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RESUMO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo consideradas um grande problema
de saude publica mundial. Dentre os micro-organismos que podem ser veiculados pelos
alimentos destaca-se o sorogrupo das Escherichia coli produtoras de toxina do tipo
shiga (STEC), onde o principal sorotipo ¢ o O157:H7 . Entre diversos produtos onde ja
se isolaram esse micro-organismo os produtos carneos sao os mais envolvidos. Apesar
de os frangos ndo serem portadores desse patdgeno, sua presenca ja foi observada em
carne de frango e seus derivados. O objetivo do presente estudo foi avaliar a prevaléncia
da E.coli O157:H7 e de linhagens produtoras de toxina do tipo shiga em carcacas de
frango de corte abatidas em estabelecimentos localizados em Minas Gerais. Foram
analisadas pela técnica de PCR em tempo real, 180 carcagas de frango de corte
coletadas pelos servigos inspecao federal e estadual, no periodo de setembro de 2010 a
maio de 2011. Em estudo preliminar foi isolado coliformes termotolerantes em 90% das
amostras, sendo que 35% delas estavam fora do padrao estabelecido pela legislacao.
Apesar disso, nenhuma amostras estava contaminada pela E.coli O157:H7, portanto nao
foi realizada a pesquisa de linhagens produtoras de toxina do tipo shiga. Desta forma,
concluiu-se que as carcacas de frango abatidas no estado de Minas Gerais ndo
representam risco para saude publica com relacdo a presenga de E.coli O157:H7 e de
cepas produtoras de toxina do tipo shiga. Nao existindo diferenga entre os
estabelecimentos sob inspecdo federal e estadual quanto a contaminacdo por E.coli
O157:H7

Palavras- chave: carcaca de frango; E.coli O157:H7; toxina do tipo shiga; PCR em
tempo real.
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ABSTRACT

Foodborne Diseases (FBD) are worldwide considered as a public health problem.
Among the microorganisms that can be transmitted by foods, Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) is of great concern, mainly O157:H7 serotype. This bacterium
has been isolated especially from meat products. Although chickens are not carriers of
this pathogen, it has been found in chicken meat and its byproducts. The aim of this
study was to evaluate the prevalence of E. coli O157:H7 and Shiga toxin-producing E.
coli strains in broiler carcasses collected from September 2010 to May 2011 at federal
and state inspected slaughterhouses located in Minas Gerais - Brazil. A total 180 broiler
carcasses were analyzed by real-time PCR. In a preliminary study, fecal coliforms were
isolated in 90% of the samples, of which 35% were in higher numbers than the standard
established by legislation. Nevertheless, no samples were contaminated by E. coli
O157:H7. Thus, it was concluded that the broiler carcasses analyzed in the state of
Minas Gerais did not pose a risk to public health in relation to the presence of E. coli
O157: H7 and Shiga toxin-producing E. coli strains. Also, no difference was observed
between the establishments under federal or state inspection regarding the
contamination by E. coli O157: H7.

Keywords: chicken carcasses, E. coli O157:H7, Shiga-like toxin, real-time PCR
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1- INTRODUCAO

O Brasil atualmente ¢ o terceiro maior
produtor de carne de frango do mundo,
ficando atrds apenas dos EUA e da
China. Em 2010 a producao brasileira
foi de 12,23 milhdes de toneladas,
11,38% a mais que no ano de 2009.
Esse crescimento foi impulsionado pelo
aumento do consumo de carne de frango
e pela expansdo nas exportagoes. O
Brasil exportou 3,81 milhdes de
toneladas de carne de frango, ocupando
o primeiro lugar mundial nesse quesito,
o que representa 31% do volume total
produzidos. Os 69% restantes foram
destinados ao mercado interno onde o
consumo per capita foi de 44
quilogramas (UBA, 2011).

A carne de frango ¢ uma excelente fonte
de proteinas, vitaminas do complexo B
e de minerais. Porém, devido suas
caracteristicas intrinsecas, como
composi¢do quimica, elevada atividade
de agua e pH proximo da neutralidade ¢
um 6timo meio para desenvolvimento
de micro-organismos. Portanto,
cuidados durante seu processamento sao
de extrema importancia para que nao
ocorram surtos de doengas transmitidas
por alimentos (DTA).

As DTA sao conhecidas desde épocas
muito remotas e cerca de 250 agentes
bioldgicos ja foram identificados. Esses
agentes podem causar diversas doengas
que se manifestam de forma isolada ou
associada, tais como as diarreicas,
neurologicas, renais, hemoliticas,
ictéricas, alérgicas, respiratérias e
sistémicas. A diarreia ¢ a manifestagao
clinica mais comum das DTA, devido
sua elevada incidéncia ou por ser
considerado ainda um fato “normal”,
tanto por parte da populacdo como dos

profissionais de saide representa um
desafio para o seu registro e controle.
Assim, a subnotificacdo das DTA tem
sido o fator principal a impedir o
conhecimento do seu verdadeiro
impacto na populacdo, dificultando,
consequentemente, o conhecimento dos
alimentos e micro-organismos
envolvidos (CVE/SES-SP,2002).

A bactéria Escherichia coli ¢ um micro-
organismo  pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que faz parte da
microbiota normal do trato intestinal de
humanos e de uma variedade de animais
domésticos. Apesar de fazer disto, em
1982 e 1993, nos Estados Unidos,
ocorreram surtos de DTA causados por
E. coli, originados pelo consumo de
carne (Jay, 2005). A partir de entdo, E.
coli passou a ser estudada e
diagnosticada com maior frequéncia.
Foram catalogadas linhagens de E. coli
responsaveis por hemorragias intestinais
graves. Estas linhagens de E. coli
enterohemorragicas (EHEC) sao
implicadas em casos de doengas
veiculadas por alimentos, e produzem
toxina do tipo shiga (stxl e stx2).
Dessas linhagens, o sorotipo de maior
importancia ¢ o E.coli O157: H7, que
esta associado com quadros de colite
hemorragica e sindrome urémica
hemolitica (Sigarini, 2004; Bertdo &
Saridakis, 2007; Pigatto, 2008).

A bactéria E.coli ¢ um importante
patégeno na avicultura moderna, pois
provoca grandes perdas econdmicas na
producao de frangos e perus em todo o
mundo. Apesar da maioria dos
sorotipos serem patogé€nicos somente
para as aves e nao serem causadores de
infeccoes em mamiferos, incluindo o
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homem, E.coli O157:H7 jé& foi isolada
de carcagas de frango de corte.

Com base nestes aspectos, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a existéncia e
prevaléncia de E.coli O157:H7 em
carcacas de frangos produzidas em
industrias frigorificas do Estado de
Minas Gerais. E também avaliar a
prevaléncia de linhagens produtoras de
toxina do tipo shiga dentre as linhagens
de E.coli O157:H7 encontradas nestas
carcagas.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Doencas Transmitidas por
Alimentos

Atualmente o alimento tem sido
considerado a principal fonte de
veiculacdo de doengas e diversos fatores
tem contribuido para isso como por
exemplo: o desenvolvimento econdmico
e a globalizagdo do mercado mundial;
as modificagoes no estilo de vida da
populacdo com a crescente utilizacdo de
alimentos industrializados ¢ a mudancga
de habitos do consumidor; os processos
tecnologicos de producdo que podem
propiciar condi¢des para o surgimento
de novos patdogenos com O uso
indiscriminado de antimicrobianos na
criagdo de animais; o uso de racdes
industrializadas; 0s processos
industriais de preparagdao do alimento; o
aumento do consumo de alimentos “in
natura” ou crus (CVE/SES-SP 2002).

As DTA podem ser causadas por
ingestdio de alimentos ou 4gua
contaminados por bactérias, virus,
parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos,
produtos quimicos e metais pesados.
Normalmente essas doengas levam ao
quadro de anorexia, nauseas, vOmitos

e/ou diarreia e, dependendo do agente
etiologico, quadros mais severos podem
ocorrer. Como causadores de DTA ja
foram identificadas as  bactérias
Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Escherichia coli O157:H7 e outros
sorogrupos de  E.coli, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica
e vibrios; os parasitas Cryptosporidium,
Cyclospora, Giardia e Toxoplasma
gondii e os virus Rotavirus, Adenovirus,
Calicivirus, Astrovirus, Coronavirus,
Norwalk e Norwalk-like (CVE/SES-SP
2002).

As DTA podem se manifestar através de
infecgdes, intoxicagdes e toxinfecgoes
alimentares. As infec¢des alimentares
ocorrem apds ingestdo de alimentos
contendo micro-organismos patogénicos
vivos, como no caso das salmoneloses.
As intoxicagdes alimentares ocorrem
quando o alimento ingerido estd
contaminado com a toxina pré formada
ndo sendo necessario que o agente
produtor esteja viavel, como por
exemplo, a toxina produzida pelo
Staphylococcus aureus. As toxinfecgdes
ocorrem quando o alimento ingerido
apresenta 0 micro-organismo
patogénico que, dependendo da sua
quantidade, sdo capazes de produzir
toxina, como por exemplo, algumas
linhagens de  Escherichia  coli
produtoras de toxinas (SVS/ MS, 2005).

Apesar da comprovada relagdo de varias
doencas com a ingestdo de alimentos
contaminados, do elevado nuimero de
internagdes hospitalares e da
persisténcia de altos indices de
mortalidade infantil por diarreia em
alguns estados e municipios do Brasil
pouco se conhece da real magnitude do
problema, pois os casos e surtos de
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DTA sdo pouco ou nao sdo notificados
no pais (SVS/MS, 2005).

2.2- Ocorréncias de surtos de DTA

Segundo a Organizacao Pan Americana
da Saude (OPAS), um surto de DTA ¢ o
episodio em que duas ou mais pessoas
apresentam doenca semelhante apods
ingerirem alimento ou agua da mesma
origem e que a evidéncia
epidemiologica ou a analise laboratorial
apontam para esses como veiculos da
doenca (SVS/MS, 2005).

Nos EUA em 2008 foram relatados
1.034 surtos de DTA, que resultaram
em 23.152 casos de doenga com 1.276
hospitalizagdes e 22 mortes. Dos 1.034
surtos notificados, em somente 218 foi
possivel identificar um unico alimento
envolvido, sendo a carne de frango
responsavel por 15%. J& o agente
etiologico foi identificado em 479
surtos, onde 8% deles foram causados
pela E.coli produtora de toxina do tipo
shiga (STEC) e dentro desse sorogrupo
o sorotipo O157 representou 97%. Com
relagdo aos agentes causadores das
hospitalizagdes a STEC foi responsavel
por 17% dos casos. Entre os 22 obitos,
dois foram causados pela E.coli
O157(CDC, 2011).

No Brasil, desde a criagdio ¢
implantacdo do Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica das Doengas
Transmitidas por Alimentos (VE-DTA)
em 1999, a Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS) registrou até agosto de
2008, 6.062 surtos de DTA, com
acometimento de 117.330 pessoas e 64
obitos. As regides Sul e Sudeste
notificaram 82,7% destes surtos, € o0s
estados do Rio Grande do Sul, Sdo
Paulo, Parana e Santa Catarina foram os

que apresentaram 0s maiores registros,
0 que pode estar relacionado com a
melhor implantacdo do sistema de VE-
DTA em seus municipios. Apesar de as
notificacdes terem ocorrido, algumas
informacdes nao foram obtidas, como
agente etiologico (51%), alimento
veiculador (34,3%) e o local de
ocorréncia (24,1%). Entre os surtos em
que o agente etiologico foi identificado
(2.974 surtos), 84% foram causados por
bactérias, 13,6% por virus, 1% por
parasitas e 1,2% por produtos quimicos.
O micro-organismo mais envolvido com
os surtos notificados foi a Salmonella
spp. (42,9%), seguida pelo
Staphylococcus  sp. (20,2%). Com
relagdo aos alimentos, os que continham
ovos crus ou mal cozidos (22,8%)
foram os mais envolvidos, seguido de
produtos mistos (16,8%) e em terceiro
lugar as carnes vermelhas (11,7%). O
local de ocorréncia mais relatado foram
as residéncias (45,2%) seguidas dos
restaurantes (19,7%) (SVS/ MS,2008).

De acordo com a SVS (2011) durante o
periodo de 2000 a 2011, ocorreram
7.234 surtos de DTA. Somente em
3.487 surtos foi possivel identificar o
alimento envolvido, onde a carne de
frango, processados e miudos foram
responsaveis por 225 surtos
representando 3,11%.

Os produtos de origem animal em geral,
e em particular os de origem avicola,
tém recebido por parte do consumidor
uma grande dose de atencdo e
preocupacao isto devido a carne de ave
esta freqiientemente implicada como
veiculo de transmissdo de surtos de
doencas alimentares (Delazari, 1998;
Cardoso & Araujo; 2001).
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2.3- Carne de frango

A carne e os derivados do frango sao
alimentos cada vez mais presentes na
mesa dos consumidores no mundo
inteiro, em virtude do seu prego
altamente competitivo. Apresenta boa
digestibilidade, além de ser uma boa
fonte de proteinas, vitaminas do
complexo B e minerais, como ferro e
zinco (Almeida Filho et al, 2003).

Essa composi¢do rica em nutrientes
necessarios ao desenvolvimento
microbiano, faz com que a carne seja
muito perecivel, podendo deteriorar-se
em um breve espaco de tempo. O tipo e
0 namero de micro-organismo presentes
na carne refletem o grau de sanitizagao
do abatedouro, como também das
condigdes de armazenamento apds o
abate dos animais, o que naturalmente
define sua qualidade (Silva et al, 2001).

Apesar de todos os  avangos
tecnologicos verificados nos ultimos
anos, esse produto pode  ser
contaminado por diversos micro-
organismos. Essa contaminacdo pode
ser pela microbiota oriunda das aves
vivas ou devido a incorporagdo de
bactérias presentes em qualquer uma
das fases do abate, do processamento
e/ou do armazenamento. Sao
consideradas  possiveis fontes de
contaminagdo a agua, O ar, oS
manipuladores, o gelo, havendo
portanto uma tendéncia ao aumento da
contaminagdo a medida que a ave
progride na cadeia do abate (Cotta e
Delpech, 2000).

Na carcaca de aves podem ser isoladas
bactérias mesofilas causadoras de DTA
como Salmonella sp, Campylobacter sp,

Escherichia coli e Listeria
monocytogenes (Silva et al, 2001).

2.4- Grupo dos Coliformes

O grupo dos coliformes totais ¢ um
subgrupo da familia Enterobacteriaceae
que inclui 44 géneros e 176 espécies.
Nesse  grupo estdo apenas  as
enterobactérias capazes de fermentar a
lactose com producdo de gas, em um
periodo de 24 horas a 48 horas a 35°C.
Quatro géneros da familia
Enterobacteriaceae representam estes
grupos:  Citrobacter,  Enterobacter,
Escherichia e Klebsiella (Jay,2005).

O grupo dos coliformes termotolerantes,
comumente chamados de coliformes
fecais, ¢ um subgrupo dos coliformes
totais, restrito aos membros capazes de
fermentar a lactose em 24 horas a 44,5 a
45,5°, com produgdo de gas. Sendo o
género Escherichia o melhor indicador
de contaminacao fecal (Jay, 2005).

A pesquisa de coliformes fecais ou de
E.coli nos alimentos fornece, com maior
seguranca, informagdes sobre as
condi¢des higiénicas do produto e a
melhor indicacdo da eventual presenca
de  enteropatogenos. (Franco &
Landgraf, 2008).

A resolugdo RDC n°12, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da  Saade (ANVISA)
estabelece os padrdoes microbiologicos
sanitarios para alimentos destinados ao
consumo humano, e de acordo com essa
legislagdo o limite méximo permitido
para coliformes termotolerantes ¢ de 10*
unidade formadora de colénia (UFC) /
grama.
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A qualidade microbioldgica de carnes e
derivados ¢ altamente influenciada pelas
condigdes higiénicas durante sua
producdo e manipulagdo. Sem um
controle  higiénico  adequado, o
ambiente de abatedouros e acougues
pode representar um importante ponto
de contaminacao (Barros et al., 2007).

De acordo com Barros et al.,2007 nos
acougues o0s principais pontos de
contaminagdo, em ordem decrescente,
sdo caixas de aco inoxidavel,
amaciadores de carne, moedores, facas,
misturadores, embutideiras, caixas
plasticas, piso e ralos. Ja4 no abatedouro,
os principais pontos sdo embutideiras,
superficies de plataforma de abate, piso
e ralos.

2.5- Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli foi descrita
em 1885 como uma  bactéria

componente da microbiota intestinal por
T. Escherich, que a denominou
Bacterium coli commune. Escherich
mostrou naquela época que esse micro-
organismo era patogénico quando
injetado em coelhos. Em 1945, Bray
associou essa bactéria a diarréia infantil
e a denominou por Bacterium coli
neapolitanum (Bertdo e Saridakis,
2007).

A E.coli pertence a  familia
Enterobacteriaceae, definida como
bastonetes Gram negativos, anaerobio
facultativo, ndo formador de esporos.
Podem ser imoveis ou possuirem
motilidade através de flagelos (Brenner
et al, 2005). As principais
caracteristicas bioquimicas da
Escherichia coli estdo descritas no
quadro 1:

Quadro 1 : Caracteristicas bioquimicas da E.coli

Testes bioquimicos positivos

Testes bioquimicos negativos

Indol Gram
Motilidade Oxidase
Formagdo de gas Voges-ProsKauer
Utilizagdo de acetato Citrato

Producdo de catalase

Fermentagdo de sorbitol

Aividade B-glucoranidase

Fonte: Adaptado de Manual Bergey's, 2005.

A bactéria Escherichia coli
normalmente  coloniza o  trato
gastrointestinal de criangas dentro de
poucas horas ap6s o nascimento. Essas
linhagens comensais raramente causam
doencas em hospedeiros saudaveis. No
entanto, clones de E .coli adquiriram
atributos de viruléncia especificos, que
conferem a estas bactérias maior
capacidade de se adaptar a novos nichos

e dessa maneira causar um amplo
espectro de doencas, dentre elas as
diarréicas, as infec¢des do trato urinario
e as meningites. Dentre as linhagens de
E.coli intestinais, causadoras de doengas
diarréicas existem seis categorias bem
descritas: a enteropatogénica (EPEC), a
enterotoxigénica (ETEC), a
enteroinvasiva (EIEC), a
enteroagregativa (EAEC), a difuso
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aderente (DAEC) e produtora de toxina
do tipo shiga (STEC). Os patdtipos de
E.coli  implicados em  doencas
extraintestinais sdo conhecidos como
ExPEC, sendo exemplos deles, E.coli
uropatogénica  (UPEC) e  E.coli
associado a meningite (MNEC).
Linhagens pertencentes a cada uma
destas categorias utilizam diferentes
estratégias para provocar infecgao,
consequéncia da versatilidade de seu
genoma que ¢ conferida principalmente
por duas configuracdes genéticas:
plasmideos de viruléncia e ilhas de
patogenicidade, além da presenga de
bacteriofagos (Paton e Paton, 1998;
Hacker et al., 1999).

2.6- Escherichia coli produtoras de
toxina do tipo shiga (STEC)

As linhagens de FE.coli capazes de
produzir no minimo um membro da
classe das  potentes  citotoxinas
chamadas de toxina do tipo shiga sdo
conhecidas como STEC. Esse grupo
também ¢ conhecido como E.coli
produtoras de verotoxinas (VT). O
nome toxina do tipo shiga (Stx) ¢
devido a familiaridade com as
citotoxinas produzidas pela Shigella
dysenteriae sorotipo 1 e verotoxina
(VT) baseado na citotoxidade para as
células Vero (Konowalchuck et al.,
1977, O'Brien et al., 1982) O grupo de
STEC que causa colite hemorragica
(CH) e sindrome urémica hemolitica
(SHU) ¢ chamado de E.coli
enterohemorragica (EHEC) (Levine et
al., 1987).

Estudos utilizando biologia molecular
sugerem que a STEC (OI157:H7)
evoluiu de linhagens de EPEC que
adquiriram genes para a produgdo de
toxina do tipo shiga. Esse processo

provavelmente ocorreu quando ao
infectar uma Shigella spp., o fago
adquiriu esse gene e depois o transferiu
para EPEC, resultando em mais um
micro-organismo virulento (Besser et
al., 1999).

O principal sorotipo das STEC ¢ E.coli
O157:H7, que ¢ assim denominado por
ter o 157° antigeno somatico (O)
identificado como o 7° antigeno flagelar
(H. A Ecoli OI57:H7 foi
primeiramente  identificada  como
patogeno em 1983 nos EUA, devido a
diarréia sanguinolenta que afetou 47
pessoas que consumiram hamburgueres
contaminados. Desde entdo, passou a
ser considerado um patdégeno entérico
de 1importdncia em saude publica
(Bertao e Saridakis, 2007; Teixeira,
2008).

STEC nao 0157, incluindo 026, O103,
O111, OI13 e O121 sdo também
associados a doengas. O sorogrupo O26
foi o mais frequente nas infecgdes por
STEC nao O157 nos EUA. Entre 1983 ¢
2002, os sorotipos 026 ¢ Ol111 foram
reportados como causa emergente de
doencas na Cor¢ia (Lee et al., 2009). Na
Alemanha o sorotipo O103 foi o mais
isolado entre os casos reportados ao
Instituto Robert Koch (Robert, 2005)

A maioria das linhagens de E.coli
O157:H7 diferem das demais pela sua
inabilidade de fermentar o sorbitol e
pela ndo producdo de B- glucoronidase.
Apesar disso, algumas linhagens de
E.coli O157:H7 capazes de fermentar
sorbitol j4 foram associadas a CH e
SHU na Alemanha, sendo raras essas
linhagens nos EUA (Besser et al.,
1999).
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2.7. Mecanismos de viruléncia e
patogénese

Os fatores de viruléncia da FE.coli
O157:H7 incluem adesinas fimbriais e
ndo fimbriais, flagelo, toxinas, o aparato
de secrecao tipo III e a hemolisina
(Gyles, 2007). A Intimina, o toxB
codificado por plasmideo, o locus
genético cromossomial efa 1 e as
adesinas codificadas por cromossomos:
(Ilha e OmpA) sdo exemplos de
adesinas  fimbriais. A  intimina
desempenha papel importante na adesao
da bactéria a célula hospedeira. O toxB
promove a producdo e secrecdo das
proteinas tipo III. Efa 1 ¢ o fator
responsavel pela aderéncia de algumas
linhagens de E.coli as células epiteliais,
associada, portanto a coloniza¢do do
epitélio de bovinos. A OmpA ¢ a
proteina A da membrana externa e esta
relacionada com a aderéncia da E.coli as
células HeLa (células tumorais do colo
uterino) e¢ Caco2 (células tumorais do
intestino) (McKee et al., 1995; Tatsuno
et al., 2001; Johnson et al., 2005; Torres
et al., 2005; Gyles, 2007).

A produgdo de intimina esté relacionada
com a presenca do gene eae usado
como marcador da ilha de
patogenicidade denominada “locus of
enterocyte  effacement” (LEE). As
linhagens de E.coli que apresentam esse
gene (eae positiva) causam uma lesdao
caracteristica chamada de ‘“attaching
and effacing” (AE) nas células epiteliais
intestinais (Nataro e Kaper, 1998;
Kaper, 2004).

A LEE ¢ organizada em 05 maiores
operons  policistronicos  (unidades
genéticas funcionais constituidas de
varios genes estruturais) chamados de
LEEI at¢ LEES. LEE1 a LEE3 estdo

relacionados com o aparato de secre¢ao
do tipo III, LEE4 com sistema de
secrecdo de proteinas e LEES com o
sistema de adesdo da intimina e seu
receptor, denominado receptor de
intimina translocada. O aparato de
secre¢do ¢ uma estrutura molecular,
semelhante a uma seringa, que inicia
dentro do citoplasma bacteriano, se
estende através da membrana interna e
externa da bactéria e passa através da
célula hospedeira. E através dessa
estrutura que as proteinas secretadas
(Tir, proteina associada a mitocondria,
Proteina F, G, H e Z secretada pela
E.coli-EspF, EspG, EspH e EspZ
respectivamente) sdo transferidas da
célula bacteriana para a célula
hospedeira. Uma série de proteina
codificada por non-LEE sdo também
translocadas (Barab, 2005). A proteina
TIR translocada se insere na membrana
da célula hospedeira e age como
receptor de intimina na superficie
bacteriana, apesar de certos
componentes das células hospedeiras
também se ligarem a intimina. A TIR e
outras proteinas secretadas ativam um
numero de sinais em cascatas que
resultam no rearranjo da arquitetura das
células epiteliais intestinais e na
mudanga da fisiologia da célula. Esse
rearranjo inclui perda da
microvilosidade, formagao de pedestal e
acumulo de proteina no citoesqueleto,
benéfico para a bactéria aderente
(Gyles, 2007). Apesar da lesio AE nao
ser essencial para que ocorra a diarréia
com sangue ¢ a SHU em humanos, a
maioria das linhagens implicadas com
essas sindromes sdo eae positiva
(Ethelberg, 2004).

Existem no minimo 17 tipos de intimina
(al, a2, B1, B2, v1, v2/0, 8/k, €, {, n, 2,
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L A, W1 Vv, & o) associada com a
heterogeneidade da parte C-terminal da
molécula que ¢ envolvida na ligacao
TIR (Blanco, 2004; Krause, 2005).
Essas variantes da intimina sdo
atribuidas entre STEC e EPEC de
origem humana e animal. A y1 intimina
esta associada com sorotipos de STEC
altamente  patogénicos tais como
O157:H7 e 0O145:H- (Blanco, 2005;
Rivas, 20006).

As estruturas fimbriais que ja foram
identificadas incluem duas fimbrias
polares longas (Lpfo157_01_141, Lpf0157_01_
154); F9, um homologo do pilus tipol;
dois pilus tipo IV (HCP nas E.coli O157
e TFP nas nao O157); as fimbrias
codificadas por plasmideos da E.coli
O157:H7 fermentadora de sorbitol e os
pilus SFP e ECP produzidos tanto por
E.coli patogénica como ndo patogénica.
A Lpfois7-01-141 participa na formacao de
micro colonias, enquanto que a Lpfos7-
or-154 participa da aderéncia (Brunder et
al., 2001; Low et al.,, 2006; Gyles,
2007; Blackburn et al., 2009).

Embora linhagens STEC tenham a
capacidade de invadir os enterdcitos, a
infeccdo parece ser localizada, sem
qualquer evidéncia de septicemia. Os
efeitos  sistémicos sdo  atribuidos
primariamente a acdo das toxinas
absorvidas pelo intestino (Gyles, 2007).

A capacidade de produzir toxina do tipo
shiga ¢ uma caracteristica de todas as
linhagens de STEC. A presenga dos
genes para a producdo de toxinas em
bacteriofagos propicia nao somente a
capacidade de disseminagdo entre
diferentes linhagens, mas também
possibilita a presenga das duas toxinas
em uma mesma bactéria. Existem dois
subgrupos de toxina do tipo shiga, stxl

e stx2, os quais podem ser encontrados
em diversas combina¢des nos isolados
de STEC. A molécula Stxl ¢ uma
estrutura altamente conservada e ¢
idéntica a shiga toxina da S.dysenteriae
tipo 1. A stxlc, uma variante da Stx1, ¢
mais comumente encontrada em
linhagens de origem ovina (Brett,
2003). Existem diversas variantes
antigénicas de Stx2, chamadas de Stx2c,
Stex2d, Stx2 2d-ativavel, Stx2e e Stx2f,
que diferem na sua atividade bioldgica e
na associacdo com doencas (Gyles,
2007).

Todas as moléculas de Stx possuem a
subunidade A e a B. Embora possuam o
mesmo mecanismo de agdo, apenas
55% da sequéncia de aminoacidos ¢
idéntica entre a subunidade A da Stx1 e
da Stx2. A subunidade A possui uma
atividade enzimatica que permite que a
toxina quebre uma base adenina
especifica no 28rRNA e através disso
impeca a sintese protéica (Gyles, 2007).

O  receptor das Stx ¢ o
globotriacilceramida (GB3), encontrado
nas cé¢lulas na mucosa intestinal humana
e na superficie das células epiteliais dos
rins. A expressio do GB3 ¢ o
determinante ~ primario  para  a
susceptibilidade a injuria tissular. A
falta desses receptores no trato
gastrointestinal dos bovinos pode
justificar a colonizacdo por EHEC
assintomatica nos mesmos (Gyles,
2007).

Existem evidéncias de uma associacao
do Stx2 com o alto risco de desenvolver
SHU e a presengca de ambos os genes
eae e stx2 no STEC isolado ¢
considerado preditor de SHU (Boerlin,
1999; Ethelberg, 2004). Stx2 ¢ mil
vezes mais toxica para as células do
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endotélio microvascular renal humano
do que a Stx1 (Louise et al., 1995).

Os flagelos sdao responsaveis pela
motilidade da bactéria. Com relagdo a
hemolisina ndo se sabe exatamente qual
¢ o seu papel na patogenicidade, mas
acredita-se que seja pela lise dos
eritrocitos com liberacao de ferro para o
crescimento da STEC (Bertao e
Saridakis, 2007; Teixeira, 2008).

Vérios sorotipos de STEC tém
apresentado  resisténcia a  acidez,
portanto, a acidez gastrica ndo apresenta
um problema para esses sorotipos,
apesar da resisténcia variar
consideravelmente de linhagem para
linhagem. A exposicdo a ambientes
ligeiramente 4cidos induz a uma
resposta de tolerdncia a acidez
aumentando a resisténcia a pH cada vez
mais acidos (Large, 2005).

2.8- Fontes de contaminacao

Os humanos normalmente se tornam
infectados com STEC pela ingestao de
alimento e 4gua contaminados ou
através do contato direto com os
animais. Fontes de contaminagao
incluem carne, salsicha, leite cru,
queijo, suco de maga nao pasteurizado,
alface, meldo, rabanete e dgua. A
transmissdo também pode ocorrer de
pessoa para pessoa (Gyles, 2007).

A FE.coli O157:H7 pode persistir no
ambiente da fazenda, d4gua, solo,
sedimentos ¢ carcaga de animais. Esse
micro-organismo tem demonstrado a
capacidade de anexar, colonizar e
formar biofilmes em uma variedade
superficies. O biofilme ¢é uma
comunidade de  micro-organismos
embebidos numa matriz polimérica

produzida por eles mesmos. A fixag¢do
de bactérias, colonizagdo ¢ formagao de
biofilmes em alimentos ou em uma
superficie que entre em contato com
alimentos, pode servir como fonte para
biotransferéncia ou  contaminagado
cruzada entre produtos (Uhlich et al.,
2006).

A capacidade da E.coli O157:H7 em
formar biofilme pode ser atribuida ao
sinal auto-indutor-2 (AI-2), envolvido
na regulagdo dos genes da quimiotaxia,
sintese flagelar e motilidade (Pillai and
Jesudhasan, 2006). Os auto-indutores
sdao pequenas moléculas produzidas

pelas  células  bacterianas,  que
atravessam a célula e vai se acumulando
no ambiente em quantidade

proporcional ao crescimento celular.
Por meio do mecanismo de
comunicacdo entre as  bactérias
(“quorum sensing”), a mesma ¢ capaz
de detectar a concentracdo de auto-
indutores e¢ dessa maneira perceber o
tamanho da populagdo. A partir de uma
concentracdo limite dos auto-indutores,
esses sinais servem de co-indutores e
passam a regular a transcri¢cao de genes
(Rumjanck et al., 2004).

Silagyi et al., (2009) avaliaram o efeito
da producgdo de biofilme e de AI-2 na
ligagcdo E.coli O157:H7 em superficies
que entram em contato (ago inoxidavel
e vidro) com os alimentos e avaliaram a
transferéncia desse patdogeno dessas
superficies para diferentes tipos de
alimentos (carne bovina, carne suina,
carne de frango, presunto de peru,
meldo, alface, broto de alfafa e
espinafre). Os pesquisadores
observaram que linhagens de E.coli
O157:H7 podem formar biofilmes em
diversos ambientes produtores de
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alimentos e que essa producdo de
biofilme pode ndo ser diretamente
afetada pelo crescimento bacteriano nos
caldos dos alimentos testados. Foi
observada uma rapida degradacdo dos
sinais Al-2 em carne bovina e carne de
frango em 24 horas de incubagdo,
sugerindo que o sinal AI-2 desempenhe
um papel importante no estagio inicial
de formacdo de biofilme pela E.coli
O157:H7 em certos tipos de alimentos.
Com relacao a formagao de biofilme nas
superficies que entram em contato com
os alimentos, os autores observaram que
de um modo geral essa formagao pela
E.coli O157:H7 ocorre melhor em
superficies de aco inoxidavel do que de
vidro. Com relacao a transferéncia de
E.coli O157:H7 presente das superficies
de ago inoxidavel e vidro para os
produtos, o nUmero de colOnias
encontradas na superficie de carne de
porco crua, carne de frango crua,
presunto de peru foram
4,4log10UFC/em?®,  4,4log10UFC/em?,
4,210g,0UFC/ecm® e 4,1log;0UFC/cm®
respectivamente, mostrando a
ocorréncia de transferéncia.

A presenga de E.coli O157 em produtos
carneos tem sido relatada por diversos
autores. Doyle e Scheni (1987)
analisaram 147 amostras de carne
moida, 250 de carne suina, ¢ 200 de
carne de cordeiro oriundas da se¢do de
carnes  refrigeradas de  diversos
mercados localizados em Madison nos
EUA. Adicionalmente coletaram 17
amostras de carne moida, 14 de carne
suina, 06 de carne de frango e¢ 05 de
carne de cordeiro em mercearias de
Calgary e Alberta no Canada. O micro-
organismo foi isolado de 06 (3,7%)
amostras de carne moida, 04 (1,5%) de
carne suina, 04 (1,5%) de carne de

frango e 04 (2%) de carne de cordeiro, o
que de acordo com os autores indica
que essa bactéria estd associada com
produtos de origem animal e ndo
especificamente com carne bovina

No Egito, Abdul-Raouf et al (1996)
pesquisaram  E.coli O157:H7 em
amostras de alimento dividida em 04
grupos. Primeiro grupo composto de 50
amostras de carne bovina moida,
segundo de 50 amostras de frangos
desossados, terceiro grupo de 25
amostras de carne de cordeiro e o quarto
grupo de 50 amostras de leite de vaca
pasteurizado.  Essas amostras foram
coleadas de matadouros frigorificos,
supermercados e fazendas. A FE.coli
O157:H7 foi isolado de 03 (6%) das
amostras de carne bovina moida, 02
(4%) das amostras de frango desossado,
01 (4%) das amostras de carne de
cordeiro, 03 (6%) das amostras de leite
pasteurizado.

Tutenel et al., (2003), estimaram a
prevaléncia de E.coli O157 em 3.625
amostras de carne fresca coletadas pelo
servico de inspecao, durante o periodo
de 1999 a dezembro de 2001 na
Bélgica. Foram coletados “swab” de
carcaca bovina (2452), carcaga de vitelo
(147), carcaga suina (85) e carcaga de
frango (71). Além dessas carcacas, 549
amostras de carne bovina moida e 203
amostras de peito de frango também
foram analisadas. Das 3.625 amostras
testadas, 451 (12%) foram positiva para
E.coli O157 usando o sistema Vidas
ECO™, mas em somente 27 (0,74%)
foi confirmado o isolado linhagem de
E.coli O157 através do IMS. Das 274
amostras de frango, 96 (35%) foram
positivas para E.coli O157 usando o
sistema Vidas ECOTM, niao sendo
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confirmada nenhuma linhagem pelo
IMS, demonstrando para os autores a
baixa especificidade do sistema Vidas
ECO™ para o isolamento de E.coli
0157.

Akkaya et al., (2006) na Turquia,
isolaram E.coli O157:H7 em duas
(1,05%) das 190 amostras de carcaca de
frango fresco coletadas durante o
periodo de abril a julho de 2004.

Chinen et al., (2009) isolaram linhagens
de E.coli O157:H7 de hamburgueres de
carne bovina e hamburgueres de carne
de frango apods episodios de infecgdo
notificados em 2001 e 2002 em Buenos
Aires. As andlises foram feitas em 150
amostras de hamburgueres bovino (89
crus € 61 cozidos) e 129 amostras de
hamburgueres de frango (79 crus e 50
cozidos) coletadas de um total de 33
estabelecimentos. Nesse mesmo
periodo, os autores coletaram também
39 amostras de carcaga de frango crua
congelada em 16 pontos de venda, com
objetivo de estabelecer o papel do
frango como fonte de contaminacao por
E.coli O157:H7. Entre as 279 amostras
de hamburguer pesquisadas, em 19
(6,8%) foram isolados 20 linhagens de
E.coli O157:H7 e das 39 carcagas de
frango, em 04 (10,3%) carcacas foram
isoladas 04 linhagens de E.coli
O157:H7. No ano de 2001 foram
isoladas 14 dessas linhagens e o restante
em 2002. Dos 33 estabelecimentos em
13 foram isolados linhagens desse
micro-organismo.  Com relagdo as
carcacas de frango, as amostras
positivas foram coletadas em 03 dos 16
pontos de venda.

Na Coréia, Lee et al, (2009)
trabalharam com amostras de carne, que
incluiam 750 amostras de carne bovina,

900 de carne de frango, e 1.350 de carne
suina. O objetivo do trabalho era
avaliar a presenga de FE.coli nesses
produtos carneos frescos durante o
periodo de 2004 a 2006 e caracterizar a
linhagem isolada quanto ao grupo de
viruléncia e sorotipo. As amostras
foram coletadas de plantas de
processamento de carne, agougues, lojas
de atacado e mercados convencionais.
Das 3.000 amostras totais, 273 (9,1%)
linhagens de E.coli foram isoladas. Os
isolados de E.coli foram encontrados
em 201 (14,9%) das amostras de carne
suina, 41 (4,6%) das amostras de carne
de frango, 31 (4,1%) das amostras de
carne bovina. Foram isoladas 273
linhagens de E.coli, com 11 (35,5%)
linhagens isoladas de carne bovina, 10
(24,3%) de carne de frango e 18 (9,0%)
de carne suina. Esses isolados foram
categorizados em rés categorias de
acordo com seus fatores de viruléncia:
17 ETEC (43,6%) > 14 EHEC (35,9%)
> 8 EPEC (20,5%). Na carne bovina
linhagens de EHEC foram mais
prevalentes (22,6%), comparadas com
ETEC E EPEC com 6,5 %cada. Na
carne de frango e na carne suina as
linhagens de ETEC foram maiores que
EHEC e EPEC. Dos 41 isolados de
E.coli da carne de frango, 10 micro-
organismos foram identificados e
classificados como 06 ETEC (14,6%),
03 EHEC (7,3%) e 01 EPEC (2,4%). Na
carne suina 18 patdgeno de E.coli foram
isolados e classificados como 09 ETEC
(4,5%), 05 EPEC (2,5%) e 04 EHEC
(2,0%). Entre as 39 linhagens de E.coli
isoladas, 14 EHEC foram categorizadas,
sendo encontradas 09 positivas para
producao de VT2, 02 positivas para
VTI1/VT2, 02 positivas para VT2/eaeA
e 01 positiva para VTl/eaeA. Com
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relagdo ao sorogrupo nenhuma amostra
do sorogrupo O157 foi isolada.

Na Argentina, Alonso et al.,, (2012)
trabalharam com amostras de “swab”
cloacal de frangos de corte de diferentes
granjas e amostras de hamburguer de
frango, carcaca de frango e miudos
(figado, coragdo, moela e pescogo)
coletados em agougues e em casas que
s0 comercializam produtos de frango. O
objetivo do trabalho foi pesquisar a
presenca dos genes eae e stx que
codificam respectivamente os fatores de
viruléncia: intimina e producdo de
toxina do tipo shiga, € com o0s
resultados inferir e comparar a
contaminagdo dessas amostras por
STEC e EPEC. A amostra foi
considerada como contaminada por
STEC quando isolado gene stx, por
EPEC quando isolado gene eae e por
STEC/EPEC quando isolado os dois
genes. Nos acougues foram coletadas
140 amostras de hamburguer, 106
amostras de miudos, 160 carcacas. Nas
casas que comercializam carne de
frango, foram coletadas 160 amostras de
hamburguer, 194 miudos e 297carcacas.
Foram coletados 2 “swabs” de cada
carcaca, um ‘“swab” da superficie
externa e outro da cavidade visceral.
Foram coletados “swab” cloacal de 559
frangos de trés sistemas de criacdo
intensiva de pequena escala e “swab”
cloacal de 300 frangos de uma granja
comercial. Para pesquisar os genes o
PCR muliplex foi utilizado. As amostras
que foram positivas para o gene six
foram testadas para o gene eaeyl,
caracteristico do sorogrupo O157. E as
amostras positivas para o gene eae,
foram testadas para o gene bpfA’. Do
total de 1057 amostras de produtos de
frango 5% estava contaminada por

STEC, 2,4% por STEC/EPEC e 20%
por EPEC. Com relacdo as amostras de
hamburguer, 21% estavam
contaminadas com EPEC, 10,3% com
STEC ¢ 7,7% com STEC/EPEC. Nos
acougues as amostras de hamburguer
estavam mais contaminadas com STEC,
J& nas casas que comercializam somente
frango foram isolados mais linhagens de
EPEC. Para as amostras de miados,
43,3% estavam contaminadas com
EPEC, 2,3% com STEC e 1% com
STEC/EPEC. Sendo que a
contaminagdo por EPEC predominou
sobre a STEC nos dois tipos de
estabelecimentos. Com relagdo as
carcacas uma propor¢ao baixa de
contaminagdo foi observada tanto para
STEC (3,3%) como para EPEC (3,9%),
em similar propor¢do para os dois tipos
de comércio. A contaminagdo por EPEC
foi maior na cavidade visceral do que na
superficie externa, j& a contaminacao
por STEC foi similar para os dois locais
coletados. Das 859 amostras de “swab”
cloacal, 102 (11,9%)  estavam
contaminadas por EPEC, e somente
uma (0,1%) estava contaminada por
STEC. A distribui¢do dos genes stx
entre os tipos de comércio variou
significativamente. Nas casas que
comercializam somente frango o gene
stx2 predominou sobre ambos stx/ e
stx1/stx2 para o hamburguer, miudos e
carcaca. O mesmo foi observado para as
amostras de hamburguer ¢ miudos do
acougue, porém para as carcagas
coletadas nos acougues predominou o
gene stx]. Todas as carcacas positivas
para stx/ foram isoladas em apenas um
momento da coleta e na mesma loja,
ndo representando uma tendéncia.
Apesar do isolamento de STEC,
nenhuma linhagem de E.coli O157:H7
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foi isolada ja que ndo detectaram o gene
eaeyl.

2.9- Doencas Humanas causadas pela
STEC

Apesar de quase 500 sorotipos de STEC
ja terem sido isolado de humanos
doentes, a maioria dos casos € causado
por linhagens dos sorogrupos O, sendo
o sorotipo O157:H7 o mais envolvido.
A dose infectante ¢ de apenas 10
bactérias, que nao precisam multiplicar-
se no alimento, sendo a contaminagao
original suficiente para causar a doenga
(Wahlstrom, 2001 citado por Pigatto,
2008). De acordo com o Regulamento
do Servico de Inspecdo de Seguranca
Alimentar dos EUA a presenca de uma
unidade formadora de colonia de E.coli
O157:H7 em 25g de um alimento, ja ¢
um risco a saude publica (Johnson et al,
1998).

A infeccdo por E.coli O157:H7 em
humanos  apresenta  manifestacoes
clinicas que variam desde auséncia de
sintomas at¢ a morte Os principais
sintomas sdo: diarréia nao
sanguinolenta, colite hemorragica (CH),
sindrome urémica hemolitica (SHU) e
purpura trombocitopénica trombotica
(PTT). O periodo de incubagdo médio
da doenca ¢ de trés dias, podendo variar
entre um e oito dias e a maioria dos
pacientes com CH melhora
espontaneamente  apos sete  dias.
Vomitos ocorrem em 30-60% dos casos,
e a febre, que geralmente ¢ baixa,
acontece em 30% dos pacientes. A
SHU, primeiramente descrita em 1955
na Suica apresenta trés caracteristicas
clinicas: anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia e
faléncia renal aguda. Pode ocorrer em
todas as faixas etarias, mas € mais

comum em bebés e criancas ¢ é a maior
causa de faléncia renal na infancia. A
PTT pode ocorrer ou ndo associada aos
casos de SHU. Quando associada, além
dos sintomas da SHU ocorre também
manifestacdo neuroldgica e febre. A
prevaléncia ¢ maior em criancas abaixo
de cinco anos, decresce com o avango
da idade e volta a aumentar novamente
em pessoas acima de 65 anos (Garcia,
2000).

A SHU ¢ diagnosticada normalmente
ap6s seis dias do inicio do quadro de
diarréia, sendo que 50% dos pacientes
precisam fazer didlise e 75% necessitam
de transfusdo sanguinea. Complicacdes
neuroldgicas agudas ocorrem em 25%
dos pacientes. Complicagdes raras
incluem pancreatite, diabetis melitus,
efusdo pleural ou do pericardio. Dos
pacientes com SHU, 3-5% vao a obito
(Garcia, 20006).

Mesmo com varias pesquisas sendo
desenvolvidas, ndo existe tratamento
efetivo  disponivel para infeccdes
causadas por STEC. O wuso de
antibidticos em pacientes com STEC
nao ¢ indicado, pois aumenta o risco de
desenvolvimento de SHU, ja que leva a
liberacao em abundancia das toxinas do
periplasma das bactérias presente no
[amen intestinal, aumentando seu nivel
na circulagdo sistémica ¢ sua
apresentacdo as cé€lulas endoteliais
vasculares susceptiveis no glomérulo
renal (Zhang et al., 2000; Tarr et al.,
2005).

2.10- Principais reservatorios de
STEC

As STEC tém sido isoladas de diversos
animais, como bovinos, ovinos, suinos,
veados, cavalos, cdes e passaros. Na
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América do Norte o principal
reservatorio de STEC sdo os bovinos, ja
na Australia sdo os ovinos. Mais de 100
sorotipos de STEC j4 foram isolados de
ovinos (Bettelheim, 2003; Blanco,
2003; Cookson, 2006) e mais de 435
sorotipos em bovinos (Beutin, 1993;
Bettelheim, 2003; Blanco, 2004).
Apesar de ja ter sido isolada em suinos,
os sorotipos de STEC usualmente
detectados sdo especificos para essa
espécie e associados a doenca do edema
(Fratamico,2000; Johnsen, 2001).

Esse patogeno pode ser encontrado nas
fezes de bovinos nas concentragdes de
10 a 10°UFC/g de fezes podendo dessa
maneira contaminar agua ¢ solo das
fazendas (Cambell et al., 2001).

Apesar desse micro-organismo nao
fazer parte da microbiota do trato
gastrointestinal das aves, Beery et al.
(1985), verificaram experimentalmente
que E.coli O157:H7 pode colonizar
rapidamente o ceco do frango, sendo
excretada nas fezes por varios meses.
Entretanto, Chapman et al, 1997
avaliaram a presenga de E.coli O157 em
1.000 amostras de “swab” do reto de
frangos logo apos o abate durante o
periodo de um ano e ndo encontraram
nenhuma amostra positiva.

2.11- Métodos de diagndstico de
E.coli

Por causa da baixa dose infectante, o
diagnodstico de STEC em alimentos estéa
se tornando de grande importincia. E
necessario dispor de métodos rapidos e
confidveis para detectar a presenca de
STEC em uma amostra suspeita. Os
métodos de deteccio de STEC sao

aplicados principalmente em amostras
de fezes de pacientes hospitalizados,
que sofrem de HC e SHU e em
industrias de alimentos (Madic, 2010).

O isolamento de STEC de matrizes
complexas ¢ um desafio, pois essas
podem conter niveis muito elevados de
inibidores naturais que interferem com a
deteccao do patogeno. Devido a baixa
dose infectante e a sensibilidade da
deteccao disponivel e métodos de
isolamento, uma etapa de
enriquecimento ¢ sempre executada em
todos os métodos de diagnostico, a fim
de aumentar o numero de células do
patogeno a um nivel detectavel e para
permitir a recuperacdo das células
danificadas. A eficiéncia dessa etapa
depende de trés fatores: a temperatura, o
periodo de incubacgao e a composi¢ao do
caldo (Madic, 2010).

Os principais meios de enriquecimento
utilizados para isolamento de E.coli
O157:H7 sao o caldo triptona de soja
modificado (mTSB) e caldo E.coli
(EC). Estes meios podem  ser
complementados com vdarios agentes
seletivos como sais biliares, telurito de
potassio e antibioticos, entre os quais a
novobiocina ¢ o mais utilizado. O
método de referéncia da International
Standard Organization (ISO 16654)
para isolamento de E.coli O157 em
alimentos recomenda a utilizagdo do
enriquecimento em meio mTSB
adicionado de novobiocina a
temperatura de 41,5°C por um periodo
total de 18-24h. Porém diversos
protocolos de enriquecimento tém sido
relatados para o isolamento de STEC
conforme quadro 2:
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Quadro 2: Meios de enriquecimento usados para isolamento de STEC:

Finalidade do meio Meio de cultura Grupo/sorogrupo
Triptona de soja (TSB) STEC
Meio de enriquecimento nao TSB modificado (mTSB) STEC
seletivo Agua peptonada tamponada STEC
Meio E.coli (EC) STEC
TSB-+vancomicina+ telurito o111
de potassio
TSB-+vancomicina+ 026
cefixime+ telurito de potassio
TSB-+vancomicina+ 026,0103, 0111, 0145,
rifampicina+ sais biliares + 0157
Meio de enriquecimento telurito de potassio
seletivo mTSB + novobiocina 0157
mTSB + acriflavina 0157
mTSB + cefixime+ 0157, 026
cefsulodina+ vancomicina
Meio E.coli modificado + 0157, STEC
novobiocina
Agua peptonada tamponada + 0157
vancomicina + cefsulodina +
cefixime
Agua peptonada 026, 0111
+vancomicina

Fonte: Adaptado de Madic, 2010.

2.11.1. Ensaio de citotoxicidade em
cultivo celular:

Uma das maneiras de pesquisar a
presenca de STEC ¢ através da pesquisa
de toxina do tipo shiga, sendo o ensaio
de citotoxicidade em cultivo celular um
dos métodos disponiveis. O ensaio deve
ser realizado em células Vero, pois
essas sao mais sensiveis a toxina do tipo
shiga. E considerado um método
“padrao Gold”, sendo wusado para
comparagao para validar qualquer outro
método E utilizado como triagem, e em
caso positivo deve ser feita confirmagao
por métodos mais especificos. E
considerado um teste muito sensivel,
mas nao ¢ especifico como os métodos
moleculares. Além disso, € bastante
trabalhoso, demorado e, de acordo com

os autores, necessita de cultivo celular
que o torna inviavel para a rotina
laboratorial (Pigatto, 2008 ; Madic,
2010).

2.11.2. Inoculaciao em agar especifico:

As propriedades bioquimicas
especificas da E.coli O157 permitiram o
desenvolvimento de agares especificos
para deteccdo e isolamento de rotina,
como o Agar MacConkey. Esse agar
inibe o crescimento de bactérias Gram
positiva devido a presenca de sais
biliares e cristal violeta. Devido a
lactose presente no Agar, as bactérias
fermentadoras da lactose como as da
familia  Enterobacteriaceae formam
colOnias rosa nesse meio. Varias outros
agares foram desenvolvidos a partir de
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alteracbes no Agar MacConkey. A
substituicdo da lactose pelo sorbitol no
agar MacConkey, originou o SMAC.
Como a E.coli O157:H7 nao fermenta
sorbitol ao crescer nesse agar ela forma
colonias transparentes, diferente das
demais E.coli. Outra opcao ¢ a adigcdo
da ramnose ao SMAC, originando o
meio CR-SMAC que auxilia a inibi¢ao
de outros micro-organismos que
também ndo fermentam o sorbitol.
Quando adicionado cefixime, ocorre a
inibicao do crescimento de Proteus spp.

Além do cefixime, pode ser adicionado
o telurito de potassio, formando o meio
CT-SMAC, permitindo somente o
crescimento da  E.coli O157:H7
(Pigatto, 2008; Madic, 2010).

2.11.3. Ensaios imunolégicos:

Muitos ensaios imunoldgicos ja foram
desenvolvidos, estando  disponivel
comercialmente em kits pronto para uso
(quadro 3), o que ¢ uma vantagem para
rotina laboratorial, mas apresenta custo
elevado (Bettelheim & Beutin, 2003)

Quadro 3: Métodos imunologicos comercializados e validados para detec¢do e

isolamento de E.coli O157:H7 em alimentos

Teste Antigeno alvo Formato do resultado
EHEK-Tek (Organon | O157 e H7 ELISA

Teknika) Colorimétrico

Tecra E.coli O157 VIA | O157 ELISA
(Bioenterprises Pty Ltd) Colorimétrico
Assurance EHEC  EIA | O157 e H7 ELISA

(BioControl Systems Inc.) Colorimétrico
PATH-STIK E.coli O157 | O157 Colorimétrico

(Celsis Lumac) Imunocromatografico
VIP EHEC (BioControl | O157 e H7 Colorimétrico
Systems Inc.) Imunocromatografico
Transia Card E.coli O157 | O157 Colorimétrico
(Diffchamb) Imunocromatografico
REVEAL E.coli O157:H7 | O157 e H7 Colorimétrico
(Neogen) Imunoensaio
ImmunoCard Stat! E.coli | O157 e H7 Colorimétrico
O57:H7 (Meridian Imunocromatografico
Diagnostics)

Biocard EHEC (ANI Biotec | O157 Colorimétrico

oY) Imunocromatografico
Singlepath E.coli O157:H7 | O157 e H7 Colorimétrico
(Merck Ltd) Imunocromatografico
VIDAS  E.coli 0157 | O157 ELFA

(BioM¢érieux) Fluorescente

EiaFoss E.coli O157 (Foss | O157 Fluorescente

Eletric A/S) Imunoensaio

Fonte: Adaptado de Madic, 2010.
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0) sistema de separacao
imunomagnética ¢ um tipo de ensaio
imunoldgico e baseia-se em duas acdes
principais: a captura da célula alvo por
ligacao imunologica utilizando
imunoglobulinas  especificas  para
deteccado do sorotipo, ligadas a
microesferas magnéticas € a posterior
precipitacdo e separagdo por agdo de
forgcas magnéticas. Essas duas etapas
levam a separagdo especifica de células
bacterianas permitindo a posterior
concentracdo e purificagdo do micro-
organismo alvo (Liu & Li, 2002).
Apesar da grande eficiéncia este método
esta disponivel para poucos sorogrupos
de Escherichia coli (0157, Ol111 e
026) (De Boer & Heuvelink, 2002).
BioNobile (Turku, Finland)
desenvolveu um  dispositivo  para
separacdo magnéticas de particulas
dentro de uma solucdo, chamada de
PickPen®, que tem sido primariamente
usada para transferéncia répida de
DNA, RNA e moléculas de proteina
ligadas as particulas magnéticas. A
BioControl System adotou a PickPen®
em seu produto comercial Assurance
GDS™ E.coli 0157:H7 ¢ observou que
a incorporacdo desse dispositivo ao
processo de separacdo magnética
melhorou a captura do  micro-
organismos alvo em detrimento a
microbiota indesejavel, sem
comprometer a sensibilidade (Nou et
al., 20006).

2.11.4. Métodos moleculares:

Nos ultimos anos, testes baseados na
técnica de reacdo da cadeia da
polimerase (PCR) tornaram-se muito
importante para deteccdo de bactérias.
A PCR ¢ uma técnica de biologia
molecular que permite a replicagdo in

vitro do DNA de forma extremamente
rapida. No PCR convencional os
produtos de amplificacdo sdo detectados
pela coloracdo de brometo de etidio no
gel de agarose apods separagdo por
eleforese. No  entanto, diversas
variacoes de padrao de PCR tém
surgido, dentre eles estd o PCR
multiplex e o PCR em tempo real. No
PCR multiplex varios alvos podem ser
amplificados na mesma reacao devido a
utilizacdo de varios pares de primers.
(Yoshitomi et al.2006)

A possibilidade de monitorar a PCR em
tempo real revolucionou o processo de
quantificagdo de fragmentos de DNA e
RNA. A PCR em tempo real realiza a
quantificagdo de acidos nucléicos de
maneira  precisa € com  maior
reprodutividade, porque determina
valores durante a fase exponencial da
reacdo. O ponto que detecta o ciclo na
qual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial ¢ denominado de Cycle
Threshold (Ct). Este permite a
quantificagdo exata e reprodutivel
baseado na fluorescéncia. A emissdo
dos compostos fluorescentes gera um
sinal que aumenta na propor¢do direta
da quantidade de produto da PCR.
Sendo  assim, os valores da
fluorescéncia sdo gravados durante cada
ciclo e representam a quantidade de
produto amplificado. Os compostos
fluorescentes mais utilizados sdo o
syber Green (SYBR® Green) e
TagMan®. A PCR em tempo real
requer uma plataforma de
instrumentagdo que contém  um
termociclador com sistema 6tico para a
excitacdo da fluorescéncia e na colegdo
da emissdo e um computador com um
software para aquisicdo de dados e
analise final da reagdo. Os fluoroforos
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sao moléculas que absorvem e emitem
luz em um comprimento de onda
especifico. Os sistemas de deteccdo da
PCR em tempo real utilizam estas
moléculas que  proporcionam, o
acompanhamento da reacdo ao longo
dos ciclos (Novais et al. 2004).

A técnica de PCR em tempo real tem
sido utilizada para detecgdo e
quantificagdo de E.coli O157:H7 em
alimentos e amostras clinicas (Oberst et
al. 1998; Sharma et al. 1999; Bellin et
al. 2001) O uso de sondas fluorogénicas
especificas tem facilitado a deteccao
automatizada e quantificacio do gene
amplificado. A aplicacio do PCR em
tempo real oferece vantagens de ser
mais sensivel e rapido por nao requerer
procedimentos po6s PCR para detectar
produtos de amplificagdo, necessarios
nos procedimentos baseados em PCR
convencional (Jinneman et al. 2003).

Para atender a necessidade das
industrias de alimentos que precisam
garantir a seguranga de seus produtos e
para isso dispor de técnicas rapidas,
precisas e automatizadas para detec¢dao
de STEC, wvarios kits comerciais

baseados em biologia molecular estao
disponiveis. A maioria deles voltados
para pesquisa do sorotipo E.coli
O157:H7 e toxina do tipo shiga. O kit
comercial Assurance GDS™ para E.coli
O15:H7 (GDS EC OI157:H7) ¢ um
método automatizado que utilizada
sondas proprias e primers especificos
dirigidos para uma sequéncia de DNA
altamente conservada do organismo
alvo. O GDS EC OI157:H7 detecta
linhagens de E.coli OI157:H7 e
linhagens toxigé€nicas ndo moveis de
E.colii como E.coli O157:NM. O
método foi concebido para ser
altamente seletivo e ndo detectar micro-
organismos que sdo  potenciais
causadores de reacdo cruzada em testes
baseados em anticorpos, incluindo
E.coli O157 que ndo sao H7 ou NM, e
outros micro-organismos que expressam
o antigeno O157, mas que ndo sdo
E.coli O157:H7 (Feldsine et al.,2005)

Vérios primers ja foram desenhados
para identificacdo de E.coli O157:H7 e
de linhagens produtoras de toxina do
tipo shiga através de PCR RT, no
quadro 4 ¢ possivel visualizar alguns
desses primers descrito pela literatura.

Quadro 4: Primers utilizados para deteccao de E.coli O157:H7 e toxina através de PCR

RT.
Primer ou Numero Sequencia (5'-3").
Sonda * de acesso
no
GenBank
Stx1F934 M19473 | GTGGCATTAATACTGAATTGTCATCA

Stx1R1042 | M19473

GCGTAATCCCACGGACTCTTC

Stx2F1218 | X0785

GATGTTTATGGCGGTTTTATTTGC

Stx2R1300 | X07865

TGGAAAACTCAATTTTACCTTTAGCA

Stx1P990 M19473

Rox-TGATGAGTTTCCTTCTATGTGTCCGGCAGAT-BHQ2

Stx2P1249 | X07865

6FAM-TCTGTTAATGCAATGGCGGCGGATT-BHQI1

Fonte: Adaptado de Jinneman et al., 2003.
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*Os nomes das sondas ou primers sao
compostos do gene alvo, as letras (F
indica o primer forward, a letra R o
primer reverse, a letra P a sonda) e a
posi¢do 5 do oligonucleotideo.

2.12- Programas de Controle de
Qualidade:

Para aumentar a seguranga e a qualidade
dos alimentos, o sistema de inspe¢do
deve ser realizado em conjunto com as
praticas de garantia de qualidade,
baseado nos principios de Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF), Procedimento
Padrdo de Higiene Operacional (PPHO)
e Analises de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC). Estes principios
sao recomendados por entidades
internacionais como a Organizagdo
Mundial do  Comércio (WTO),
Organiza¢ao das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentagdo (FAO),
Organizag¢ao Mundial de Saude (WHO)
e MERCOSUL. A implantagdo do
sistema ¢ exigida pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e Ministério da Satde e por
paises como Estados Unidos
(FDA/CFSAN,1997) e paises da Unido
Européia (EFSA,2007).

Antes da implantagdo do sistema
APPCC, dois pré-requisitos se fazem
necessarios, as BPF e os PPHO ou
Procedimento  Padrao  Operacional
(POP). A Portaria 1.428, do Ministério
da Saude (MS) (BRASIL,1993), define
Boas Praticas de Fabricacdo como
normas ¢ procedimentos que visam
atender a um determinado padrao de
identidade e qualidade de um produto
ou servico € que consiste na
apresentacdo de informagdes referentes
aos seguintes aspectos basicos: a)

Padrao de Identidade ¢ Qualidade PIQ;
b) Condi¢des Ambientais; c¢) Instalagdes
e Saneamento; d) Equipamentos e
Utensilios; e) Recursos Humanos; f)
Tecnologia Empregada; g). Controle de
Qualidade; h) Garantia de Qualidade; 1)
Armazenamento; j) Transporte; k)
Informagdes ao  Consumidor; 1)
Exposi¢do / Comercializagdo; m)
Desinfecgao / Desinfestacao.

A Portaria 368, do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 1997a), aborda
especificamente as BPF aprovando o
Regulamento  Técnico  sobre  as
condig¢des higiénico-sanitarias ¢ de Boas
Préticas para estabelecimentos
industrializadores de alimentos, onde
sao  estabelecidos os  requisitos
essenciais de higiene para alimentos
destinados ao consumo humano.

A Portaria 326 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1997b)
ligada ao MS estabelece os requisitos
gerais (essenciais) de higiene e de boas
praticas de fabricacdo para alimentos
produzidos/ fabricados para o consumo
humano.

Os PPHO (Procedimentos Padrdo de
Higiene Operacional) do inglés SSOP
(Standard Sanitizing Operating
Procedures) sdo representados por
requisitos de BPF considerados criticos
na cadeia produtiva de alimentos. Para
estes procedimentos, recomenda-se a
adogdo de programas de monitorizagao,
registros, agdes corretivas e aplicagao
constante de check-lists.

Os PPHO preconizados pelo FDA
(Food and Drug Administration)
constituiam, até outubro de 2002 a
referéncia para o controle de
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procedimentos de higiene,at¢ que em
21/10/02 a resolugdo de n° 275 da
Anvisa (MS), criou e instituiu aqui no
Brasii os POP  (Procedimentos
Operacionais Padronizados) que vao um
pouco além do controle da higiene,
porém, ndo descaracterizam os PPHO,
que continuam sendo recomendados
pelo MAPA. O programa PPHO aborda
os seguintes itens: potabilidade da agua,
higiene das superficies de contato com o
produto, prevencdo da contaminagao
cruzada, higiene pessoal dos
colaboradores, protecao contra
contaminagdo do produto, agentes
toxicos, saude dos colaboradores e
controle integrado de pragas. Ja o
programa POP aborda: higienizagao das
instalagdes, equipamentos, moveis e
utensilios; controle da potabilidade da
agua; higiene e saude dos
manipuladores; manejo dos residuos;
manutengdo preventiva e calibragcdo de
equipamentos, controle integrado de
vetores e pragas urbanas; sele¢do das
matérias-primas, ingredientes e
embalagens e programa de recolhimento
de alimentos. Os PPHO ou os POP e as
BPF, vao dar o suporte necessario para
que o sistema APPCC nao desvie do seu
objetivo de ser focal e, possa agir em
pontos cruciais, onde as ferramentas
anteriores nao conseguiam  atuar,
porém,elas vao auxiliar muito na
reducdo de custos e esforcos. Observa-
se também que os POP contemplam
alguns itens do manual de boas praticas,
sendo um pouco mais abrangente que os
PPHO. Tanto a Portaria 1428 (MS),
quanto a 46/98 (MAPA), preconizam os
mesmo quesitos para BPF, com
pequenas diferencas (Ribeiro-Furtini et
al., 20006).

A circular n ° 175 do MAPA (BRASIL,
2005), estabelece Programas de
Autocontrole que serao
sistematicamente submetidos a
verificacao oficial de sua implantacao e
manuteng¢do. Estes Programas incluem o
Programa de Procedimentos Padrdo de
Higiene Operacional — PPHO, o
Programa de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle — APPCC e,
num contexto mais amplo, as Boas
Praticas de Fabricagao — BPFs.

3- MATERIAL E METODOS

Amostras de carcagas de frangos foram
coletadas, diretamente das industrias
(abatedouros avicolas), pelas
coordenadorias regionais do Servigo de
Inspecao Estadual do Instituto Mineiro
de Agropecuaria (IMA) e
coordenadorias regionais do Servigo de
Inspecao Federal (SIF) do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA), localizadas no Estado de
Minas Gerais. As mesmas foram
enviadas, em caixa isotérmica com gelo
reciclavel, ao Laboratorio de Seguranga
Microbioldgica em Alimentos (LSMA)
do Instituto Mineiro de Agropecuadria,
localizado no CEASA, onde foram
realizadas as andlises de pesquisa de E.
coli O157:H7 e de linhagens produtoras
de toxina do tipo shiga, nas carcagas.

Foram recebidas amostras congeladas e
resfriadas, de acordo com a forma de
comercializacao de cada
estabelecimento.

3.1- Amostras

Para maior representatividade da regiao,
o Estado de Minas Gerais foi dividido
em doze mesorregides, de acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e
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Estatistica (IBGE) conforme descrito
abaixo e ilustrado na figura 1.

a) Campo das Vertentes,
compreendendo 3 micro regides e 36
municipios

b) Central mineira, compreendendo 3
micro regioes € 30 municipios

¢) Jequitinhonha, compreendendo 6
micro regioes € 53 municipios

d) Metropolitana de Belo Horizonte,
compreendendo 8 micro regides ¢ 105
municipios

e) Noroeste de Minas, compreendendo
2 micro regides € 19 municipios

f) Norte de Minas, compreendendo 7
micro regioes € 89 municipios

Figura 1: Mesorregioes de acordo com IBGE

Depois de determinada as mesorregioes,
foram verificados em quais delas
existiam estabelecimentos fiscalizados
pelo SIF e pelo IMA. Em seguida foi

g) Oeste de Minas, compreendendo 5
micro regioes € 44 municipios

h) Sul e Sudoeste de Minas,
compreendendo 10 micro regides e 146
municipios

i) Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba,
compreendendo7 micro regides e 20
municipios

j) Vale do Mucuri, compreendendo 2
micro regides € 23 municipios

k) Vale do Rio Doce, compreendendo?
micro regioes € 99 municipios

1) Zona da Mata Mineira,
compreendendo 7 micro regides e 142
municipios

M CAMPO DAS YERTENTES

I CEHTRAL MIEIRA

I HORTE DE MINRS

B JEQUITIHHONHA

[ METROPOLITAHA DE
BELO HORIZONTE

[ HOROESTE DE MINAS

[ OESTE DE MINAS

M SUL/SUDOESTE DE MINAS

M TRIANGULO MINEIRO/ALTO
PARAHAIBA

M VALE DO MUCURI

M ALE DO RIO DOCE

I ZoHA DA MATA

Divisdo das Mesorregides
conforme IBGE

sorteado aleatoriamente, por
mesorregides e por sistema de inspecao
um estabelecimento produtor de carne
de frango conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1- Municipios dos estabelecimentos sorteados por mesorregido e por sistema de

fiscalizagao.
Localizacao dos estabelecimentos
Produto
SIF IMA
Mesorregiio Municipio Municipio
Trl'fmgulo Uberaba Araguari
Mineiro
Metropolitana Para de Minas Itabira
Frangos Sul e Sudeste Passos Alfenas
Campo das
Vertentes Barbacena Lavras
Sao Sebastido .
Oeste do Oeste Igaratinga
Para cada estabelecimento foram A técnica de PCR- em tempo real

realizados trés coletas durante o periodo
de setembro de 2010 a maio de 2011,
sendo encaminhadas para analise 06
amostras por coleta (onde cada uma foi
considerada uma repeti¢do), totalizando
180 amostras.

3.2- Pesquisa de E. coli

Em teste preliminar foi pesquisado a
presenga de coliformes termotolerante
em todas as carcacas utilizadas neste
estudo pela metodologia do SimPlate®™
(BioControl System) (AOAC, 2005.03).
Essas andlises foram feitas para avaliar
se as carcacas continham coliformes
termotolerantes, o que poderia indicar a
possibilidade da presenca de E.coli
O157:H7, uma vez que os coliformes
sdo indicadores sanitarios

3.3- Pesquisa de E.coli O157:H7

através do equipamento Assurance GDS
™ foi utilizada para pesquisa da
presenga de E.coli O157:H7 de acordo
com a metodologia oficial (AOAC,
2005.04) e para pesquisa de toxina do
tipo shiga de acordo com a metodologia
oficial (AOAC, 2005.05).

3.3.1- Preparo das amostras

Foram pesadas 25 gramas de cada
amostra em sacos estéreis, aos quais
foram adicionados 225 mL do caldo
BioControl Moditied EHEC-
mEHEC™ (BioControl Systems). Os
sacos estéreis contendo as amostras € os
meios de cultura foram colocados na
homogeneizadora de amostra- tipo
Stomacher e em seguida incubados a
42,0 £0.5°C por 18 horas.
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3.3.2- Preparo da Enzima DNA
polimerase

Para a andlise de PCR foi utilizada a
polimerase JumpStart™ Tag DNA. Para
torna-la funcional, a enzima Taqg DNA
polimerase foi preparada de acordo com
metodologia oficial (AOAC, 2005.a),
adicionando ao frasco da Taqg DNA
polimerase, 0,9 ml do tampdo de
diluigdo da polimerase (BioControl
Systems). Essa solugdo foi aspirada trés
vezes com auxilio de uma pipeta ¢ em
seguida o contetido total do frasco da
enzima foi transferido para o tubo do
tampao de dilui¢do da polimerase. Em
seguida o tudo foi invertido cinco vezes
para homogeneizar a solugdo. A data do
preparo foi registrada no tubo e a
solugdo foi mantida sob refrigeracdo e
utilizada num prazo de 30 dias ap6s seu
preparo.

3.3.3- Metodologia de Analise por
PCR

Na primeira etapa do preparo das
amostras, foi utilizado um bloco de
preparo da amostra, onde cada pogo foi
destinado para uma amostra. Foi
adicionado a cada poco 20uL do
reagente de concentracdo (BioControl
System) (figura 2), e em seguida 1,0 mL
da amostra incubada (Figura 3).

Figura 2: Bloco de preparo da amostra- 20uL do
reagente de concentragdo

Figura 3: Bloco de preparo da amostra- 1,0ml da
amostra incubada

Imediatamente  ap6s, amostra foi
recolocada a temperatura de 42,0 +
0.5°C e um filme adesivo foi colocado
sobre a placa de preparo para evitar que
a mesma derramasse no momento da
homogeneizagdo. Para homogeneizar o
bloco de preparo da amostra foi
colocado no equipamento Assurance
GDS Vortex' ™ (BioControl System)
numa velocidade de 900 rpm por
15minutos (Figura 4)

Figura 4: Equipamento Assurance GDS Vortex '
Enquanto a placa de preparo da amostra
estava no homogeinizador, na placa de
ressuspensao foi adicionado 35 uL do
tampao de ressuspensdo (BioControl
System) em cada pogo (Figura 5):
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Figura 5: bloco de ressuspensdo da amostra

35 uL do tampao de ressuspensao

Depois as placas de preparo da amostra
e ressuspensdo foram colocadas uma ao
lado da outra para que fosse transferido
o contetido para a placa de
ressuspensao. Para isso foi utilizado a
ponteira PickPen® (BioControl System).
Com as ponteiras magnéticas estendidas
a PickPen™ foi introduzida no interior
dos pocos da placa de preparo da
amostra ¢ durante 30 segundos foi feito
movimento circular lentamente, sendo
em seguida retirada a ponteira da placa
de preparo e colocada na placa de
ressuspensdo  onde as  ponteiras
magnéticas foram retraidas para liberar
a amostra no poco contendo o tampao
de ressuspensao (figura 6):

Figura 6: Uso da PickPen®

Em seguida foi retirado da refrigeragdo
(2-8°C), o bloco de aluminio
(BioControl System), onde os

microtubos contendo os reagentes
liofilizados para E.coli O157:H7
(BioContro System) foram encaixados
(Figura 7):

Figura 7: Bloco de aluminio

Os microtubos foram abertos e
adicionados a eles 10uL da solugdo da
polimerase preparada e armazenada sob
refrigeragdo (figura 8) e 20uL do
material do bloco de ressuspensdo
(figura 9). Em seguida os microtubos
foram fechados e invertidos trés vezes
para homogeneizar a amostra com a
polimerase e o material liofilizado
(Figura 10). E como ultima etapa os
microtubos  foram  colocado  no
instrumento de amplificagdo e detecgdo
Assurance GDS Rotor-Gene™
(BioControl System) para que a reagdo
de amplificacdo fosse iniciada (Figura
11).

Figura 8: Microtubos- 10uL da solugdo da
polimerase preparada e armazenada sob
refrigeracao

38



Figura 9: Microtubos-20uL do material do
bloco de ressuspensao

Figura 10: Homogeneizando conteudo dos
microtubos

Figura 11: Equipamento Assurance GDS Rotor-
Gene™

As amostras positivas para E.coli
O157:H7 seriam analisadas para
produgdo de toxina do tipo shiga toxina
de acordo com a AOAC2005.05.

3.4- Delineamento experimental

acaso e os resultados foram analisados através

da estatistica descritiva .

4- RESULTADOS E
DISCUSSAO

No estudo preliminar foi identificado
contaminagao por coliformes
termotolerantes em 90% das amostras,
sendo que 35% estavam fora do padrao
estabelecido pela legislagdo brasileira
(ANVISA, 2001). No quadro 5 ¢
possivel verificar a distribui¢do da
contaminagao por coliforme
termotolerante de acordo com o sistema
de inspe¢do e a meso- regiao.

Todos os 10  estabelecimentos
envolvidos no projeto apresentavam
contaminagao por coliformes
termotolerantes, sendo que em apenas
01 estabelecimento sob fiscalizagdo
federal (MAPA), localizado na meso
regido sul e sudeste o nivel de
contaminagdo estava dentro dos limites
padroes, sendo, portanto propria para o
consumo. De acordo com Barros et al.
(2007) a qualidade microbioldgica da
carne ¢ altamente influenciada pelas
condi¢des higiénicas, portanto os dados
encontrados demonstram que nesses
estabelecimentos o fator higiene durante
a producdo ndo estava adequado. Do
total de 90 amostras coletadas sob
fiscalizagdo estadual, 62% estavam
contaminadas por coliformes
termotolerantes sendo 26% impropria
para  consumo; ja  outros 90
estabelecimentos  sob  fiscalizagdo
federal 27% das amostras estavam
contaminadas sendo 9% fora do limite

O ensaio, das analises, foi conduzido nopermitido. Com esses dados foi possivel
delineamento experimental inteiramente ao Verificar que as condigdes higiénicas

dos estabelecimentos sob fiscalizagdo
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estadual estavam piores do que as dos
estabelecimentos  sob  fiscalizacao
federal.

Quadro 5: Distribui¢do da contaminagdo por coliformes

regido e tipo de fiscalizacdo:

termotolerantes por meso-

Meso-regido Tipo de fiscalizacao % de amostras | % de amostras fora
contaminadas do padrao da
legislacdo
IMA 78% 17%
Sul e Sudeste MAPA 22% 0%
IMA 55% 39%
Oeste MAPA 44% 17%
IMA 44% 5%
Metropolitana MAPA 33% 17%
IMA 39% 5%
Tridngulo Mineiro MAPA 22% 5%
IMA 94% 67%
Campos das | MAPA 17% 5%
Vertentes
IMA 62% 27%
Todas amostras MAPA 28% 9%
IMA +tMAPA 90% 35%
Total Geral

Apesar de no estudo preliminar ter sido
verificado a presenca de amostras
contaminadas por E.coli, em nenhuma
amostra foi isolado linhagens de E.coli
O157:H7, consequentemente nao foi
realizada a pesquisa de linhagens
produtoras de toxina do tipo shiga.
Essas resultados corroboram com os
resultados de Lee et al. (2009) que
inicialmente identificaram a presenca de
E.coli e posteriormente fizeram a
caracterizacdo dos isolados, e apesar de
terem isolado linhagens de EHEC nas
amostras testadas, incluindo amostras
de carne de frango, de boi e de suino,
nenhuma delas era E.coli O157:H7.

Também, Alonso et al. (2012) apesar de
terem isolado linhagens de STEC em
5% dos produtos de frango testados
nenhuma linhagem de E.coli O157:H7

foi encontrada.

Embora tenha sido

isolada linhagem de STEC dos produtos
de frango, somente 0,1% dos swabs de
cloaca foi positivo para STEC o que de
acordo com os autores a contaminagao
por STEC nas amostras de frango
provavelmente  foi  resultante  de
contaminagdo cruzada durante o
manuseio especialmente nos agougues.

Tutenel et al.,, (2003) isolaram 96
amostras de E.coli O157 de amostras de
frango através do equipamento Vidas
ECO™, porém ao utilizar a IMS
nenhuma amostra foi confirmada como
E.coli O157. No presente trabalho,
como foi utilizado um kit comercial
preparado para isolamento de FE.coli
O157:H7, nao ¢ possivel fazer nenhuma
afirmacao a respeito da E.coli O157.

40



Diferente do presente trabalho onde as
amostras de carcaca de frango foram
coletadas nas camaras frias dos
matadouros frigorificos e encaminhadas
diretamente para o laboratério onde
foram analisadas, nos trabalhos onde
foram 1solado FE.coli O157:H7 nas
carcacas de frango ou derivados de
carne de  frango (Doyle and
Schoeni, 1987; Adbul Raouf et al.,1996;
Akkaya et al., 2006; Chinen et al.,
2009) as amostras foram coletadas em
supermercados e agougues, locais onde
produtos carneos de outras espécies
também sdo comercializados, podendo
nestes casos haver contaminagao
cruzada das carnes de frangos e carnes
de outras espécies animais naturalmente
contaminadas ou por contato em
superficies contaminadas (Biofilme).

De acordo Adbul Raouf et al.,(1996),
apenas um terco dos consumidores
egipcios sao conscientes da necessidade
de se manusear separadamente carnes
cruas de outros alimentos. Segundo os
autores a presenca de E.coli O157:H7
nos alimentos pesquisados, pode ser
justificada  pela  ocorréncia  de
contaminagdo cruzada durante o
manuseio dos mesmos, nao sendo
descartada a  possibilidade da
contaminagdo da 4gua por esse micro-
organismo.

Para Akkaya et al.,2006 a presenca de
E.coli O157:H7 em frango sugere que o
frango seja um reservatorio desse
micro-organismos ou que possa ter
ocorrido a contaminacdo durante seu
transporte ou através da agua utilizada
em varias etapas do abate de frangos.

Chinen et al., (2009) ao pesquisar E.
coli O157:H7, encontraram linhagens
idénticas desse micro-organismo em

amostras de diferentes restaurantes, em
produtos cozidos e ndo cozidos, em
produtos de carne bovina e em produtos
de carne de frango, em periodos
diferentes de amostragem em um
mesmo restaurante, € em hamburguer de
frango e em carcaga de frango coletadas
no mesmo periodo. De acordo com
estes autores, a presenca de linhagens
idénticas em diferentes restaurantes,
sugere a ocorréncia de fonte comum de
contaminag¢do, provavelmente na planta
de processamento ou durante o
transporte. A presenca de linhagens
idénticas nos produtos crus e cozidos
provavelmente ocorreu devido ao mau
cozimento do produto ou por contato do
produto cozido com o produto cru ou
com superficies contaminadas. A
provavel justificativa para a presenga de
linhagens 1idénticas entre amostras de
frango e bovina ¢ que tenha ocorrido
contaminag¢do cruzada vinda da amostra
bovina, que pode ter ocorrido no
restaurante ou em etapas anteriores do
processamento. Para a presenga de
linhagens idénticas entre hamburguer de
frango e carcaca de frango os autores
ndo puderam descartar a hipdtese de
contaminagdo  durante o  abate,
resfriamento ou transporte.

No presente trabalho, a auséncia de
contaminagdo das carcagas de frango
por E.coli O157:H7 nao foi influenciada
pela forma de conservacao (congelada
ou resfriada) e nem pelo tipo de
fiscalizacao presente no
estabelecimento (federal ou estadual) .
As amostras foram coletadas em
industrias de aves, que nao possuem
carne de qualquer outro tipo de espécie
animal, sendo, portanto improvavel a
presenca deste micro-organismo.
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Porém faz-se necessaria a vigilancia
quanto ao emprego das Boas Praticas de
Fabricagao (BPF's), do Procedimentos
Padrdio de Higiene  Operacional
(PPHO), da Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) de forma
a minimizar os indices de contaminagao
por coliformes termotolerantes. Apesar
de ja& existirem legislagdes que
regulamentam esses programas desde
1997, muitas industrias ainda nao os
possuem implementados, muitas vezes
pela dificuldade de se formar uma
equipe  multidisciplinar ~ realmente
envolvida, necessaria  para  esse
processo. O principio bésico desses
programas ¢ a higiene durante a
producdo, portanto os indices de
contaminagao por coliformes
termotolerantes ¢ uma boa ferramenta
para se ter uma noc¢ao da quanto esses
programas estdo funcionando na
industria.

5- CONCLUSAO

Apesar da alta contaminacdo por
coliformes termotolerantes, as carcacas
de frango obtidas dos abatedouros das
diversas regides do Estado de Minas
Gerais ndo representam um risco para a
saude publica com relacdo a presenca de
E.coli O157T:H7 e de linhagens
produtoras de toxina do tipo shiga.

Nao existe diferenca entre os
estabelecimento  com  fiscalizacao
federal e estadual quanto a ocorréncia
de E.coli O157:H7 em carcacas de
frango.
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