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RESUMO

Sao diferentes os sorotipos de Escherichia coli responsaveis por disturbios
entéricos, muitas vezes relacionados com o consumo de carne ou alimentos
que foram contaminados e nao passaram por tratamento térmico eficiente
antes de serem ingeridos. No Brasil ndo ha dados sobre possiveis surtos
causados por E. coli O157:H7, mas este patdégeno vem sendo frequentemente
encontrado em fezes bovinas e recentemente foi isolado de meias carcacas
quentes e resfriadas bovinas destinadas a exportacdo no Estado de Goias. O
presente trabalho objetivou identificar os perfis de ERIC-PCR em E. coli e E.
coli O157:H7 isoladas de superficies de meias-carcacas quentes e resfriadas
de bovinos de dois matadouros-frigorificos de Goias além de verificar a
capacidade de discriminacdo desta metodologia. A técnica de ERIC-PCR foi
utilizada na caracterizacdo molecular das 111 amostras analisadas, sendo
obtidos 32 perfis distribuidos em 90 cepas de E. coli e oito perfis distribuidos
em 16 cepas de E. coliO157:H7. De um total de 111 amostras, duas cepas de
E. coli e cinco de E. coli O157:H7 eram nao-tipaveis. Os perfis de ERIC-PCR
de E. colivariavam de um a 18 fragmentos. A discriminacdo entre as cepas de
E. coli e E. coli O157:H7 pela técnica utilizada foi alta, mostrando a grande
capacidade da técnica de ERIC-PCR em discriminar cepas de uma mesma
espécie. O indice de discriminacéao entre E. colie E. coliO157:H7 foi de 0,96.

Palavras-chave: caracterizacdo molecular, carne, patdégenos
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ABSTRACT

There are different sorotypes of Escherichia coli responsable for enteric
disfunctions, and in the most of time those are related with meat consume or
contaminated food that had not been cooked with an efficient thermal treatment
before been ingested. In Brazil there aren’t inform data of possible outbreaks
caused by E. coliO157:H7, but this pathogen has been frequently isolated from
cattle’s feces, and it was recently isolated from bovine carcass at two
slaughterhouses in Goias. The present study has the objective to characterize
by ERIC-PCR E. coli and E. coli O157:H7 detected at bovine carcass surfaces
and check the power of this methodology to identify different isolates of E. coli
and E. coli O157:H7. ERIC-PCR was used to characterize 111 samples, and it
was obtained 32 fingerprints separated in 90 isolates of E. coli and eight
fingerprints separated in 16 isolates of E. coli O157:H7. From the total of 111
samples, two isolates of E. coli and five of E. coli O157:H7 were non-tipables.
The fingerprints varies from one to 18 bands. The discrimination between the
samples was high, showing the big power of ERIC-PCR to discriminate isolates
from one specie. The discriminatory index between E. coli and E. coli O157:H7
obtained was 0,96.

Key-words: molecular characterization, meat, pathogens
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas foram identificadas novas espécies de microrganismos
patogénicos ou verificado o reaparecimento de agentes ja conhecidos, mas foram também
desenvolvidos métodos mais eficazes de isolamento e deteccdo. Mudancas demogréficas e
alteragOes nos habitos alimentares tém provocado modificagdes tecnolégicas na industria com
relagdo a formulacdo, ao processamento e a distribuicdo dos alimentos. Essas modificages,
associadas a habilidade dos microrganismos de se desenvolverem rapidamente e se
adaptarem ao ambiente, tém acarretado novos desafios no sistema alimentar (ROWLANDS et
al., 2007).

O isolamento e a identificacdo de E. coli O157:H7 em fezes de bovinos em
varias regides do Brasil devem ser considerados, uma vez que a carne pode ser contaminada
nos matadouros-frigorificos durante a evisceracao dos animais, pelo contato com a pele
previamente contaminada com fezes ou por contaminagéo cruzada.

A deteccdo de E. coli O157:H7 em superficie de meias-carcagas bovinas
quentes e resfriadas em matadouros-frigorificos de grande porte no Estado de Goias, cuja
producao é voltada para o mercado externo, é preocupante e serve de alerta as autoridades
sanitarias, quando considerada a gravidade das complicagdes provocada pela doenca.

Além disso, relatos de casos esporadicos de diarréia associados a E. coli
0O157:H7 ocorridos no Brasil mostram a necessidade de uma investigagdo epidemiol6gica
efetiva, através de técnicas laboratoriais avangadas para caracterizagdo da bactéria, assim
como a busca de notificacdes dos casos pelos médicos, a analise laboratorial dos alimentos
ingeridos.

A amplificagéo de seqiiéncias ERIC é uma técnica de tipagem muito utilizada
para estudar a relagdo clonal em diversas bactérias Gram-negativas. ERIC-PCR tem sido
utilizada como uma metodologia de grande capacidade de discriminacdo entre cepas de E. coli
na separacao entre patogénicas e nao-patogénicas, ou agrupando as cepas patogénicas de
acordo com a origem da doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas de E. colie E. coli O157:H7

A bactéria Escherichia coli foi descrita pela primeira vez no final do
século XIX, tendo sido denominada Bacterium coli commune. Desde as
primeiras pesquisas, ficou clara sua associagdo com diarréia, particularmente
em criancas (GERMANO & GERMANO, 2008).

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae e nele
sao descritas as espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii e E.
vulneris, sendo a primeira a de maior importancia em saude publica
(TRABULSI et al., 2008).

Anaerdbbios facultativos, fermentadores da glicose, com producao de
acido e gas, a maioria fermenta a lactose, produzindo acido e gas, sao oxidase-
negativas, catalase-positivas, Vermelho de Metila positivas, Voges-Proskauer
negativas e citrato-negativas, reduzem nitrato a nitrito, ndo produzem H.S,
urease e/ou lipase, produzem indol. As cepas de E. coli sdo bastonetes Gram-
negativos nao esporulados, méveis por flagelos peritriquios (BERGEY’S, 1994),
ressaltando-se que em um mesmo sorovar pode haver cepas moveis e
imoveis, indicando que estas sejam derivadas das méveis por perda mutacional
do flagelo.

A maioria das cepas de E. coli O157:H7 sdo méveis, ndo fermentam
o sorbitol (SOR’) e sédo B-glicuronidase negativas (GUD"). Entretanto, uma cepa
de E. coli O157:H7 imével, SOR+, GUD+ foi descrita na Alemanha (KARCH e
BIELASZEWSKA, 2001), e outra imovel, SOR", GUD" na Australia (ROBINS-
BROWNE et al., 1998).

Capazes de crescer em pH de 4,4 a 9,0 com pH 6timo entre 6,5 e
7,5, é conhecida a capacidade de E. coli para tolerar ambientes acidos, o que
lhes permite sobreviver no trato gastrintestinal (BERGEY’S, 1994).

As cepas nao adaptadas a ambiente acido sobrevivem em pH de 2,5
até por seis horas (SAINZ et al., 2005). Foi observada a sobrevivéncia de E.

coli em produtos &cidos e de alta acidez, como em maionese (RAGHUBEER et



13

al., 1995), cidra de macga (ZHAO et al., 1993) e derivados de leite fermentado
(AROCHA et al., 1992), assim como a de E. coli O157:H7 em suco de cidra de
maca, cujo pH encontra-se entre 3,3 e 4,1 (ZHAO et al., 1993).

Em condigbes 6timas de crescimento, E. coli pode se desenvolver
em atividade de agua (aw) de 0,95 (BERGEY’S, 1994), enquanto que E. coli
O157:H7 pode sobreviver por até oito semanas em a, de 0,34 (RYU et al.,
1999), como ambientes dessecados e salsichas dessecadas e estocadas sob
refrigeracao (ROWLANDS et al., 2007).

Mesdfilas tipicas, desenvolvem-se entre 7°C e 46°C, sendo 37°C a
temperatura étima de crescimento. A 4°C, no entanto, sobrevivem por longos
periodos (ANANG et al., 2007). Sao termolabeis, sendo sensiveis aos
tratamentos pasteurizantes e destruidas em poucos segundos quando tratadas
a 60°C (BERGEY’S, 1994).

Com relacao a temperatura, E. coli O157:H7 apresenta crescimento
pobre ou nulo a 44°C (SHUTERLAND et al., 1995), diferenciando-se dos outros
sorovares da espécie, ndo sendo possivel sua deteccao nas analises de
coliformes fecais pelo método do Numero Mais Provavel (NMP), que utiliza a
fermentacao da lactose a 44,5°C como caracteristica confirmativa (SILVA et al.,
2003). Por outro lado, pode sobreviver em temperaturas de congelamento por
periodos prolongados (ROWLANDS et al., 2007).

As cepas de E. coli diferenciam-se sorologicamente com base nos
antigenos de superficie, os antigenos somaticos (O), que séo relacionados com
polissacarideos de membrana externa, nos flagelares (H), relacionados a
proteinas dos flagelos e nos capsulares (K), relacionados a polissacarideos
capsulares (BERGEY’S, 1994).

Sao descritos 174 antigenos somaticos “O”, 100 capsulares “K” e 57
flagelares “H” (BERGEY’S, 1994). Nem todas as cepas possuem 0s trés tipos
de antigenos simultaneamente, observando-se elevado percentual na forma
rugosa, que nao apresentam antigeno somatico “O”, enquanto que muitas nao
possuem antigenos capsulares “K” e outras sdao imoveis. Essas variacoes
dificultam a identificagdo soroldgica, tornando-a freqlientemente incompleta,
tendo por base somente o antigeno somatico “O” ou os antigenos “O” e “H”
(TRABULSI et al., 2002).
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e Grupos de viruléncia de E. coli

A maioria das cepas de E. colindo causa doencga, ou até mesmo sao
benéficas ao intestino, mas alguns sorovares sao patogénicos para 0 homem
(CALLAWAY et al., 2004).

Com base nas diferentes sindromes e caracteristicas da
enfermidade causada por E. coli patogénica, esses sorovares sao classificados
nos grupos de viruléncia enteropatogénicos (EPEC), enterotoxigénicos (ETEC),
enteroinvasivos (EIEC), enteroagregativos (EaggEC) e enterohemorragicos
(EHEC), difusamente aderente (DAEC), E. coli neonatal (NMEC) e
uropatogénicos (UPEC) (GERMANO & GERMANO, 2008).

a) E. colienteropatogénica (EPEC)

As cepas EPEC sdo uma das principais causas de mortalidade
causada por diarréia em criancas, em particular nos paises em
desenvolvimento (CLARKE et al., 2002) e em comunidades de baixa renda,
onde ainda estdo associados fatores como subnutricdo, condicbes precérias de
habitacdo, falta de agua potavel e de rede de esgotos (SILVA & SILVA, 2005).
Em paises desenvolvidos, a diarréia causada por esse grupo € esporadica
(MANGIA et al., 2004).

As cepas EPEC colonizam as microvilosidades das células epiteliais
intestinais e produzem uma lesdo em suas bordas, “fixacdo e destruicao” (A/E)
conforme demonstrado por microscopia eletrdnica. Além da lesdo A/E, outros
fatores que colaboram com a patogenicidade de EPEC, como a presenga do
plasmideo (eaf), responsavel pela sintese do fator de aderéncia EAF, uma
proteina de 50 a 70 kDa, que promove um tipo de adesdo ao enterdcito
denominada “adesao localizada” (AL). Esta caracteristica é especifica de cepas
EPEC, enquanto que nos outros grupos o fator de adesao é difuso (AD)
(FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Essas cepas sao capazes de induzir profundas alteragdes no

citoesqueleto das células epiteliais, com destruicdo das microvilosidades e
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acumulo de actina no local da adesao, formando um pedestal (SILVA & SILVA,
2005). Este efeito, caracteristico de EPEC, é determinado pela intimina, cuja
producdo é mediada pelo gene cromossémico eae. Nao se observa a
destruicdo das microvilosidades quando o gene eae esta ausente, indicando
que estes e os genes eaf sejam interdependentes (FRANCO & LANDGRAF,
2003).

A destruicao das microvilosidades intestinais determina perda das
propriedades absortivas das células infectadas, provocando diarréia aquosa, as
vezes sanguinolenta. O quadro clinico € acompanhado por febre, célicas e
vbmito, sendo necessario acompanhamento médico na maioria dos casos
(OLIVA et al., 1997).

A doenca causada por EPEC tem periodo médio de incubacao de
36h (17h a 72h) e a remissdo dos sintomas ocorre, geralmente, em 24h,
podendo variar entre seis horas a trés dias. Em recém-nascidos e em bebés
com menos de seis meses de idade, a enfermidade pode cursar com um
quadro de diarréia prolongada, com mais de 14 dias de duracdo ou mesmo
resultar em morte (GERMANO & GERMANO, 2008).

Os sorovares mais freqlentemente envolvidos em doenga sao:
O55:H6, 086:H34, O111:H2, 0O114:H2, O119:H6, O127:H6, 0O142:H6,
0O142:H34, que integram as EPEC tipicas. Dentre as atipicas, O26:H11,
0O55:H7, 0O55:H34, 086:H8, O111ac:H8, O111:H9, O111:H25, O119:H2,
O125ac:H6, O128:H2. Tipicas e atipicas sao capazes de causar a lesdo A/E,
porém o plasmidio EAF esta presente apenas nas EPEC tipicas (TRABULSI et
al., 2008).

EPEC é transmitida por méaos, objetos ou alimentos contaminados
por fezes. A carne de aves, em especial a de frango, tem sido apontada como
veiculo de surtos de toxinfecgdo alimentar, principalmente por cepas EPEC
(GERMANO & GERMANO, 2008).

b) E.coli enterotoxigénica (ETEC)

As cepas deste grupo sdo importante causa de diarréia em paises
subdesenvolvidos, onde as condicdes de saneamento sao precarias,
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principalmente nos trépicos (REIS, 2007). Além disso, sdo consideradas um
dos principais agentes etiolégicos da “diarréia dos viajantes”, que acomete
individuos de qualquer faixa etaria que se locomovem de areas desenvolvidas
para regides com problemas de saneamento basico (MENG et al., 2001). ETEC
€ causa de diarréia aguda ndo s6 no homem como também em animais em
todo o mundo (NARDI et al., 2005).

Estima-se que aproximadamente 20 milhdes de episddios de diarréia
ocorram anualmente, sendo que 80% dos casos sdo de origem bacteriana.
Destes, o grupo ETEC, juntamente com EaggEc, sdo responsaveis por 50%
(MINCIS et al., 2008).

Embora possam ser transmitidas por contato pessoal (CLARKE,
2001), alimentos e agua contaminada com despejos de esgoto sdo os veiculos
de contaminacdo mais freqlentes para o homem (GERMANO & GERMANO,
2008).

Os principais fatores de viruléncia de E. coli do grupo ETEC sao as
enterotoxinas e as adesinas fimbriais (ZANG et al., 2006). Aderem e colonizam
a mucosa do intestino delgado mediante a presenca de fimbrias, estruturas
protéicas localizadas nas superficies das células bacterianas, codificadas por
plasmideos e denominadas fatores de colonizacdo. Essas cepas contém
plasmideos com genes que codificam a producao de toxinas termolabil (LT) e
termoestavel (ST), sendo a primeira semelhante a toxina colérica
(GONCALVES et al., 2002).

As cepas de ETEC causam uma hipersecrecao prolongada de ions
cloreto e agua pelas células da mucosa do intestino e inibem a reabsorcéo de
sédio. O intestino fica repleto de fluidos, resultando em diarréia liquida que
continua por varios dias. As enterotoxinas incluem uma toxina termoestavel
(ST) que causa uma elevacao dos niveis celulares de guanilciclase, enquanto a
toxina termolabil (LT) causa uma elevacao da adenilciclase (STROHL, 2004).

O periodo de incubagédo da doenga varia de oito a 44h, com média
de 26 horas, enquanto que curso pode variar de trés a 19 dias (GERMANO &
GERMANQO, 2008).

Os principais sintomas sao diarréia aquosa, febre branda, célicas
abdominais, mal estar e nauseas. Nos casos mais graves, a intensidade e o

aspecto da diarréia assemelham-se a dos quadros de célera e pode levar o
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paciente a desidratacdo (GERMANO & GERMANO, 2008). Em individuos
desnutridos, a gastrinterite pode durar varias semanas e levar a um quadro de
desidratacdo grave, porém nos casos de “diarréia do viajante”, a doenca
geralmente é leve e auto-limitante (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Sao sorovares comumente associados a surtos de veiculagao
alimentar no Japdo 0O6:H16, O27:H7, 0O27:H20 e O159:H20 (MITSUDA et al.,
1998). Ja& nos EUA, O169:H41 é predominante nos surtos (BEATTY et al.,
2004).

Em 42 cepas de E. coli isoladas de suinos com diarréia em Curitiba,
SOUZA et al. (2007), encontraram como sorogrupos mais prevalentes
0138:K81, 0O141:K85, 0139:K82, 0149:K91, responsaveis pela colibacilose.

c) E. colienteroinvasiva (EIEC)

As cepas deste grupo sado patogénicas e sua viruléncia é devida a
habilidade para invadir células epiteliais intestinais (HUI et al., 1994; SMITH et
al., 2004).

Correspondem a sorovares bem definidos, caracterizados por seus
antigenos O e auséncia quase constante de antigeno flagelar (TRABULSI et
al., 2008), notando-se que todos apresentam em comum com Shigella varias
caracteristicas bioquimicas, antigénicas, genéticas e de patogenicidade (HUI et
al., 1994). Entre eles estdao 024, 021, O28ac, 0124, 029, O112¢c, 0135, 0136,
0143, 0144, 0152, 0164, 0167 e O173 (LAN et al., 2004).

Invadem as células epiteliais do colon e em seguida provocam a lise
do vacuolo endocitico. Movem-se no citoplasma da célula através da
polimerizacdo de microfilamentos de actina. A bactéria pode mover-se
lateralmente através do epitélio, por disseminacao direta de célula a célula e
penetrar novamente na membrana plasmatica pela superficie basolateral. Os
genes requeridos nesse processo estdo localizados em um plasmidio de
viruléncia, que codifica um sistema de secrecao tipo lll e uma proteina de
membrana externa associada com a polimerizacao da actina (FARAH, 2005).

Apoés a invasao, proliferam no interior dos enterécitos e destroem o

epitélio do cdlon, produzindo um quadro cujos sintomas principais consistem
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em diarréia profusa ou disenteria, podendo estar presentes muco e vestigios de
sangue, colicas abdominais, arrepios, cefaléia e mialgia (GERMANO &
GERMANO, 2008).

O periodo de incubacao varia de oito a 24 horas, com média de 11
horas. A recuperagdo geralmente é lenta e pode demorar algumas semanas
(GERMANO & GERMANO, 2008).

Os surtos estao relacionados a ingestdo de agua e/ou alimentos
contaminados e envolvem principalmente o sorogrupo 0124. Porém, a forma de

transmissdo mais comum é o contato pessoa-pessoa (MENG et al., 2001).

d) E. colienteroagregativa (EaggEc)

Recebem esta denominagéo por formarem um padrao agregativo de
adesdo em células HEp-2 ou HelLa. Provocam lesdes caracterizadas por
hiperplasia moderada do ileo e ceco, edema das vilosidades do intestino
delgado e deposicdo de camadas de bactérias agregadas, empilhadas sobre o
epitélio (TRABULSI et al., 2008).

Produzem toxinas termolabil (LT) e termoestavel (ST), que séao
genética e imunologicamente diferentes das enterotoxinas produzidas pelo
grupo ETEC. Estas cepas afetam o metabolismo celular do enterdcito,
interferindo na absorcéo de sais e eletrélitos (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Este grupo também esta relacionado a casos cronicos de diarréia,
principalmente aguda e persistente em criangas de paises em
desenvolvimento, estando mais associada a criancas com menos de dois anos
de idade (CLARKE et al., 2001; NGUYEN et al., 2006).

e) E. colidifusamente aderente (DAEC)

As cepas de DAEC séao definidas pelo padrao difusamente aderente
apresentado em ensaios de aderéncia em células HEP-2 e causa uma
sindrome de diarréia aquosa em adultos e criancas com mais de um ano de
idade (SOUSA, 2006; KAPER et al., 2004).
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Apresentam na superficie fimbrias rigidas, sitio de aderéncia, cuja
presenca é transmitida e codificada por plasmidios (KANG et al., 1998). A
maioria dos sorovares de E. coli DAEC apresenta a adesina F1845,
responsavel pela aderéncia difusa da bactéria ao epitélio intestinal, e induzem
efeito citopatico caracterizado pelo desenvolvimento de longas extensdes
celulares que envolvem o local ao redor da bactéria aderida, sem internalizagéo
da mesma (KAPER et al., 2004).

Sao associadas mais freqlientemente a diarréia persistente e sua
presenca € considerada fator de risco para quadro persistente (BARDHAN et
al., 1998).

f) E. coli Uropatogénica (UPEC)

O agente etiolégico mais comumente isolado das infec¢des do trato
urinario é a E. coliUPEC (SCHAECHTER et al., 2002).

Cepas de E. coli UPEC possuem fatores de viruléncia especificos
como os sistemas de aderéncia, toxinas, sistemas de absorcédo de ferro que as
distinguem de cepas E. coli ndo patogénicas (SOUSA, 2006).

A hemolisina é um fator de viruléncia presente em UPEC,
disponibilizando ferro e favorecendo a destruicdo de células epiteliais e
fagociticas (KAPER et al., 2004).

Entre os sorogrupos incluidos no grupo UPEC estdao O6:H31 e
O75:H, isolados de amostras de individuos com infeccbes urinarias
sintomaticas e assintomaticas no Rio de Janeiro (ESPARIS et al., 2006).

dg) E. coliNeonatal causadora de Meningite (NMEC)

Essas cepas formam outro grupo de E. coli patogénica
extraintestinal (BONACORSI & BINGEN, 2005). O18:K1:H7A é um dos
sorovares pertencentes ao grupo NMEC e comumente é relacionado a
infecgdes do trato urinario (JOHNSON et al., 2001).
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Em neonatos, 20% dos casos sdao acompanhados por complicacbes
no trato urinario (BONACORSI et al., 2003). As cepas NMEC atravessam a luz
intestinal e caem na corrente sanguinea, causando bacteremia, quando estdo
em numero superior a 10®° UFC/cm? (DIETZMAN et al., 1974). NMEC sdo
capazes de fazer um rearranjo na actina do citoesqueleto de células
microvasculares endoteliais do cérebro, causando doenca (KIM, 2001).

h) E. colienterohemorragica (EHEC)

O principal componente de viruléncia de cepas EHEC é a producéao
de uma toxina que tem atividade citotoxica em células vero, denominada
verotoxina (VT). Devido a sua similaridade com a toxina produzida por S.
dysenteriae é denominada toxina Shiga (Stx) ou toxina “Shiga-like” (SLT)
(CLARKE, 2001).

A verotoxina é uma proteina codificada por um gene cromossémico
facilmente transferido por bacteriéfagos para cepas de E. coli (ROBINS-
BROWNE & HARTLAND, 2002). E mediadora das complicacdes sistémicas
das infeccoes caudadas por EHEC e também induz lesdes A/E no epitélio
intestinal, ao qual a bactéria adere intimamente a superficie apical dos
enterécitos através da formacdo de pedestais e destruicido das
microvilosidades (NATARO & KAPER, 1998).

A verotoxina é responsavel pela colite hemorragica que, em casos
mais graves, resulta na sindrome urémico-hemolitica (HUS), complicacdo que
ocorre em 2% a 7% dos casos diagnosticados com E. coli O157:H7 (FDA,
2007). Parpura trombética trombopénica (TTP) é outra complicacdo que afeta
principalmente adultos com febre e disturbios neurolégicos (FDA, 2007).

Este grupo inclui mais de 60 sorotipos que produzem verotoxina
(SILVA et al., 2003), porém o sorotipo O157:H7 é o mais freqlentemente
associado a surtos de colite hemorragica e sindrome urémico-hemolitica,
apresentando maior preocupagdo para as autoridades de saude publica
(GERMANO & GERMANO, 2008). Os sorotipos O103 (HEINIKAINEN et al.,
2007), O111 (HEINIKAINEN et al., 2007), O26:H11 (BLANCO et al., 2003) e
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0145 (SONNTAG et al., 2004) também tém sido relacionados a doengas e
surtos de veiculacao alimentar.

Nas infecgdes por E. coli O157:H7, os primeiros sintomas surgem
em geral quatro dias apds a ingestdo do alimento contaminado, mas pode
variar de trés a nove dias. O quadro de colite hemorragica caracteriza-se por
diarréia sanguinolenta, que pode evoluir e provocar nefropatia aguda,
convulsdes e conduzir ao coma e morte (GERMANO & GERMANO, 2008).

Em idosos, a HUS, associada a febre e sinais neuroldgicos, constitui
a PPT e os pacientes que conseguem superar a doenga recuperam-se em dois
a nove dias (GERMANO & GERMANO, 2008).

2.2 Associacao com alimentos

- E.coli

A agua contaminada com despejos de esgoto é uma das vias de
contaminagcdo mais importantes de E. coli. Qualquer alimento exposto a
contaminacao fecal, seja pela agua de preparo contaminada ou por
manipuladores infectados, ou por qualgquer outro tipo de contaminacéo cruzada,
€ capaz de veicular E. coli (GERMANO & GERMANO, 2008).

Em estudo realizado por OLIVINDO (2007) na Embrapa Caprinos
em Sobral, Ceara, visando monitorar a qualidade do leite de cabra, foram
coletadas na primeira ordenha do dia 40 amostras de maos de ordenhadores,
tetos das cabras, leite, ordenhadeira e agua. A presenca de E. coli foi
detectada em todas as fontes, com aproximadamente 75% de similaridade para
a maioria dos isolados, utilizando a técnica de REP-PCR. Segundo o autor,
agua nao potavel foi utilizada para lavar as maos do ordenhador e a teteira,
caracterizando-se como um ponto critico de controle (PCC), pois apareceu
como iniciador de contaminacéao por E. coli nas amostras de leite analisadas.

Produtos de origem animal, principalmente carne e derivados
carneos sao importantes veiculos em enfermidades por E. coli e varios autores
ressaltaram a presenca da bactéria em uma variedade de produtos no Brasil.
E. coli patogénica foi isolada de 32,4% das amostras de carne bovina moida,
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hamburguer e quibe, analisados no Rio de Janeiro (CERQUEIRA et al., 1997).
Na cidade de Sao Luis, E. coli foi isolada em carne bovina moida
comercializada em mercados (COSTA et al, 2000) e também em
supermercados, feiras e frigorificos (FERREIRA & SOBRINHO, 2003). A
presenca da bactéria também foi observada por MOTTA et al. (2000), ao
analisarem amostras de carne moida comercializada em supermercados de
Sao Paulo e em Porto Alegre, foi isolada de carne moida comercializada em
bancas do mercado publico (RITTER et al., 2001), enquanto que em Curitiba,
trés acougues comercializavam carnes contaminadas com E. coli (PIGATTO &
BARROS, 2003). A presenca de E. coli em carnes suinas e bovinas
comercializadas em Alfenas, MG também foi relatada (OLIVEIRA et al., 2002).
Em Goias, LOPES (2005) conduziu um estudo objetivando avaliar a

ocorréncia de coliformes, coliformes termotolerantes, E. coli e E. coli O157:H7
em meias carcagas bovinas quentes e resfriadas em dois matadouros-
frigorificos de grande porte. Foram analisadas 60 amostras coletadas no
periodo de junho a agosto de 2004 e 19 (31,66%) foram positivas para E. coli
no total analisado. No Frigorifico A, 06/30 (20,0%) e 10/30 (33,33%) meias-
carcacas quentes e resfriadas, respectivamente, foram positivas para E. coli.
No Frigorifico B, foram identificadas 02/30 (6,67%) meias-carcacas quentes
positivas e, nas meias-carcagas resfriadas, 01/30 (3,33%).

FRANCA-FILHO (2005) analisou a qualidade microbiologica de
160 meias-carcacas bovinas abatidas em dois Matadouros-Frigorificos de
grande porte em Goiania, sendo 80 quentes e 80 resfriadas, amostradas
através de “swabs” superficiais em colhidos em trés pontos nas meias-
carcagas. Foram determinados o NUumero Mais Provavel (NMP), dentre outros
microrganismos, de coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli, e
obtidas médias de 4,5 NMP/cm? 0,15 NMP/cm® e 0,15 NMP/cm?,
respectivamente. Com relacdo aos coliformes termotolerantes e E. coli, a
correlacdo verificada foi de 100%. Na&ao foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados obtidos para meias-carcacgas
quentes e resfriadas, o que demonstrou que o resfriamento ndo contribuiu para
incrementar ou diminuir a carga bacteriana das meias-carcagas.

RIOS (2005), objetivando detectar E. coli em superficie de meias-

carcagas quentes e resfriadas de bovinos abatidos em dois matadouros-
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frigorificos de abate bovinos sob fiscalizacdo do Servico de Inspecao Federal
localizados em Goiania, através das técnicas bacteriolégica convencional e de
PCR, foram analisadas amostras coletadas no periodo de junho a setembro de
2004. No total da amostragem, 35/80 (43,75%) foram positivas para E.coli,
sendo que nas meias-carcacas quentes do matadouro-frigorifico A, foram
obtidas dez (22,20%) positivas e nas resfriadas 13 (28,80%), enquanto que no
B quatro (11,40%) e oito (22,80%) meias-carcacas quentes e resfriadas foram
positivas, respectivamente.

Das 50 amostras de fezes analisadas em 2007 em Ouro Preto, MG
por REIS (2007), cepas patogénicas de E. coli foram verificadas em 86% das
amostras. Ap6s sorotipagem, 76% destas eram EPEC. O estudo apontou a
prevaléncia de criancas com diarréia nesta cidade e atribui a precariedade do
saneamento basico e as deficientes condigcbes de higiene da populacdo dos
bairros peri-urbanos.

Em trabalho conduzido por STELLA et al. (2008) objetivando
caracterizar os principais sorogrupos de EPEC de sete propriedades leiteiras
de Ribeirdo Preto-SP, foram coletadas 19 amostras de agua, sete de leite e
466 de fezes de bovinos, num total de 492 amostras. E. coli foi isolada de 442
amostras, e 20% destas foram caracterizadas em nove sorogrupos EPEC,
sendo 0 O158 e O55 os mais freqlientes.

Foram analisados por NAJAND & GHANBARPOUR, em 2006, 77
amostras de queijos caseiros iranianos comercializados em mercados na
cidade de Kerman, Iran, cujo objetivo era analisar os sorotipos de E. coli e sua
prevaléncia em queijos caseiros desta regido. E. coli foi isolada de 98.70%
amostras, sendo que 19.48% das cepas eram EPEC. Foram detectados oito
diferentes sorogrupos, sendo mais frequente o sorogrupo O127. Resultado
semelhante foi encontrado no Brasil, quando ARAUJO et al. (2002) detectaram
alto indice de contaminacgao fecal em amostras de queijo comercializado no Rio
de Janeiro. Do total de queijos analisados, 95.5% continham E. coli, sendo que
21,1% das cepas eram EPEC. Provavelmente estes queijos foram fabricados
com leite ndo pasteurizado.

SILVA et al. (2001), objetivando avaliar a qualidade microbiol6gica
de leite pasteurizado, isolar e identificar sorologicamente cepas EPEC nesse
alimento, coletaram 90 amostras do produto em supermercados do Rio de
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Janeiro no periodo de 1995 e 1996. Um total de 208 colénias de E. coli foram
isoladas, sendo que 46 (22,1%) foram sorologicamente identificadas como
EPEC. O sorogrupo O55 teve a maior freqiiéncia, em 15,2% das amostras.

Objetivando o isolamento e a identificacdo de E. coliem carne moida
de primeira e de segunda qualidade comercializada em Pelotas, BERNARDI et
al. (2004) coletaram 66 amostras em casas especializadas a venda de carne.
Do total analisado, 48/66 (72,73%) encontravam-se contaminadas com E. col.
Foram submetidos a sorologia 46 isolados e destes, 34/66 (51,51%) foram
confirmadas como EPEC.

KASNOWSKI (2004) isolou e identificou E. coli de 30 amostras de
alcatra comercializada em supermercados e acougues da cidade do Rio de
Janeiro. Foram isoladas 223 colbnias de E. coli, sendo que 61/223 (27,35%)
eram de cepas patogénicas, mais freqientes na carne moida que na peca
inteira. Dentre as cepas patogénicas, 52/223 (85,25%) eram representadas por
EPEC. Os sorogrupos encontrados foram 0142, O125 e O111.

No Brasil uma cepa EHEC do sorovar O26:H11 foi isolada de fezes
de criangas com quadro de diarréia na cidade de Salvador, Bahia, em 2005
(FRANZOLIN et al., 2005).

- E. coli O157:H7

O principal reservatério de EHEC é o trato gastrintestinal de animais,
particularmente bovinos, para o0s quais esta bactéria nao apresenta
patogenicidade (NAYLOR et al., 2003). Vegetais, leite ndo pasteurizado e agua
podem se contaminar quando entram em contato com fezes contaminados com
E. coliO157:H7 (DURSO et al., 2005).

A contaminagdo de carcacas durante o abate, principalmente em
plantas com condicées higiénico-sanitarias precarias, em particular nos
Estados Unidos, tem sido apontada como uma das principais fontes de
contaminacao por E. coli O157:H7 em carnes bovinas (GERMANO &
GERMANO, 2008).
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Os cortes carneos moidos nessas plantas para fabricagcdo de
hamburguer podem dar origem a um produto final contaminado, devido a
disseminagao do patégeno para o interior da massa, a medida que a carne
sofre fragmentacdo (GERMANO & GERMANO, 2008).

GUN et al. (2001), objetivando investigar a contaminacgao por E. coli
0O157:H7 em meias-carcacgas quentes de bovinos e no ambiente do matadouro-
frigorifico, analisaram 330 bovinos no periodo “ante-mortem” para a
observacao da presenca de fezes no abdome e pernas, em Istambul, Turquia,
no periodo de Janeiro de 2000 a Abril de 2001. No fluxograma de abate, foram
analisadas superficies de meias-carcagas bovinas, amostras de ambiente, piso,
maos dos manipuladores, agua de lavagem de carcacas, facas e ganchos. Das
meias-carcacas quentes analisadas, 12/330 (2,4%) foram positivas para E. coli
0O157:H7 e a bactéria foi identificada na faca, piso e mao de manipuladores. Do
total de animais analisados, 116/330 estavam muito contaminados com fezes e
oito meias-carcagas positivas pertenciam a esses animais.

O hamburguer, responsavel pela ocorréncia de surtos de E. coli
0O157:H7 nos Estados Unidos (CDC, 1994), sobretudo quando consumido
insuficientemente cozido, constitui o veiculo mais freqlente nas toxinfec¢des
por E. coli (KASSENBORG et al., 2004) e os hamburgueres de preparo caseiro
foram responsaveis por mais de 80% dos casos esporadicos de enfermidades
por E. coliO157:H7 que ocorreram nos EUA em 1994 (CDC, 1994).

Falhas durante o processamento e o cozimento de hamburgueres
sao atribuidas a contaminagao cruzada e ao tratamento térmico insuficiente,
fatores diretamente relacionados aos surtos causados por produtos carneos em
geral (KASSENBORG et al., 2004). Durante a producao do hamburguer, tanto
em estabelecimentos industriais e varejistas como na fabricacdo caseira, pode
ocorrer contaminacao resultante de praticas inadequadas de higiene ou por
adicdo de condimentos ou outros ingredientes contaminados (JAY, 2005).
Ressalta-se que, embora a bactéria seja termolabil, o tratamento térmico
eficiente ndo assegura a eliminacdo completa do patégeno, uma vez que sua
eficiéncia é afetada pelo numero da bactéria inicialmente presente na matéria-
prima.

O primeiro registro de deteccao de E. coli O157:H7 em alimentos no

Brasil ocorreu em Goiania, em 2005, em meias-carcagas quentes e resfriadas
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de bovinos (RIOS, 2005). As 80 meias-carcacas analisadas foram coletadas
em dois matadouros-frigorificos sob fiscalizagdo do Servico de Inspecao
Federal, no periodo de junho a setembro de 2004. O isolamento de E. coli
0O157:H7 foi realizado pela técnica de PCR, utilizando o par de “primers” de
WANG et al. (1997). Foram detectadas 10/80 (8%) amostras positivas no total
analisado, representando 09/80 (11,25%) meias-carcacgas. No total de meias-
carcacas 06/80 (7,50%) quentes foram positivas e 04/80 (5%) resfriadas. No
Matadouro-Frigorifico A E. coli O157:H7 foi identificada em 01/45 (2,22%)
meia-carcaca quente e em 03/45 (6,66%) resfriadas, enquanto que no B, 05/35
(14,28%) e 01/35 (2,85%) meias-carcacas quentes e resfriadas,
respectivamente.

Os produtos de origem vegetal consumidos crus também constituem
risco relevante em saude publica, principalmente se oriundos de culturas
irrigadas com aguas de despejos contaminados com matéria fecal (GERMANO
& GERMANO, 2008).

No Brasil, uma cepa de E. coliO157:H7 foi isolada em 1997, de uma
amostra de agua de poco, em uma chacara na cidade de Parelheiros, Séao
Paulo (DTA, 2000).

O Instituto Adolf Lutz notificou ao CVE, em 2001, o isolamento de E.
coli O157:H7 em fezes de uma crianca de um ano e nove meses, que
apresentava febre, coélicas, diarréia sanguinolenta e dores abdominais. A
bactéria também foi isolada, neste mesmo periodo, de fezes de um adulto de
20 anos de idade, que apresentava os mesmos sintomas. A notificacao tardia
dificultou a investigacao epidemioldgica e a determinacao da fonte do patégeno
(EDUARDO et al., 2003). Ha ainda o registro de E. coli O157:H7 em um
paciente com AIDS de 18 anos de idade, que apresentava quadro de diarréia,
em 1990, ndo tendo sido possivel estabelecer relagcao com alimentos ou a
origem da infecgao (IRINO et al., 2002).

Até 2005 nao haviam dados sistematicos indicando a ocorréncia de
E. coliO157:H7 em alimentos no Brasil. SILVEIRA et al. (1999) analisaram 800
amostras de hamburgueres produzidos por matadouros-frigorificos do Sul e
Sudeste brasileiros e nao identificaram E. coli O157:H7. De forma semelhante,
SILVA et al. (2001) nao detectaram a bactéria em 340 amostras de produtos
carneos e ambiente industrial, assim como SILVA et al. (2003), que também
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nao detectaram em vegetais. E. coli O157:H7 nao foi identificada em estudo
conduzido por LOPES (2005), em meias-carcacas quentes e resfriadas bovinas
em Goias, através da técnica bacteriolégica convencional.

Na Argentina, ROLDAN et al. (2007) isolaram E. coli O157:H7 de
1,2% de 250 amostras de hamburgueres comercializados entre julho de 2004 a
abril de 2006 nas cidades de Santa Fé e Santo Tomé, ndo tendo sido isolada

de amostras de leite cru resfriado, neste mesmo trabalho.

2.3 Importancia em saude publica

- E. coli

Em 1996 um grande surto causado por ETEC O25:NM ocorreu em
quatro escolas na cidade de Yokohama, no Japao, envolvendo 801 pessoas. A
bactéria foi isolada do paté de atum, servido no lanche, que continha pedacos
de atum, maionese, mostarda, cenoura, cebola e pepino. Esses trés ultimos
ingredientes foram levados as escolas pelo mesmo entregador, sendo portanto
incriminados como veiculo da doenca (MITSUDA et al., 1998).

Em 1998, severos surtos causados por ETEC foram registrados na
regido do Rio Solimdes, no Amazonas. Quatro criancas, entre dois e 12 meses
de idade e dois adultos morreram devido a diarréia aguda. Outras 11 pessoas
foram hospitalizadas (VICENTE et al., 2005).

Em 2003 ocorreu um surto causado por ETEC O169:H41 em uma
empresa localizada no estado do Tenesse, EUA, onde os funcionarios
apresentaram os sintomas da doenga, ndo sendo identificada a fonte de
contaminacao pela bactéria (DEVASIA et al., 2006).

Um surto por E. coli do grupo EIEC nos Estados Unidos ocorreu em
1971, atingindo 14 estados. Queijo “Camembert” importado da Franca foi
incriminado como veiculo do patégeno, que debilitou aproximadamente 400
pessoas (MENG et al., 2001).
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Outro grande surto foi registrado em 1985 em Houston, EUA
(GORDILLO et al., 1992). Foram atingidas 370 pessoas e EIEC O143 foi
isolada de “guacamole”, preparado por um restaurante popular na regido.

Em estudo conduzido por VIEIRA et al. (2007), objetivando isolar
cepas do grupo EIEC e identifica-las como principais sorovares responsaveis
por quadros de diarréia no norte do Equador de 2003 a 2005, foram coletadas
amostras de fezes de casos de diarréia que surgiram neste periodo na cidade
de Bérbon, Equador, e em 21 vilas desta regido. Foram identificados 342 casos
de diarréia, sendo que EIEC foi o patégeno mais freqlente responsavel por
20.5 casos/100 pessoas em Bérbon e 6,3 casos/100 pessoas nas vilas. As
cepas isoladas foram caracterizadas pela técnica de PFGE e os resultados
indicaram que estas nao eram de uma unica fonte.

Em estudo conduzido por NGUYEN et al. (2006) no Vietnam, 587
criangas com menos de cinco anos de idade que apresentavam diarréia foram
examinadas e de todas as cepas identificadas como EaggEc, 87% foram
isoladas de criangcas com menos de dois anos de idade.

Em varios paises, inclusive no Brasil, cepas EaggEc tém sido
fortemente associadas a diarréia persistente, com duracao igual ou superior a
14 dias. A presenca de sangue ocorre em 11% dos casos (MENG et al., 2001).
Além disso, alguns estudos revelam que sua presenca nos primeiros dias de
um episddio de diarréia é fator preditivo de doenga prolongada (TRABULSI et
al., 2005).

Em 1994, foi relatada a ocorréncia de quatro surtos associados a
alimentos em um restaurante na Inglaterra que afetaram 133 pacientes. Os
sorogrupos envolvidos foram O86:H34 e 098:H (MENG et al., 2001).

No oeste da Africa, estudos apontaram diarréia persistente causada
por EaggEc em 20% dos viajantes dessa regido, enquanto que india, América
Central e América do Sul apresentaram, respectivamente,15%, 6% e 7% de
viajantes com sintomas de diarréia causada por EaggEc (VILA et al., 2001).

Em estudo conduzido por JALALUDDIN et al. (1998), objetivando
determinar a prevaléncia de EaggEc em casos de criangas africanas com
diarréia na cidade de Lwiro, Congo, foi detectada a presenca de EaggEc em 56
de um total de 115 amostras de fezes analisadas, sendo que em 22 casos

(19,1%), este microrganismo encontrava-se sozinho.



29

Em 2005, EaggEc O126:H27 foi isolada em quatro amostras de
fezes e da mao de um manipulador de alimentos em Shizuoka, Japao
(HARADA et al., 2007). O pequeno surto atingiu sete funcionarios do instituto
policial desta cidade, que apresentavam sintomas clinicos de diarréia e febre.

SCALESTKY et al. (2002) conduziram estudo no Nordeste brasileiro,
tendo sido coletadas no periodo de 1998 a 1999 fezes de 237 criangcas com
menos de 2 anos de idade que apresentavam quadro de diarréia aguda. Cepas
DAEC foram associadas com diarréia em criancas com mais de um ano de
idade, por estar presente em 20,7% das amostras analisadas.

Em estudo conduzido no Brasil por SPANO et al. (2008), foram
analisadas amostras de fezes no periodo de 2003 e 2004 em Vitéria, Espirito
Santo, de 218 criangas com menos que dois anos de idade que apresentavam
quadro diarréico. De 92 cepas de E. coli patogénicas identificadas, DAEC foi o

grupo mais freqlente, presente em 18,3% das amostras.

- E. coli O157:H7

Além de produtos de origem animal, como leite e carne bovina
(CDC, 2004), ja foram incriminados como veiculos em surtos por E. coli
0O157:H7 em frutas e vegetais (FENG, 1995; CDC, 1997). Estes surtos tém
ocorrido com maior frequiiéncia nos Estados Unidos (CDC, 2006; CDC, 2008),
Canada (MacDONALD et al., 2004) e Japao (WATANABE et al., 1999).

Desde o primeiro surto confirmado com E. coli O157:H7 em 1983
nos EUA (RILEY et al., 1983), muitos outros foram descritos. Em 1996, na
cidade de Sakai, Japao, muitas criangcas apresentaram quadro de diarréia e
diarréia sanguinolenta, sendo que 398 destas foram hospitalizadas. E. coli
0O157:H7 foi isolada de amostras de rabanete produzido em uma fazenda da
regiao (MISHINO et al.,, 1999), e os niveis de contaminacdao pelo patégeno
neste alimento eram muito baixos, de apenas 4UFC/25g do produto
(SHINAGAWA, 1997).

Em 2006 foram recolhidos espinafres comercializados em
supermercados de 23 Estados nos EUA apds a ocorréncia de um surto que
afetou aproximadamente 204 pessoas, resultando em 102 hospitalizacées,
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sendo confirmados 31 casos de HUS e trés mortes. Ao reconhecer a gravidade
do problema, o FDA publicou um aviso para que as pessoas nao ingerissem
espinafre fresco ou produtos que continham espinafre fresco. Coletas de dados
e andlises estatisticas realizadas pelo FDA e CDC relacionaram o centro de
processamento de vegetais “Natural Selection”, localizado em San Juan
Batista, na Califérnia, ao espinafre contaminado por E. coli O157:H7. Foi feito o
recolhimento de todo o espinafre produzido do dia 17 de agosto até 01 de
outubro de 2006 (FDA, 2007).

De julho a setembro de 2007, um surto associado a carne bovina
congelada contaminada por E. coli O157:H7 levou ao recolhimento do produto
em oito estados nos EUA, atingindo aproximadamente 40 pessoas. A bactéria
foi identificada pela técnica de PFGE apds ser isolada de fezes de pessoas que
apresentavam a doenca e da carne consumida, apresentando diferentes perfis
genéticos. (CDC, 2007).

No inicio de 2008 o Canada iniciou um grande recolhimento de
carne congelada e resfriada contaminada com E. coli O157:H7, produzida,
comercializada e distribuida de fevereiro a maio pelas empresas “Belmont Meat
Products Ltd.”, “Costco Wholesale”, “Steakhouse Beef Burgers” e “M&M Meat
Shops”. O alerta foi anunciado pela Agéncia Canadense de Inspecao de
Alimentos (CFIA) a partir do surgimento de pessoas doentes, cujo problema foi
associado ao consumo de carne (CFIA, 2008).

Atualmente os EUA passam por um surto provocado por E. coli
0157:H7 associado a carne bovina comercializada pela empresa “Kroger Co”.
O surto abrange os Estados de Indiana, Kentucky, New York, Georgia,
Michigan e Ohio, onde foram identificados 45 casos. Estudos epidemiol6gicos e
técnicas de caracterizagdo molecular estdo sendo utilizados no isolamento e
identificacdo do patégeno. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) confirmou que nao existem mais produtos contaminados nas
prateleiras das lojas, porém os consumidores devem ficar atentos ao estoque
gue possuem em casa, relacionando a empresa responsavel pela distribuicao
da carne contaminada, os lotes envolvidos no recolhimento dos produtos e as

datas de fabricagcdo em questdo (CDC, 2008).
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2.4Papel do bovino e outros animais na epidemiologia

E. coli é uma bactéria normal do trato gastrintestinal dos animais.
Eliminada nas fezes desses animais, pode contaminar o ambiente e se
disseminar (QUINN et al., 1994).

Através do contato com essas fontes ambientais ocorre a
contaminacao e posterior colonizacdo do trato intestinal dos mamiferos logo
apds o nascimento e permanece como membro importante da microbiota
indigena do intestino. Muitos sorotipos de E. coli sdo de baixa viruléncia, mas
podem causar infeccdes oportunistas quando localizadas extra-intestinalmente,
como na glandula mamaria e trato urinario (QUINN et al., 1994).

A auséncia de receptores vasculares para a verotoxina em bovinos
os tornam resistentes aos efeitos das toxinas produzidas por E. coli O157:H7
(PRUIMBOOM-BREES et al.,, 2000) e esta espécie animal é considerada
reservatério deste sorovar (BESSER et al., 2001).

Outros animais domésticos também tém sido apontados como
portadores deste patégeno, como ovinos (PAO et al., 2005), suinos (KIJIMA-
TANAKA et al., 2005) e aves domésticas (NOWAK et al., 2006).

As taxas de prevaléncia de E. coli O157:H7 em bovinos é
dependente da idade do animal e da estacdo do ano, notando-se que bezerros
apresentam a bactéria em numeros elevados e por um periodo de tempo mais
prolongado que os adultos. O nimero de células bacterianas em bovinos
também varia ao longo do ano, observando-se que mais de 80% podem se
infectar nos meses do verdao € menos de 10% no inverno (CALLAWAY et al.,
2002).

Nos Estados Unidos, as taxas de prevaléncia de E. coli O157:H7 em
vacas varia de 0,2% a 8,4%, de 1,6% a 3,0% em novilhas e de 0,4 a 40% em
bezerros com idade entre dois e 24 meses, podendo-se observar que a
contaminacao de carcacgas por fezes durante o abate ocorre frequentemente
(HUSSEIN & SAKUMA, 2005).

A disseminacao mundial de E. coli O157:H7 possivelmente indica
que este microrganismo estabeleceu um nicho ecolégico onde suas toxinas
podem aumentar a sobrevivéncia (ROWLANDS et al., 2007).
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Embora ndo existam dados sobre a prevaléncia de E. coli O157:H7
em bovinos no Brasil, muitos autores relatam a ocorréncia da bactéria em
alguns Estados. CERQUEIRA et al. (1999) avaliaram a ocorréncia de E. coli
0157:H7 em 197 bovinos leiteiros e de corte no Rio de Janeiro, e isolaram a
bactéria em 1,5% das fezes de animais sadios. No Estado de S&o Paulo, E. coli
0O157:H7 foi isolada de bovinos leiteiros jovens em 2005, com freqiéncia de
0,6% (IRINO et al., 2005) e, em 2008, de 442 amostras analisadas de fezes de
bezerros de propriedades leiteiras da regiao de Ribeirao Preto, SP, o sorovar
foi verificado em 0,45% (STELLA et al., 2008).

NAKASONE et al. (2005) obtiveram frequéncia de 0,5% em 100
amostras de fezes de bezerros analisadas em 2003 no Vietnam, sendo este o
primeiro relato do patégeno no pais.

MOBLEY et al. (2004) indentificaram a presenga de E. coli O157:H7
em 75% das 68 amostras de fezes de caprinos de corte de 12 propriedades na
Flérida, EUA. A presenca deste sorovar em percentual elevado sugere que
esta espécie possa constituir uma fonte potencial de E. coli O157:H7 em surtos
de origem alimentar associados ao consumo de carne caprina e derivados. Na
ocasido, os autores ressaltaram que o aumento verificado na oferta da carne
de caprinos e produtos derivados e sua maior aceitacdo pelos consumidores
tornaram urgente a adocao de medidas visando a seguranca microbiolégica e a
qualidade desses alimentos, tendo sugerido que investimentos na educacao
dos produtores e consumidores seriam medidas urgentes a serem
implementadas a fim de reduzir os riscos da ocorréncia de enfermidades
determinadas por E. coliO157:H7.

Durante a remocao da pele, a superficie externa das carcacas fica
exposta ao ambiente e as bactérias podem se aderir a superficie e serem
levadas para o interior da musculatura a partir de incisées ou cortes realizados
subsequentemente. Além disso, aerossoéis e poeira contaminados, gerados
pela remogdo da pele, podem contaminar as maos dos manipuladores e
favorecer o aumento da disseminacdo ambiental da bactéria, assim como
contribuir para maior contaminagéo cruzada durante o abate (BERSOT, 2001).

Na evisceracao, a contaminagdo se da mais comumente através do
rompimento de porgdes do trato gastrintestinal por facas e/ou outros objetos
perfuro-cortantes, ou quando ha extravasamento de conteudo fecal por ma
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oclusdo do reto ou pelo rompimento de visceras durante o tracionamento para
retirada do trato gastrintestinal. A musculatura ainda pode ser contaminada
devido a migracao de microrganismos do lumen intestinal para as grandes
massas musculares, devido a alteracdo de permeabilidade que pode ocorrer
quando ha evisceracao retardada (LOWRIE et al., 1969).

Finalmente, ha ainda que se considerar a contaminagao oriunda do
ambiente de processamento, através de contaminacao cruzada das carcacas
e/ou meias-carcagas com piso, paredes, superficie de contato, facas, maos e
agua (BERSOT, 2001; TUTENEL et al., 2003).

A presenca de E. coli O157:H7 na pele bovina representa um dos
principais riscos de contaminagdo em meias-carcacas. Nos matadouros-
frigorificos modernos sao poucas as falhas verificadas no processo de
evisceracao, o que contribui para reduzir os riscos de contaminacédo (TUTENEL
et al., 2003). Os matadouros-frigorificos norte-americanos tém feito mudancas
significativas em seu processo de produgcdo para reduzir a contaminagao e
aumentar a segurancga microbiologica da carne e de seus derivados (RENTER
et al., 2008). Estas intervengdes tém sido eficientes e reduzido os niveis de
contaminagao por E. coli O157:H7 no periodo “ante-mortem” (BARKOCY-
GALLAGHER et al., 2003).

O desenvolvimento de potenciais intervencdes pré-abate estao
sendo estudadas, como o uso de vacinas, probibticos, antibibticos,
antimicrobianos, bacteriéfagos, a mudanga na dieta do gado e um bom
gerenciamento desses animais (CALLAWAY et al., 2004).

Estratégias de avaliagdo e monitoramento da efetividade dos
procedimentos de controle de E. coli O157:H7 nas industrias de carne bovina e
sistemas comerciais de derivados carneos também estdo sendo propostas,
como a coleta de amostras individuais de fezes e pele antes do abate, para
identificar os bovinos que apresentam risco a seguranga alimentar
(STANFORD, 2005). O abate dos animais positivos seria realizado no ultimo
lote como forma de promover a redug¢do nas contaminacgdes por fezes ou pela
pele, gerenciando os potenciais riscos, como adotado para outros patégenos
(RENTER et al., 2008).

Objetivando avaliar a prevaléncia e os fatores de risco associados a
E. coli O157:H7 em bovinos no periodo “ante-mortem”, bem como a relacao
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entre os métodos de monitoramento do patégeno, RENTER et al. (2008)
conduziram um estudo em Alberta, EUA, nos periodos de julho a dezembro de
2003 e de abril a novembro de 2004. Foram coletadas amostras de fezes
frescas de piso e pele dos animais. Foram acompanhados 87 periodos “ante-
mortem”, de aproximadamente 27000 cabecas, no total, referentes a 44 lotes.
Durante o primeiro periodo, correspondente ao verdo, cujas temperaturas séo
mais altas, E. coli O157:H7 foi isolada em 39/44 lotes (88,6%), enquanto que
no segundo periodo, correspondente ao inverno, verificaram-se 24/40 (60%)
lotes positivos. Para os autores, um dos fatores relacionados foi a estagdo do
ano, que interfere na temperatura ambiente e na umidade do ar, que juntas
concorrem para aumentar as taxas de positividade de E. coli O157:H7. As
condicdes de manejo dos bovinos € 0 nimero de animais por lote também
influenciaram nos resultados.

Devido a implementacdo de programas de qualidade, incluindo
HACCP nos frigorificos da Sérvia, Europa, até o ano de 2007 nado haviam
dados que indicassem a ocorréncia de E. coli O157:H7 neste pais
(NASTASIJEVIC et al., 2008). Em estudo conduzido por NASTASIJEVIC et al.
(2008), objetivando estabelecer a freqtiéncia e os locais onde E. coli O157:H7
esta presente, foi analisada a pele de bovinos. O trabalho foi realizado em um
matadouro-frigorifico com capacidade de abate de 96 cabecas por dia, no
periodo de janeiro a abril de 2007. Foram colhidas 355 amostras de “swabs” de
diferentes regides da pele, imediatamente apds o atordoamento, antes da
sangria. A ocorréncia de E. coli O157 no total analisado foi de 28,2%, sendo
que na regiao das pernas foram obtidos os maiores percentuais, 11,3%, 0 que
provavelmente ocorre pelo fato dos animais se deitarem, entrando em contato
com fezes no piso do caminhdo ou dos currais, ou pelo contato pelas préprias
fezes quando defecam. A pele da maioria dos animais apresentava-se
extremamente suja e a ocorréncia do patégeno foi maior nessas amostras.

A ocorréncia de E. coli O157:H7 em matadouros-frigorificos bovinos
foi registrada por BARHAM et al. (2002), em percentual de 45%, e por
TUTENEL et al. (2003), de 56%. Variagcées nos resultados obtidos por outros
autores com relagdo a ocorréncia de E. coli O157 em pele bovina ocorrem,

geralmente em fungcdo da amostragem, ndmero de animais, superficie ou
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regiao da pele analisada, a origem do animal, a quantidade de fezes na pele
durante a coleta e a época do ano (NASTASIJEVIC et al., 2008).

A deposicao das fezes dos animais no solo pode contaminar aguas
superficiais e, considerando que E. coli e E. coli O157:H7 conseguem se
manter por longo periodo no esterco, os vegetais podem ser contaminados
através da adubacdo organica. A contaminagdo de frutas e hortalicas pode
ocorrer através da infiltracdo de aguas residuais, regada com agua
contaminada, fertilizagdo organica, presenca de animais contaminados na
propriedade. A contaminagédo também pode ocorrer nas operacdes de colheita,
preparacado para o mercado e distribuicdo, sendo a higiene dos funcionarios
fundamental para garantir a seguranca, pois pode haver contaminagao cruzada
a partir de produtos contaminados ou a partir do manipulador portador da
bactéria (ALMEIDA, 2005).

2.5Caracterizacao molecular de E. colie E. coli 0157:H7

Métodos baseados na analise do genoma como “fingerprint” de
DNA, Restriction Fragment Lenght Polimorfism (RFLP), analise de seqliéncias
repetitivas do genoma e analise da regido espacadora entre 0s genes
ribossomais (16S e 23S) através da técnica de PCR, Eletroforese de Campo
Pulsado (PFGE), oferecem a possibilidade de deteccdo de minimas variacoes
genéticas, permitindo a identificacdo de linhas clonais dentro das espécies
(MARTINS, 2000).

A descoberta de que o0s genomas procaridticos continham
sequéncias repetitivas de DNA expandiu as metodologias de biologia molecular
para estudos de variabilidade clonal em muitas espécies bacterianas, incluindo
E. coli (CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001). Algumas técnicas moleculares de
tipagem baseadas em PCR utilizam “primers” homélogos a essas seqgliéncias
que, apds a amplificacdo geram um perfil especifico para cada amostra
bacteriana (VERSALQOVIC et al., 1991).

Trés familias de sequéncias repetitivas de DNA sao estudadas mais
detalhadamente em E. coli (CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001).
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As “Sequéncias Palindrémicas Extragénicas Repetitivas” (REP)
possuem um numero de coépias que varia de 500 a 1000 em E. coli, as
“Sequiéncias Consensuais Intergénicas Repetitivas Enterobacterianas” (ERIC),
entre 30 e 50 copias em E. coli e o “Elemento BOX” (BOX), cujo numero de
cépias € semelhante ao observado nas sequéncias ERIC de E. coli (MARTIN et
al., 1992).

O numero de coépias de seqiéncias ERIC varia com a espécie. Em
E. coli, alguns autores estimam esse numero em 30 copias (DUCHAD et al.,
2003), enquanto que outros relatam numeros variando de 30 a 50 (MARTIN et
al., 1992). As sequéncias ERIC diferenciam-se de outras sequéncias repetitivas
presentes em variadas espécies e foram primeiramente descritas em E. coli,
Salmonella Typhimurium e demais membros da familia Enterobacteriaceae.
Estao presentes apenas em regides intergénicas, dentro de regides transcritas
(HULTON et al., 1991).

Segundo SILVEIRA et al. (2002), PFGE e RFLP estdo entre as
melhores técnicas de caracterizacdo molecular, por apresentarem grande
capacidade de diferenciacdo entre as amostras bacterianas analisadas, sendo
também as metodologias mais usadas. Porém, exigem DNA em grande
quantidade, sdo demoradas, requerem equipamentos caros e mao-de-obra
especializada.

A técnica de Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE) tem sido
utilizada no Japao desde 1996, quando foram registrados muitos surtos
alimentares causados por E. coli O157:H7 (WATANABE et al.,, 1996).
Atualmente é adotada como método de rotina para identificacao desta bactéria
nos laboratérios de pesquisa japoneses (PEI et al., 2007). No Japao, institutos
de saude municipais, centros de saude, Ministério da Saude e laboratérios
passaram a trabalhar unidos para estudar EHEC (WATANABE et al., 2002) e,
juntamente com outros sistemas internacionais, como a “Association of Public
Health Laboratories” (Pulsenet), ja identificaram surtos alimentares causados
por E. coli O157:H7 neste pais (TERAJIMA et al., 2002) e também Estados
Unidos, além de auxiliarem no recolhimento de alimentos contaminados
envolvidos em surtos (CDC, 2005).

Aproximadamente 2000 cepas de E. coli O157:H7 s&o identificadas

anualmente no Japao, pela técnica de PFGE (PEI et al., 2007). Em estudo
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conduzido por TERAJIMA et al. (2002) no Japdo, péde ser observado, em
casos esporadicos, cepas indistinguiveis de E. coli O157:H7 pela técnica de
PFGE. Por esta razao outros métodos de tipagem sao requeridos para melhor
discriminagao entre os isolados (PEI et al., 2007).

Uma técnica de tipagem que pode ser utilizada em associacédo a
técnica de PFGE é a “Andlise de Multiplos Locos do Numero Variavel de
Repeticoes em Tandem” (MLVA), dado alto poder de discriminacao de cepas
de E. coliO157:H7 em estudo realizado por PEI et al. (2007).

JOHNSON et al. (1995) utilizaram a técnica de PFGE na investigacao
epidemioldgica de dois surtos causados por E. coliO157:H7 em 1994 nos EUA,
que envolveram dois estados. Um total de 12 cepas de E. coli O157:H7
isoladas das amostras de carne crua ou mal passada, coletadas nas casas de
seis pacientes doentes que apresentavam a doenca causada por E. coli
0O157:H7, foram comparadas com 26 cepas de E. coli O157:H7 isoladas de
amostras de fezes dos pacientes. Em 12 cepas isoladas de carne e 23/26
cepas isoladas de pacientes foi obtido o mesmo perfil, dividido em 20
fragmentos. Os perfis de PFGE obtidos para as amostras dos trés outros
pacientes foram diferentes entre si e também do perfil majoritario entre as
amostras analisadas.

A técnica de REP-PCR é tida como uma metodologia extremamente
confidvel, reprodutivel, rapida e de alta capacidade discriminativa
(VERSALOVIC et al.,, 1994). Os fragmentos amplificados podem ser
visualizados em gel de agarose, produzindo perfis referidos como
“fingerprinting” genémico de Rep-PCR (VERSALOVIC et al., 1994). A técnica
permite a diferenciacdo bacteriana em niveis de espécies, subespécies, e
permite discriminar cepas de mesmo sorovar (RADEMAKER et al., 2003).

BROCCHI et al. (2006), objetivando realizar a tipagem em 49 amostras
aviarias patogénicas de E. coli e 30 cepas de E. coli nao-patogénicas pela
técnica de REP-PCR, isoladas de aves de corte em diferentes surtos de
septicemia, sindrome da cabeca inchada e onfalite, utilizaram a técnica de
REP-PCR. Foram formados perfis que variavam de 0 a 15 bandas, com pesos
moleculares entre 100pb e 6,1Kb. As 79 amostras foram separadas em 49
perfis distintos, ndo sendo discriminadas entre si cepas patogénicas de nao-
patogénicas. Os resultados do estudo mostraram ainda que apesar de a
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técnica de REP-PCR ter alta capacidade de discriminacao, nao foi observado o
agrupamento de amostras causadoras do mesmo tipo de doenca.

Métodos de tipagem tém sido relatados como metodologias bastante
consistentes para caracterizar cepas de E. coli de origem fecal no que se refere
a fonte destas bactérias (GUAN et al., 2002). MOHAPATRA et al. (2007),
objetivando diferenciar E. coli isoladas de fezes humanas, de animais
domésticos e selvagens, que contaminavam as aguas de quatro lagos em
British Columbia, Canada, utilizaram técnicas ERIC e BOX-PCR para realizar a
caracterizacdo molecular destes isolados. Foram analisadas 658 cepas
isoladas no periodo de junho de 2004 a dezembro de 2005. Destas, 552
produziram perfis de alta qualidade, com 92% de similaridade. As cepas foram
separadas em dois “clusters”, diferenciando as de fezes humanas das isoladas
de animais. Além da capacidade de discriminacdo dos métodos de
caracterizagao molecular utilizados, estes mostraram-se rapidos e praticos para
determinacao e identificacdo dos isolados de E. coli analisados.

MOHAPATRA (2008), objetivando diferenciar E. coli, de amostras de
fezes de aves, utilizando a técnica de (GTG)s, e compara-la as técnicas de
ERIC, BOX e REP-PCR, isolaram 573 cepas de amostras coletadas através de
“swabs”. Atraves da técnica de ERIC-PCR, foram obtidos os menores numeros
de fragmentos, de quatro a 13. Tanto REP-PCR, quanto BOX-PCR produziram
fragmentos que variavam de seis a 18. Utilizando a técnica de (GTG)s, foram
obtidos de dez a 25 fragmentos. As cepas foram separadas em dois grandes
agrupamentos, onde foram diferenciadas cepas isoladas de aves domésticas
das selvagens. O indice de similaridade obtido foi de 80%, e os resultados
obtidos neste estudo mostraram que a técnica de (GTG)s € promissora para a
rapida identificacao de E. coliisolada em fontes contaminadas por fezes.

Em estudo similar, DOMBEK et al. (2000), objetivando diferenciar
cepas de E. coliisoladas de fezes humanas e de animais em amostras da agua
de lagos em Minnesota, Estados Unidos, utilizaram as técnicas de REP e BOX-
PCR para caracterizacdo molecular de 208 cepas. Foram obtidos perfis em 125
isolados de E. coli pelas técnicas utilizadas. As de fonte humana se agruparam
em quatro “clusters” que, no entanto, também incluiram duas cepas de aves
aquaticas. Os outros isolados de fonte animal foram agrupados em quatro
“clusters” diferentes. O indice de discriminagdo das técnicas utilizadas para
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diferenciar cepas de E. coli de fonte humana, de vacas, ovelhas, patos, gansos
foi de 93,8%.

A técnica de ERIC-PCR tem sido utilizada por varios autores como
alternativa aos métodos de tipagem molecular convencionais para caracterizar
enterobactérias, em especial E. coli de origem aviaria, discriminando cepas
nao-patogéncias e patogénicas (SILVEIRA et al., 2002).

Utilizando a técnica de ERIC-PCR, VAN LITH & AARTS (1994) e
MILLEMAN et al. (1996) discriminaram Salmonella, porém BURR et al (1998),
utilizando os mesmos “primers” ndo conseguiram diferenciacéo dos sorotipos.

Dois estudos (JOHNSON & CLABOTS (2000) e JOHNSON et al.
(2001)) mostram que elevadas temperaturas de anelamento combinadas ao
uso de um “mix” comercial de PCR possibilitaram a capacidade de resolucao e
a reprodutibilidade dos “primers” ERIC2 e BOXA1R no rep-PCR. Objetivando
avaliar as diferentes técnicas de rep-PCR para discriminacao de Salmonella de
fontes de fezes humanas e animais, RASSCHAERT et al. (2005) utilizaram as
técnicas de ERIC-PCR, REP, BOX-PCR e (GTC)s. Com os “primers” ERIC1R e
ERIC2, foram obtidos perfis que variavam de 13 a 22 fragmentos, e foi
observado que elevadas temperaturas de anelamento, superiores a 70°C nao
geraram nenhum fragmento ao utilizar o “primer” ERIC2. Com os “primers”
REP1R e REP2I, foram formados perfis com cinco a 10 fragmentos, e a maioria
bem fracos. Com o “primer” (GTC)s foram formados de 11 a 16 fragmentos.
Com o “primer” BOXA1R os perfis consistiram em mais de 25 fragmentos, o
que fez com que a comparacédo visual entre os perfis formados se tornasse
muito dificil. O nimero maximo de bandas depende da resolucdo do sistema
eletroforético; quanto maior a resolucdo, mais fragmentos podem ser
separados e visualisados. Utilizando gel de agarose a 1,5%, a separacao a 20
cm ao longo do gel, como usado neste estudo, o limite maximo foi de
aproximadamente 20 fragmentos distintos. Com base no numero como critério
para selecao dos “primers”, foram consideradas a clareza das bandas e sua
distribuicdo ao longo do perfil, bem como a capacidade de discriminacédo de
cada “primer’. ERIC e (GTC)s foram escolhidos nas demais andlises do
trabalho. Utilizando os “primers” para ERIC, todos os perfis apresentaram um
fragmento de 250pb e foram agrupadas em cinco clusters, com coeficiente de
similaridade de 74%. Para o “primer” (GTC)s o coeficiente de similaridade
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obtido foi de 83% e ao analisar os dois “primers”, ERIC e (GTC)s, o coeficiente
de similaridade foi de 80%.

Foram utilizadas as técnicas de REP, BOX e ERIC-PCR em
experimento conduzido por NIKAM (2004), nos EUA, objetivando caracterizar
molecularmente 52 cepas de E. coli de origem aviaria e avaliar o desempenho
destas técnicas. Os perfis de REP-PCR de E. coli apresentaram de um a 13
fragmentos, tendo sido verificado 100% de polimorfismo entre as cepas
analisadas. Nao foram observados fragmentos comuns entre os perfis obtidos.
Pela técnica de BOX-PCR, os perfis que variavam de um a 11 fragmentos e, de
forma semelhante ao observado com REP-PCR, o polimorfismo foi de 100%.
Ja por ERIC-PCR, foram obtidos perfis com dois a 13 fragmentos, tendo
exibido também 100% de polimorfismo. Estes resultados mostraram a intensa
heterogeneidade, ou diversidade genética, das cepas E. coli isoladas de aves.

Com o objetivo de detectar a diversidade genética entre 50 cepas de
E. coliisoladas de aves com sinais de colibacilose e comparar os sorotipos O:H
com a viruléncia das cepas, MOURA et al. (2001) utilizaram as técnicas de
ERIC e REP-PCR, que mostraram grande capacidade de discriminacéo,
revelando a extensa diversidade genética entre E. coli aviaria. Através da
técnica de ERIC-PCR foram obtidos perfis que variavam de oito a 17
fragmentos, e pela técnica de REP-PCR, perfis com seis a 20 fragmentos. As
amostras foram agrupadas em quatro “clusters” principais, cada um com 60%
de similaridade tanto por ERIC-PCR quanto por REP-PCR, correspondendo a
cepas com diferentes graus de patogenicidade. Entretanto, 28/50 (56%) das
cepas patogénicas foram agrupadas em dois grupos externos a trés “clusters”
principais e 86% das cepas ndo-patogénicas foram agrupadas em um “cluster”
e um subgrupo. Os 32 sorotipos detectados foram distribuidos em todos os
“clusters” com diferentes perfis genéticos, entretanto cepas do mesmo sorotipo
tenderam a formar “clusters” com similaridade maior que 80%. Os resultados
obtidos permitiram os autores concluirem que nenhum sorotipo ou perfil
genético especificos € responsavel pela colibacilose.

JOHANSON & O’'BRYAN (1999), avaliaram as técnicas de BOX e
ERIC-PCR em diferentes condicoes de amplificacdo e desempenho das
mesmas para verificar as relagcbes genéticas em cepas de E. coli de uma

colecdo de cultura especifica, a ECOR (“The Escherichia coli Reference
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Collection”). Foram analisadas 15 cepas de E. coli pertencentes aos grupos
filogenéticos (A, B1, B2 e D). As técnicas de ERIC e BOX-PCR apresentaram
bons resultados para discriminacdo apenas das cepas do grupo filogenético A,
nao sendo eficientes para os demais grupos. Adicionalmente, o “primer” ERIC2
exibiu melhor capacidade de discriminacao pela técnica de ERIC-PCR.

OSEK (2002) estudou a relagao genética de cepas E. coli O157:H7
isoladas de suinos. De um total de sete isolados, quatro eram clones de um
grupo, embora estes isolados tenham sido coletados em diferentes fazendas
de criacao de aves. BOX-PCR apresentou-se como uma técnica sensivel o
bastante para revelar diferencas genéticas entre E. coli O157:H7 de origem
suina, além de ser uma ferramenta de diferenciacdo molecular rapida e
conveniente para diferenciacéo de E. colido mesmo sorogrupo.

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada para caracterizacao
epidemioldgica de 40 cepas enterotoxigénicas de E. coli isoladas de suinos
com diarréia e 13 cepas isoladas do ambiente de criatérios suinos por COSTA
et al. (2006). As amostras foram separadas em “clusters”, porém estes nao
eram relacionados aos fatores de viruléncia da bactéria, ndo tendo sido
demonstrado o poder discriminatério esperado da técnica de ERIC-PCR, pelos
autores.

Com o intuito de investigar a relacdo genética entre E. coli O157:H7
isolada de bovinos e de humanos na Franga, Italia e Espanha, GIAMMANCO et
al. (2002) estudaram 57 cepas isoladas de casos de pessoas com sindrome
urémico-hemolitica e diarréia, de “swabs” coletados do reto de bovinos. Através
da técnica de PFGE, foram obtidos 54 perfis que apresentavam de 13 a 22
fragmentos, que se agruparam em quatro “clusters”, apresentando alto poder
de discriminacdo. Esta técnica também possibilitou a demonstracdo da
transmissao horizontal de uma Unica cepa de E. coli O157:H7 isolada de duas
fazendas, assim como a caracterizacao de isolados relacionados a surtos
alimentares. Utilizando a técnica de ERIC-PCR neste estudo, trés principais
fragmentos e dois menores, de peso molecular entre 200 e 1300pb, foram
observados em todos os perfis obtidos, independentemente da origem das
cepas, 0 que tornou este método nao adequado para distinguir
epidemiologicamente cepas de E. coli O157:H7 nao relacionadas entre si.
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Em estudo conduzido por LING et al. (2000), 30 cepas de E. coli
0O157:H7 isoladas de hamburguer de frango e bovino foram caracterizadas por
ERIC-PCR. Cada isolado apresentou um perfil genético Unico, cujos
fragmentos eram diferentes em cada perfil, mostrando polimorfismo entre os
modelos estudados. A heterogenicidade genética de cepas E. coli O157:H7
obtida por ERIC-PCR neste estudo comprova a consideravel variacao genética
de E. coliO157:H7.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Verificar a diversidade genética de E. coli e E. coli O157:H7 em meias-

carcagas bovinas através de técnica de ERIC-PCR.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar os perfis de ERIC-PCR e sua distribuicdo em E. coli e E. coli
0O157:H7 isoladas de meias-carcacas bovinas quentes e resfriadas.

- Verificar a distribuicdo dos perfis de ERIC-PCR das bactérias em estudo em
dois matadouros-frigorificos de grande porte de Goiania.

- Verificar se a técnica constitui uma metodologia de tipagem satisfatéria para
caracterizacao epidemiolégica de E. coli e E. coli O157:H7 nas fontes em
estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Foram analisadas 111 cepas sendo que 90 eram E. coli com sorovar
nao identificado e 21 cepas de E. coli O157:H7, isoladas em 2004 de superficie
de meias-carcacas quentes e resfriadas de bovinos abatidos em dois
matadouros-frigorificos de grande porte localizados em Goiania-GO. As
amostras estavam estocadas a -20°C em Caldo Luria-Bertani (LB)
suplementado com 12% de glicerol.

Destas 90, 51 cepas de E. coli foram isoladas do matadouro-
frigorifico A, enquanto que 39 cepas foram isoladas do matadouro-frigorifico B.
No matadouro-frigorifico A, nove cepas pertenciam a trés meias-carcacas
quentes e 42 cepas pertenciam a sete meias-carcagas resfriadas. No
matadouro-frigorifico B, dez cepas foram isoladas de quatro meias-carcacas
resfriadas e 29 cepas foram isoladas de duas meias-carcacgas quentes.

Do total de 21 cepas de E. coli O157:H7, 15 pertenciam ao
matadouro-frigorifico A e seis cepas ao matadouro-frigorifico B. No matadouro-
frigorifico A, E. coli O157:H7 foi isolada de trés meias-carcacas quentes e de
seis resfriadas, enquanto que no matadouro-frigorifico B, trés cepas foram
isoladas de uma meia-carcaga quente e as outras trés cepas, de uma meia-
carcaca resfriada.

Foi utilizado o par de oligonucleotideos para E. coliO157:H7, com as
sequéncias ) AAGCTCCGTGTGCCTGAA ‘3) e (5
GTAGGGAAGCGAACAGAG ‘3) (WANG et al., 1997), cujo gene-alvo é o hlyA.

4.2 ERIC PCR

- Extracao do DNA

As culturas em estoque foram inoculadas em agar Mac Conkey para
certificacdo da pureza e incubadas a 37°C/24h. Uma col6nia lactose positiva de
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cada placa foi inoculada em 5mL de Caldo LB e incubada a 37°C/18h em
estufa BOD. Apds este periodo, foi centrifugada a 10.000rpm/20min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 567uL de
tampao tris EDTA (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) para extracdo do DNA
gendmico, realizado pela metodologia descrita por ALSUBEL et al. (1992) com
algumas modificagdes (NUNES, 1999).

Apoés ser seco ao ar, o “pellet” de DNA obtido foi solubilizado em 100uL
de tampao TE (pH 8,0) e armazenado a -20°C.

A qualidade e a concentracdo do DNA foram verificadas em gel de
agarose a 0,8% em 0,5XTBE. A eletroforese foi realizada a 80V/1h, em tampéo
0,5XTBE (pH 8,0). O gel de agarose foi corado com brometo de etidio
(0,5mg/L) e visualizado em luz UV e posteriormente fotografado para
documentagéo.

A partir das concentragcdes estimadas através de comparacgao visual com
diluigbes do A-DNA em concentragbes conhecidas, foram preparadas diluigdes
do DNA tampéo TE (pH 8,0) de forma a se obter 100ng/5uL para amplificagéao.

- Reacao de PCR

A técnica de ERIC-PCR foi realizada em conformidade com o proposto por
VERSALQOVIC et al. (1991). Para amplificagao foi utilizado o par de “primers” ERIC1R (5-
ATGTAA GCT CCT GCG GAT TCA C-3) e ERIC2 (5-AAF TAA GTG ACT GCG GTG AGC G-
’3) (INVITROGEN).

A mistura da reagéo consistiu em 100ng de DNA, tamap de PCR 1X, dNTP, Taq

DNA Polimerase Recombinante Brasileira.

A amplificacdo foi realizada em termociclador com desnaturacdo inicial a
95°C/7min, seguindo 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C/1min, anelamento a 52°C/1min e
extensdo a 65°C/8min.

Ap6s a amplificacdo, os fragmentos foram separados por
eletroforese em agarose a 1,2% com tampao 0,5 X TBE (pH 8,0), com corrida a
20V/15h. O gel foi corado com brometo de etidio (5mg/L), visualizado em luz

UV e posteriormente fotografado para documentacao.
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O peso molecular (PM) dos fragmentos foi calculado com o
programa “Quantity One”. Baseado no numero e tamanho dos fragmentos
foram estabelecidos os perfis. Variacbes na intensidade do fragmento néo
foram consideradas como fragmentos diferentes.

A construcado do dendrograma foi feita a partir da introducédo da matriz
com oS numeros equivalentes aos fragmentos de cada perfil no programa

NTSYS. O coeficiente utilizado foi 0 de pareamento simples.

4.3 Analise estatistica

O indice de discriminacao (ID) da técnica foi calculado de acordo com o
indice de diversidade de Simpson, conforme descrito por HUNTER & GASTON
(1998).

As relagcdes genéticas e as divergéncias e as divergéncias entre os perfis
foram calculados a partir de uma matriz de distancia genética, definida com
base na semelhanca entre os diferentes “fingerprints” e representada em um
dendrograma construido com o método de analise “Neighbor-joining algoritm”
(KUMAR et al., 1996).

Os dados obtidos nos diferentes perfis, no total de cepas, bem como em
cada origem, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA “two-way”) e

teste t de Student bi-caudal.
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5. RESULTADOS

5.1 Perfis de ERIC-PCR em E. coli

Os perfis foram identificados com a letra P seguida do numero.
Deve-se ressaltar que, embora tenham sido identificados 40 perfis, no total
analisado, designados de P1 a P40, os obtidos em E. coli O157:H7 serao
tratados no item 5.2.

A Tabela 1 apresenta a distribuicao dos perfis de ERIC-PCR de E.
coli isoladas de superficie de meias-carcagas bovinas. Pode-se observar que
as 90 amostras analisadas disribuiram-se em 32 perfis, tendo sido verificadas
duas ndo-tipaveis (NT).

No total da amostragem foram obtidas freqtiéncias de ocorréncia
que variaram de 1,11% a 12,22% nos diferentes perfis. Assim, os perfis P1 e
P2 foram apresentados por 11/90 (12,22%) amostras, cada, P9 em 03/90
(3,33%), P10 e P11 em 02/90 (2,22%), cada, P5 e P6 em 05/90 (5,55%), cada,
e os perfis P23, P27 e P36 em 01/90 (1,11%), cada.



48

TABELA 1 — Distribuicao dos perfis de ERIC-PCR em E. coliisoladas de
superficie de meias-carcagas bovinas. Goiania, 2008

PERFIS DE ERIC-PCR N. %

MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS

P1 11/90' 12,22
P2 11/90 12,22
P18 01/90 1,11
P19 01/90 1,11
P9 03/90 3,33
P10 02/90 2,22
P11 02/90 2,22
P5 05/90 5,55
P21 01/90 1,11
P22 01/90 1,11
P12 02/90 2,22
P13 02/90 2,22
P23 01/90 1,11
P14 02/90 2,22
P25 01/90 1,11
P6 05/90 5,55
P27 01/90 1,11
P15 02/90 2,22
P32 01/90 1,11
P33 01/90 1,11
P36 01/90 1,11
P7 04/90 4,44
MEIAS-CARCAGAS QUENTES
P8 03/90 3,33
P3 08/90 8,88
P16 02/90 2,22
P4 07/90 7,77
P26 01/90 1,11
P30 01/90 1,11
P35 01/90 1,11
P38 01/90 1,11
P17 02/90 2,22
P39 01/90 1,11
NT 02/90 2,22

1. Numero de cepas pertencentes ao perfil sobre o total de cepas analisadas

A Tabela 2 apresenta a distribuicado dos perfis de ERIC-PCR no
total de amostras de E. coli isoladas no total de superficies de meias-carcagas.
As amostras de E. coli isoladas de meias-carcacas resfriadas se distribuiram
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em 22 perfis, enquanto que as quentes em dez, devendo-se observar que duas
cepas nao-tipaveis foram identificadas.

Nas amostras isoladas de meias-carcacas resfriadas, foram
observadas freqiiéncias de ocorréncia variando de 1,64% a 18,03% nos
diferentes perfis. Assim, P1 e P2 foram apresentados por 11/61 (18,03%),
cada, P5 e P6 em 05/61 (8,20%), P7 em 04/61 (6,56%), P9 em 03/61 (4,92%),
02/61 (3,28%) classificaram nos perfis P10, P11, P12, P13, P14, P15, enquanto
que nos perfis P18, P19, P21, P22, P23, P25, P27, P32, P33, P36 foi verificada
a ocorréncia de 01/61 (1,64%) amostra cada.

Ja nas amostras de E. coli isoladas de meias-carcacas quentes
foram obtidos percentuais variando de 3,45% a 27,59% nos diferentes perfis,
tendo sido observado o predominio do P3, descrito em 08/29 (27,59%),
seguindo-se o0 P4, em 07/29 (24,14%), o P8 em 03/29 (6,90%), enquanto que o
01/29 (3,45%) se distribuiram nos perfis P26, P30, P35, P38 e P39.
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TABELA 2 Distribuigdo dos perfis de ERIC-PCR em E. coli isoladas de

superficie de meias-carcagas bovinas quentes e resfriadas.
Goiéania, 2008

PERFIS N. Y%

MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS
P1 11/55' 20,0
P2 11/55 20,0
P18 01/35 2,85
P19 01/35 2,85
P9 03/55 5,45
P10 02/55 3,63
P11 02/55 3,63
P5 05/55 9,09
P21 01/35 2,85
P22 01/35 2,85
P12 02/35 5,71
P13 02/35 5,71
P23 01/55 1,81
P14 02/55 3,63
P25 01/55 1,81
P6 05/55 9,09
P27 01/55 1,81
P15 02/35 5,71
P32 01/35 2,85
P33 01/55 1,81
P36 01/55 1,81
P7 04/35 11,42

MEIAS-CARCAGAS QUENTES
P8 03/35 8,57
P5 08/35 7,77
P16 02/35 5,71
P30 01/35 2,85
P4 07/55 12,72
P26 01/55 1,81
P35 01/35 2,85
P38 01/35 2,85
P17 02/35 5,71
P39 01/55 1,81
NT 02/35 5,71

1. Numero de cepas pertencentes ao perfil sobre o total de cepas analisadas

Na Tabela 3 podem ser verificados os perfis de ERIC-PCR

obtidos no total de amostras de E. coli isoladas de superficie de meias-

carcagas quentes e resfriadas de cada matadouro-frigorifico. As isoladas de
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superficies de meias-carcacas dos matadouros-frigorificos A e B se

distribuiram em 16 perfis.

TABELA 3 - Distribuicdo dos perfis de ERIC-PCR em E. coli isoladas de
superficie de meias-carcacas quentes e resfriadas, segundo o

matadouro-frigorifico. Goiania, 2008

PERFIL N. % N.* %*
MATADOURO-FRIGORIFICO A TOTAL
MEIAS-CARCAGCAS QUENTES

P4 07/09 77,78 07/55 12,72
P26 01/09 11,11 01/55 1,81
P39 01/09 11,11 01/55 1,81
MEIAS-CARCAGAS RESFRIADAS
P1 11/46 23,91 11/55 20,0
P2 11/46 23,91 11/55 20,0
P9 03/46 6,52 03/55 5,45
P10 02/46 4,35 02/55 3,63
P11 02/46 4,35 02/55 3,63
P5 05/46 10,87 05/55 9,09
P23 01/46 2,17 01/55 1,81
P14 02/46 4,35 02/55 3,63
P25 01/46 2,17 01/55 1,81
P6 05/46 10,87 05/55 9,09
P27 01/46 2,17 01/55 1,81
P33 01/46 2,17 01/55 1,81
P36 01/46 2,17 01/55 1,81
MATADOURO-FRIGORIFICO B TOTAL
MEIAS-CARCACAS QUENTES
P8 03/20* 15,00 03/35* 8,57
P3 08/20 40,00 08/35 22,85
P16 02/20 10,00 02/35 5,71
P30 01/20 5,00 01/35 2,85
P35 01/20 5,00 01/35 2,85
P38 01/20 5,00 01/35 2,85
P17 02/20 15,00 02/35 5,71
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS
P18 01/15 6,67 01/35 2,85
P19 01/15 6,67 01/35 2,85
P21 01/15 6,67 01/35 2,85
P22 01/15 6,67 01/35 2,85
P12 02/15 13,33 02/35 5,71
P13 02/15 13,33 02/35 5,71
P15 02/15 13,33 02/35 5,71
P32 01/15 6,67 01/35 2,85
P7 04/15 26,67 04/35 11,42

*Relagdo as amostras totais no determinado Frigorifico

**Consideram-se 2 amostras NT (n&o tipaveis) no total de isolados de meias-carcagas quentes
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No Quadro 1 esta descrita, detalhadamente, a distribuicdo dos
perfis de ERIC-PCR de E. coli isoladas de superficie de meias-carcacas
quentes e resfriadas, nos matadouros-frigorificos A e B, enquanto que nos
Quadros 2 e 3 pode-se acompanhar a distribuicdo dos perfis de E. coli obtidos
individualmente nas meias-carcagas positivas para E. coli nos matadouros-
frigorificos A e B.

Considerando o total de amostras de E. coli isoladas de meias-
carcagas quentes do matadouro-frigorifico A, os 16 perfis foram obtidos em
percentuais que variaram de 1,81% a 20%, devendo-se ressaltar que P1 e P2
foram apresentados por 11/55 (9,09%), cada. Os demais apresentaram-se
distribuidos em um nimero menor de amostras.

Ainda na Tabela 3 verifica-se que as amostras isoladas de
superficie de meias-carcagcas quentes do matadouro-frigorifico A, se
classificaram em trés perfis com o predominio do P4, descrito em 07/99
(77,78%) amostras, enquanto que P26 e P39 foram verificadas em 01/09
(11,11%).

Ja nas amostras isoladas de superficie de meias-carcacgas
resfriadas do matadouro-frigorifico A foram obtidos 13 perfis, com percentuais
variando de 2,17% a 23,91%. Foi observado o predominio dos perfis P1 e P2,
exibidos em 11/46 (23,91%) amostras de E. coli, seguido dos perfis P5 e P6 em
05/46 (10,87%) cada, P9 em 03/46 (6,52%), enquanto que os perfis P10, P11 e
P14 em 02/45 (4,35%) cada, e 01/46 (2,17%) se distribuiram nos perfis P23,
P25, P27, P33 e P36.

Quanto ao total de amostras isoladas de superficie de meias-
carcacgas do matadouro-frigorifico B, pode-se verificar, na Tabela 3, que nos 16
perfis obtidos foram observados percentuais variando de 2,85% a 11,42% e o
predominio dos perfis P3 e P7, apresentados por 08/35 (22,85%) e 04/35
(11,42%) amostras, respectivamente. Os demais consistiram em perfis de
menor ocorréncia, devendo-se observar que duas amostras foram nao-tipaveis.

As amostras isoladas de meias-carcagas quentes do matadouro-
frigorifico B se classificaram em sete perfis e seus respectivos percentuais

variaram de 5% a 40%. Foi observado o predominio do perfil P3, em 08/20
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(40%), enquanto que P8 foi apresentado por 03/20 (15%), P16 e P17 em 02/20
(10%) e 01/20 (5%) se distribuiram os perfis P30, P35 e P38.

Ja as amostras isoladas de meias-carcacas resfriadas deste
mesmo estabelecimento apresentaram nove perfis distribuidos em percentuais
variando de 6,67% a 26,67%. Foi observado predominio do perfil P7, descrito
em 04/15 (26,67%) amostras. Os perfis P12, P13 e P15 foram exibidos por
02/15 (13,33%) e 01/15 (6,67%) se distribuiram nos perfis P18, P19, P21, P22
e P32.

Foram obtidos seis perfis com seis e 13 fragmentos, trés com 15,
16 e quatro fragmentos, quatro perfis com 12 e oito fragmentos, dois perfis com

18 e dois fragmentos, um perfil com 14, nove, sete, cinco e um fragmento.
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QUADRO 1 Perfis de ERIC-PCR em E. coli isoladas de superficie de meias-
carcagas quentes e resfriadas, nos matadouros-frigorificos A e B.

Goiania, 2008

FONTE

PERFIL

N. PERFIS

PERFIS

TOTAL DE MEIAS CARCA(}AS
(14)"*  (90)

MEIAS-CARCACAS QUENTES (5)
(38)

MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS
(11) (52)

32

15

17

P1(3)*, P8(1), P2(4), P
P19(1), P9(1), P10
P5(1), P21(1), P22(1
P12(1), P13(1), P
P14(1), P24(1),
P26(1), P27(1),
P32(1), P33(1),
P38(1), P17(1

18(1), P3(1),
(1),
16(

23

,P11(1
P16(1
1
6(1
5(1
(
1

(1) )
(1), ),
4(1) )
P25(1 ),
P3
P3

),
0(1),
5(1),
9(1), P7(1).

(1), P39(1

NT(1)
,P3(1) P19(1),
), P4(1), P25(1),

P8(1), P18(1)
P16(1), P13(1
P31(1), P35( ),
P39(1), P7(1)
0(1
),
),

),

P2
P
P
P),

(1
]
1
(1

P26(1), P30(1),
P38( ), P17(1),
P1(3), P2(4), 9(1) P1 P11(1),
P5(1), P21(1), P22(1), P12(1),
P23(1), P14(1), P6(1), P27(1),
P15(1), P32(1), P33(1), P36(1)

):
P
P

MATADOURO-FRIGORIFICO A

(7) (42)

P1(3), P2(4), P9(1), P10(1), P11(1),
e P5(1), P4(1), P6(1), P26(1), P27(1),
MEIAS-CARCAGAS (9)" (51) 13 P36(1), P37(1), P39(1)
P4(1), P26(1), P39(1)
MEIAS-CARCAGCAS QUENTES (3) 3
9)
P1(3), P2(4), P9(1), P10(1), P11(1),
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS 10 P5(1), P23(1), P6(1), P27(1), P36(1)

MATADOURO-FRIGORIFICO B

P8(1), P18(1), P3(1), P19(1), P21(1),
MEIAS-CARCAGAS (5) " (39)° 19 P22(1), P16(1), P12(1), P13(1),
P14(1), P25(1), P30(1), P15(1),
P32(1), P 3(1), P35(1), P38(1),
17(1), P7(1)
P8(1), P18(1 ) P3(1), P19(1), P16(1),
MEIAS-CARCAGAS QUENTES 12 P13(1), P25(1), P30(1), P35(1),
(@) P38(1), P17(1), P7(1), NT(1)
P21(1), P22(1), P12(1), P14(1),
RESFRIADAS (4) (10) 7 P15(1), P32(1), P33(1)

PO~

Numero de meias-carcagas positivas para E. coli

Numero total de isolados submetidos do ERIC-PCR

Presenca de uma mesma meia-carcaga positiva quente e resfriada
Numero de meias-carcagas pertencentes ao perfil
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5.2 Perfis de ERIC-PCR em E. coliO157:H7

Os perfis de E. coli O157:H7 foram identificados com as letras PP
seguidas do numero. Na Tabela 4 podem ser verificados os perfis de ERIC-
PCR em E. coli O157:H7 no total analisado e nas amostras isoladas de
superficie de meias-carcacas nos dois matadouros-frigorificos. Foram obtidos
quatro perfis de E. coli O157:H7 nas meias-carcacas quentes e nas resfriadas,
ressaltando-se que cinco nao-tipaveis foram verificadas nestas ultimas.

Considerando os dados obtidos na Tabela 4, verifica-se que no total
de amostras isoladas de superficies de meias-carcacas do matadouro-
frigorifico A, as 15 cepas analisadas se distribuiram em seis perfis, em
percentuais variando de 6,67% a 40,02%, tendo predominado o perfil PP1,
apresentado por 06/15 (40,02%) e os demais foram de menor ocorréncia. O
perfil PP3, em 02/12 (16,67%) e PP4, em 01/12 (8,33%). Nas isoladas das
resfriadas, os perfis PP1, PP3 e PP4 foram exibidos em 06/12 (50%), 02/12
(16,67%) e 01/12 (8,33%), respectivamente.

Quanto ao total de amostras de E. coli O157:H7 isoladas em
superficies de meias-carcagas do matadouro-frigorifico B, as seis analisadas se
distribuiram nos perfis PP2 e PP5, com predominio do primeiro, apresentado
por 03/06 (60%) amostras, notando-se que as demais foram nao-tipaveis. Ja o
perfil PP5 foi exibido por 01/06 (16,67%) amostra.

No Quadro 4 esta descrita, detalhadamente, a distribuicao dos perfis
de ERIC-PCR de E. coli O157:H7 isoladas de superficie de meias-carcacas
quentes e resfriadas, nos matadouros-frigorificos A e B, enquanto que nos
Quadros 2 e 3 pode-se acompanhar a distribuicdo dos perfis de E. coli
0O157:H7 obtidos individualmente nas meias-carcagas positivas para E. coli
0157:H7 nos matadouros-frigorificos A e B.

No total de amostras de E. coli O157:H7 analisadas, os perfis PP6,
PP7, PP8 e PP5 foram apresentados pelas isoladas de meias-carcacas
quentes, enquanto que PP1, PP3, PP4 e PP2 apenas nas resfriadas. Forma
semelhante ao verificado com os perfis de E. coli O157:H7, que mostraram-se

exclusivos a este sorovar e também foram especificos de cada fonte.
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TABELA 4 - Distribuicao dos perfis de ERIC-PCR em E. coli O157:H7 isoladas
de superficie de meias-carcagas bovinas. Goiania, 2008

PERFIL N. % N.* %*
MATADOURO-FRIGORIFICO A TOTAL
MEIAS-CARCAGCAS QUENTES

PP6 01/03 33,33 1/15 6,67

PP7 01/03 33,33 1/15 6,67

PP8 01/03 33,33 1/15 6,67
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS

PP1 06/12** 50,00 06/15 40,02

PP3 02/12 16,67 02/15 13,34

PP4 01/12 8,33 01/15 6,67
MATADOURO-FRIGORIFICO B TOTAL
MEIAS-CARCAGCAS QUENTES

PP5 01/01 100.00 01/06 16,67
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS

PP2 03/05*** 60,00 03/06 50,00

*Relacédo as amostras totais no determinado Frigorifico

**Consideram-se 3 amostras NT (n&o-tipaveis) no total de isolados de meias-carcacas
resfriadas

***Consideram-se 2 amostras NT (n&o-tipaveis) no total de isolados de meias-carcagas
resfriadas
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QUADRO 2 — Identificacdo das amostras de E. coli e E. coli O157:H7 isoladas

de meias-carcagas quentes e

resfriadas dos matadouros-

frigorificos A e os perfis de ERIC-PCR obtidas. Goiania, 2008

MEIAS-CARCAGAS AMOSTRA | PERFIL ERIC

16 Q10-1 C nt P4

16 Q 10-1 C n2 P4

16 Q 10-1 A n1 P4

16 Q 10-1 C n2 P4

16Q 16 Q 10-1 C n P4
16 Q 10-1 A n1 P4

QUENTES 16 Q10-1 An2 P4
16 Q 10-2 An3 PP7
17Q 17 Q2 C n1 PP6
71Q 71 Q2 Ant PP8
73Q 73 Q2 An2 P39
19Q 19Q2Cn2 P26
18 F 10-2 T1 B nt P5

18 F10-2T1 Bn2 P10

18 F10-2T1 Ant P10

18 F 10-1 T1 D n1 P5

18 F 10-2 T1 B n1 P11

18F 18 F 10-2 T1 B n1 P11
18 F 10-2 C n1 P5

18 F10-2C n2 P5

18 F10-2T1 Ant P5

18 F10-2T1 D n3 NT

18 Fo Bn2 P27

19 F2 B'n2 PP3

19 F2 n2 P6

19F 10-1 C n1 P6

19F 19F 10-1 Cn2 P6
19 F 10-1 Cn3 PP3

19 F2 B n1 P6

RESFRIADAS 19 F2Bn2 P6
28F 10-3T2B n2 PP1

28 F 10-2 PP4

28F 10-3 P2

28F 10-3 P2

28F 10-3 P2

28F 10-3T1 Cn2 P23

28 F10-3T1 E n1 P2

28 F 10-3T1 En2 P1

28F 28 F 10-1 T1 C nt P1
28F 10-1 T1 Cn2 P2

28F 10-1 T1 Cn3 P1

28 F10-3 T2 B n1 P1

28 F 10-3T2Bn2 P1

28 F 10-1 T1 Bn2 P1

28 F 10-1 T1 C nt P1

28F 10-1 T1 Cn2 P1

28 F 10-1 T1 C nt P2

Continua...
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Continuagao.

QUADRO 2 — Identificacdo das amostras de E. coli e E. coli O157:H7 isoladas
de meias-carcacas quentes e resfriadas dos matadouros-
frigorificos A e os perfis de ERIC-PCR obtidas. Goiania, 2008

MEIAS-CARCACAS AMOSTRA | PERFIL ERIC

29F 10-2 T1 B nt PP1

29 F10-3 T2 E nt PP1

29F 10-2 T1 n2 PP1

29F 10-2 PP1

29F 29 F 10-1 T1A nt P2
29 F10-1 T1 An2 P2

29 F10-1 T1 B nt PP1

29 F10-1 T1 Bn2 P1

29 F10-2T1 Anf P1

48 F 10-1 B n2 P2

48F 48 F 10-1 C n1 NT
48F 10-1 A P36

61 F2 En2 P9

61F 61 F2 nt P9
61 F2 B’ nt P9

63F 63 F2 A | NT
66 F2 D ni P2

66F 66 F2 A n2 P2
66 F2 E nt P1

*E. coli O157:H7 assinaladas em Vermelho.
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QUADRO 3 — Perfis de ERIC-PCR em E. coli e E. coli O157:H7 isoladas de
meias-carcacgas quentes e resfriadas do matadouro-frigorifico B.

Goiania, 2008
MEIAS-CARCACAS AMOSTRA PERFIL
8Q 8QAnN2 P30
41 Q2 An2 P3
41 Q2 An3 P17
41 Q2 C n2* PP5
41 Q2 A n1 P17
41 Q2 A nf P38
41 Q2 A P3
41 Q2 A P3
41 Q2 A P3
41 Q2 A P3
41 Q2 An2 NT
QUENTES 41 Q2 An3 P3
41Q 41 Q2B NT
41 Q2 B n2 P8
41 Q2 B’ n1 P8
41 Q2 B’ n2 P8
41 Q2 A n1 P16
41 Q2 A n2 P3
41 Q2 A n2 P16
41 Q2 Cni P35
41 QB NT
41 QB NT
41 Q2 An2 P3
41 F2Cn2 P7
41 F2Cn2 P7
41 F2 B n1 P7
41 F2 Ant P7
41F 41 F2 An3 P25
41 F2 An3 P18
RESFRIADAS 41F2 (B) P13
41F2 A P13
41 F2 B n2 P19
44F 44 F2 A n2 P32
45F2 (B) PP2
45F 45F2 (B) PP2
45F2 B PP2

*E. coli O157:H7assinaladas em Vermelho.
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QUADRO 4 - Distribuicdo dos perfis de ERIC-PCR em E. coli O157:H7 de
superficie de meias-carcacas quentes e resfriadas, segundo o
matadouro-frigorifico. Goiania, 2008

RESFRIADAS (7) (15)

PERFIS
FONTE '
PEREIS PERFIS
PP1(2), PP2(1), PP3(1), PP6(1),
TOTAL DE(?’:'?V?ZS{%ARCAQAS 8 PP7(1), PP4(1), PP8(1), PP5(1), NT(4)
ME'AS'CARCA%\)S QUENTES (4) | 4 PP6(1), PP7(1), PP8(1), PP5(1), NT(3)
MEIAS-CARCACAS PP1(2), PP2(1), PP3(1), PP4(1), NT(3:
4

18F, 48F, 63F )

MATADOURO-FRIGORIFICO A

MEIAS-CARCAGCAS (10) (10)

PP1(2), PP3(1), PP6(1), PP7(1),

(6) (7)

6 PP4(1), PP8(1), NT(3)
MEIAS-CARCA%\)S QUENTES (4) 3 PPB(1), PP7(1), PPE(1)
MEIAS-CARCACAS RESFRIADAS 3 PP1(2), PP3(1), PP4(1), NT(3)

MATADOURO-FRIGORIFICO B

MEIAS-CARCAGCAS (6) (2)

PP2 (1), PP5(1), NT(1)

MEIAS-CARCAGAS QUENTES (3)
(1)

PP5(1), NT(1)

MEIAS-CARCAGCAS RESFRIADAS
(3) (1)

1

PP2 (1)

1.Numero total de meias-carcacgas positivas para E. coli O157:H7

2.Numero total de cepas tipadas
3.Numero de meias-carcagas positivas
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5.3 Relacbes genéticas entre as amostras de E. coli e E. coli O157:H7

Visando estabelecer as relagdes genéticas existentes entre as
amostras, foi utilizado o coeficiente de pareamento simples para a andlise dos
dados, tendo sido construido um dendrograma de similaridade (Figura 1) a
partir dos 40 perfis gerados nas amostras de E. coli e E. coli O157:H7 isoladas
de 20 meias-carcagas quentes e resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B.

A similaridade entre os 40 perfis de E. coli e E. coli O157:H7 variou
de 73,60% a 97,70%.

Os perfis foram divididos em dois grupos, Gl e Gll, com similaridade
acima de 73,60%. O Grupo Gll foi representado apenas por um perfil P22,
representado por cinco cepas de E. coli isoladas de meias-carcacas resfriadas
do matadouro-frigorifico A.

O grupo Gl foi divido em dois subgrupos, Gl.1 e Gl.2, com
similaridade de 75,60%, no qual o perfil Gl.2 foi representado apenas pelo perfil
P40, com total de quatro cepas de E. coli isoladas de meias-carcagas
resfriadas do matadouro-frigorifico B. O subgrupo Gl.1 foi dividido em trés
“clusters”, A, B e C, com similaridade de 77,30% para os dois primeiros e de
76,80% para o C.

O “cluster” C foi dividido em um “subcluster”, representado pelos
perfis P30, P31, P215 e P33, com similaridade de 84,30%. Estes perfis
correspondem a meias-carcacas quentes e resfriadas do matadouro-frigorifico
A. Ja o “cluster” B também foi dividido por um “subcluster”, com similaridade de
85,50%, representado pelos perfis P10, P11 e P5, com total de nove cepas,
todas isoladas de meias-carcagas resfriadas do matadouro-frigorifico A.

As amostras que formam os perfis agrupados em Gl, Gll, Gl.2, Gl.1 e
os “clusters” B e C representam apenas 27,93% das amostras. O restante,
72,07%, esta agrupado no “cluster” A, o qual engloba um clone.

O “cluster” A foi dividido em trés “subclusters”, A1, A2 e A3, com
similaridade de 80,80%, sendo que os dois ultimos foram representados por um
perfil cada, P18 e P2, respectivamente.

O “subcluster” A1 foi subdividido em dois novos agrupamentos, A1.1
e A1.2, com similaridade de 81,50%.
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Quando analisados apenas os perfis gerados nas amostras de E. coli
0O157:H7 isoladas de meias-carcagas quentes e resfriadas dos matadouros-
frigorificos A e B, pode-se observar as relagbes genéticas existentes entre as
mesmas, como mostrado na Figura 2. Neste dendrograma de similaridade
também foi utilizado o coeficiente de pareamento simples para a andlise dos
dados.

A similaridade entre os sete perfis de E. coli O157:H7 variou de
78,00% a 93,00%.

Os perfis foram divididos em dois grupos, GRI e GRIl, com
similaridade de 79,80%. O Grupo GRII foi representado pelos perfis P28 e P31,
identificados por cepas de E. coli O157:H7 isoladas de meias-carcagas
resfriadas e quentes, respectivamente, do matadouro-frigorifico A. A
similaridade entre estes perfis foi de 83,70%.

O grupo GRI foi divido em dois subgrupos, GRI.1 e GRI.2, com
similaridade de 80,70%. O subgupo GRI.1 foi representado apenas pelo perfil
PP5, identificado em uma meia-carcaca quente do matadouro-frigorifico B. O
subgrupo GRI.2 foi dividido em dois “clusters”, GR.a e GR.b, com similaridade
de 84,00%, no qual o perfil GR.b foi representado apenas pelo perfil PP2, com
total de trés cepas de E. coli O157:H7 isoladas de meias-carcacas resfriadas
do matadouro-frigorifico B. O “cluster” GR.a foi dividido em dois “subclusters”,
C e D, com similaridade de 86,40% para o C, representado apenas pelo perfil
PP8, e de 87,20% para o D.

O “cluster’ D foi novamente dividido em um agrupamento,
representado pelos perfis PP1 e PP6, com similaridade de 93,00%. Estes perfis
correspondem a meias-carcacas resfriadas e quentes, respectivamente, do

matadouro-frigorifico B.
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FIGURA 1 - Dendrograma obtido pela técnica de ERIC-PCR em
cepas de E. coli e E. coli O157:H7 isoladas de meias-carcacas quentes e
resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B. Goiania, 2008
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FIGURA 2 - Dendrograma obtido pela técnica de ERIC-PCR em
cepas de E. coliO157:H7 isoladas de meias-carcacas quentes e resfriadas dos
matadouros-frigorificos A e B. Goiéania, 2008



6. DISCUSSAO

6.1 Perfis de ERIC-PCR em E. coli

A discriminagdo obtida com a técnica de ERIC-PCR foi bastante
satisfatoria no total analisado de E. coli e E. coli O157:H7, independente do
sorovar, com indice de Discriminacéo (ID) de 0,959. No entanto a técnica nao
conseguiu caracterizar a totalidade da amostragem, pois 23,81% das 101
amostras nao puderam ser tipadas e este percentual é elevado.

A técnica de ERIC-PCR das amostras de E. coli apresentaou um ID
de 0,948, indicando a elevada capacidade de discriminacao da técnica para a
espécie analisada. Ja o ID apenas de E. coli O157:H7 foi de 0,841, indicando
uma eficiéncia menor para caracterizacdo deste sorovar na amostragem
analisada.

Com relacao ao matadouro-frigorifico A, o ID obtido, independente do
sorovar, foi de 0,921. Este indice passou a 0,894 considerados os resultados
do ERIC para E. coli e e para 0,757 quando E. coli O157:H7 foi considerada
isoladamente. No matadouro-frigorifico B, o ID entre E. coli O157:H7 foi baixo,
de 0,5, o que pode ser explicado pelo fato de serem poucas cepas positivas
para E. coliO157:H7, sendo que cinco delas eram nao-tipaveis. Além disso as
16 cepas tipadas foram distribuidas em apenas oito perfis.

Resultados obtidos no presente estudo concordam com os de
MOHAPATRA et al. (2007), que verificaram a alta capacidade de discriminagao
dos métodos de caracterizacado molecular utilizados, como ERIC, BOX e REP-
PCR na determinacao e identificacdo de E. coli isoladas de fezes humanas,
animais domésticos e selvagens no Canada.

De forma semelhante, sdo corroborados pelos de MOURA et al.
(2001) que também utilizaram as técnicas de ERIC e REP-PCR, tendo as
mesmas apresentado elevada capacidade de discriminacdo. Estes autores,
assim como no presente trabalho, verificaram a extensa diversidade genética
em cepas de E. coli, porém em E. coli aviaria.

Na discriminacao de Salmonella, a técnica de ERIC-PCR foi utilizada
com sucesso por VAN LITH & AARTS (1994) e por MILLEMAN et al. (1996),



porém BURR et al. (1998), utilizando os mesmos “primers” ndo conseguiram
diferenciacdo dos sorotipos, ao contrario do que se verificou neste trabalho,
onde foi observada a distribuicdo das amostras em perfis Unicos.

Foi observado que os perfis obtidos mostraram-se exclusivos de
cada fonte. No matadouro-frigorifico A, o numero total de perfis obtidos de
ERIC-PCR de E. coli foi de 16, quando analisado um total de 51 cepas. No
matadouro-frigorifico B, o numero total de perfis obtidos foi de 17, quando
analisado um total de 39 cepas.

P6de ser observado também que foram encontrados diferentes perfis
de ERIC-PCR de E. coliisoladas de uma mesma meia-carcaca.

Em estudo realizado por MOHAPATRA et al., 2007, foram formados
dois “clusters”, onde pdde-se diferenciar as cepas de E. coli de fezes humanas
das cepas isoladas de animais. Ja no presente estudo foram formados trés
“clusters”, mas estes nao foram completamente separados em cepas de um
mesmo matadouro-frigorifico ou diferenciados em cepas isoladas de meias-
carcagas quentes ou resfriadas. Foi observado também que formaram-se
varios agrupamentos diferentes entre as cepas de E. coliO157:H7.

Em estudo realizado por DOMBEK et al. (2000), foram utilizadas as
técnicas de REP e BOX-PCR para caracterizacdo molecular de 208 cepas de
E. coliisoladas de fezes humanas e de animais. Foram obtidos perfis em 125
isolados de E. coli, sendo que as cepas de fonte humana se agruparam em
quatro “clusters” que, no entanto, também incluiram duas cepas de aves
aquaticas. Os outros isolados de fonte animal foram agrupados em quatro
“clusters” diferentes. O indice de discriminagdo das técnicas utilizadas para
diferenciar cepas de E. coli de fonte humana, de vacas, ovelhas, patos, gansos
foi de 93,8%, também inferior ao obtido no presente trabalho.

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada para caracterizacao
epidemioldgica de 40 cepas enterotoxigénicas de E. coli isoladas de suinos
com diarréia e 13 cepas isoladas do ambiente de criatérios suinos por COSTA
et al. (2006). As amostras foram separadas em “clusters”, porém estes nao
eram relacionados aos fatores de viruléncia da bactéria, ndo tendo sido
demonstrado o poder discriminatério esperado da técnica de ERIC-PCR pelos

autores, contrastando com os resultados aqui descritos.



6.2 Perfis de ERIC-PCR em E. coliO157:H7

Foram oito perfis de ERIC-PCR em E. coli O157:H7 isoladas de
meias-carcacas quentes e resfriadas dos matadouros-frigorificos A e B. O
indice de discriminacao entre essas cepas foi de 0,841, um pouco menor que o
obtido para E. coli provavelmente em funcao do reduzido nimero de cepas de
E. coliO157:H7 analisadas e de terem sido analisadas varias isoladas um uma
mesma amostra.

OSEK (2002), utilizando a técnica de BOX-PCR para relacionar
geneticamente cepas E. coli O157:H7 isoladas de suinos, obteve bons
resultados uma vez que a metodologia apresentou-se como uma técnica
sensivel o bastante para revelar diferencas genéticas entre E. coli O157:H7 de
origem suina, além de ser uma ferramenta de diferenciagdo molecular rapida e

conveniente para diferenciacao de E. colido mesmo sorogrupo.

6.3 Relacbes genéticas

Neste estudo, o nimero de fragmentos formados pela técnica de
ERIC-PCR para E. colie E. coliO157:H7 variou de um a 18.

Através da técnica de ERIC-PCR utilizada em estudo realizado por
MOHAPATRA (2008), os perfis obtidos de E. coli isoladas de amostras de
fezes de aves, foram obtidos perfis com quatro a 13 fragmentos, enquanto que
pelas técnicas de REP-PCR e BOX-PCR, foram formados perfis que
apresentavam de seis a 18 fragmentos. Através da técnica de (GTG)s, foram
obtidos de dez a 25 fragmentos.

Em estudo realizado por NIKAM (2004), os perfis de REP-PCR de E.
coli isoladas de aves apresentaram de um a 13 fragmentos, tendo sido
verificado 100% de polimorfismo entre as cepas analisadas. Nao foram
observados fragmentos comuns entre os perfis obtidos. Pela técnica de BOX-
PCR, os perfis que variavam de um a 11 fragmentos e, de forma semelhante
ao observado com REP-PCR, o polimorfismo foi de 100%. Ja por ERIC-PCR,



foram obtidos perfis com dois a 13 fragmentos, tendo exibido também 100% de
polimorfismo. Estes resultados mostraram a intensa heterogeneidade, ou
diversidade genética, das cepas E. coliisoladas de aves.

LING et al. (2000) também observaram a heterogeneidade genética
de cepas de E. coli O157:H7 isoladas de hamburguer de frango e bovino. As
cepas foram caracterizadas por ERIC-PCR e cada uma das 30 amostras
analisadas apresentou um perfil genético Unico, cujas bandas eram diferentes
em cada perfil, mostrando polimorfismo entre os modelos estudados.

No presente estudo foi verificada a presenca de determinados
fragmentos em muitos perfis, diferenciando-se dos estudos realizados por
NIKAM (2004) e LING et al. (2000). Porém n&o foi verificada a presenca
constante de um fragmento em todos os perfis obtidos como em estudo
realizado por GIAMMANCO et al. (2002), quando foram observaram trés
principais fragmentos e dois menores de peso molecular entre 200 e 1300bp
em todos os perfis de E. coli O157:H7 obtidos pelos autores,
independentemente da origem das cepas. Ao observar a presenca constante
de um fragmento em todos os perfis obtidos, a técnica de PFGE se tornou
desapropriada para distinguir epidemiologicamente cepas de E. coli O157:H7
nao relacionadas entre si.

GIAMMANCO et al. (2002) estudaram 57 cepas de E. coli O157:H7
isoladas de casos de pessoas com sindrome urémico-hemolitica e diarréia, de
“swabs” coletados do reto de bovinos. A relacdo genética entre estas cepas foi
estudada através da técnica de PFGE. Foram obtidos 54 perfis que
apresentavam de 13 a 22 bandas, que se agruparam em quatro “clusters”,
apresentando alto poder de discriminagao. Esta técnica também possibilitou a
demonstragao da transmissao horizontal de uma Unica cepa de E. coli O157:H7
isolada de duas fazendas, assim como a caracterizagdo de isolados
relacionados a surtos alimentares.

JOHNSON et al. (1995) utilizaram a técnica de PFGE para
investigacdo de um surto de E. coli O157:H7 veiculado por carne bovina, e as
cepas isoladas de pacientes resultaram no mesmo perfil das cepas isoladas da
carne analisada, dividido em 20 fragmentos, comprovando a relagao genética
entre as cepas de E. coli O157:H7 isoladas de pacientes e dos alimentos

implicados no surto.



Neste estudo ndo foi verificada a transmissdo horizontal de uma
Unica cepa de E. coli O157:H7, uma vez que os oito perfis obtidos de E. coli
O157:H7 foram distribuidos entre cepas encontradas apenas nas meias-
carcacas de onde foram isoladas.

Analisando os perfis de ERIC-PCR em E. coli aviaria, MOURA et al.
(2001) obtiveram perfis que variavam de oito a 17 fragmentos, e pela técnica
de REP-PCR, perfis com seis a 20 fragmentos. As amostras foram agrupadas
em quatro “clusters” principais, cada um com 60% de similaridade tanto por
ERIC-PCR quanto por REP-PCR, correspondendo a cepas com diferentes
graus de patogenicidade. Entretanto, 28/50 (56%) das cepas patogénicas
foram agrupadas em dois grupos externos a trés “clusters” principais e 86%
das cepas nao-patogénicas foram agrupadas em um “cluster” e um subgrupo.
Os 32 sorotipos detectados foram distribuidos em todos os “clusters” com
diferentes perfis genéticos, entretanto cepas do mesmo sorotipo tenderam a
formar “clusters” com similaridade maior que 80%.

No presente trabalho os 40 perfis de E. coli e E. coli O157:H7
observados distribuiram-se entre os agrupamentos formados, estando, a
maioria, no “cluster” A. O Unico sorotipo conhecido & E. coli O157:H7,
distribuido em oito perfis, dos quais sete se agruparam no “cluster” A.

A grande diversidade genética observada em E. coli isoladas da
superficie de uma mesma meia-carcaga ou de mesma amostra sugere que a
contaminacao das mesmas tenha origem em multiplas fontes ou mesmo que
haja coexisténcia de diferentes sorovares em uma mesma amostra, ja que se
desconhecem ainda os sorovares das amostras em estudo, com excecao do
sorovar O157:H7. A grande diversidade genética poderia ainda ser explicada
devido as muitas fontes de contaminag&o dentro do matadouro-frigorifico, como
pela pele do animal, manipuladores, utensilios e equipamentos contaminados,

contaminacao cruzada por uma meia-carcaca.



7. CONCLUSOES

- No matadouro-frigorifico A foi encontrada uma maior variedade de
perfis tanto de E. coli quanto de E. coli O157:H7 do que no

matadouro-frigorifico B.

- Elevada heterogeneidade genética foi observada tanto em E. coli
quanto em E. coli O157:H7, embora a maioria analisada tenha se

agrupado em um “cluster” principal.

- Os perfis de E. coli O157:H7 mostraram-se exclusivos a este

sorovar e também foram especificos de cada fonte.

- Foi verificada a ocorréncia de cepas nao-tipaveis de E. colie E. coli
O157:H7 isoladas de superficie de meias-carcacas quentes e
resfriadas dos dois matadouros-frigorificos, em numero elevado

neste trabalho.
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