 2018. Além do destaque que o pais tem no mercado internacional de
carne bovina, a pecuaria de corte foi responsavel pela movimentacao interna de R$
618,50 bilhdes em 2019. Reflexo da utilizagdo de insumos na producao do gado,
passando pelo faturamento da venda dos animais, até o total comercializado pelas
industrias e varejo (ABIEC, 2020). Devido a influéncia da producéo de carne bovina
no Brasil, é importante que diversos segmentos da industria de carne se
comprometam com a melhoria da qualidade de seus produtos para obter melhor
retorno econdmico e garantir um menor risco aos consumidores.

Entre os riscos que podem comprometer o setor produtivo da carne bovina
podemos citar a contaminacdo por patégenos do grupo DEC, devido ao seu
envolvimento em casos de infecgdes ja relatados em todo o mundo. Dentre os
patotipos de DEC, STEC estd naturalmente presente nos animais de producéao,

sendo os bovinos o principal reservatério desses microrganismos, encontrados em
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alta prevaléncia entre animais saudaveis (CHASE-TOPPING et al., 2008; KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004; KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015;
NGUYEN; SPERANDIO, 2012; SCOTT et al., 2006). Enquanto as espécies como
suinos e seres humanos sao clinicamente acometidos por STEC (KARMALI;
GANNON; SARGEANT, 2010; TSENG et al.,, 2014), os bovinos adultos sao
geralmente assintomaticos, principalmente devido a auséncia de receptores como o
glicolipidio globotriaosilceramida - Gb3 usado para a ligacdo das Stx, 0 que permite
um relacionamento comensal entre STEC e bovinos (CALLAWAY et al., 2013a;
MATHUSA et al., 2010; MUNNS et al., 2015).

Nas propriedades de gado de corte, o principal modo de transmissdo de
DEC, sobretudo STEC, entre os animais é através do contato entre os bovinos,
contato com fezes, alimentos e agua contaminados e por meio de moscas, que sao
um importante vetor de E. coli, principalmente as pertencentes as familias Muscidae
e Calliphoridae, facilitando a transmissao por toda cadeia: gado, vegetagcédo e
possivelmente aos humanos (AHMAD; NAGARAJA; ZUREK, 2007; BERRY; WELLS,
2010; SAPOUNTZIS et al., 2020). Outro fator que contribui para disseminacao entre
0s bovinos € a capacidade de sobrevivéncia de STEC no ambiente de producéo
animal, podendo sobreviver por varias semanas na agua, solo ou esterco de gado,
aléem da necessidade de uma baixa carga bacteriana para colonizar um novo
hospedeiro (CHAUCHEYRAS-DURAND; DUNIERE; FORANO, 2016; FREMAUX;
PRIGENT-COMBARET; VERNOZY-ROZAND, 2008).

A presenga de STEC € constantemente confirmada em bovinos em
pesquisas em todo o mundo com frequéncias variadas. No continente europeu,
Kagambeéga et al. (2012) obtiveram um total de 37,0% amostras de fezes de bovinos
positivas para STEC (Finlandia). Em Portugal, Ballem et al. (2020) descreveram
STEC numa prevaléncia de 27,4% em bovinos leiteiros e, na Espanha, as taxas
gerais de prevaléncia de colonizacédo por STEC encontradas por Blanco et al. (2004)
foram estimadas em 37,0% para bezerros e 27,0% para vacas de leite. Na Francga,
96 isolados foram obtidos em um estudo a partir de amostras fecais de bovinos
leiteiros e de corte (n = 1318), sendo 33 isolados confirmados como STEC (BIBBAL
et al., 2015).

Na Asia, Osaili, Alaboudi e Rahahlah (2013), ao fazerem um levantamento
de STEC em bovinos abatidos na Jordania, obtiveram 12,2% dos bovinos portadores
do patdgeno, percentual semelhante ao encontrado por Tahamtan, Hayati e
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Namavari (2010), que observaram 12,14% (51/420) dos bovinos amostrados
positivos para STEC no Ird (10,3% dos isolados foram classificadas como E. coli
O157:H7 e 89,7% nao-O157). No continente africano, El-Seedy et al. (2016)
detectaram uma prevaléncia de 75,6% de DEC em fezes diarreicas de bezerros
(Egito). Escherichia coli O157 foi detectada em 7,1% das 240 amostras de contetdo
retal de bovinos na Etiopia (GUTEMA et al., 2021) e 6,2% das 97 amostras de fezes
de bovinos na Libia (AHMED; ABOUZEED, 2014). Bako et al. (2017) caracterizaram
DEC em 340 amostras de fezes bovinas e evidenciaram STEC em 0,58% (Burkina
Faso). Na Oceania, na pesquisa desenvolvida por Barlow e Mellor (2010), foi
encontrada uma frequéncia de 1,67% E. coliO157 em fezes bovinas (Australia).

Nas Américas, um estudo realizado em Michigan (EUA), em 2012, mostrou
taxas de prevaléncia de STEC de 21,0% para gado de corte e 13,0% para gado
leiteiro (VENEGAS-VARGAS et al., 2016). Em um estudo desenvolvido no Canada,
45,0% (54/119) das fazendas amostradas tiveram pelo menos um animal portador
de E. coli O157:H7, sendo que a frequéncia nas amostras fecais bovinas analisadas
foi de 6,0% (459/7519) (CERNICCHIARO et al., 2009). No México, Rivas-Ruiz et al.
(2020) obtiveram uma incidéncia de STEC O157:H7 de 3,1% e STEC n&ao-0O157 de
19,8% em gado de corte assintomatico. Em um outro estudo realizado no México,
com vacas leiteiras, 393 isolados foram obtidos a partir de 252 amostras
pertencentes a cinco patotipos de DEC: 105 (26,7%) pertenciam ao grupo ETEC, 68
(17,3%) ao grupo EPEC, 45 (11,5%) ao grupo EIEC, 15 (3,8%) ao grupo EAEC e
160 (40,7%) ao grupo STEC (NAVARRO et al., 2018). Na Argentina, Tanaro et al.
(2012) obtiveram um isolamento de STEC em 36,6% dos bovinos, enquanto Masana
et al. (2011) relataram uma prevaléncia de 22,3% e Pizarro et al. (2013) uma
prevaléncia de 12% em fezes de bovinos. No Peru, Rivera et al. (2012) encontraram
16% de bovinos colonizados por STEC.

No Brasil, o primeiro relato de isolamento de E. coli O157:H7 em gado
bovino ocorreu, em 1999, por Cerqueira et al. (1999) que, ao analisarem amostras
de fezes de 197 bovinos de corte e leiteiro no Rio de Janeiro, detectaram STEC em
139 (71,0%) animais, sendo 82,0% (99/121) em gado leiteiro e 53,0% (40/76) em
gado de corte. O sorotipo O157:H7 foi isolado em 1,5% dos animais. Ao longo dos
anos, outros estudos foram desenvolvidos no Brasil detectando frequéncias em
bovinos que variaram de 5 a 72,73% de STEC (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007;
ANDRADE et al., 2012; CARVALHO et al., 2012; FARAH et al., 2007; FERREIRA et
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al., 2014, 2018; IRINO et al., 2005; JUNIOR et al., 2017; LEOMIL et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2008; PIGATTO et al., 2008; TIMM et al., 2007; TRISTAO et al.,
2007).

Além de detectar a presenca de E. coli patogénica sem a inducéao do quadro
clinico nos bovinos, é comum a presenga de animais super-shedding na espécie
bovina. O termo super-shedding caracteriza individuos que por um determinado
periodo excretam uma alta quantidade do patégeno quando comparado a outros
individuos da mesma espécie, eliminando cerca de até 10* UFC/g nas fezes. A
principal causa para ocorréncia desse quadro parece estar relacionado com a
formacao de biofilmes na porcéao final do reto, 0 que pode levar a eliminagdo de um
grande numero de células do microrganismo. Esses animais tém grande importancia
na transmissado de STEC dentro do rebanho e entre as fazendas, o que aumenta o
contato direto e a exposi¢cdo ambiental e de seres humanos (CASTRO et al., 2017;
CHASE-TOPPING et al., 2008; MUNNS et al., 2015).

Por sua vez, os bovinos sdo implicados na disseminagao de DEC ao longo
da cadeia de obtencdo da carne bovina, mantendo esses patdégenos na producao
animal e podendo carrea-los até os abatedouros frigorificos. Uma vez no ambiente
industrial, esses patdgenos podem ser transferidos para carcagcas de bovinos
durante as etapas de abate e, subsequentemente, para a carne durante o
processamento. Assim, estudos envolvendo o levantamento da frequéncia de DEC
em alimentos tém como principais alvos de pesquisa as carcacas bovinas, carne
moida, cortes carneos e hamburgueres em muitos paises. EAEC, EIEC, ETEC e
EPEC ja foram isolados nesses alimentos (ABRI et al., 2019; AMEZQUITA-MONTES
et al., 2015; CANIZALEZ-ROMAN et al., 2013; FALLAH et al., 2021; MOHAMMED,
2012; PELAYO et al.,, 2019; TAHA; YASSIN, 2019), no entanto, STEC tem sido
relatado como o patotipo mais frequentes.

O isolamento de STEC em carcacas bovinas pode ser observado em
diversos estudos. Pesquisas realizadas em Sao Paulo em diferentes periodos,
detectaram frequéncias que variaram entre 1,2% a 27,0% das carcacas bovinas
amostradas (CARVALHO et al., 2012; RIGOBELO et al., 2006; RIGOBELO; AVILA,
2012; RIGOBELO; SANTO; MARIN, 2008). No Mato Grosso, as frequéncias obtidas
de STEC foram de 4,7% e 27,8% (CASTRO et al., 2019b; SANTOS et al., 2018) e
no Rio Grande do Sul foi de 20,37% (LOIKO et al., 2016). Outras frequéncias de
STEC ja foram observadas em carcagas, como 5,4% no Canada (BOHAYCHUK;
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GENSLER; ROMERO BARRIOS, 2011); 23,0% no Iraque (TAHA; YASSIN, 2019);
3,0% na Polénia (WIECZOREK; BEUTIN; OSEK, 2011); 27,0% no Reino Unido
(MONAGHAN et al., 2012); 3,9% a 60,6% nos Estados Unidos (ARTHUR et al.,
2002; BARKOCY-GALLAGHER et al., 2003; COBBOLD et al., 2008; ELDER et al.,
2000; STROMBERG et al., 2015; SVOBODA et al., 2013).

Em amostras de carne bovina e derivados, Fallah et al. (2021) avaliaram os
perfis de ocorréncia dos patotipos de DEC em produtos obtidos de mercados
publicos em Mashhad, no Ird. Os pesquisadores encontraram uma taxa de 26,7%
das amostras contaminadas com grupos patogénicos de DEC. O alimento mais
contaminado foi a carne moida (11/34; 32,35%), seguido do hamburguer (14/45;
31,11%) e da carne vermelha (15/71; 21,13%). Nesse estudo, STEC foi o patotipo
mais comum (67,5%). Assim como esses pesquisadores, a contaminacdo de
produtos carneos de origem bovina por DEC, sobretudo STEC, vem sendo estudada
em varias partes do mundo e pode ser evidenciada na Tabela 1.

O percentual de isolamento de DEC ao longo de toda cadeia de producéo de
carne bovina deve ser analisado com cautela jA que podem ser observadas
oscilagbes nas frequéncias em detrimento do planejamento metodolégico para
identificacdo do microrganismo, como estratégia de amostragem, tipo e quantidade
de amostras, procedimentos de enriquecimento, utilizacdo ou ndo de separacéo
imunomagnética, triagem por metodologias moleculares, meios de cultura de
isolamento de escolha, além dos fatores intrinsecos ao sistema de criacao e espécie
animal estudada (ISLAM et al., 2014).
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Tabela 1 — Taxa de contaminacao por Escherichia coli produtora de toxina Shiga em
carne bovina e produtos carneos de origem bovina em diferentes paises

Pais Produto Metodologia f}on;:/sl\tl;? Referéncia
Argentina Carne Moida Isolamento 5,32 (9/169) Jure et al. (2015)
77,78 (70/90) Brusa et al. (2013)
Australia Carne Moida stx-PCR 26,0 (74/285) Barlow, Gobius e Desmarchelier
Isolamento 16,0 (45/285) (2006)
Bangladesh Corte carneo  stx-PCR 68,3(41/50) Islam et al. (2010)
Isolamento 8,3 (5/60) Islam et al. (2010)
Brasil Carne Moida Isolamento 0,0 (0/138) Ristori et al. (2017)
Isolamento 1,6 (4/250) Bergamini et al. (2007)
Isolamento 2,1 (2/91) Rodolpho e Marin (2007)
Corte carneo  Isolamento 11,11 (2/18) Santos et al. (2018)
PCR 0,3 (1/326) Prata et al. (2013)
Isolamento 4,67 (5/107) Castro et al. (2019b)
Isolamento 1,6 (4/250) Bergamini et al. (2007)
Hambdrguer  Isolamento 1,45 (2/138) Ristori et al. (2017)
Kibe cru Isolamento 2,86 (2/70) Peresi et al. (2016)
Canada Corte carneo Isolamento 0,7 (1/150) Jones et al. (2014)
Chile Carne moida stx-PCR 49,3 (212/430) Toro et al. (2018)
Isolamento 10,0 (43/430) Toro et al. (2018)
China Corte carneo  stx-PCR 33,0 (63/191) Bai et al. (2015)
Isolamento 9,9 (19/191) Bai et al. (2015)
stx-PCR 60,9 (53/87) Li et al. (2016)
Egito Carne moida Isolamento 11,1 (3/27) Ahmed e Abouzeed (2014)
Corte carneo  Isolamento 16,7 (5/30) Ahmed e Abouzeed (2014)
Hamburguer Isolamento 33,3 (10/30) Ahmed e Abouzeed (2014)
Espanha Carne Moida Isolamento 12,0 (95/785) Mora et al. ( 2007)
EUA Carne Moida stx-PCR 24,3 (1006/4133) Bosilevac e Koohmaraie (2011)
Isolamento 7,3 (300/4133) Bosilevac e Koohmaraie (2011)
stx-PCR 8,5 (21/249) Juetal. (2012)
Isolamento 5,2 (13/249) Juetal. (2012)
stx-PCR 29,5 (91/308) Wasilenko et al. (2014)
Corte carneo  stx-PCR 36,0 (173/480) Cobbold et al. (2008)
Isolamento 9,1 (44/480) Cobbold et al. (2008)
Italia Produtos stx-PCR 8,4 (21/250) Nobili et al. (2017)
carneos Isolamento 2,0 (5/250) Nobili et al. (2017)
Corte carneo  stx-PCR 8,4 (20/239) Varcasia et al. (2018)
Iraque Carne Moida Isolamento 0,0 (0/120) Taha e Yassin (2019)
Hamburguer Isolamento 28,5 (2/120) Taha e Yassin (2019)
Turquia Carne moida stx-PCR 12,5 (14/116) Aslan et al. (2018)
Uruguai Corte carneo  stx-PCR 28,0 (72/256) Bosilevac et al. (2007)
Isolamento 15,6 (40/256) Bosilevac et al. (2007)

Legenda:*(+/N): amostras positivas/nimero de amostras analisadas. Fonte: Adaptado de Assis et al.

(2021) e Brusa et al. (2020).
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2.3. CONTROLE DE Escherichia coli DIARREIOGENICA

Os seres humanos podem se contaminar por qualquer patotipo de E. coli
através de diversas formas, sendo que a principal via de transmissao é a via fecal-
oral. Na maioria dos casos, a transmissdao do patdogeno esta relacionada ao
consumo de alimentos e 4gua contaminada com fezes, cuja contaminagao pode
ocorrer de forma direta ou indireta. O consumo de carne bovina crua ou mal cozida,
leite ndo pasteurizado e aguas de abastecimento, 4gua usada na irrigacéo de outros
alimentos, como vegetais frescos, e agua de recreagcao contaminados pelo contetdo
intestinal de animais, sobretudo dos bovinos, s&o as principais formas de se adquirir
essas bactérias (GYLES, 2007; KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010;
KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015; PATON; PATON, 1998;
SARGEANT et al., 2004).

O papel da producéo animal na contaminagéo por alguns patotipos de DEC
ja esta bem estabelecido devido a sua presenca natural no trato intestinal dos
animais e a possivel transferéncia desses patdégenos para as carcacas durante o
abate e consequente contaminacao de produtos finais. As principais etapas criticas
para a contaminagéo por DEC ocorre durante a remog¢ao do couro e na evisceragao.
Procedimentos adequados durante o abate e o processamento da carne
desempenham um papel importante em seu controle, e quando ocorre uma falha na
operacdo pode ocorrer a contaminacdo do ambiente industrial e da carne
(BRICHTA-HARHAY et al., 2008; CHAGNOT et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

O controle ideal dos patotipos de DEC, que possuem os bovinos como
reservatério, precisa envolver todas as etapas da producdo de alimentos em um
conceito conhecido como from farm to fork. A maneira como o gado € criado pode
modular a microbiota predominante e atuar como um fator para a selecao e
disseminagcdo desses patdogenos. Uma vez nas instalagbes de abate e
processamento, 0os microrganismos podem se disseminar e contaminar os produtos
finais. Entao, esses produtos atuardo potencialmente como veiculos de transmissao
para esses patdgenos:
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2.3.1. Producao primaria

A pecuaria de corte se divide basicamente em dois sistemas de criagdo: a
pasto (predominantemente sistema extensivo de producdo) e confinado (sistema
intensivo de producéo). Cada sistema possui diferentes caracteristicas e graus de
tecnificacdo e podem ser associados para obtencdo de melhores resultados de
produtividade. Na pecuaria extensiva, a criagdo de animais ocorre em grandes
areas, nao demanda grandes investimentos e é o tipo de criagdo mais usado no
Brasil, sendo que 85,94% dos animais abatidos no pais séo “terminados” a pasto. A
pecuaria intensiva se baseia na criacdo do gado em confinamento, sendo mais
comum o0 uso de tecnologias mais avangadas como a manipulagdo genética e a
inseminacao artificial. Tem como objetivo aumentar a produtividade e corresponde a
14,96% dos animais abatidos no pais (ABIEC, 2020; CEZAR et al., 2005;
MCALLISTER et al., 2020; OLIVEIRA; MILLEN, 2014; WALL et al., 2016).

A principal caracteristica do sistema extensivo de producéo, além da maior
area onde os animais sao criados, é a alimentacdo que se baseia em pastagens
nativas ou cultivadas como unica fonte de alimentos energéticos e proteicos, sendo
comum a pratica de suplementacdo com o fornecimento de sal comum e sal mineral.
Em periodos de seca, comum em regides como sudeste e centro-oeste, costuma-se
complementar a suplementacdo com a utilizacdo de ureia na mistura mineral ou
mesmo com compostos proteicos de baixo custo. O manejo nutricional pode ser
considerado como um dos principais fatores que afetam a producéao e a lucratividade
de bovinos de corte (CPT, 2020; POPPI et al., 2018).

Quando comparado aos bovinos em sistema extensivo de criacdo, a
terminag@o de bovinos em confinamento traz uma série de vantagens para a cadeia
produtiva da pecuaria de corte, contribuindo para um maior equilibrio na oferta de
animais terminados ao longo do ano, reducdo na pressdo sobre as pastagens
durante o periodo de seca e diminuigcdo na idade de abate, onde o animal sai do
confinamento entre 24 e 36 meses. Outro ganho no sistema intensivo de criacdo do
gado é a redugcdo da area utilizada. O nimero de animais por confinamento é
bastante variavel dependendo do tipo de empreendimento, podendo ocorrer com
nameros que ultrapassam a faixa de 100 a 3.000 animais (CEZAR et al., 2005; CPT,
2020; MACITELLI; BRAGA; COSTA, 2020).
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As dietas de confinamento séao fornecidas direto no cocho e contém grandes
quantidades de alimentos concentrados (> 70%). Essas dietas sdo projetadas para
aumentar a gordura subcutanea e intramuscular (marmoreio), sendo compostas por
cevada, trigo, milho e sorgo, e sdo administradas como racao e/ou como silagem. A
maioria dos aditivos incorporados nas dietas de bovinos de corte confinados tem
como finalidade modular a fermentagdo ruminal, melhorar a eficiéncia alimentar e
evitar a acidose ruminal, abscessos hepaticos e pododermatite (MCALLISTER et al.,
2020; TAYLOR et al., 2010). Alguns estudos associam a dieta a base de grados com
a presenca de animais super-shedding e a altas frequéncias de isolamento de E. coli
patogénicas (BERARD et al., 2009; CUEVA et al., 2010). Ainda, a sobrevivéncia de
STEC, especialmente de STEC 0157, tem se mostrado maior nas fezes de bovinos
alimentados com graos (LOWE et al., 2010).

Sistemas modernos de produgédo propiciam melhor controle de doengas,
devido a facilidade de detecgdo do animal doente possibilitando a segregagcédo e o
tratamento. Ao mesmo tempo, esse sistema favorece o surgimento de problemas
sanitarios devido a intensificacdo da producdao (ANDREOTTI; NICODEMO, 2004;
CATRY et al.,, 2016; DAVIES, 2017). A alta densidade da populagdo animal em
confinamento concentra o acumulo de dejetos e a presenca de microrganismos no
ambiente, o que proporciona condicbes para o surgimento de patologias que nao
sa0 comuns nos sistemas convencionais de producao extensiva, além de facilitar a
troca de material genético entre os microrganismos e facilitar a disseminacao entre
animais (CEZAR et al.,, 2005; CPT, 2020; DAVIES, 2017; GOMES et al., 2016;
JARDIM et al., 2006).

Ainda, a microbiota intestinal dos animais criados em sistema intensivo,
devido a proximidade e concentragao animal, tende a ter uma diversidade reduzida,
0 que pode resultar em um crescimento significativo de uma populacdo bacteriana
em detrimento de outras populagdes bacterianas. Uma vez que DEC pode ser
facilmente encontrada na microbiota de animais de producdo, esse grupo pode ter
sua populacdo em destaque e ser amplamente distribuida entre os animais de um
mesmo confinamento. Assim, um sistema intensivo executado com baixa
biosseguranga e manejo precario pode apresentar uma alta probabilidade de carrear
cepas de importancia em saude publica (SCHOKKER et al., 2014; WALL et al.,
2016; ZHU et al., 2013).
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A dieta, a temperatura e a estacdo do ano, as praticas de manejo dos
animais, a distancia de fontes de agua contaminadas, o contato com animais
selvagens, o uso de dejetos na adubacéao de pastagens e a densidade da populacéao
animal constituem alguns dos fatores que, comprovadamente, exercem um
importante efeito na prevaléncia de STEC, podendo contribuir para o aumento ou a
diminuicdo da populacdo do patégeno nos bovinos e na composigdo da microbiota
intestinal nativa (SAPOUNTZIS et al., 2020; SPENCER et al., 2015). Embora o gado
confinado compartilhe fontes comuns potenciais de exposicao para E. coli, bovinos
em pastagens estdo mais suscetiveis ao contato com efluentes de esgoto, alimentos
e agua contaminados, ao uso de fontes de agua compartilhadas com outras
espécies animais como ovinos, suinos, caes e passaros, as falhas de biosseguranca
estando mais suscetivel a contaminacdo proveniente de animais selvagens
(CALLAWAY et al.,, 2013a; JARDIM et al., 2006; RENTER; SARGEANT;
HUNGERFORD, 2004).

A comunidade microbiana do trato gastrointestinal é critica para a saude e o
bem-estar do hospedeiro e mesmo pequenas mudancgas nessas populagdes podem
afetam a produtividade do gado (CALLAWAY et al., 2009). A microbiota normal n&o
apenas produz os nutrientes necessarios (vitaminas e acidos graxos volateis de
cadeia curta) (DUNCAN; LOUIS; FLINT, 2004; FLINT et al., 2007), mas também tem
sido implicada no desenvolvimento de um sistema imunolégico saudavel e na
exclusdo de patdégenos entéricos (BUFFIE; PAMER, 2013; KAMADA; CHEN;
NUNEZ, 2013).

Essa modulagdo na microbiota decorrente das praticas de manejo e
mudanca alimentar do rebanho bovino pode repercurtir na taxa de sobrevivéncia e
multiplicacdo de STEC. Xu et al. (2014) sugeriram que as mudangas na Composi¢ao
da comunidade microbiana em bovinos podem resultar na degradacao diferencial da
matéria organica, levando a um ambiente nutricional mais favoravel para a
proliferacdao de E. coli O157:H7. Para que esse microrganismo persista no trato
intestinal é necessario superar a competicdo microbiana e/ou possuir mecanismos
capazes de explorar a microbiota (SAPOUNTZIS et al., 2020). Ja foi evidenciado
que STEC possui um sistema de resisténcia a acido que € ativado através da
microbiota ruminal, fazendo com que esse patégeno consiga sobreviver ao pH do
abomaso (SPERANDIO, 2010). Ainda, cepas de STEC sao mais propensas a usar

dulcitol e sacarose como fontes de carbono atribuindo uma vantagem com relacdo a
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outras E. coli comensais, e também tendem a utilizar compostos como serina,
glicerol e lactato que sdo menos utilizados no metabolismo da microbiota nativa dos
bovinos (BERTIN et al., 2014; DURSO; SMITH; HUTKINS, 2004). Além disso, STEC
pode utilizar etanolamina livre no intestino delgado de bovinos como fonte de
nitrogénio que, provavelmente, fornece uma vantagem nutricional para STEC uma
vez que ndo constitui um substrato de predilecdo para a microbiota intestinal
(BERTIN et al., 2011), fazendo com que a presenc¢a ou auséncia de bactérias que
também utilizam esse composto pode ser um fator que contribui para oscilacées na
deteccao de STEC entre as populagdes de bovinos.

Estudos tém evidenciado variacbes na composicdo microbiana fecais de
bovinos super-shedding e nao super-shedding (KIM et al., 2017; MIR et al., 2020;
SALAHEEN et al., 2019; WANG et al., 2018; XU et al., 2014; ZAHEER et al., 2017).
Xu et al. (2014) testaram se a condigdo de super-shedding poderia ser resultado de
uma disbiose intestinal e se uma microbiota normal e saudavel impediria que E. coli
O157:H7 colonizasse o trato intestinal de uma maneira que resultaria em animais
super-shedding. Esses pesquisadores evidenciaram uma diferenca na diversidade
da microbiota fecal entre animais, os quais 0s bovinos super-shedding exibiram
comunidades bacterianas fecais mais diversas do que o0 gado ndo supper-shedding.
Desse modo, pode-se hipotetizar que a incidéncia e a eliminacdo de STEC podem
ser afetadas ndo apenas pelas caracteristicas da cepa, mas também pela natureza
do microbioma (bactérias, fungos e protozoarios) do trato gastrointestinal do
hospedeiro.

Alguns estudos propdem alternativas para aumentar a resisténcia do
rebanho a presenca desses microrganismos e reduzir a carga microbiana eliminada
no ambiente de produgdo e a carga microbiana levada ao abatedouro, como
inclusdo de inibidores microbianos em potencial como Oleos essenciais, produtos
citricos, acidos organicos, plantas ricas em taninos e compostos fendlicos.
Mudancas bruscas na dieta, como o fornecimento de feno dias antes do abate,
também tém sido utilizadas como estratégia nutricional com o objetivo de reduzir a
colonizacdo, a multiplicacdo e a disseminagdo de STEC no rebanho bovino
(CALLAWAY et al, 2013b; LEJEUNE; WETZEL, 2007; LONERAGAN;
BRASHEARS, 2005; NIU et al., 2009; SARGEANT et al., 2007; STANFORD et al.,
2014; STEVENS et al., 2002). Outras estratégias incluem o uso de clorato de sodio,
prebidticos e/ou probidticos, antibidticos, vacinagédo, proteinas antimicrobianas e
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bacteriéfagos. Além disso, cuidados devem ser tomados no fornecimento de
compostos ion6foros para bovinos, devido a inibicao de bactérias Gram-positivas e o
favorecimento de Gram-negativas (CALLAWAY et al., 2013a, 2013b; USDA-FSIS,
2014).

2.3.2. Abate e processamento industrial

O controle nos estabelecimentos de abate e processamento de carne
bovina, bem como a preveng¢ao da contaminagdo do produto final, constitui o ponto
principal da cadeia epidemiologica da disseminagdo de DEC. A contaminacao
cruzada de produtos alimenticios ao longo da cadeia, envolvendo manipulacao das
carcagas, mecanizacao do processamento e logistica de distribuicdo de alimentos &€,
por sua vez, considerada como fator de risco significativo atribuido a disseminacao
de patégenos. As praticas de higiene durante o abate, o processamento, embalagem
e distribuicdo de produtos carneos ja estdo bem estabelecidas e implementadas por
programas como Boas Praticas de Fabricacdo e Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle. A aplicagao correta, a constante atualizagao e o treinamento da
equipe sdo essenciais para garantir a inocuidade da carne nessas etapas (AIJUKA;
BUYS, 2019; BRICHTA-HARHAY et al., 2008; CHAGNOT et al., 2017; RASKO et al.,
2011; RHOADES; DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009; SANTOS et al., 2017).

No Brasil, o controle de E. coli patogénica nos estabelecimentos de abate ou
desossa de bovinos foi inicialmente regulamentado através da Norma Interna
DIPOA/SDA n° 2, de 20 de agosto de 2013, que aprovou os procedimentos para a
coleta e analise de STEC em carne de bovinos in natura utilizada na formulagcéao de
produtos carneos, cominutados, prontos para serem cozidos, fritos ou assados
(BRASIL, 2013). Esse controle permitiu a abertura de mercado externo para
comercializacao de produtos carneos de origem bovina, principalmente para os
Estados Unidos. Atualmente, a legislagdo vigente que determina diretrizes para o
controle microbiolégico em carcaga e carne de bovinos em abatedouros frigorificos,
registrados no Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal é a
Instrucdo Normativa n°® 60, de 20 de dezembro de 2018 (BRASIL, 2018). Essa
instrucdo normativa tem como objetivo avaliar a higiene do processo e reduzir a
prevaléncia de agentes patogénicos, como E. coli patogénica e Salmonella.
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Estratégias que estdo sendo propostas para auxiliar no controle de E. coli
patogénica, fazendo com que o animal carreie uma menor contaminagado ao abate,
se baseiam na reducdo do tempo em que os animais ficam no curral de espera.
Devido a importancia do jejum pré-abate na reducdo do volume do trato
gastrointestinal facilitando as operac¢des na evisceracao, tem-se recomendado em
alguns estudos nos Estados Unidos, que o jejum alimentar pré-abate dos bovinos se
inicie no pré-embarque na propriedade rural. Assim, o maior volume de excrecao de
fezes, que ocorre nas primeiras horas do jejum alimentar, acontecera na prépria
fazenda, reduzindo a quantidade de fezes excretadas durante o transporte e a
permanéncia dos animais nos currais de abate (CALLAWAY et al.,, 2013a;
GREGORY et al., 2000; POINTON; KIERMEIER; FEGAN, 2012; USDA-FSIS, 2014).

Dentro do ambiente industrial, a remocdo do couro durante a esfola é
considerada como uma etapa critica para contaminagao da carne bovina, decorrente
da contaminacdo cruzada que pode ocorrer quando ha falha na operacéo
transferindo microrganismos do couro do animal para a carcaga (CHAGNOT et al.,
2017). Nesse sentido, intervencdes focadas no couro tém sido propostas para conter
a contaminagéao por STEC, como depilacdo e lavagens com &agua, uso de vapor,
produtos quimicos, &cidos organicos e bacteriofagos (LORETZ; STEPHAN;
ZWEIFEL, 2011). Alguns autores propdem a utilizacdo desses compostos
diretamente na carcaga, assim como O uso de biocidas oxidativas, plasma
atmosférico frio, irradiag@o por feixes de elétrons, irradiagédo por luz ultravioleta (UV),
combinacao de luz UV e ozbnio e processamento de alta pressdo, uma vez que
essas alternativas tém se mostrado eficazes na redugédo das populagdes de E. coli
patogénicas em produtos carneos (WANG et al, 2017; WHEELER,;
KALCHAYANAND; BOSILEVAC, 2014).

2.3.3. Consumidores

Estimativas do Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC), agéncia
do Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos, mostram que
STEC é responsavel por causar mais de 265.000 casos a cada ano no pais (CDC,
2018). A maioria das pessoas doentes com STEC O157 se recupera sem ser
hospitalizada sendo que, aproximadamente, 2.100 casos da doenca apresentam
necessidade de hospitalizacdo; em 15% desses casos, o0s rins sao afetados
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podendo resultar em dialise continua, transplante renal e morte (USDA ERS, 2015).
Na Argentina, a incidéncia de SHU chega a ser 10 vezes maior que em outros
paises industrializados (13,9 casos/100.000 criancas menores que 5 anos) (LEOTTA
et al.,, 2008). No Brasil, ndo ha relatos de surtos confirmados de transmissao
alimentar envolvendo STEC (CASTRO et al., 2019a), embora casos esporadicos de
infeccbes humanas tenham sido descritos na literatura (BASTOS et al., 2006; ORI et
al., 2019; SOUZA, 2011; VAZ et al., 2006).

O saneamento basico adequado é considerado uma estratégia eficaz de
prevencao de DEC, visto que, principalmente em paises em desenvolvimento, as
taxas mais altas de infeccdo e doenca ocasionadas por esses agentes microbianos
estao relacionadas a precariedade desse sistema (AIJUKA; BUYS, 2019). Educacéao
sanitaria em boas praticas de manipulagdo em restaurantes, bares, residéncias,
enfatizando a necessidade da lavagem frequente das méaos e areas de superficie de
contato com os alimentos, separacdo de alimentos durante o armazenamento e a
preparacdo para evitar contaminagdo cruzada, temperaturas de cozimento
adequadas para destruir os patdégenos que possam estar presentes e refrigeracao
imediata dos alimentos adquiridos e sobras, fazem parte da prevengédo dos surtos
decorrentes da ingestdo de patotipos de DEC, fechando o ciclo from farm to fork
(KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2010).

Um estudo realizado na Franca, atribuiu as praticas inadequadas de
manipulacdo de alimentos na etapa final de preparacdo o fator principal para
ocorréncia de doencgas decorrente da ingestao de alimentos contaminados, e que a
implementacdo de boas praticas de higiene nessa fase poderia reduzir essas
doencas em 67-85% (principalmente com a prevencdo de contaminacado cruzada,
cozimento e armazenamento adequados). A importancia do papel dos consumidores
também é confirmada por dados de investigacées da origem dos surtos alimentares.
Cerca de um terco dos surtos de origem alimentar relatados ocorrem dentro dos
domicilios (AUGUSTIN et al., 2020; SANTE PUBLIQUE FRANCE, 2018). Outro
aspecto que exerce influéncia na ocorréncia de doencas decorrente da ingestao de
alimentos contaminados sdo os habitos culturais e religiosos e os padrdes e as
preferéncias alimentares das pessoas em todo o mundo (MENDONCA; THOMAS-
POPO; GORDON, 2020).

O CDC também baseia suas orientacbes para prevencdo da infeccao
causada por E. coli patogénica através das boas praticas de manipulagdo de
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alimentos e higiene pessoal. As principais orientagbes séo: higienizagdo adequada
dos manipuladores de alimentos, especialmente boa lavagem das maos;
higienizacdo adequada de frutas e vegetais; certificacdo do preparo adequado de
produtos carneos, onde carne moida bovina, suina e de cordeiro devem ser
submetidas a um tratamento térmico minimo de 70 °C, sendo que a utilizagdo de um
termémetro para alimentos, principalmente em hamburgueres, é a melhor forma
verificar se a carne atingiu a temperatura interna segura; consumo de carne crua/mal
cozida, leite cru, laticinios ndo pasteurizados e sucos nao pasteurizados devem ser
evitados; atencédo para a contaminagédo cruzada, onde o manipulador deve manter
maos, balcdes, tabuas de cortar e utensilios adequadamente higienizados com agua
e sabao depois de tocarem em carne crua; cuidados com agua nao tratada e de
recreacao em lagos, lagoas, riachos e piscinas devem ser considerados (CDC,
2020).

Conhecer a epidemiologia das cepas de DEC na cadeia produtiva da carne
bovina, apés sua comercializacdo e o modo de preparo sdo fatores principais de
protecdo ao consumidor. Em cortes inteiros da carne bovina, a contaminacao tende
a ser superficial, de forma que E. coli pode ser facilmente destruida pelo cozimento.
J& a carne bovina cominuida é considerada um produto de alto risco devido a
disseminagdo da contaminacédo para o interior do produto. Assim, a carne moida
representa um importante veiculo de DEC, principalmente na forma de
hamburgueres, alméndegas e bolos de carne pois sdo, muitas vezes, consumidos
de forma mal passada (SMITH; FAZIL; LAMMERDING, 2013).

Apesar das recomendagdes das autoridades de seguranca dos alimentos
sobre o uso de termdmetros para medir a temperatura interna dos hamburgueres, a
maioria dos consumidores continuam avaliando o grau de cozimento através das
caracteristicas sensoriais, como cor ou textura e/ou tempo de cozimento da carne
bovina. Rassvoll et al. (2014) fizeram um levantamento sobre as preferéncias dos
consumidores com relacdo aos hamburgueres cozidos. Os entrevistados, em sua
maioria, disseram que confia na cor interna do hamburguer, na cor da superficie do
hamburguer ou na cor do suco liberado dos hamburgueres durante cozimento para
determinar seu grau de cozimento, ndo sendo o uso do termémetro uma pratica
comum (apenas 0,2% dos entrevistados afirmaram usar termémetro para verificar se
o hamburguer estava bem passado durante preparo em casa). Em outro estudo,

aproximadamente 67% dos entrevistados indicaram que determinam o cozimento de
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hamburgueres de carne moida por observagéo visual, 18% identificam o cozimento
considerando o tempo de cozimento e 13,5% usam termdébmetro de carne
(RAMANATHAN et al., 2019).

Ainda, a preferéncia de muitos consumidores por hambuargueres mal
cozidos exacerba o risco a ocorréncia de doenca decorrente da ingestao de
alimentos contaminados (RSSVOLL et al., 2014). Desse modo, o Food and Drug
Administration, através do Cdodigo Alimentar (FDA, 2017), estipula que quando um
alimento de origem animal for servido cru, mal passado ou insuficientemente
processado para eliminar patdégenos, o restaurante deve divulgar nos cardapios e
com cartazes para lembrar aos consumidores do risco. O aviso aos consumidores
também pode incluir a ressalva de que esse risco € especialmente aumentado
quando um individuo tem uma condicdo médica especifica. Além das campanhas de
varios 6rgaos de saude para o correto preparo desses alimentos em casa (CANADA,
2018; CDC, 2020; ECDC, 2020; FDA, 2020; WHO, 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi avaliar a presenca de Escherichia coli produtora
de toxina de Shiga e demais patotipos de E. coli diarreiogénica em bovinos
provenientes do sistema extensivo e sistema intensivo de criagdo e em diferentes

etapas de abate e processamento da carne bovina.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar E. coli de bovinos provenientes de dois tipos de criacdo (extensiva e
intensiva) e de diferentes etapas em dois abatedouros frigorificos de

bovinos;

— Classificar os patotipos de E. coli diarreiogénica entre os isolados obtidos
na espécie bovina detectando a frequéncia dos patotipos nos dois tipos de

criacdo de bovinos e nos abatedouros frigorificos;

— Caracterizar os isolados de EPEC e STEC de acordo com determinantes

genéticos de viruléncia;

— Determinar o filogrupo genético de E. coli diarreiogénica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram obtidas, entre maio a setembro de 2019, em dois
abatedouros frigorificos inspecionados pelo Ministério da Agricultura do Brasil
(MAPA, Brasilia, DF, Brasil), sendo um abatedouro localizado no estado de Sao
Paulo (capacidade de abate de 130 bovinos por hora; 676 m? de area total da sala
de abate) e um abatedouro localizado no estado do Mato Grosso do Sul (capacidade
de abate de 160 bovinos por hora; 640 m? de area total da sala de abate). Em cada
abatedouro foram selecionados dez lotes: cinco lotes de fazendas que produziam
gado em sistema extensivo (animais terminados a pasto) e outros cinco lotes de
fazendas que produziam em sistema intensivo (animais terminados confinados)
(Figura 4).

Figura 4 — Distribuicdo das fazendas de criagdo bovina amostradas nos estados de
Sao Paulo e Mato Grosso do Sul
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Navirai, Eldorado e Dourados no Mato Grosso do Sul e municipios de Presidente Epitacio Teodoro,
Sampaio, Pongai, General Salgado e Pindamonhangaba em S&o Paulo; Localizagédo das fazendas de
criagcdo bovina confinado (marcador marrom) — Municipios de ltaquirai, Navirai, Amambai, Campo
Grande e Anténio Jodo no Mato Grosso do Sul e municipio de Bauru, Auriflama, Santa Rita do Passa
Quatro, Guaigara e Tanabi em S&ao Paulo. Fonte: Google My Maps.

1.

Dez animais foram amostrados aleatoriamente em cada lote, todos machos,
da raca Nelore ou mesticos Nelore e Angus e peso médio de carcaca de 300 kg.
Esses animais foram amostrados em etapas distintas do abate: amostras de
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carcagas foram obtidas apds sangria, apds evisceragdo e apds lavagem final;
amostras de fezes foram obtidas imediatamente antes da ocluséo do reto. Ainda,
foram coletadas amostras de agua industrial na sala de abate e residual, proveniente
da lavagem final das carcacas, e amostras de cortes carneos, totalizando 910
amostras (Figura 5).

Figura 5 — Amostras coletadas em dois abatedouros frigorificos de bovinos entre
maio e setembro de 2019
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Amostras de carcacas e cortes carneos foram obtidas através de swab de
superficie de quatro areas limitadas por moldes estéreis de 10 x 10 cm (100 cm?)
totalizando 400 cm? (Figura 6), com esponjas estéreis pré-umedecidas com 10 mL
de NaCl 0,85% (p/v); as fezes foram coletadas com swab estéril e transportadas em
meio Cary Blair, a agua foi amostrada coletando um volume de 100 mL de cada

amostra. Todas as amostras foram mantidas em refrigeragdo até a analise.

Figura 6 — Representacdo esquematica dos pontos coletados nas carcacgas bovinas
antes (A) e apds (B) separacdo em meias carcagas, com a indicagdo dos locais
amostrados com auxilio de esponjas estéreis em areas delimitadas em 100 cm?
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Fonte: A autora.

4.2. DETECCAO DE Escherichia coli PRODUTORA DE TOXINA SHIGA

Para detecgédo de STEC, foi utilizada a metodologia descrita pela ISO 13.136
(ISO, 2012) com modificagbes. Para cada amostra de carcaca e corte carneo, as
esponjas foram transferidas para um saco estéril contendo 180 mL de agua
peptonada tamponada (APT, Oxoid) e homogeneizadas a 230 rpm por 1 min
(Stomacher 400®, Seward, Reino Unido), seguido de incubagéo por 24 h a 36 °C.
Para a 4gua, aliquotas de 25 mL foram transferidas para 225 mL de APT,
homogeneizadas e incubadas a 36 °C por 24 h. Para as amostras de fezes, os
swabs foram incubados em 10 mL de APT a 36 °C por 24 h. Aliquotas de 400 uL de
cada APT incubado foram submetidos a extracao de DNA utilizando alta temperatura
(100 °C/ 10 minutos) para rompimento da parede bacteriana e liberacao de material
genético (CHAPMAN et al., 2001; VASQUEZ-GARCIA et al., 2019). O DNA foi
submetido a uma stx-PCR contendo GoTag® Green Master Mix (Cellco Biotec), 0,4
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MM do par de primers (sequéncias dos primers, tamanhos dos produtos e condi¢des
das reagdes estao detalhados no Anexo A), 2,0 yL de DNA e agua ultrapura para
PCR (Promega) para completar o volume final de 16 pL. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese com agarose 2% (p/v) diluido em tampédo de 0,5 X
Tris/Acido Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

As amostras positivas para o gene stx (n = 274) foram cultivadas em
MacConkey Sorbitol (Oxoid), adicionado de cefixima (0,05 mg/L) e telurito (2,5 mg/L)
(CT-SMAC), e incubadas a 35 °C por 24 h. ApOs incubacdo, cinco col6nias
fermentadoras de sorbitol e cinco ndo fermentadoras de sorbitol foram submetidas a

testes para identificacao e confirmacéo de E. coli.

4.3.DETECGAO DE Escherichia coli DIARREIOGENICA

Em paralelo, todas amostras foram semeadas em agar MacConkey (MAC,
Oxoid) para o isolamento e identificacdo dos patotipos de E. coli diarreiogénica. A
partir do APT incubado (com excecao das amostras de fezes dos animais, que antes
de serem submetidas a incubacdo em APT, foram semeados diretamente no agar
MAC), uma aliquota foi submetida a semeadura por superficie em agar MAC, e apéds
incubagéo a 36 °C por 24 h, quatro colénias com fermentacao de lactose e uma sem
fermentacao de lactose foram submetidas a testes para identificacdo e confirmacéao
de E. coli (FENG et al., 2020; PROCOP et al., 2017; TIMM et al., 2007).

4.4. CONFIRMACAO DOS ISOLADOS DE Escherichia coli

Todos os isolados obtidos do agar CT-SMAC (n = 2092) e todos os isolados
obtidos do agar MAC (n = 2970) foram submetidos aos testes fenotipicos para
confirmacgédo e identificagcdo de E. coli (testes IMVIC - Indol, Vermelho de Metila,
Voges Proskauer e Citrato) (FENG et al., 2020; PROCOP et al., 2017; TIMM et al.,
2007) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Testes bioquimicos utilizados para identificagdo e confirmacdo de
Escherichia coli

Teste Bioquimico Incubacao Interpretacao
Teste do Citrato 36 °C/ 96 h Negativo
Teste do Indol 36 °C/ 24 h Positivo
Teste Vermelho de Metila 36 °C/ 48 h Positivo
Teste Voges-Proskauer 36 °C/ 48 h Negativo

Isolados que apresentaram divergéncia na avaliacdo do perfil bioquimico,
isolados nao fermentadores de lactose em agar MAC e alguns isolados com
caracteristicas tipicas de E. coli (n = 454) foram selecionados para identificacao
molecular por PCR através da pesquisa do gene uspA, conforme descrito por Chen
e Griffiths (1998). Resumidamente, apds incubagéo dos isolados em caldo infusao
cérebro coracao (BHI, Oxoid) (36 °C/18-24 h), uma aliquota de 400 pL foi submetida
a extracdo de DNA em alta temperatura (100 °C/10 minutos), para ruptura da parede
bacteriana e liberacdo de material genético (CHAPMAN et al., 2001; VASQUEZ-
GARCIA et al., 2019). O DNA foi submetido @ uma PCR contendo GoTag® Green
Master Mix (Cellco Biotec), 1 uM do par de primers (Anexo A), 4,0 uL de DNA e agua
ultrapura para PCR (Promega) para completar o volume final de 20 pL. Para
observacgao dos resultados das amplificacdes, o produto das reac¢des foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (g/v) diluido em tamp&o de 0,5 X Tris/Acido
Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

4.4.1. Confirmacgdo de Escherichia coli produtora de toxina Shiga

Todos os isolados obtidos do agar CT-SMAC identificados como E. coli (n =
1039) foram submetidos a confirmacdo de STEC por stx-PCR. A extragcdo de DNA
foi realizada utilizando alta temperatura (100 °C/10 minutos) para rompimento da
parede bacteriana e liberagdo de material genético (CHAPMAN et al., 2001;
VASQUEZ-GARCIA et al., 2019). Na sequéncia, o DNA foi submetido & uma PCR
simplex (conforme descrito no item 4.2). Para observagdo dos resultados das
amplificagdes, o produto das reacdes foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (g/v) diluido em tampao de 0,5 X Tris/Acido Bérico/EDTA, revelados com
UniSafe Dye® em transiluminador.
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4.4.2. Confirmacao de Escherichia coli diarreiogénica

Os isolados obtidos do agar MAC e identificados como E. coli (n = 1740)
foram submetidos a confirmagdo de DEC por PCR através dos marcadores de
viruléncia de cada patotipo: gene stx (STEC); gene eae (EPEC); gene ipaH (EIEC);
gene est e elt (ETEC); gene aggR (EAEC). Os isolados foram cultivados em BHI a
36 °C por 18-24 h e, em seguida, o DNA foi extraido em alta temperatura (100 °C/10
minutos) (CHAPMAN et al., 2001; VASQUEZ-GARCIA et al., 2019). Apés extracéo, o
DNA obtido foi submetido ao protocolo de PCR multiplex direcionado aos genes eae,
stx, ipaH e aggR. Resumidamente, apos extracdo, o DNA foi submetido a uma PCR
contendo GoTag® Green Master Mix (Promega), 0,25 uM dos primers SK1, SK2, VT
com-u, VT com-d, AggRk-s1 e AggRk-as2 e 0,125 uM dos primers ipalll e ipalV
(Anexo A), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura para PCR (Promega) para completar o
volume final de 16 pL. Para observacéo dos resultados das amplificacdes, o produto
das reacoes foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (g/v) diluido em
tampdo de 0,5 X Tris/Acido Boérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em
transiluminador.

Os isolados que ndo apresentaram nenhum desses genes (n = 1588) foram
submetidos a identificacdo de ETEC através dos genes est e elt (TOMA et al., 2003)
por meio de PCR simplex contendo GoTag® Green Master Mix (Cellco Biotec), 0,5
MM do par de primers (Anexo A), 2,0 uyL de DNA e &gua ultrapura para PCR
(Promega) para completar o volume final de 20 pyL. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese com agarose 1,5% (p/v) diluido em tampao de 0,5 X

Tris/Acido Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

4.5.CARACTERIZAGAO DOS ISOLADOS DE EPEC E STEC

Para classificacdo dos isolados de EPEC em cepas tipicas ou atipicas, o
gene bfpA (bundle-forming pilus), que esta presente na tEPEC, foi pesquisado em
todos isolados obtidos (n = 11) conforme descrito por Toma et al. (2003). O DNA foi
submetido a uma PCR contendo GoTag® Green Master Mix (Cellco Biotec), 0,4 uM
do par de primers (Anexo A), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura para PCR (Promega)
para completar o volume final de 16 yL. Os produtos de PCR foram submetidos a
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eletroforese com agarose 1,5% (p/v) diluido em tampdo de 0,5 X Tris/Acido
Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

Os isolados de STEC (n = 251) foram classificados de acordo com o gene
envolvido na codificagdo da toxina de Shiga (gene stx1 e sitx2) (BAl; SHI;
NAGARAJA, 2010; FAGAN et al., 1999) e quanto a presenca do gene eae (TOMA et
al., 2003). Para deteccédo do gene stx, a partir do DNA extraido, foram realizados
dois testes de PCR, uma para deteccao do gene stx1 e outro para deteccao do gene
stx2. Ambas reacdes contendo GoTag® Green Master Mix (Cellco Biotec), 0,2 yM
do par de primers (Anexo A), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura para PCR (Promega)
para completar o volume final de 16 pL. Para deteccdo do gene eae, foi realizada
uma PCR contendo GoTag® Green Master Mix (Cellco Biotec), 0,4 yM do par de
primers (Anexo A), 2,0 yL de DNA e agua ultrapura para PCR (Promega) para
completar o volume final de 16 pL Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese com agarose 1,5% (p/v) diluido em tampdo de 0,5 X Tris/Acido
Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

4.6. GRUPO FILOGENETICO

O grupo filogenético foi avaliado de acordo com Clermont et al. (2013) e
Doumith et al. (2012). Todos os isolados identificados como DEC (n = 270) foram
testados inicialmente para os genes arpA, chuA, yjaA e TSPE4.C2. A partir do DNA
extraido, foi realizado o teste de PCR multiplex contendo GoTag® Green Master Mix
(Promega), 0,8 uM de cada primers (Anexo A), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura para
PCR (Promega) para completar o volume final de 20 uyL. Para observacdo dos
resultados das amplificacoes, o produto das reacoes foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (g/v) diluido em tampao de 0,5 X Tris/Acido Bérico/EDTA,
revelados com UniSafe Dye® em transiluminador. Para interpretacao dos resultados
obtidos foi utilizada a arvore deciséria proposta por Clermont et al. (2013) (Anexo B).

Os isolados que foram classificados como filogrupo “D ou E” (n = 23) € “E ou
Clade I” (n = 10), foram submetidos a um segundo teste de PCR para dar
continuidade a classificagdo do filogrupo utilizando o primer ArpAgpCE, que € um
primer filogrupo E especifico. A partir do DNA extraido, foi realizado uma PCR
contendo GoTaq Green Master Mix (Cellco Biotec), 1,0 uM do par de primers (Anexo
A), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura para PCR (Promega) para completar o volume
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final de 20 uyL. Para observagdo dos resultados das amplificagcdes, o produto das
reagdes foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (g/v) diluido em
tampdo de 0,5X Tris/Acido Boérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em
transiluminador.

Os isolados que foram classificados nos filogrupo “A ou C" (n = 6) foram
submetidos a nova PCR com o primer TrpAgpC, que € um primer filogrupo C
especifico. A partir do DNA extraido, foi realizada uma PCR contendo GoTaqg Green
Master Mix (Cellco Biotec), 1,0 uM do par de primers (Anexo A), 2,0 yL de DNA e
agua ultrapura para PCR (Promega) para completar o volume final de 20 uyL. Para
observacgao dos resultados das amplificagdes, o produto das reacdes foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (g/v) diluido em tampao de 0,5 X Tris/Acido
Bérico/EDTA, revelados com UniSafe Dye® em transiluminador.

4.7.ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, os resultados da presenca de E. coli patogénica
foram expressos em frequéncias de positividade para cada patotipo e submetidos ao
teste do Qui-quadrado, sendo que nas comparacoes realizadas onde a frequéncia
esperada calculada foi menor que cinco foram submetidos ao teste exato de Fisher.
A andlise foi realizada por meio do software RStudio. Para todas as analises, foi
adotado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A caracterizacao dos isolados e a

frequéncia dos filogrupos foram avaliados na forma descritiva.



50

5. RESULTADOS

No total das 910 amostras coletadas, 94 foram positivas para algum tipo de
DEC. Destas, doze (12,8%) amostras foram de carcaca, sendo apds sangria o ponto
com maior isolamento, e 82 (87,2%) amostras de fezes. Nao foram detectadas
amostras de cortes carneos e de agua positivas para E. coli patogénica pela

metodologia utilizada (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia de Escherichia coli patogénica de acordo com o tipo de
amostra coletada em frigorificos de bovinos em dois abatedouros frigorificos nos
estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul

Parametro STEC EIEC EPEC Total
Carcaca - Etapas de abate

Apés Sangria 8/200 (4,0%) A2 0/200 (0,0%) B2 1/200 (0,5%) B2  9/200 (4,5%) 2
Apos Evisceragao 1/200 (0,5%) A 0/200 (0,0%) A2  0/200 (0,0%) A2  1/200 (0,5%) ©
Apb6s Lavagem Final 1/200 (0,5%) A°  1/200 (0,5%) A2  0/200 (0,0%) A2  2/200 (1,0%) 2°

Tipo de amostra

Carcaga 10/600 (1,7%) A°  1/600 (0,2%) B>  1/600 (0,2%) B® 12/600 (2,0%) °
Fezes 71/200 (35,5%) A2 7/200 (3,5%) B2  4/200 (2,0%) B2 82/200 (41,0%) 2
Corte Carneo 0/90 (0,0%) - 0/90 (0,0%) - 0/90 (0,0%) - 0/90 (0,0%) -
Agua 0/20 (0,0%) - 0/20 (0,0%) - 0/20 (0,0%) - 0/20 (0,0%) -
Total 81/910 (8,9%) 8/910 (0,9%) 5/910 (0,5%)  94/910 (10,3%)

Legenda — Letras mailsculas: frequéncias analisadas na linha com mesma letra nao diferem
estatisticamente, enquanto que letras diferentes diferem estatisticamente. Letras mindsculas:
frequéncias analisadas na coluna de cada parametro com mesma letra ndo diferem estatisticamente,
enquanto que letras diferentes diferem estatisticamente. STEC: E. coli produtora de toxina Shiga; EIEC:
E. coli enteroinvasiva; EPEC: E. coli enteropatogénica.

Das 94 amostras positivas para DEC, 81 foram positivas para STEC, sendo
dez amostras de carcaga e 71 amostras de fezes; oito foram positivas para EIEC,
sendo uma amostra de carcaga e sete amostras de fezes; cinco foram positivas para
EPEC, sendo uma amostra de carcaca e quatro amostras de fezes (Tabela 2). Nao
foram encontradas amostras positivas para EAEC e ETEC. N&o foi encontrado mais
de um patotipo em uma mesma amostra de carcaca e em apenas duas amostras de
fezes foram encontradas EIEC e STEC simultaneamente.

Quando a frequéncia de animais portadores de STEC foi comparada,
verificou-se um maior isolamento entre os animais criados de forma extensiva.
Desse modo, foi possivel verificar através dos dados que houve evidéncia estatistica
de que o isolamento de STEC nos animais esta associado ao sistema de criacao,
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sendo que o sistema de criacdo a pasto apresenta maior contaminagéo (p < 0,05)
(Tabela 3). Entre as amostras de fezes, foi possivel encontrar o gene stx em 88 das
100 amostras de bovinos do sistema extensivo, sendo que em 48 dessas amostras
foi possivel o isolamento do agente, enquanto o gene stx foi detectado em 67 das
100 amostras de fezes de bovinos do sistema intensivo, porém STEC foi isolada em
apenas 23 dessas amostras.

Tabela 3 — Comparacao das frequéncias de Escherichia coli patogénica entre dois
sistemas de criacdo de bovinos em amostras de carcacas e fezes obtidas em
abatedouros frigorificos nos estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul

Tipo de Criacao

Patégeno Amostra A pasto Confinado
STEC Carcaca 8/300 (2,7%) 2 2/300 (0,7%) 2
Fezes 48/100 (48,0%) @ 23/100 (23,0%) P
EIEC Carcaga 0/300 (0,0%) 2 1/300 (0,3%) 2
Fezes 1/100 (1,0%) @ 6/100 (6,0%) 2
EPEC Carcaga 0/300 (0,0%) 2 1/300 (0,3%) 2
Fezes 0/100 (0,0%) 2 4/100 (4,0%) 2

Frequéncias analisadas na linha com mesma letra ndo diferem estatisticamente, quanto que letras
diferentes diferem estatisticamente. * STEC: E. coli produtora de toxina Shiga; EIEC: E. coli
enteroinvasiva; EPEC: E. coli enteropatogénica.

Quanto a frequéncia das amostras positivas, verificou-se que STEC foi
significativamente mais frequente nas amostras de fezes do que nas amostras de
carcagas (p < 0,05), onde o ponto com maior isolamento nas carcacgas foi apds
sangria, sendo significativamente maior quando comparado aos demais pontos de
amostragem das carcagas (p < 0,05) (Tabela 2). Das dez carcagas contaminadas
por STEC, sete foram provenientes de animais portadores do patotipo e trés
amostras de carcacas nao foram correlacionadas aos bovinos portadores do
patotipo, no entanto, outros bovinos da mesma fazenda apresentaram-se como
portadores. Em amostras de cortes e dgua nao foi isolada STEC, apesar de algumas
amostras terem apresentado o gene stx na etapa de triagem.

Nao foram encontradas evidéncias estatisticas que a frequéncia de EIEC (p
> 0,05) e de EPEC (p > 0,05) nos animais estd associada ao sistema de criacédo
(Tabela 3). Assim como nao houve diferenca no isolamento de EIEC e EPEC em
relacdo ao ponto amostrado da carcaca (p > 0,05). No entanto, foi possivel verificar
que o tipo de amostra influenciou no isolamento desses patégenos, sendo que as
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amostras de fezes apresentaram estatisticamente uma maior contaminagéo, tanto
para EIEC (p < 0,05) como para EPEC (p < 0,05) (Tabela 2).

De acordo com a confirmacdo bioquimica e classificacdo dos isolados
utiizando os marcadores de viruléncia de cada DEC, foram obtidos 251 isolados
confirmados como STEC, sendo 231 obtidos de fezes e 20 de carcacas. Todos os
isolados identificados como STEC foram submetidos a classificagdo do gene stx,
onde foi possivel observar que trés (1,2%) isolados carreavam o gene stx1, 148
(59,0%) carreavam o gene stx2 e 85 (33,9%) carreavam ambos six7 e stx2 (quinze
isolados ndo apresentaram especificidade com o gene stx7 ou stx2). O gene eae
também foi pesquisado entre esses isolados e foi detectada em 22 (8,8%) STEC,
dezessete isoladas de fezes e cinco de carcacas, onde 86,4% das amostras
positivas para STEC eae+ eram de animais provenientes do sistema extensivo de
producdo. Ainda, oito isolados foram confirmados como EIEC, sendo sete isolados
de fezes e um de carcaga; onze isolados foram confirmados como EPEC, sendo dez
em amostra de fezes e um na carcaca. Nenhum desses isolados de EPEC
apresentou resultado positivo para bfp, sendo classificados como aEPEC.

Os dados relacionados aos grupos filogenéticos foram determinados usando
o esquema de fluxo descrito por Clermont et al. (2013). Dentre os 270 isolados
(STEC, EIEC e EPEC) o grupo B1 (79,6%) foi o mais frequente, seguido pelos
grupos E, B2 e A (Figura 07). O unico isolado de EPEC classificado no filogrupo A
foi obtido de uma amostra de fezes de animal criado em confinamento. Nos demais
filogrupos, predominou-se isolados obtidos de amostras de fezes de animais criados
extensivamente. A maioria dos isolados de STEC foram classificados como filogrupo
B1, no entanto, todos os isolados STEC eae+ (n = 22) foram classificados dentro do
filogrupo E. As demais STEC do filogrupo E (n = 11) foram isoladas de amostras de

fezes e a maioria de animais provenientes do sistema extensivo de criagéo.
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Figura 7 — Frequéncias de grupo filogenético de isolados de Escherichia coli
diarreiogénica obtidos de diferentes amostras de dois abatedouros frigorificos de
bovinos localizados em Sao Paulo e Mato Grosso do Sul de acordo com Clermont et
al. (2013)

e Sistema
. Grupp . DEC Caracteristica da Amostra ~
Filogenético Producao
Filogrupo A EPEC Fezes Intensivo
(n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
Carcaca Apds lavagem final Intensivo
EIEC (n=1) (n=1) (n=1)
(n=7) Fezes Intensivo
(n=186) (n=86)
Carcaca Apds sangria Intensivo
EPEC (n=1) (n=1) (n=1)
(n=10) Fezes Intensivo
Filogrupo B1 (n=29) (n=9)
S (n=215)
= Extensivo
‘% x Apos sangria (n=13)
Lz .
o~ (n=14) Intensivo
-« Carcaca _
© N N (n=1)
= (n=15)
c ; s s ;
= = Apds evisceragdo Intensivo
+ STEC (n=1) (n=1)
wi Ll Extensivo
Fezes (=)
(n=183) Intensivo
(n=49)
Filogrupo B2 STEC Fezes Extensivo
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Apds sangria Extensivo
Carcaca (n=4) (n=4)
(n=3) Apos lavagem final Intensivo
Filogrupo E STEC (n=1) (n=1)
(n=33) (n=33) Extensivo
Fezes (n=23)
(n=28) Intensivo
(n=5)

*Dezoito cepas de STEC e uma de EIEC apresentaram uma classificagcao inconclusiva/desconhecida.
Fonte: A autora.
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6. DISCUSSAO

Do total das amostras contaminadas por algum tipo de DEC, 87,2% eram
amostras de fezes de bovinos. O isolamento de DEC nas carcacas durante os
procedimentos de abate foi baixo e ndo foi isolado nenhum patotipo de DEC nos
cortes finais de carne (Tabela 02). Estd bem estabelecido que DEC pode ser
transportado pelos animais de producéo aos estabelecimentos de abate e pode ser
transferido para carcacas de bovinos e, posteriormente, para a carne durante seu
processamento. As principais etapas durante o abate que podem predispor a uma
contaminacao sdo a esfola e a evisceragdo. Uma vez ocorrendo falha de operacéao
nessas etapas, ela pode ser responsavel pela contaminagdo do produto final
(BRICHTA-HARHAY et al., 2008; CHAGNOT et al., 2017; PRATA et al., 2013;
SANTOS et al., 2017).

Com base na cadeia epidemioldgica da disseminacdo de DEC na producao
de carne bovina, era esperado que o0 seu isolamento nas amostras de fezes fosse
maior do que nas amostras de carcacas. Ao observar as frequéncias de DEC nos
animais e nas carcacgas, pode-se sugerir que quanto maior a frequéncia de animais
portadores do patégeno maior a chance de contaminacédo ao longo do processo de
abate. Das doze carcagas contaminadas por algum patotipo de DEC, 83,3%
apresentaram STEC que, por sua vez, foi o patotipo mais isolado entre os animais
na pesquisa (Tabela 02). Todas carcacas contaminadas por STEC foram
provenientes de lotes em que pelo menos um dos bovinos foi positivo para o
patotipo na amostra de fezes, sendo que em sete carcacgas positivas esse patotipo
também foi isolado nas amostras de fezes do mesmo animal.

No entanto, mesmo com uma frequéncia alta nas fezes, o controle nos
abatedouros foi efetivo, permitindo a reducdo ao longo do abate e a auséncia do
patégeno no produto final. Essas observacdes reforcam a necessidade de adocao
de estratégias visando a redug¢édo de contaminagao e disseminagao entre os animais
reduzindo, dessa forma, a carga bacteriana que chega aos abatedouros, associado
ao controle nos estabelecimentos de abate e processamento de carne bovina. Um
relaxamento no controle higiénico-sanitario dos procedimentos de abate pode
favorecer que a contaminacao por DEC chegue ao produto final.

A implementacao de estratégias de redugdo de patdégenos nos animais no

campo tem o potencial de diminuir doengas humanas por reduzir o numero de
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patdgenos que entram no ambiente industrial, além da redugé&o da carga bacteriana
patogénica no campo, reduzindo o risco de disseminagdo entre os animais, meio
ambiente e produtores. A presenca de STEC no couro de bovinos esta fortemente
associada a presenca da bactéria nas fezes, indicando que as intervencdes para
reduzir a eliminacdo fecal do microrganismo devem reduzir a contaminagdo da
carcaga através do couro (LONERAGAN; BRASHEARS, 2005). Alguns estudos
propdem alternativas para aumentar a resisténcia do rebanho a presenca
principalmente de STEC como inclusdo de inibidores microbianos em potencial,
como 6leos essenciais, produtos citricos, acidos organicos, plantas ricas em taninos
e compostos fendlicos. Mudangas bruscas na dieta, como o fornecimento de feno
dias antes do abate, também tem se mostrado efetivo na reducdo da disseminacéao
de STEC no rebanho bovino. Outras estratégias incluem o uso de clorato de sédio,
prebidticos e/ou probidticos, antibidticos, vacinacao e bacteridfagos (CALLAWAY et
al., 2013b; LEJEUNE; WETZEL, 2007; LONERAGAN; BRASHEARS, 2005; NIU et
al., 2009; SARGEANT et al., 2007; STANFORD et al., 2014; STEVENS et al., 2002).

No ambiente industrial, a contaminagéo cruzada de produtos alimenticios ao
longo da cadeia, envolvendo manipulagdo das carcagas, mecanizacdo do
processamento e logistica de distribuicdo de alimentos é, por sua vez, considerada
como fator de risco significativo atribuido a disseminacédo de DEC. Algumas etapas
sdo mais relevantes na disseminacao de E. coli patogénica ao longo do abate e
processamento da carne bovina. O periodo pré-abate tem sido considerado critico
para a disseminacao de STEC, pois envolve situacées como jejum alimentar e dieta
hidrica, mistura de lotes, aumento da densidade animal, manejo que nao sao
comuns como embarque na fazenda e desembarque no abatedouro. Essas
alteragcbes aumentam o estado de estresse, com alteracdo da homeostase do
organismo do animal, podendo favorecer a multiplicacdo e disseminacdo de
patégenos (DUFFY; BURGESS; BOLTON, 2014). Ainda, o couro dos bovinos
durante o periodo de “descanso” no curral de espera estd mais suscetivel a
contaminacdo devido a concentracdo de animais, deste modo, pode favorecer o
aumento na carga de contaminacao que sera levada para dentro do estabelecimento
de abate (CALLAWAY et al., 2013a; USDA-FSIS, 2014).

Praticas de higiene durante o abate, o processamento, a embalagem e a
distribuicdo de produtos carneos devem fazer parte da rotina dos estabelecimentos,
sendo determinadas e implementadas por programas como Boas Praticas de
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Fabricagdo e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle. A aplicagdo correta,
a constante atualizagdo e o treinamento da equipe sao essenciais para garantir a
inocuidade da carne nessas etapas (AIJUKA; BUYS, 2019; BRICHTA-HARHAY et
al., 2008; CHAGNOT et al.,, 2017; RASKO et al.,, 2011; RHOADES; DUFFY;
KOUTSOUMANIS, 2009; SANTOS et al, 2017). Esses programas sao
regulamentados e implementados, no Brasil, através da Portaria n® 368, de 4 de
setembro de 1997 (BRASIL, 1997), e da Portaria n® 46, de 10 de fevereiro de 1998
(BRASIL, 1998), e sado necessarios para a reducdao do risco de contaminagao
cruzada entre couros contaminados com conteudo intestinal e carne bovina durante
os procedimentos de abate (BOSILEVAC et al., 2005; BUNCIC et al.,, 2014). A
reducao significativa na deteccdo de STEC nas carcacas apds evisceracao e apés
lavagem final € um indicativo da correta execucdo das etapas de esfola e
evisceragcdo, mostrando que os programas de boas praticas estdo adequadamente
implementados.

Ainda, os abatedouros de bovinos devem fazer o controle microbiolégico
especifico para STEC, determinada pela Instrugdo Normativa n° 60, de 20 de
dezembro de 2018 (BRASIL, 2018), com o objetivo de reduzir a prevaléncia desses
agentes patogénicos. A legislacao estabelece um monitoramento através da coleta e
analise de 325 g de retalho de desossa obtidas por um plano de amostragem. No
caso de resultado positivo para STEC, o abatedouro frigorifico deve destinar o lote
amostrado para tratamento pelo calor que comprovadamente seja eficaz na
eliminacdo de STEC e realizar investigacdo para identificar a causa da
contaminacao, revisando seus programas de autocontrole, com énfase nas boas
praticas de abate.

A partir das comparacoes das frequéncias de isolamento de DEC entre os
animais criados em sistemas diferentes, foi possivel verificar uma influéncia do
sistema extensivo no isolamento de STEC (Tabela 03). Poucos estudos comparam a
ocorréncia de STEC nos diferentes sistemas de criacao de bovinos. Hornitzky et al.
(2002) isolaram STEC em 48% das propriedades com sistemas de producdo de
gado de corte baseados em pastagens e, em apenas, 18% das propriedades com
sistema de confinamento, tanto de gado de corte quanto de gado leiteiro.
Diferentemente, Renter, Sargeant e Hungerford (2004) concluiram que a prevaléncia
de STEC em amostras fecais obtidas de bovinos ndo foi associada ao ambiente de

producdo, uma vez que o0s bovinos confinados ndo apresentaram maior
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probabilidade de deteccao de E. coli O157:H7 do que os bovinos a pasto. Fegan et
al. (2004), ao estudarem a prevaléncia e a concentracao de E. coli O157 em fezes
de bovinos de diferentes sistemas de producédo coletadas durante abate, também
concluiram que a detecgao do patégeno nao foi afetada pelos sistemas de producao
avaliados (lotes de animais a pasto versus lotes de animais alimentados com uma
dieta enriquecida com gréaos por pelo menos 60 dias antes do abate).

Como E. coli coloniza o trato intestinal de bovinos, muitos estudos tém
considerado a dieta e as praticas alimentares como fatores produtivos importantes
gue afetam o ecossistema microbiano, podendo influenciar na deteccdo de STEC
nas fezes. DEC se multiplica no intestino de animais alimentados com dietas ricas
em graos, bem como naqueles alimentados com forragem, no entanto, os dados de
deteccao desse agente sob os efeitos da dieta podem ser conflitantes (BERARD et
al., 2009; CALLAWAY et al., 2013b, 2009; CUEVA et al., 2010; MUNNS et al., 2015;
SAPOUNTZIS et al., 2020; VAN BAALE et al., 2004).

O gado criado em sistema extensivo de producédo € tipicamente alimentado
com pastagens nativas ou cultivadas como unica fonte de alimentos energéticos e
proteicos, e alguns pesquisadores relataram que essas dietas podem contribuir para
o aumento dos niveis de STEC nas fezes. Van Baale et al. (2004) observaram
através de sua pesquisa que os bovinos alimentados com forragem apresentaram
persisténcia ruminal e fecal de E. coli O157:H7 em concentracées quantificaveis por
duas vezes mais que os bovinos alimentados com graos. Anteriormente, Hovde et
al. (1999) ja haviam detectado E. coli O157:H7 por um periodo mais longo em fezes
de bovinos consumindo dietas a base de forragem do que aqueles alimentados com
dietas a base de graos. Ja outros estudos nao conseguiram evidenciar uma
diferenga significativa na prevaléncia de STEC em bovinos alimentados em
pastagens dos bovinos com uma dieta a base de alimentos concentrados (FEGAN et
al., 2004; GRAUKE et al., 2003; RENTER; SARGEANT; HUNGERFORD, 2004). No
entanto, de forma geral, uma maior quantidade de estudos evidenciam uma maior
deteccdo de STEC em bovinos em confinamento alimentados com altas
concentracdes de graos, além da frequente associacdo da presenca de animais
super-shedding a dieta baseada em grdaos (BERARD et al., 2009; BERRY et al.,,
2006; CALLAWAY et al., 2013a, 2009; CUEVA et al., 2010; GILBERT et al., 2005;
KRAUSE et al., 2003; MUNNS et al., 2015).

Contudo, esses trabalhos levam em consideragdo apenas a dieta do animal,
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onde a maioria foi desenvolvido in vitro ou com inoculagdo experimental com um
numero amostral reduzido, ndo levando em consideracéo o sistema de criagdo como
um todo. Ainda, a maioria desses estudos tém se concentrado na verificacdo da
prevaléncia especifica do sorotipo O157:H7. Sendo assim, somente a diferenciacao
em dieta a pasto e dieta baseada em graos parece néao ter sido o fator determinante
para as frequéncias obtidas nesta pesquisa.

Um outro fator que parece influenciar na eliminacdo de STEC é a microbiota
do trato gastrointestinal dos bovinos. As variacbes de cada sistema de producéo
animal, da mesma forma que pode influenciar na deteccdo de DEC, exercem
influéncia direta na microbiota do trato intestinal dos bovinos que, por sua vez, pode
modular a excrecdo e a deteccdo desses patégenos. No estudo desenvolvido por
Shanks et al. (2011), pesquisando o perfil das comunidades microbianas fecais de
bovinos dividos em seis diferentes rebanhos (localizados em quatro regibes e
submetidos a trés tipos de dieta distintas), foi possivel sugerir que as praticas de
manejo animal influenciam fortemente na ecologia microbiana fecal, evidenciando
que mudangas no manejo podem alterar dramaticamente a estrutura da comunidade
bacteriana. Ainda, esses autores concluiram que o manejo alimentar constitui um
determinante do microbioma bovino, mais importante do que a localizacédo
geogréfica de criagdo do rebanho.

Kim et al. (2014) estudaram a variagdo da microbiota fecal bovina de acordo
com a dieta. Foram amostrados bovinos alimentados com uma dieta altamente
concentrada, moderadamente concentrada e foragem, onde o0s pesquisadores
conseguiram evidenciar que a estrutura da microbiota fecal em bovinos é
amplamente afetada pela dieta, principalmente quando se compara as dietas a base
de forragem e graos. Estudos também tém evidenciado variacbes na composicao
microbiana fecais de bovinos super-shedding e nao super-shedding (KIM et al.,
2017; MIR et al., 2020; SALAHEEN et al., 2019; WANG et al., 2018; XU et al., 2014;
ZAHEER et al.,, 2017). Esses dados apoiam a ideia de que a composicao da
microbiota pode desempenhar um papel critico no estabelecimento e/ou na ecologia
de STEC no trato intestinal de bovinos.

Esta pesquisa foi realizada durante os meses de maio a setembro, época
que coincide com o periodo seco na regidao estudada. Devido a diminuicdo das
chuvas, ao fotoperiodo ser mais curto e as temperaturas serem mais baixas, ocorre

uma diminuicdo da disponibilidade e da qualidade nutricional das pastagens. Essa
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combinacao de menor oferta e menor qualidade da forragem resulta em perda de
peso dos animais, fazendo com que seja rotineira a suplementagdo estratégica
nesse periodo com sal mineral com ureia, sal proteinado ou racado de
semiconfinamento, indicando ser comum a pratica de mudangas no manejo
alimentar no sistema extensivo de criacdo de gado decorrente da oferta de
pastagem (BERRY et al., 2006; FEGAN et al., 2004; MEDEIROS; GOMES;
BUNGENSTAB, 2015).

Ainda, este estudo foi delineado para seleg¢do aleatéria de lotes e animais,
diferenciando-os apenas de acordo com o regime de criagdo predominante, em dois
estados distintos para reduzir os efeitos da diversidade no manejo no campo e
efeitos pré-abate, possibilitando amostragem de animais de diversos pontos dos
estados, independente da distancia entre abatedouro e fazendas. Desse modo, foi
possivel obter poucas informagdes do manejo nas propriedades. No entanto, foi
verificado junto aos produtores que os lotes provenientes do sistema extensivo
receberam algum tipo de suplementacao, sendo que em trés lotes foi possivel obter
a confirmacdao que na fase final de engorda, para um melhor acabamento de
carcacga, houve o fornecimento de dieta a base de gréos.

Sendo assim, as condi¢des climéaticas nos estados amostrados influénciando
na composicao e manejo das pastagens, as praticas alimentares e as mudancas de
manejo nos periodos que antecedem o abate podem ter atuado tanto na frequéncia
quanto na excrecao de STEC, observando uma frequéncia maior em animais criados
em sistema extensivo de producao por estarem mais expostos a essas alteragdes,
quanto ter exercido efeito direto na microbiota contribuindo, desse modo, na
modulacdo de agentes patogénicos, interferindo na passagem de STEC pelo trato
gastrointestinal e na sua colonizacdo, afetando assim sua prevaléncia e
concentracado nas fezes.

O levantamento da frequéncia de STEC em bovinos foi feito com coleta de
amostra de fezes durante o abate, ndo sendo avaliada a presenca do patégeno
antes do manejo pré-abate. Os efeitos do jejum, transporte e espera durante esse
periodo podem anular a influéncia que possam ter ocorrido na fazenda. O periodo
pré-abate dos bovinos é considerado critico para a disseminacdo de STEC uma vez
que pode induzir um alto nivel de estresse (ARTHUR et al., 2010; COSTA et al.,
2012; POINTON; KIERMEIER; FEGAN, 2012), sobretudo em bovinos criados

extensivamente que, por serem animais menos manejados ao longo da sua vida
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produtiva, sdo0 mais suscetiveis ao estresse. Essa condicdo pode ocasionar uma
imunossupressao induzida por estresse resultando na maior susceptibilidade a
colonizacdo e a multiplicacdo de STEC (CALLAWAY et al., 2013a; COSTA et al.,
2012; CROSSLAND; CALLAWAY; TEDESCHI, 2015).

Ainda, o estresse animal resulta na liberagcdo de norepinefrina no trato
gastrointestinal de bovinos que ja foi evidenciado por favorecer o crescimento de E.
coli O157:H7 (BERRY; WELLS, 2010). Assim, a variagdo na frequéncia de STEC
nos diferentes tipos de criacdo de bovinos pode ser influenciada nao apenas pela
diferenca da alimentacdo baseada em grdo ou em pastagem. Fatores como
estresse, niveis hormonais e manejo pré-abate podem terem sidos determinantes na
deteccdo de uma frequéncia significativamente maior entre os animais provenientes
do sistema extensivo de produgao.

A maioria dos isolados STEC obtidos neste estudo apresentou gene stx2. A
predominancia de cepas portadoras de gene stx2 é um risco a saude publica. A
toxina Shiga sintetizada por esse gene € a principal toxina envolvida nos casos mais
graves da doenca humana, fortemente associada a SHU (FULLER et al., 2011;
GOMES et al., 2016; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Além disso, neste estudo,
foi confirmada a presenca do gene eae em 8,8% dos isolados de STEC. Esse gene
codifica a intimina, uma proteina responsavel pela ligagéo intima de STEC as células
epiteliais intestinais, causando lesdes de attaching and effacing na mucosa
intestinal. Esse fator de viruléncia estd presente na subcategoria de STEC
amplamente conhecida como EHEC (CROXEN; FINLAY, 2010; NGUYEN;
SPERANDIO, 2012). Todos os isolados que confirmaram o gene eae portavam o
gene stx2, destacando o alto potencial de viruléncia dessas cepas.

Com relacao aos demais patotipos de DEC obtidos nesta pesquisa, os
sistemas de produgéo avaliados ndo determinaram diferencas nas suas frequéncias
nas amostras analisadas (Tabela 3). Apesar deste estudo ter isolado EIEC em fezes
de bovinos, esse patotipo ndo é frequentemente detectado em animais. Kagambega
et al. (2012), que pesquisaram a prevaléncia de DEC em fezes de bovinos, aves e
suinos abatidos em Burquina Faso na Africa, encontraram EIEC apenas nas fezes
de aves. O fato da frequéncia de EIEC ser considerada baixa entre os animais pode
ser devido ao principal reservatério desse patégeno ser considerado o intestino de
humanos infectados (MENG et al., 2013).
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EPEC é considerado um dos agentes predominantes em diarreia humana,
sendo o primeiro patotipo a ser identificado entre E. coli diarreiogénicas (CROXEN et
al., 2013; GAYTAN; MARTINEZ-SANTOS; SOTO, 2016). Esse patotipo é dividido
em tEPEC, caracterizado pela presenca de um plasmideo de viruléncia denominado
fator de adesdao EPEC (pEAF) onde se localizam os genes envolvidos na montagem
e expressao de uma adesina fimbrial responsavel pela aderéncia interbacteriana e
pela adesdao as células epiteliais, e aEPEC, cepas sem esse plasmideo
(HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; VIDAL,;
CANIZALEZ-ROMAN, 2007).

Neste estudo, EPEC foi isolado na frequéncia de 2,0% entre os bovinos
(tabela 03). Monaghan et al. (2013) e Bolton, Ennis e McDowell (2014), na Irlanda, e
Junior et al. (2017), no Brasil, relataram uma prevaléncia de 3,9% (47/1200), 5,8%
(28/480), 2,5% (01/40), respectivamente, a partir de amostras de fezes de bovinos,
semelhante ao percentual de EPEC encontrado nesta pesquisa. Em carcaca,
apenas uma amostra foi positiva, sendo detectado EPEC no couro do animal
amostrado (tabela 2). Stella et al. (2020), ao analisarem carcacas bovinas,
encontraram uma frequéncia de 9,7% de EPEC. Os bovinos amostrados (n = 154)
tinham procedéncias em diferentes fazendas da regido sudoeste do estado de Goias
e todos provenientes do sistema extensivo de produgdo. Monaghan et al. (2013)
analisaram 450 amostras de couro dos animais obtidas imediatamente antes da
esfola e 450 amostras de carcacas bovinas obtidas antes do resfriamento, coletadas
de animais provenientes de vinte fazendas e trés abatedouros na Irlanda durante um
periodo de doze meses, e também encontraram um percentual maior ao detectado
nesta pesquisa, 6,4% de aEPEC no couro e 0,7% de aEPEC nas carcacas.

Todos os isolados obtidos nesta pesquisa foram classificados como aEPEC.
Embora a associacdo epidemioldégica desse grupo com diarreia ainda seja
controversa, seu envolvimento com surtos diarreicos apoia o conceito de que
algumas cepas de aEPEC podem induzir diarreia em humanos de todas as idades
(VIEIRA et al.,, 2016). Ao contrario do tEPEC, que raramente é encontrado em
animais, cepas de aEPEC foram encontradas em animais diarreicos e saudaveis.
Alguns sorogrupos de aEPEC isolados de animais j& foram identificados em quadros
de diarreia humana, sugerindo assim o potencial zoonético de algumas cepas
(HERNANDES et al.,, 2009; KOLENDA; BURDUKIEWICZ; SCHIERACK, 2015;
MOURA et al., 2009).
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Combinagdes de genes podem ser usadas para agrupar cepas de E. coliem
grupos filogenéticos para melhor entender a epidemiologia e a distribuicdo da
bactéria em diversos territorios. Entre os isolados de EPEC, EIEC e STEC, o
filogrupo genético B1 foi o mais frequente (Figura 07). Badouei et al. (2016) também
detectaram o grupo B1 como o mais predominante entre isolados de EHEC obtidos
de bovinos. Coura et al. (2015) também indicaram que o grupo B1 é o principal
filogrupo de E. coliisolado de bovinos. Taghadosi, Shakibaie e Hosseini-Nave (2019)
encontraram 71,5% de EPEC isoladas de ruminantes pertencentes ao grupo B1.
Embora as cepas comensais estejam relacionadas aos grupos A e B1, foi
demonstrado que cepas patogénicas intestinais podem pertencer aos grupos A, B1 e
D, sendo que o filogrupo B1 tem sido frequentemente associada a hospedeiros
herbivoros. Outra caracteristica importante € que a maioria das cepas de E. coli que
conseguem sobreviver no ambiente, aparentemente, também pertencem a esse
filogrupo (BALDY-CHUDZIK; MACKIEWICZ; STOSIK, 2008; CARLOS et al., 2010;
WALK et al., 2007).

O filogrupo E, por sua vez, foi composto apenas por isolados STEC, dentre
eles, todos os isolados STEC eae+. Escobar-Paramo et al. (2004) afirmaram que as
cepas de EHEC estdo concentradas principalmente no filogrupo E, onde o sorotipo
0O157:H7 € o membro mais conhecido nesse grupo filogenético (CLERMONT et al.,
2013;: ESCOBAR-PARAMO et al., 2004), evidenciando assim o potencial de
viruléncia dos isolados desse filogrupo.
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7. CONCLUSAO

Escherichia coli patogénica foi isolada em fezes e carcagas de bovinos em
abatedouros frigorificos, porém nao foi detectada em amostras de cortes carneos
finais. Desse modo, este estudo fornece evidéncias adicionais de que os bovinos
sao fontes potenciais desses patdgenos, principalmente do patotipo STEC. A nao
deteccdo de DEC nos cortes carneos sugere que procedimentos adequados durante
0 abate e processamento da carne desempenham um papel importante no seu
controle. Portanto, esses perigos devem ser gerenciados pela industria para limitar a
disseminacgao pelo ambiente industrial.

Os bovinos de ambos os sistemas de producao apresentaram DEC, porém
foi possivel verificar um maior isolamento de STEC no sistema extensivo. No
entanto, como as amostras foram coletadas durante o abate dos animais, os efeitos
do jejum, transporte, mistura de lotes e espera nos abatedouros frigorificos podem
ter anulado a influéncia que possam ter ocorrido no campo. Novos estudos de como
0s bovinos tornam-se portadores na fazenda podem fornecer informagdes que
ajudem identificar os riscos relacionados a contaminacdo de carcagas durante o
abate. Além disso, sdo necessarios mais estudos para determinar os fatores que
influenciam a prevaléncia de STEC em bovinos para auxiliar no desenvolvimento de
estratégias em toda a cadeia para controlar o risco de exposicao do produto final
com cepas relevantes que podem ocasionar quadros clinicos de grande seriedade
em humanos.

Os isolados obtidos nesta pesquisa, sobretudo os isolados de STEC,
apresentaram importantes fatores de viruléncia, destacando o alto potencial de
patogenicidade dessas cepas. Ainda, os dois grupos filogenéticos que
predominaram entre os isolados, filogrupo B1 e E, sdo constantemente associados
as cepas patogénicas intestinais com capacidade de sobrevivéncia no ambiente.
Essas evidéncias reforcam a importancia do controle e monitoramento de E. coli
diarreiogénica no campo e em abatedouro frigorifico de bovinos, visando minimizar a
contaminacdao de produtos finais com um patégeno de importancia em saude

publica.
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ANEXO A - Primers, temperatura de anelamento e tamanho do produto amplificado de PCR usados para caracterizar isolados diarreiogénicos de E. coli obtidos em

diferentes locais da cadeia produtiva de carne bovina.

PCR Gene Alvo Funcao Primers Tamanho produto (pb) Anelamento* Referéncia
1 simplex Stx Triagem VT com-u: GAGCGAAATAATTTATATGTG 518 52 Toma et al., 2003
VT com-d: TGATGATGGCAATTCAGTAT
2 simplex uspA Confirmacdo de  uspA F: CCGATACGCTGCCAATCAGT 884 68 Chen; Griffiths, 1998
espécie uspA R: ACGCAGACCGTAGGCCAGAT
3 multiplex  Eae Confirmagédo de  SKi: CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 881 52 Toma et al., 2003
EPEC SK2: CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
Stx Confirmagdo de VT com-u: GAGCGAAATAATTTATATGTG 518
STEC VT com-d: TGATGATGGCAATTCAGTAT
ipaH Confirmagao de ipalll: GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 619
EIEC ipalV: GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
aggR Confirmacédo de  aggRks1: GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254
EAEC aggRkas2: ACAGAATCGTCAGCATCAGC
4  simplex eElt Confirmagadode LT TCTCTATGTGCATACGGAGC 450 48 Toma et al., 2003
ETEC LTr: CCATACTGATTGCCGCAAT
5  simplex Est Confirmagédo de  AL65: TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 190 48 Toma et al., 2003
ETEC AL125: CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC
6 simplex Bfp Caracterizagao bfp-F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 52 Aranda et al., 2007
de EPEC bfp-R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA
7  simplex stx1 Caracterizagao stx1-F: TGTCGCATAGTGGAACCTCA 655 63 Bai; Shi; Nagaraja, 2010
de STEC stx1-R: TGCGCACTGAGAAGAAGAGA
8 simplex stx2 Caracterizagao stx2-F: CCATGACAACGGACAGCAGTT 477 63 Bai; Shi; Nagaraja, 2010;
de STEC stx2-R: TGTCGCCAGTTATCTGACATTC Fagan et al., 1999
9  simplex Eae Caracterizagao SK1: CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 881 52 Toma et al., 2003
de STEC SK2: CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
10 multiplex arpa Caracterizagao AceK.F: AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 65-61 Clermont et al., 2013;
de Filogrupo ArpA1.R: TCTCCCCATACCGTACGCTA Doumith et al., 2012
chuA Caracterizagéo chuA-F: ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281
de Filogrupo chuA-R: AAACGCGCTCGCGCCTAAT
yjaA Caracterizagao yjaA-F: TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216
de Filogrupo yjaA-R: ACCTGTGACAAACCGCCCTCA
TspE4.C2  Caracterizagao TSPE4.C2-F: GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152
de Filogrupo TSPE4.C2-R: TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG
11 simplex Armpa Filogrupo E ArpAgpE.F: GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301 57 Clermont et al., 2013
ArpAgpE.R: GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
12 simplex trpA Filogrupo C trpAgpC.1: AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 59 Clermont et al., 2013
traAgpC.2: TCTGCGCCGGTCACGCCC

*Condigdes de PCR: reacao 1: 16 pL, 95 °C for 7 min, 30 ciclos a 95 °C por 20 s, 52 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; reagao 2: 20 pL, 94 °C por 5 min, 30 ciclos a 94 °C por 20 s, 68 °C por
20s,72°Cpor 30 s, 72 °C por 7 min; reagao 3: 16 pL, 95 °C por 5 min, 30 ciclos a 95 °C por 20 s, 52 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; reacéo 4 e 5: 20 uL, 95 °C por 5 min, 30 ciclos a 95 °C
por 20 s, 48 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; reagao 6: 16 pL, 95 °C por 5 min, 30 ciclos a 95 °C por 20 s, 52 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; reagao 7 e 8: 16 pL, 94 °C por 5
min, 25 ciclos a 94 °C por 20 s, 63 °C por 20°s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; reagao 9: 16 uL, 95 °C por 5 min, 30 ciclos a 95 °C por 20 s, 52 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 7 min; rea¢ao 10
(fouchdown PCR): 20 pL, 94 °C por 4 min, 10 ciclos a 94 °C por 30 s, 65-61 °C por 30 s (a cada ciclo diminui 0.5 graus), 72 °C por 30 s, 20 ciclos a 94 °C por 30 s, 61 °C por 30 s, 72 °C por 30 s, 72 °C
por 5 min; reagao 11: 20 pL, 94 °C por 4 min, 30 ciclos a 94 °C por 20 s, 57 °C por 20 s, 72 °C por 30 s, 72 °C por 5 min; reagao 12: 20 uL, 94 °C por 4 min, 30 ciclos a 94 °C por 20 s, 59 °C por 20 s, 72

°C por 30 s, 72 °C por 5 min.



ANEXO B - Arvore deciséria proposta para classificagao dos filogrupos genéticos de E. coli por Clermont et al. (2013).
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