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xii

OCORRENCIA DE Escherichia coli 0157:H7 EM BOVINOS ABATIDOS EM
ESTABELECIMENTO HABILITADO A EXPORTACAO NA CIDADE DE
BARRETOS — SP, BRASIL.

RESUMO - Escherichia coli O157:H7 € uma cepa de importancia crescente por estar
associada a varios surtos graves de doenca em humanos, a maioria derivada do
consumo de carne bovina crua ou mal cozida. Os bovinos constituem seu reservatoério
mais importante, aventando-se a hipétese de que mudancas do regime alimentar em
confinamentos atuariam favoravelmente ao aparecimento de cepas shigatoxigénicas.
Neste estudo objetivou-se verificar, comparativamente durante o abate, a prevaléncia
desse sorotipo e o comportamento de métodos indicadores como a contagem total de
microrganismos viaveis (CTMV) e de contaminacéo fecal - coliformes totais e E. coli, em
amostras de fezes e em carcagas de bovinos terminados a pasto e em confinamento,
possibilitando a disponibilizacdo de subsidios necesséarios aos programas de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e de Analise de Risco (RA),
empregados na reducao do risco de doengas transmitidas por alimentos. ldentificados
os lotes de acordo com a terminacéo (dez de cada tipo), desses foram aleatoriamente
colhidas e analisadas 100 amostras de suabe retal, 100 amostras de carcacas e 67
amostras de “recortes” da desossa (carne industrial) utilizando-se, para a E. coli O157-
H7, técnica automatizada de PCR. A excecdo de uma Unica amostra de recortes
(0,37%), as demais, tanto de fezes quanto de carcacas, foram negativas para a cepa
pesquisada. Além de contatar-se uma prevaléncia muito baixa, ndo se evidenciou
diferencas entre os tipos de terminagdo dos animais. Os resultados dos indicadores -
CTMV, de coliformes totais e E. coli, foram considerados aceitaveis em 91%, 85% e
93% das amostras, respectivamente, oferecendo suporte e concordancia com a baixa

prevaléncia encontrada.

Palavras-chave: E. coli O157:H7, PCR, bovinos, terminacéo a pasto, confinamento.
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OCCURRENCE OF Escherichia coli O157:H7 IN CATTLE SLAUGHTERED IN
ESTABLISHMENT ENABLED TO EXPORT AT BARRETOS - SP, BRAZIL.

ABSTRACT - Escherichia coli O157:H7 is an important strain that has been associated
with outbreaks of serious disease in humans, most being derived from consumption of
raw or poorly cooked beef. It is likely that cattle are an important reservoir, suggesting
the possibility that changes in feedlot diet favor the emergence of shigatoxigenic strains
of E. coli. This study is intended to verify, comparatively during bovine slaughter, the
occurrence of E. coli O157:H7 associated with the sampling results obtained by means
of general indicator methods (total viable count) and fecal contamination indicators
(coliforms and E. coli). Samples will be taken from both excreta and carcasses of cattle
finished either on pasture or feedlot, allowing the provision of subsidies necessary for
Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) and Risk Analysis (RA) programs
and applied in the reduction of the risk of foodborne diseases. After identification of
batches according to the type of finishing (feedlot or pasture), samples were randomly
collected and analyzed. 100 rectal swabs, 100 samples from carcasses sponging, and
67 samples of "sliced meat" from the boning room (industrial meat). An automatic PCR
technique for detection of E. coli O157:H7 was used. Except for one sample of sliced
meat (0.37%), all others, both for excreta and carcasses, were negative for the O157:H7
E. coli strain. There were no significant differences in prevalence between the types of
cattle finishing of the animals. The results of the indicators methods (TVC, coliforms and
E. coli); were considered acceptable in 91%, 85% and 93% of tested samples,

respectively, supporting and in agreement with low prevalence of O157:H7 found.

Key words: E. coli 0157:H7, PCR, bovine, pasture, feedlot.



1. INTRODUCAO

A bovinocultura de corte representa a maior fatia do agronegécio brasileiro, gerando
faturamento de mais de R$ 50 bilhdes/ano. O Brasil possui um rebanho bovino com
cerca de 190 milhGes de cabecas, em continuo crescimento e com avanc¢os nos indices
de produtividade. O volume e a regularidade da producéo a precos competitivos, face
ao consumo internacional crescente, consolidaram o Brasil como lider nas exportacdes
mundiais de carne bovina, com uma participacdo de 27% e atendendo as expectativas
de consumidores exigentes em mais de 180 paises (ABIEC, 2009).

A consolidacdo do Brasil como lider nas exportacées naturalmente o coloca numa
condicdo de alvo. Seguindo as exigéncias do mercado internacional, as industrias se
viram obrigadas a implementar, além da tradicional Inspecdo Sanitéria, ferramentas
como as dos programas de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC)
e de Analise de Risco (RA) para auxiliar o controle dos perigos, principalmente
relacionados com bactérias emergentes, sob a justificativa de que a maioria dos casos
de enfermidades transmitidas por alimentos decorre de praticas operacionais
inadequadas do ponto de vista higiénico-sanitario. A titulo de exemplo, desde 1997, o
mercado importador norte-americano exige tarefa adicional representada pelo
Programa de Reducdo de Patdgenos no abate, com o monitoramento de Escherichia
coli e de Salmonella spp.

Muitos sdo os padrdes bacteriolégicos adotados pelos paises importadores com o
intuito de verificar a qualidade da carne bovina. Apesar da maioria dos microrganismos

identificados ndo apresentar potencial patogénico para humanos, muitos desses ou



seus produtos metabdlicos agregam os atributos necesséarios para serem utilizados
como indicadores na avaliagdo da qualidade microbiologica e da sanidade do produto.
A sua presenca sugere a ocorréncia de contaminacdo microbiana com possivel
presenca de patdgenos ou deterioradores potenciais do alimento, indicando condi¢ges
sanitarias inadequadas de manipulacdo, processamento, produ¢do ou armazenamento
(ICMSF, 1982).

Dentre os possiveis patdgenos encontra-se a E. coli O157:H7, por ser os bovinos
seu principal reservatorio. Essa cepa de E. coli produtora de shigatoxinas é altamente
patogénica e responsavel por enfermidades de natureza grave, como a colite
hemorragica, a sindrome hemolitica urémica e a purpura trombocitopénica trombdética,
gue podem ser fatais, principalmente para criangas e idosos.

No Brasil pouco se conhece a respeito da ocorréncia desse microorganismo no
rebanho bovino de corte levado para abate e sobre a possivel contaminagdo das
carcacas, dificultando a andlise dos fatores de risco aos seres humanos.

Face a escassez de dados nacionais a respeito da E. coli O157:H7, as rapidas
mudancas que vem ocorrendo principalmente na terminagéo de bovinos — passando da
tradicional terminacdo a pasto para a terminacdo confinada, e a necessidade de
resultados objetivos que amparem e sustentem a gestdo da qualidade, seguranca e
inocuidade do alimento, realizou-se este trabalho com a finalidade de verificar, além do
comportamento dos métodos indicadores, como a contagem total de microrganismos
viaveis (CTMV) e de contaminacédo fecal - coliformes totais e E. coli, a ocorréncia de E.
coli O157:H7 em amostras de fezes de bovinos levados para abate e em carcacas
desses mesmos animais, de grupos terminados a pasto e em confinamento, em

estabelecimento de abate habilitado a exportagao.



2. REVISAO DA LITERATURA

As proprias operagdes do processo de abate, principalmente esfola e evisceragao,
sdo responsaveis pela contaminacdo superficial das carcacas, seja por microrganismos
oportunistas e com potencial deteriorativo ou eventualmente por patdégenos. Nesse
altimo caso, embora possam oferecer risco a salude do consumidor, torna-se
impraticavel a monitoragcdo de sua ocorréncia, tanto pela variedade e diversidade
guanto, principalmente, pelo fato de que mesmo quando presentes geralmente o estio
em pequeno numero e dificilmente se encontram uniformemente espalhados.

Por outro lado, resultados que demonstram a auséncia de um patégeno nao
determinam a seguranga de consumo do alimento. Para a maioria dos patégenos nao
h& evidéncias cientificas suficientes que possibilitem a definicdo de objetivos de
seguranca do alimento e, portanto, a conseqiente definicdo de critérios de
aceitabilidade frente a possibilidade objetiva de risco.

Essas constituem as premissas que determinaram a mudanca do enfoque no
controle da producao de alimentos, vigente até as décadas de 80 e 90, caracterizada
por uma pratica simplesmente reativa, para a vigente na atualidade, consolidada pela
adocdo e aplicacdo do plano APPCC (HACCP) e caracterizada por gestdo e praticas
preventivas.

O Programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) foi
desenvolvido para controlar perigos, entre 0s quais, 0s microbiolégicos, principalmente

0S microrganismos patogénicos ao ser humano (HOGUE et al., 1998). O APPCC e



utilizado para reduzir o risco de doencas transmissiveis por alimentos através de
intervengdes em estagios do processamento que apresentem risco plausivel de
contaminagcdo de carcaca (ELDER et al, 2000). Entretanto, considerando a
necessidade de analisar e monitorar esses pontos, a utilizagdo de organismos
patogénicos, na pratica, € dificil, onerosa e demorada, sendo importante ou mais
conveniente, a pesquisa dos indicadores microbiolégicos (ICMSF, 1997). Esses
indicadores permitem aferir adequadamente o sistema APPCC, como forma de garantir
a seguranca sanitaria do processo de abate (ICMSF, 1997), embora sejam necessarios
dados microbiolégicos e epidemioldgicos adequados que permitam obter conclusdes
seguras sobre a efetividade dos mesmos no controle para patdgenos de origem
alimentar (ELDER et al., 2000).

Os procedimentos de abate removem a maioria das bactérias presentes na pele e
na superficie de carcacas, incluindo alguns patdgenos, mas ndo todos, uma vez que
ndo ha a inclusdo de um tratamento letal que assegure a eliminacdo desses
microorganismos (NACMCF, 1993).

Apesar da maioria dos microrganismos identificados n&o apresentar potencial
patogénico para humanos, os agentes indicadores ou seus produtos metabdlicos sdo
utilizados para avaliar a qualidade microbiolégica e a sanidade do produto. A sua
presencga sugere a ocorréncia de contaminagdo microbiana com possivel presenca de
patdogenos ou deterioradores potenciais do alimento, indicando condi¢cbes sanitarias
inadequadas de manipulagdo, processamento, producdo ou armazenamento (ICMSF,
1982).

Assim, os riscos higiénico-sanitarios devem, preferencialmente, ser identificados
com referéncia a indicadores genéricos, mas comprovadamente eficazes, como a
Contagem Total de microrganismos Viaveis (CTMV) ou ao nimero de um organismo
indicativo de contaminacé&o fecal, como Enterobactérias e E. coli, através do exame de
amostras de carcacas no processo de abate (HARRIS e STILES, 1992). A presenca de
E. coli nas carcagas implica que outros microorganismos de origem fecal, incluindo E.
coli O157:H7 e Salmonella, podem estar presentes (GRAU, 1986).



2.1. Ouso deindicadores higiénico-sanitarios em alimentos

Segundo a Comissdo Internacional de Especificagdes Microbiolégicas para
Alimentos (ICMSF,1984), os indicadores podem ser agrupados em duas categorias: 1)
microrganismos que nao oferecem risco direto a saude, representados pelos mesofilos,
psicréfilos, psicrotroficos e termdfilos, além de leveduras; e 2) microrganismos que
oferecem risco baixo ou indireto a saulde, representados pelos coliformes totais,
coliformes fecais (termotolerantes), enterococos, enterobactérias totais e E. coli.

A microbiota normal da pele dos bovinos e os microrganismos do solo e fezes
constituem o0s contaminantes das carcacas, dentre os quais fazem parte leveduras,
membros das familias Bacillaceae, Micrococaceae, Enterobacteriaceae, além de
Corynebacterium, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium e Listeria sp., sendo as
bactérias mesofilas as predominantes (GIL, 2002).

Segundo FRANCO (1996), bactérias aerobias mesofilas sdo indicadoras da
qualidade sanitaria dos alimentos e um numero elevado desses microrganismos indica
que o alimento é insalubre. Além disso, a contagem elevada desse grupo de bactérias
nos alimentos ndo pereciveis é sugestiva do uso de matéria-prima contaminada ou
processamento insatisfatorio. Em alimentos pereciveis pode significar abuso durante o
armazenamento em relacdo ao bindbmio tempo/temperatura. A quantificacdo da
populacdo de microrganismos aerdbios mesdfilos das superficies das carcacas é
comumente utilizada para fornecer dados que indiguem o grau de cuidados higiénico-
sanitarios durante as operacdes de abate, particularmente esfola e evisceragdo
(ZWEIFEL & STEPHAN, 2003).

PHILLIPS et al. (2001) analisaram 1.275 amostras de carcagas bovinas em
diferentes estabelecimentos e encontraram valores médios de 2,6 x 10> UFC/cm? para
contagem total de mesdfilos nas carcacas apos a refrigeracdo. HANSSON (2001), apés
analise de 200 carcacas bovinas em frigorificos de alta e baixa capacidade de abate,
encontrou valores médios de mesdéfilos de 3,8 x 10° UFC/cm? nas plantas de alta
capacidade e 2,7 x 10® UFC/cm? nas de baixa capacidade. COLLOBERT et al. (2002),



analisando 233 carcacas bovinas, isolaram mesofilos em populacbes médias de 6,0 x
10° UFClcm?.

As analises microbiolégicas tradicionais empregadas no controle de qualidade de
alimentos foram desenvolvidas no final do século XIX e vém sendo utilizadas até hoje
(SENYK et al., 1987). Muitas sdo usadas por paises importadores para avaliar a
gualidade da carne, dentre essas estdo incluidas as contagens e determina¢cdes do
namero mais provavel (NMP) dos microrganismos indicadores, além de contagens e
pesquisa de patdogenos (EVANGELISTA, 2001). Porém, esses métodos requerem
grande disponibilidade de tempo e excessivo trabalho laboratorial (SILVA et al., 2006).

Ha mais de duas décadas, métodos rapidos vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de substituir a metodologia tradicional, oferecendo resultados mais rapidos e
sensiveis, aumentando a produtividade do laboratério (PRIEGO et al., 2000). Um dos
métodos rapidos mais utilizados para deteccdo de coliformes totais e E. coli em
alimentos é o Petrifilm EC (3M Company, St. Paul, MN, EUA). Alguns paises como Es-
tados Unidos, Canada, Australia, Coréia, Portugal, Noruega, lItalia, entre outros,
desenvolveram trabalhos e estudos colaborativos para avaliar a eficiéncia das placas
Petrifilm e de outros métodos rapidos em relagdo aos métodos convencionais (SILVA et
al., 2006).

As contagens de coliformes totais e E. coli podem estimar falhas na higiene e indicar
contaminacdo de origem fecal, sendo que elevadas contagens destes grupos de
microrganismos podem estar relacionadas a niveis significativos de enteropatdgenos,
como a Salmonella spp. e E. coli 0157:H7 (JAY, 2000; EISEL et al., 1997; GILL et al.,
1996).

Segundo EVANGELISTA (2001), o principal representante dos coliformes fecais € o
género Escherichia. HANSSON (2001) avaliou 200 carcagas bovinas em frigorificos de
alta e baixa capacidade de abate e encontrou coliformes em 50% das amostras das
unidades de alta capacidade e 42% das de baixa capacidade. O valor mais elevado de
coliformes nos abatedouros de alta capacidade foi de 3,7 x 10° bactérias/cm? e nos de
baixa foi de 1,5 x 10* bactérias/cm®. No teste para E. coli, nos abatedouros de alta



capacidade, sua presenca foi detectada em 34% das amostras de carcaca bovina, com
41% das amostras dos abatedouros de baixa capacidade também a evidenciando.

BELL (1997) demonstrou que os locais das carcacgas que tiveram contato direto
com contaminacao fecal, contida ou oriunda da pele, apresentaram contagens de
microrganismos aerébios igual ou superior a 10* UFC/cm? e E. coli excedente a 107
UFClcm?.

GILL et al. (1996b) demonstraram que as estimativas das médias aritméticas do
log de E. coli indicaram um aumento de trés vezes na contamina¢édo das superficies das
carcacas apos as operacdes de evisceracdo e serragem quando comparadas com a

etapa de esfola das carcacgas.

2.2. Caracterizacao da Escherichia coli

E. coli € um membro da familia Enterobacteriaceae, a qual reine as bactérias
Gram-negativas anaerdbias facultativas e oxidase negativas. Segundo KRIEG & HOLT
(1984), as principais caracteristicas que distinguem essa espécie dos demais membros
da familia sdo:

e O metabolismo fermentativo da glicose, que se da por fermentacdo &cida

mista e resulta em uma quantidade significativa de diferentes acidos como
produtos finais (acido latico, acético e férmico). Essa caracteristica é
evidenciada no teste positivo de Vermelho de Metila (VM), que verifica se 0
pH final do meio de cultura atinge valores abaixo de 4,5. Outra caracteristica
importante do metabolismo fermentativo é a capacidade de hidrolisar parte do
acido férmico produzido, resultando em dioxido de carbono e hidrogénio e a
consequente producéo de gas.

e As cepas de E. coli podem utilizar acetato, glicose, lactose e varios outros

compostos como fonte de carbono, mas nao utilizam o citrato, caracteristica

bastante explorada na identificacdo da espécie.



e Caracteristicamente, E. coli produz indol e a enzima [3-glicuronidase, mas nao
produz sulfeto de hidrogénio e ndo hidrolisa a uréia. A [B-glicuronidase é
produzida por 96% das cepas, mas ndo pelos outros membros da familia
Enterobacteriaceae, exceto Shigella (44%) e Salmonella (29%). Um dos
substratos mais utilizados para verificar a presenca da p-glicuronidase é o 4-
metilumbeliferil-B-D glicuronideo (MUG), composto ndo fluorescente que,
guando degradado pela B-glicuronidase, resulta na 4-metilumbeliferona,
fluorescente sob luz ultravioleta (UV). O MUG ou seus similares
cromogénicos, cujos produtos de reacdo sao coloridos sob luz normal, tém
sido amplamente utilizados numa nova geracdo de meios de cultura para
quantificacdo diferencial de E. coli em agua e alimentos. O Agar Vermelho
Violeta Bile (VRB), contendo um substrato cromogénico da [3-glicuronidase,
foi utilizado pela 3M Company no desenvolvimento do Petrifilm coliformes/E.
coli, que permite a quantificacao diferencial de E. coli e coliformes totais.

e E. coli, assim como todos os membros da familia Enterobacteriaceae, ndo é
uma bactéria esporogénica, logo, ndo é resistente aos tratamentos térmicos

brandos como a pasteurizacgéo.

2.3. Classificagcao de Escherichia coli em Sorotipos

A sorotipagem de E. coli € baseada nas diferencas antigénicas encontrada em
certas estruturas superficiais das células bacterianas. Os trés antigenos fundamentais
sdo O, K e H. Os antigenos somaticos “O” termoestaveis sao relacionados com
polissacarideos da membrana externa, os antigenos “H” termolabeis relacionados com
proteinas dos flagelos, enquanto que os antigenos capsulares “K” termoestaveis sao
relacionados com polissacarideos capsulares. Os antigenos de fimbrias formam um
guarto sistema de sorotipagem, especificamente para as cepas que apresentam essas
estruturas (FRANCO, 2002).



Mais de quatrocentos diferentes sorotipos O:H de EHEC tém sido isolados de
bovinos, 0 que torna seu estudo necessério e importante devido ao envolvimento direto
na causa de doencas gastrintestinas humanas (BETTELHEIM et al 2005). No Brasil
foram identificados os sorogrupos O11, 0113, 0114, 0119, 0125, 0126, 0128, 0142,
0158 e 0127, com presenca de genes de enterotoxinas (RIGOBELO et al, 2006,
VICENTE et al, 2005).

2.4. Classificacdo de Escherichia coli em Patotipos

Atualmente ha seis grupos de E. coli patogénicas reconhecidos: 1) E. coli
enteropatogénica (EPEC), 2) E. coli enterotoxigenica (ETEC), 3) E. coli enteroinvasiva
(EIEC), 4) E. coli enteroagregativa (EAggEC ou EAEC), 5) E. coli de aderéncia difusa
(DAEC) e 6) E. coli Shiga Toxigénica (STEC) (DESMARCHELIER e GRAU, 1997).

A EPEC foi a primeira categoria de E. coli identificada como causadora de
diarréia. Em 1995, foi reconhecida a existéncia de duas categorias de EPEC
denominadas EPEC tipica e EPEC atipica. As caracteristicas comuns as duas
categorias sdo a nao producéo de toxina Shiga (Stx) e ambas serem capazes de causar
leséo A/E (attaching and effacing). (TRABULSI, 2005).

A doenca causada por EPEC é uma gastroenterite, caracterizada por diarréia
aquosa ou sanguinolenta. O mecanismo da diarréia ainda ndo esta completamente
elucidado, mas é decorrente da adesdo do microrganismo ao epitélio do intestino e
subsequente destruicdo das microvilosidades, resultando em alteracdo fisica da
integridade do intestino (PADHYE e DOYLE, 1992).

As ETEC sao patotipos de E. coli que produzem enterotoxinas termolabeis (LT-I
e LT-Il) e termoestaveis (STa e STb) (TRABULSI, 2005). A diarréia é consequéncia da
acdo de enterotoxinas produzidas por essas bactérias no intestino do individuo
infectado (SILVA, 2004).

Entende-se por EIEC a classe de E. coli que causa uma infeccéo intestinal muito

semelhante a causada por Shigella. A infeccdo € resultante da penetracdo das
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bactérias nas células da mucosa intestinal, e consequente penetracdo nas células
adjacentes. Ha intensa proliferagdo dentro dessas células, que leva a sua morte. Nao
h& producdo de nenhum tipo de toxina. Como nas shigeloses, a infec¢do causada por
EIEC consiste em inflamagcdo e necrose da mucosa do célon (intestino grosso). A
caracteristica invasiva, tanto da EIEC como da Shigella, est4 associada a presenca de
um plasmideo (PADHYE e DOYLE, 1992).

Recebem a denominacéo E. coli enteroagregativa (EAEC) as amostras de E. coli
agregadas - empilhadas e que formam um padrdo agregativo de adesao, quando se
associam com células HEp-2 ou HelLa. Esse tipo de bactéria causa lesdes que se
caracterizam por hiperplasia moderada do ileo e do ceco, edema das vilosidades do
intestino delgado e deposicao de camadas de bactérias agregadas, empilhadas sobre o
epitélio (TRABULSI, 2005).

As cepas de DAEC séo definidas pela presenca do padréao difusamente aderente
no ensaio de aderéncia em células HEp-2, e causa uma sindrome de diarréia aguosa
em adultos e criancas. A patogénese da diarréia causada por DAEC ndo foi bem
elucidada ainda. A maioria das cepas de DAEC expressa uma fimbria de superficie
designada F 1845, que pode ser codificada tanto por cromossomo como por plasmidio
(SOUZA, 2006).

As STEC, também chamadas de E. coli enterohemorragicas (EHEC) ou de E. coli
verotoxigénicas (VTEC), compreendem uma classe de cepas de E. coli produtoras de
verotoxinas, incluindo a E. coli O157:H7, associada a enterocolite hemorragica em
individuos de todas as idades. A sindrome € decorrente da adesao as células epiteliais
intestinais e a acdo de citotoxinas produzidas no intestino do individuo infectado. No
momento, s&o conhecidas pelo menos duas citotoxinas diferentes, chamadas de
verotoxinas (VT | e Il) devido ao seu efeito citopatico irreversivel sobre células Vero
(linhagem de células do rim do macaco verde africano Cercopithecus aethiops)
(EDUARDO et al.,, 2002). Também sdo chamadas de toxinas shiga ou “shiga-like”
toxinas (SLT | e Il), devido a semelhanca com a toxina produzida pela Shigella
dysenteriae tipo | (WEAGANT et al., 1995).
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Entretanto, distinguir as cepas STEC verdadeiramente patogénicas nao é
simples, uma vez que a mera producdo das verotoxinas ndo é suficiente para conferir
viruléncia, havendo outros fatores envolvidos. Isso teve reflexos sobre a nomenclatura
desse grupo, sendo STEC e VTEC termos equivalentes e ambos se referem a todas as
cepas de E. coli que produzem uma ou mais verotoxinas (NATARO e KAPER, 1998).
Como nao esta claro se a simples presenca dos genes que codificam essas toxinas é
capaz de conferir patogénicidade, na auséncia de outros fatores de viruléncia, o termo
E. coli enterohemorrhagica (EHEC) fica reservado as cepas que provocam colite
hemorragica, sindrome hemolitico-urémica (SHU) ou purpura trombocitopénica
trombética (PTT), produzem toxinas shiga, aderem as células do epitélio intestinal
provocando lesbes A/E (“attaching and effacing”) e possuem o plasmidio pO157
associado a producdo de enterohemolisinas e potenciais fatores de aderéncia. Dessa
forma, EHEC denota um subgrupo da classe STEC e inclui uma conotacgao clinica nao
extensiva a todo o grupo. De acordo com essa definicéo, todas as cepas EHEC sao
patogénicas, sendo seu principal representante o sorotipo O157 (EDUARDO et al.,
2002; GRIFFIN e TAUXE, 1991; W.H.O., 1998).

2.5. Doencas provocadas pela Escherichia coli Shiga Toxigénica (STEC)

Ha atualmente cerca de 200 sorotipos de E. coli produtoras de verotoxinas
(W.H.O., 1998), responsaveis por um amplo espectro de doengas, que vao desde
diarréias brandas a colite hemorragica e doencas mais graves como a sindrome
hemolitico-urémica e a purpura trombocitopénica trombética (EDUARDO et al., 2002).

De acordo com a FDA/CFSAN (2001), a colite hemorragica provocada pelas
cepas STEC é caracterizada por dores abdominais severas e diarréia, inicialmente
aguosa e posteriormente sanguinolenta. Ocasionalmente ocorre vomito ou febre baixa.
A doenca é geralmente autolimitada, durando cerca de 8 dias e, em alguns individuos,
apresenta apenas diarréia aquosa. A dose infectante é ainda desconhecida, mas de

acordo com dados obtidos de surtos parece ser semelhante a da Shigella (10 células).
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Outras fontes relatam valores na faixa de 10 a 10.000 células por grama ou mililitro do
produto consumido (CDC, 1993; LIOR, 1994). A populacédo alvo pode ser de qualquer
faixa etéria, sendo maiores 0s riscos para idosos, criancas menores de 5 anos,
individuos imunodeprimidos ou com problemas renais (WEAGANT et al., 1995).

De acordo com a literatura, cerca de 10% dos casos de colite hemorragica
podem agravar-se, provocando um quadro conhecido como sindrome hemolitico-
urémica (HUS), geralmente diagnosticado de 2 a 14 dias ap6s o inicio da diarréia. E
caracterizado pelo desenvolvimento de anemia hemolitica microangiopética,
trombocitopenia, insuficiéncia renal aguda e manifestagcdes do sistema nervoso central
como letargia, dor de cabeca severa, convulsbes e encefalopatia (EDUARDO et al.,
2002). A anemia hemolitica decorre de um baixo namero de glébulos vermelhos no
sangue, resultante da sua desintegracao prematura no interior dos vasos sangiineos. A
hemoglobina ndo aproveitada € filtrada e expelida pelos rins, deixando a urina escura.
Se o volume de destruicdo for minimo, o resultado sera a letargia; se for aguda, a
doencga podera acarretar a morte (ELSTROM, 2001a). A trombocitopenia decorre da
reducdo do niumero de plaquetas no sangue, causada por distarbios na sua producéo,
distribuicdo ou destruicdo. Provoca purpura, que sdo manchas na pele, ocasionadas
pelo sangramento de pequenos vasos sanguineos (ELSTROM, 2001b; LEHRER,
2001). A insuficiéncia renal afeta a grande maioria dos pacientes de SHU, cerca de
25% deles apresentando hipertensdo arterial e manifestacdes neurolégicas como
irritabilidade, letargia, convulsbes e coma. Alteracbes em outros 0Orgdos, como 0O
pancreas e o coragdo, também tém sido relatadas com bastante freqiiéncia (EDUARDO
et al., 2002).

Pdrpura trombocitopénica trombdtica € outra complicacdo extra-intestinal que
pode ocorrer nas infeccbes causadas pelas cepas EHEC. E uma doenca mais rara,
caracterizada por cinco sinais e sintomas: anemia hemolitica microangiopética,
trombocitopenia, sinais neurologicos, febre e alteracdes renais. Os sintomas
neurolégicos podem ser cefaléia, confusdo, afasia e alteracbes da consciéncia,

variando da letargia ao coma (SILVA, 2004).
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A Argentina, pais de caracteristicas semelhantes ao Brasil, possui a mais alta
incidéncia de SHU, com aproximadamente 420 novos casos anualmente (RIVERO et
al., 2004; RIVAS et al., 2003; BARSLUND et al., 2007; MERCADO, 2007). A sindrome
constitui a principal causa de insuficiéncia renal aguda e a segunda causa de
insuficiéncia renal cronica e de transplante renal no pais (BARSLUND et al., 2007).
Estudos na década de 90 mostraram evidéncias de infeccdo por STEC em 59% dos
casos de HUS, sendo a E. coli O157 o sorotipo prevalente (RIVAS et al.,, 2006;
ROLDAN et al., 2007; BARSLUND et al., 2007, SAAD e FRANCO, 1999). E. coli O
157:H7 tem sido associada a 2 a 18% dos pacientes com sindrome hemolitica urémica
e a 4,5 a 7% das criancas com diarréia sanguinolenta no pais (SAAD e FRANCO,
1999). E, também, uma enfermidade relativamente freqiiente no Uruguai, com uma
incidéncia anual de 4-5 casos por 100.000 criangcas menores de 5 anos (GADEA et al.,
2004).

Apesar da proximidade geografica, ao contrario da Argentina onde a HUS é
endémica, no Brasil as infecgdes estdo restritas a casos esporadicos de diarréia ndo-
sanguinolenta, principalmente em criangas (SALES et al., 2006).

Em 2006, apenas no Estado de S&o Paulo, foram notificados 617.009 casos de
diarréia aguda e, desses, 486 casos de diarréia sanguinolenta, representando 152
surtos e 18 Obitos. Também para o Estado de Sao Paulo, de 1998 a 2007, foram
notificados 89 casos de Sindrome Hemolitica Urémica, com média de nove casos por
ano e letalidade de 40% (35 Obitos). Embora a sindrome nao seja provocada
exclusivamente pela E. coli shigatoxigénica, tais cepas sao sua causa de maior
impacto. (PRATA et al., 2009)

Dos 12 casos de SHU ocorridos no Estado de Sdo Paulo no periodo de 1998/2000,
com historia anterior de diarréia e possivel envolvimento com E. coli O157:H7, néo
houve confirmacéo laboratorial (BERTAO e SARIDAKIS, 2007). VAZ et al. (2004)
analisando uma colecdo de 39 cepas de STEC isoladas de pacientes humanos com
diarréia no periodo de 1976 a 1999, em S&o Paulo, detectou a predominancia dos

sorogrupos 0111 e O26.
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2.6. Fatores de viruléncia da Escherichia coli Enterohemorréagica (EHEC)

Os mecanismos pelos quais EHEC causam colite hemorragica e sindrome
hemolitica e urémica ndo foram totalmente elucidados. A mais importante caracteristica
de viruléncia, a producédo de uma ou mais toxinas Shiga, isoladamente, ndo é suficiente
para causar tais agravos, e outros fatores sdo considerados relevantes, como a
presenca do plasmidio pO157, que codifica a enterohemolisina e a producdo de
adesinas fimbriais e afimbriais (NATARO & KAPER, 1998; PATON & PATON, 1998).

O principal fator de viruléncia das EHEC é a producéo das toxinas shiga (Stx),
extremamente potentes e responsaveis por muitos dos sintomas observados nos
pacientes infectados (NATARO & KAPER, 1998). A familia Stx apresenta dois grupos
principais, imunologicamente distintos e ndo passiveis de reac¢des cruzadas, chamados
de Stx1 e Stx2 (ou VTl e VT2). Uma cepa EHEC pode expressar apenas a Stx1,
apenas a Stx2, ambas ou multiplas formas da Stx2. Dados epidemiolégicos sugerem
gue a Stx2 € mais importante que a Stx1 no desenvolvimento de HUS (GRIFFIN, 1995).
Varios relatos indicam que as cepas de E. coli O157:H7 que expressam apenas a Stx2
tém maior probabilidade de provocar HUS do que as que expressam apenas a Stx1 ou,
curiosamente, ambas (PICKERING et al., 1994).

As toxinas shiga pertencem ao grupo das toxinas tipo A/B, isto é, apresentam
uma subunidade do tipo A, que é enzimatica, e 5 subunidades do tipo B, que sao
oligbmeros constituidos de 5 proteinas idénticas (SCHMITT et al., 1999). Essa estrutura
basica A/B é comum a todas as toxinas shiga e a Stx1 da EHEC é praticamente idéntica
a Stx da Shigella dysenteriae |, com algumas cepas apresentando diferenca em apenas
um residuo e outras ndo apresentando qualquer variacao na sequéncia (O'BRIEN et al.,
1992; TAKEDA, 1995). Entre si, a Stx1 e Stx2 da EHEC apresentam 55% de homologia
na sequéncia da subunidade A e 57% na sequéncia da subunidade B (JACKSON et al.,
1987).

A subunidade A é responsavel pela acdo bioldgica da toxina que clivara o RNA

ribossomal, impedindo a sintese protéica na célula do hospedeiro (QUINTANILLA,
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2005). As subunidades B mediam a ligacdo da toxina a célula hospedeira, através de
receptores especificos (NATARO & KAPER, 1998).

As Stxs sdo produzidas pelas bactérias no colon e chegam até os rins pela
corrente sanguinea, danificando as células renais e produzindo uma oclusdo da
microvasculatura através da combinacéo da toxicidade e inducdo da producdao local de
citocinas e quimiocinas, resultando em uma inflamacéao local, podendo conduzir a SHU
(QUINTANILLA, 2005; ANDREOLI et al, 2002). A Stx também induz apoptose do
enterdcito (QUINTANILLA, 2005).

As Stxs sao interiorizadas nas células humanas via endocitose, resultando em
inibicdo da sintese protéica e morte celular. O dano as células endoteliais do rim, por
meio deste processo, é provavelmente o primeiro evento etiologico em SHU. Esse
processo pode afetar outros 6rgaos incluindo o cérebro, miocardio e pancreas, com o
consequente desenvolvimento de encefalopatia, cardiomiopatia e diabetes mellitus
(COIA, 1998).

Primeiramente, considerou-se que os bovinos eram refratarios aos efeitos toxicos
da Stx devido a auséncia de receptores especificos. No entanto, foi constatada a
presenca desses receptores nas células proliferativas da cripta no intestino dos
bovinos. A movimentac&o intracelular nas células intestinais priméarias dos bovinos faz
com que a Stx se localize nos lisossomos, ao invés do reticulo endoplasmatico, o que
poderia explicar essa inativagao (NAYLOR et al, 2005).

As cepas EHEC sé&o capazes de aderir fortemente as células epiteliais, através
da producdo de uma proteina superficial denominada intimina e de um receptor — Tir -
gue, uma vez secretado na célula hospedeira, aloja-se na membrana e serve como
ponto de ancoragem para a intimina (BASSLER et al.,, 1995; COMO-SABETTI et al.,
1997; FAITH et al.,, 1996). Esse processo provoca, na célula hospedeira, o que se
chama de lesdes A/E (“attaching and effacing”), causadas pela deformacé&o de algumas
microvilosidades, desestruturacdo de outras e formacao de uma estrutura em pedestal,
na qual a membrana epitelial envolve a bactéria (SALYERS & WHITT, 1994). Essa
lesdo € caracterizada pela degeneracdo localizada das microvilosidades epiteliais

intestinais e a montagem de estruturas semelhantes a pedestais, constituidas de
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filamentos de actina, formadas nos locais onde ha bactérias aderidas (NATARO &
KAPER, 1998).

A intimina e o Tir sdo codificados pelos genes eae e tir, respectivamente,
presentes numa regido do DNA chamada LEE (“locus of enterocyte effacement’)
(ALEXANDER et al.,, 1995). A sequéncia de aminoacidos das intiminas produzidas
pelas diferentes cepas EHEC sao altamente divergentes na extremidade carboxilica e,
com base nessas variacdes, sdo classificadas em 5 subgrupos (a, B, Yy, 0, e €). Na E.
coli O 157:H7 ocorre o tipo y (GARBER et al., 1995)

Existe uma forte associacdo entre a produc&o da intimina e a ocorréncia de colite
hemorragica e HUS (PATON & PATON, 1998). Diversos estudos mostram que gene
eae é muito comum dentre as cepas isoladas de pacientes com essas doencgas, mas
dentre as cepas isoladas de reservatorios animais, s6 é frequente nos sorotipos
reconhecidos como patégenos (BARRETT et al., 1992; BEUTIN et al., 1995; SANDHU
et al., 1996).

As cepas 0O157:H7 e a maioria dos demais sorotipos da STEC isoladas de
humanos apresentam um plamidio altamente conservado, chamado pO157 (BEUTIN et
al.,, 1994). Também relatado na literatura como plasmidio 60-MDa (PATON & PATON,
1998; RIVAS et al., 2000), esse plasmidio contém o gene ehxA (ou hlyA), que codifica
uma hemolisina, chamada de enterohemolisina ou hemolisina de E. coli
enterohemorragica (EHEC Hly) (RIVAS et al., 2000).

O papel da enterohemolisina ainda é objeto de especulacdo, podendo estar
associado a lise de eritrécitos “in vivo”, liberando heme e hemoglobina (RIVAS et al.,
2000). Isso estimularia o crescimento da linhagem O157:H7, porque essas cepas
apresentam um sistema de transporte de ferro altamente especializado, que permite
utilizar heme e hemoglobina como fonte de ferro (TORRES & PAYNE, 1997).

Outro fator de viruléncia identificado nos sorotipos O157:H7, O26:H11 e alguns
outros EHEC é a presenca da EAST-1, enterotoxina termoestavel caracteristica da E.
coli enteroagregativa. A EAST-1 é codificada pelo gene astA e um estudo de
SAVARINO et al. detectou esse gene em 75 cepas O157:H7 avaliadas (100%). O

significado dessa toxina na patogenicidade da EHEC é desconhecido, mas tem-se
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sugerido que esteja envolvida com a diarréia aquosa que se observa nos primeiros
estagios da infeccdo (PATON & PATON, 1998)

A adesina Saa também € outro fator de viruléncia recentemente identificado,
detectada em cepas eae negativas de STEC. O gene saa, que codifica esta adesina,
apresenta localizacdo plasmidial. Esse fator de viruléncia estd associado com a adesé&o
da bactéria e, em culturas de células, apresenta um padrdo de aderéncia semi-
localizada. Cepas contendo esse gene foram isoladas de pacientes com HUS (PATON
et al., 2001) e sua presenca esta sendo utilizada como um marcador de viruléncia em
testes diagndsticos (PATON & PATON, 2002).

2.7. Bovinos como reservatdrios de Escherichia coli

O bovino é o principal reservatorio de E. coli (MERCADO, 2007), eliminando-as por
meio de suas fezes, que, de maneira direta ou indireta (RIVERO et al., 2004), podem
atingir os seres humanos via cadeia alimentar.

As cepas de E. coli compreendem uma vasta propor¢cédo da populagcdo microbiana
intestinal do bovino, acima de 1%, s&o altamente variaveis e sdo ainda as de maior
namero pela estrita populacdo bacteriana anaerdbica. As cepas de E. coli
enterohemorragica (EHEC) sao raramente as cepas predominantes de E. coli
encontradas no rumen ou intestino do bovino (CALLAWAY et al., 2003a), entretanto, ha
evidéncias de que a presenca STEC O157:H7 nas carcacas de bovinos durante o abate
esteja relacionada com a contaminacdo dessas por fezes.

Uma séria preocupacdo atual diz respeito a prevaléncia, nos bovinos, de sorotipos
altamente patogénicos para o0 ser humano, mas aparentemente comensais nessa
espécie, configurando-a numa condicdo de portador sdo. Nao € facil diagnosticar a
presenca de bactérias patogénicas em bovinos porque esses patdgenos exercem
pouco ou nenhum efeito na salde do animal. No caso da E. coli O157:H7 descobriu-se
que o ruminante é insensivel aos efeitos deletérios das toxinas produzidas por esta
bactéria (PRUIMBOOM-BRESS et al, 2000).
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Embora isolamentos tenham ocorrido de bezerros com diarréia, esses
microorganismos séo frequentemente recuperados de animais sadios (VICENTE et al.,
2005). Essa situacdo tem se mostrado preocupante, mormente em funcdo das
mudancas alimentares dos bovinos, do manejo e da intensificagéo da producéo.

Racbes ricas em grdos estdo sendo utilizadas com o intuito de maximizar a
eficiéncia da engorda do gado de corte, pois este tipo de alimento € mais caldrico que o
feno (HUNTINGTON, 1997). Apesar dessas racOes promoverem um maior ganho de
peso no animal, estudos tém indicado que a mudancga na ingestdo de uma dieta rica em
fibras para uma dieta rica em gréos pode exercer um efeito marcante na populacéo de
E. coli em bovinos (CALLAWAY et al, 2003b).

Segundo DIEZ-GONZALEZ et al (2003), gado que ingere principalmente graos tem
0 pH do célon mais baixo e mais E. coli acido-resistentes do que o gado que se
alimenta somente de feno.

Em um experimento realizado por JORDAN e MCEWEN (1998), bovinos que
recebiam uma dieta altamente concentrada (rica em gréos), passaram a receber uma
dieta contendo 50% de milho e 50% de feno de alfafa e, com essa mudanca, as
contagens de E. coli foram reduzidas em 0,3 log em 4 dias.

Os resultados apresentados por BOUKHORS et al (2002) sustentam a hipétese que
a ingestdo de uma dieta rica em graos pode induzir mecanismos de &cido-resisténcia
para E. coli enterohemorragica no rumen, permitindo a sobrevivéncia desse
microorganismo no abomaso. Em seus estudos, CALLAWAY et al (2003a) ndo somente
concordaram com os achados de DIEZ-GONZALEZ (1998), mas afirmaram que a E.
coli O157:H7 tem 0 mesmo comportamento.

Entretanto, VAN BRALE et al (2004) constataram em suas pesquisas que bovinos,
cujas dietas eram ricas em feno, foram positivos para culturas de E. coli O157:H7 por
um periodo mais prolongado e apresentaram um maior nimero de células desse
microorganismo que bovinos cujas dietas eram ricas em graos.

GRAUKE et al (2003) declararam que a ingestdo de feno pelo gado no periodo
anterior ao seu abate € ineficiente para reduzir o namero e/ou viruléncia de E. coli

0157:H7 no seu trato intestinal.
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Segundo DIEZ-GONZALEZ et al (2003), a resisténcia a acidez parece ser um fator
de patogenicidade na transmissao de E. coli O157:H7 de bovinos para humanos. Isso
porgue o pH géastrico humano é acido e somente as culturas de E. coli &cido-resistentes
seriam capazes de sobreviver a essa condicdo ambiental.

A monensina, um ativo antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas, tem sido
amplamente utilizada como promotor de crescimento em bovinos de corte.
Preocupactes tém sido levantadas quanto a utilizagdo de ion6foros enquanto possiveis
fornecedores de vantagem competitiva para espécies Gram-negativas, incluindo
eventuais patdgenos, o que poderia aumentar a contaminagdo das carcagas pelos
mesmos. O uso de monensina como aditivo alimentar na Unido Européia foi banido em
Janeiro de 2006, e extratos de planta foram propostos como alternativas aos
antibioticos. Saponinas (WALLACE et al., 1994) e outros componentes de extrato de
plantas (MILLER & WOLIN, 2001) reduzem as bactérias Gram-positivas através de
vantagem competitiva, mecanismo similar ao da monensina, € novamente ha a
preocupacdo com o aumento de bactérias Gram-negativas. Entretanto, DEVANT et al.
(2009) demostraram que tanto a suplementacdo com monensina quanto com extrato de

planta ndo aumentaram a contaminac¢éo das carcagas por E. coli 0157:H7.

2.8. Ocorrénciade Escherichia coli O157:H7

E. coli O157:H7 é o sorotipo predominante em doencas associadas as E. coli
enterohemorragicas e representa uma ameaca a saude publica, uma vez que seus
agravos geralmente sdo de natureza grave (ROLDAN et al., 2007). Nos Gltimos anos, o
namero de surtos notificados tem aumentado devido as mudancas na producéo,
processamento e distribuicdo dos alimentos, nos habitos de consumo e pela utilizacao
de métodos mais sensiveis para sua deteccdo. (GOMEZ et al., 2005)

A maioria dos surtos por E. coli shigatoxigénicas (STEC) esta associada ao
consumo de alimentos de origem bovina crus ou mal cozidos. (DOYLE et al., 1995;
GOMEZ et al., 2005; RIVERO et al., 2004; SAAD e FRANCO, 1999; ARMSTRONG et
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al.,, 1996; VICENTE et al., 2005). Desde 1982, foram relatados mais de 100 surtos de
STEC 0157, sendo que 52% foram atribuidos ou relacionados a alimentos de carne
bovina (ELDER et al., 2000).

Geograficamente, o foco da atencao sobre a E. coli O157:H7 tem sido o continente
norte americano (SAAD e FRANCO, 1999). Estima-se que nos Estados Unidos da
América ocorram, anualmente, 73.000 casos de infeccdo por E. coli O157:H7, com
2.168 hospitalizacbes e 61 mortes (CDC, 2006). Outras estimativas situam que as
infecgbes por E. coli O157:H7 sejam responsaveis por ao menos 20.000 casos de
enfermidades e 250 mortes por ano, com um custo financeiro entre 250 e 500 milhdes
de ddlares (ROLDAN et al., 2007).

A “marca”’ da doenca provocada pela E. coli O157:H7 em humanos é uma colite
hemorragica freqiientemente auto-limitante. Entretanto, nos surtos relatados, até 25%
dos individuos infectados necessitaram de hospitalizacao, 6% desenvolveram sequelas
(life-threatening sequelae) representadas pela sindrome hemolitica urémica (HUS), e
1% morreram devido a infeccdo. Para criangas, a infecgdo € ainda mais severa, com 5
a 10% progredindo para HUS e a taxa de mortalidade para 3 a 5% (BESSER et
al.,1999; GRAUKE et al., 2002). Na América do Norte, pesquisas indicam que E. coli
0O157:H7 é a causa de 85-95% dos casos de sindrome hemolitica urémica
(ARMSTRONG et al., 1996).

A E. coli O157:H7 possui uma ampla distribuicdo nos Estados Unidos, tendo sido
encontrada em 63% dos confinamentos. Apesar de ser mais comum em bezerros que
em bovinos adultos, é possivel que o aumento da concentracdo de bovinos nos
confinamentos tenha gerado um aumento de sua prevaléncia em animais enviados para
abate (ARMSTRONG et al., 1996). Segundo ARTHUR et al. (2009), a elevada
ocorréncia de E.coli 0157:H7 em confinamentos decorre da facilidade de disseminagao
do patdgeno entre baias, em curto periodo de tempo, principalmente quando ha animais
eliminando alta carga bacteriana, considerados “supershedders” (>10* UFC/g).

Em rebanhos reprodutores, a prevaléncia foi de 1 a 9,3%, enquanto que para
bovinos confinados a prevaléncia variou entre 2,8% e 35,8% (OMISAKIN, 2003).
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ARTHUR et al. (2008) encontraram prevaléncia de E. coli O157:H7 na pele (couro) de
bovinos em confinamento de 66% e prevaléncia fecal de 24,5%.

Ainda nos Estados Unidos, outros dados situam a prevaléncia de O157:H7 no gado
saudavel entre 2 a 20% dos animais (BERTAO e SARIDAKIS, 2007) e, apesar disso,
estima-se que menos de 10% dos bovinos excretam esse patdégeno nas fezes
(NARVAEZ-BRAVO et al., 2007). Elder et al., examinando gado de corte em frigorificos,
antes e apos o abate, puderam isolar E. coli O157:H7 em 28% das fezes, 11% na pele
e, na carcaca, em 43% antes da evisceracdo, 18% poés-evisceragdo e 2% apos a
lavagem da carcaga, pronta para o resfriamento (BERTAO e SARIDAKIS, 2007).

De acordo com BOSILEVAC et al. (2009), as taxas de contaminacdo das
carcacas, apos a esfola, estdo diretamente relacionadas com os niveis de
contaminag&o que entram no abatedouro; evidenciando-se que o ambiente dos currais
de espera também esteja implicado como contribuinte para a elevada carga de
bactérias patogénicas, como a O157:H7, na pele de animais levados para abate
(ARTHUR at al., 2008). Estudos mostram variacdo entre 18,9 e 78,7% na prevaléncia
de E. coli O157:H7 na pele de bovinos em abatedouros frigorificos nos Estados Unidos
(KALCHAYANAND et al., 2009; BOSILEVAC et al., 2009).

Estimou-se que 1 a 4% do rebanho britanico levado para abate esteja infectado por
E. coli O157:H7, entretanto mais recentemente uma prevaléncia de 8,6% foi encontrada
em estudo realizado em propriedades da Escécia (OMISAKIN, 2003).

Em estudo realizado por MEICHTRI et al. (2004), na Argentina, a frequéncia de
deteccdo de O157:H7 em carcacgas bovinas na area de abate foi de 0,5%. No pais, a
aplicacdo de técnicas sensiveis de deteccdo tem permitido estimar que entre 52,2 a
69,0% do rebanho bovino de corte sadio em confinamentos, enviados para abate,
excretam STEC. A taxa de isolamento de STEC de bovinos adultos criados a pasto foi
de 22% no campo e de 44% no abatedouro (MERCADO, 2007).

Na Venezuela, estudos na cidade de Miranda, mostraram que 1,9% dos bovinos
amostrados eram portadores assintomaticos de E. coli 0157:H7 (NARVAEZ-BRAVO et
al., 2007).
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Em criagbes extensivas, como no Brasil, condicbes representadas por ambientes
contendo fezes, efluentes de esgoto, alimentos e &guas contaminados, sao
frequentemente aventadas como hip6teses da infeccdo dos animais por agentes de
doenca (JARDIM et al.,, 2006). CERQUEIRA et al. (1999) relatam uma grande
prevaléncia (71%) de STEC isolados de amostras de fezes de bovinos sadios,
evidenciando que a prevaléncia em bovinos leiteiros foi maior que em bovinos de corte,
82% e 53% respectivamente. TRISTAO et al. (2007) identificaram cepas STEC em 65%
dos animais analisados no Estado do Rio de Janeiro e 28% no Estado do Rio Grande
do Sul, sugerindo que bovinos saudaveis podem ser potenciais fontes de infeccdo para
humanos.

Apesar da alta prevaléncia de STEC, outros autores brasileiros relatam uma baixa
frequéncia do sorotipo O157:H7. No Estado de S&o Paulo, IRINO et al. (2005),
encontraram 0,6% de E. coli O157:H7 nas fezes de bovinos leiteiros jovens. Na regido
de Ribeirdao Preto — SP, STELLA et al. (2008), isolaram E. coli em 430 amostras de
fezes e, dessas, apenas duas foram confirmadas como O157:H7, configurando-se

como isolados de bezerros.

2.9. Deteccéo de E. coli O157:H7 através da reagdo de polimerase em cadeia
(PCR)

De acordo com O'SULLIVAN (1999), a técnica de PCR, na sua forma mais
simples, € utilizada para amplificar sequéncias especificas de DNA em bilhdes de
vezes, usando uma polimerase termoestavel (usualmente Taq, a DNA polimerase de
Thermus aquaticus), deoxinucleotideos (dNTP) e dois iniciadores, cujas sequéncias sao
complementares a sequéncia alvo. A amplificacao é obtida aplicando-se mdltiplos ciclos
de PCR, geralmente 30 a 40 e, durante cada ciclo, ocorre uma sequéncia de reagao:
aquecimento a aproximadamente 94°C, para desnaturar a fita dupla do DNA,;

resfriamento a menos de 55°C, para que os iniciadores se tornem hibridos com as
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sequéncias que lhes sao complementares nas fitas simples obtidas; e reaquecimento a
72°C, para que a polimerase sintetize a copia do DNA na regido entre os dois
iniciadores. Como cada fragmento gerado torna-se o alvo do proximo ciclo de PCR, a
amplificac&o € exponencial e uma simples copia pode ser potencialmente amplificada.
A especificidade do método na deteccdo de um microrganismo alvo é baseada

na utilizacao de iniciadores que amplifiquem especificamente sequéncias caracteristicas
desse microrganismo. No caso da E. coli O157:H7 as sequéncias de varios genes tém
sido utilizadas em ensaios de PCR, isoladas ou em combinacéao, incluindo (NATARO &
KAPER, 1998; WANG et al., 2002):

= Genes das toxinas shiga (stx1, stx2, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f)

» Gene da enterohemolisina presente no plasmidio pO157 (hlyA),

= Gene da intimina (eaeA)

»= Gene que codifica o antigeno somatico do sorotipo 0157 (rfbE),

= Gene que codifica o antigeno flagelar do sorotipo H7 (fliC)

» Gene da b-glicuronidase (uidA)

O BAX® system da DuPont Qualicon € um dos “kits” comerciais disponiveis no
mercado. E utilizado para detecgdo de E. coli 0157:H7 em andlise de alimentos, tendo
recebido a aprovacdo AOAC-RI — Performance Tested Method Certificate 010401.

Esse “kit” utiliza um jogo de iniciadores especificos para E. coli O157:H7,
selecionadas a partir da analise do genoma de 113 cepas O157:H7 e 176 néao-
0157:H7. Esse conjunto iniciador amplifica uma sequéncia de DNA de 530 bp em 99%
das cepas 0O157:H7 e em zero das ndo-O157. O método tem sensibilidade para
detectar 10°> UFC/ml de E. coli O157:H7 na amostra enriquecida, na presenca de uma
microbiota acompanhante de até 10° UFC/ml (BARBOUR et al., 1996).

O sistema é todo automatizado e os reagentes acompanham o “kit” na forma de
tabletes, ndo exigindo qualquer preparacéo. E requerida uma etapa de enriquecimento,
nas condi¢cdes normalmente utilizadas pelo laboratério, seguida de uma etapa de lise e

aplicacdo da PCR. A grande vantagem do BAX é que os resultados, obtidos em 24
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horas, sdo definitivos e ndo exigem qualquer etapa subseqiente de confirmacéo
(ALEXANDER et al., 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Verificar a ocorréncia de Escherichia coli O157:H7 associada ao comportamento
do indicador geral - contagem total de microrganismos viaveis (CTMV) - e dos
indicadores de contaminacé&o fecal - coliformes totais e E. coli, em amostras de
fezes e de carcacas de bovinos terminados a pasto e em confinamento e

abatidos em estabelecimento habilitado a exportacao.

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar a frequéncia de Escherichia coli O157:H7 em amostras de fezes e de
carcacas quentes no momento do abate.
e Comparar a frequéncia de Escherichia coli 0157:H7 em bovinos, de mesma faixa

etaria, terminados a pasto e em confinamento.
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Verificar a frequéncia de Escherichia coli O157:H7 em amostras de recortes
carneos.

Verificar o comportamento dos resultados do indicador geral — contagem total de
microorganismos viaveis (CTMV) - em amostras de carcacgas quentes.

Comparar os resultados das estimativas de microorganismos viaveis em bovinos,
de mesma faixa etéria, terminados a pasto e em confinamento.

Verificar o comportamento dos indicadores de contaminacgéo fecal — coliformes
totais e Escherichia coli - em amostras de carcagas frias.

Comparar os resultados das estimativas de coliformes totais e de Escherichia coli

em bovinos, de mesma faixa etaria, terminados a pasto e em confinamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizagdo da industria

A industria onde foi realizado o trabalho situa-se no municipio de Barretos, interior
do Estado de S&o Paulo, sendo caracterizada, por suas dependéncias e instalacoes,
como um abatedouro-frigorifico, segundo estabelece o artigo 21, paragrafo primeiro, do
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1997).

Dessa forma, ela é submetida a controle higiénico-sanitario permanente, através do
Servigo de Inspecao Federal (SIF), possuindo instalagcbes para o abate, manipulacéo,
preparo e conservacdo da carne bovina. Seu volume de abate corresponde a
aproximadamente mil animais por dia e seus produtos sdo comercializados a nivel

nacional e internacional.

4.2. Amostragem

Foram selecionados 100 bovinos machos, clinicamente sadios, 50 provenientes de

fazendas com terminac&o a pasto e 50 de animais de confinamentos. De cada fazenda,

aleatoriamente, foram amostrados cinco animais, totalizando 10 propriedades com
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sistema extensivo, oito delas localizadas no Estado de S&do Paulo, uma em Minas
Gerais e uma em Goias; e 10 propriedades com sistema intensivo, nove localizadas no

Estado de Minas Gerais e uma em Goias.

4.3. Colheita das Amostras

Os abates ocorreram entre novembro de 2008 e fevereiro de 2009, sob as mesmas
condicOes. Para a pesquisa de E. coli 0157:H7, foram colhidas amostras de fezes e de
superficie de carcacas quentes. Também foram colhidas amostras de superficie de
carcacas quentes para a estimativa da contagem total de microorganismos viaveis
(CTMV); de superficie de carcacas resfriadas para estimativas de coliformes totais e de
E. coli; além da colheita de 67 amostras de recortes carneos provenientes da desossa

de dianteiros e traseiros, em “pool” da producéo, para pesquisa de E. coli O157:H7.

Amostras de fezes dos bovinos - Foram colhidas na plataforma de abate, antes do
procedimento de oclusdo do reto, por meio de suabe retal e acondicionadas em sacos
plasticos estéreis, proprios para colheita de amostras, contendo 10 mL de caldo TSB

(Trypic Soy Broth).

Amostras de superficie de carcaca - Essas amostras foram colhidas seguindo os
critérios estabelecidos pelo Regulamento N° 2073/20005 da Comissdo Européia, por
meio de método ndo destrutivo, com auxilio de esponja de celulose.

As esponjas estéreis e umedecidas foram esfregadas dez vezes no sentido vertical
e dez vezes no sentido horizontal em uma area de 10 cm x 10 cm (100cm?), delimitada
por um gabarito metalico em quatro regides das carcacas frias (pescoco, peito, vazio e
regido proxima ao lagarto, onde é realizado o procedimento de oclusédo do reto durante
o abate), e em trés regides nas carcacas quentes (peito, vazio e regido proxima ao

lagarto) (Figura 1).



29

Para a pesquisa de E. coli O157:H7, as esponjas foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis contendo 10 mL de caldo TSB. Ja, para a estimativa de contagem
total de microorganismos viaveis, de coliformes totais e de E. coli, as esponjas foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis contendo 10mL de agua peptonada

tamponada.

Amostras de Recortes Carneos - Os recortes eram embalados em caixas de 30
kg, sendo que suas pecas deveriam ter peso superior a 200g, com 30% do total
correspondendo a dianteiros e 70% a traseiros. Durante cada hora da producéo foram
aleatoriamente selecionadas 5 caixas de recortes, sendo coletados 50g de recortes de
cada uma das caixas, correspondendo a uma amostra de 250g. As 67 amostras de

2509 de recortes carneos foram armazenadas em saco plastico estéril.
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Figura 1. Esquematizacéo de carcaca bovina com identificagéo dos locais de coleta das
amostras.

4.4, Reacdo em Cadeiada Polimerase (PCR)
Preparo das Amostras

Fezes - As embalagens contendo suabe foram adicionados 90mL de caldo TSB,

completando 100mL, além de 1mL de Novobiocina (20mg/L), as quais foram
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homogeneizadas em “stomacher” por um minuto a 200 rotagcdes por minuto (rpm) e

levadas a incubacgéo a 41,5°C por 18 a 24h.

Carcacas - Foi utilizado o mesmo procedimento descrito para as amostras de

fezes, exceto quanto a adi¢cdo da Novobiocina.

Recortes Carneos - Foram retiradas 25g de cada amostra de 250g de recortes
carneos e colocadas em frasco estéril contendo 225mL de caldo TSB. Os frascos foram
incubados a 41,5°C por 18 a 24h.

BAX® system da DuPont Qualicon

As amostras de fezes, de carcacas quentes e de recortes carneos foram
submetidas a uma reacdo de PCR utilizando o “kit” comercial BAX® system da DuPont
Qualicon.

De cada amostra, apds a pré-incubacao, foram retiradas aliquotas de 5uL da cultura
e adicionadas aos tubos contendo 200uL de lise-protease. Esses tubos foram
aquecidos inicialmente por 20min a 37°C e depois por 10min a 95°C. Em seguida foram
resfriados em bloco resfriador por cinco minutos, para posterior retirada de aliquota de
50uL e sua transferéncia para os tubos de PCR alojados numa “rack” e colocados no
termociclador, dando inicio a detecgcédo (DU PONT QUALICON, 2002)

O controle positivo foi realizado utilizando-se cepa de E. coli O157:H7, gentiimente
cedida pela Fundacéo Oswaldo Cruz — Fiocruz.

A interpretacdo dos resultados foi realizada através das curvas de dissociagdo
apresentadas. O perfil da curva positiva para E. coli O157:H7 é representado por dois
picos alvos a 85 e 88,5°C, variando entre 84 e 90°C e com distancia entre si de,
aproximadamente, 3,5°C; sendo o primeiro pico menor e mais arredondado e o
segundo o dominante. O perfil da curva negativa para E. coli O157:H7 ndo apresenta

pico alvo, mas apresenta evidente pico controle.
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Figura 2. Perfil da curva de dissociagao positiva para E. coli O157:H7 apresentada pelo
teste BAX® system da DuPont Qualicon.
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Figura 3. Perfil da curva de dissociacdo negativa para E. coli O157:H7 apresentada
pelo teste BAX® system da DuPont Qualicon.

4.5. Andlises Microbiolégicas — Indicadores
Preparo das Amostras

As embalagens contendo as esponjas foram adicionados 15mL de &agua

peptonada tamponada, completando 25mL. Foram, entdo, homogeneizadas em
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stomacher por um minuto a 200 rotagdes por minuto (rpm).

Petrifilm® PCA e Petrifilm™ E. coli Count Plates (ECC)

Baseado nos protocolos 1SO 4833:2003 e ISO 21528-2:2004, placas Petrifilm~®
PCA e Petrifim™ E. coli Count Plates (ECC) foram utilizadas para estimar a contagem
total de microorganismos viaveis e para contagem de coliformes totais e de E. coli,

respectivamente.

As Placas Petrifilm constituem um sistema de meio de cultura pronto, sendo o
Petrifiim® PCA composto por nutrientes padrdes, agente gelificante solivel em agua e
um indicator que facilita a contagem das colénias. De maneira semelhante, o Petrifilm™
E. coli Count Plates (ECC) é formado por Agar Vermelho Violeta Bile (VRB), agente
gelificante soluvel em &gua e indicador de atividade de glicuronidase, para a

enumeracao das colonias.

Segundo AOAC INTERNATIONAL e U.S. FDA - Manual de Bacteriologia
Analitica (BAM), os coliformes sé@o bastonetes Gram-negativos, produtores de acido e
gas a partir da lactose durante a fermentacdo metabdlica. Em decorréncia da producéo
de acido, o pH do indicador diminui e o gel se colore em vermelho escuro. Além dessas
caracteristicas, a E. coli produz beta-glicuronidase, detectada pelo indicador que forma

um precipitado azul na colonia.

Conforme a AOAC, o volume de 1mL de cada solugao contida na embalagem
com a amostra foi inoculado na superficie do Petrifilm, seguindo as instrucfes do
fabricante. A seguir, as placas foram incubadas com o lado transparente para cima em
estufa a 35°C por 48h. As colbnias vermelhas apresentando producdo de gas foram
contadas como coliformes totais e as col6nias azuis com produgéo de gas como E. coli.
Os resultados das contagens foram expressos em logip unidades formadoras de colonia

(UFC) por unidade de area (cm?).

4.6. Analise Estatistica
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Os resultados das contagens de indicadores na superficie da carcaca foram
submetidos ao programa estatistico SAS 9.1 (DER e EVERITT, 2001), com aplicacéo
do teste Exato de Fischer para avaliar diferencas entre 0os grupos com terminacédo a
pasto e em confinamento, com nivel de significancia p<0,05 (PETRIE e WATSON,
2006). Face ao limite de deteccédo da analise microbiolégica, quando o resultado obtido
foi a auséncia de coliformes totais ou a auséncia de E. coli, utilizou-se o valor do logio
0,8 UFC/cm? para a andlise estatistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados nas estimativas da contagem total de
microorganismos viaveis, de coliformes totais e de Escherichia coli estdo apresentados
na Tabela 1, na forma de log;o UFC/cm?.

Segundo ZWEIFEL & STEPHAN (2003) a quantificacdo da populacdo de
microrganismos viaveis das superficies das carcacas é comumente utilizada para
fornecer dados que indiguem o grau de cuidados higiénico-sanitarios durante as
operacdes de abate, particularmente na esfola e evisceracdo. Verificou-se que o0s
resultados da contagem total de microorganismos viaveis nas amostras de bovinos
terminados a pasto foram ligeiramente superiores em relacdo as amostras de bovinos
em confinamento (Figuras 4 e 5), embora ndo haja diferencas significativas entre esses
dois grupos. Para animais terminados a pasto os resultados variaram de 2,50 a
6,31x10° UFC/cm? com média de 9,43x10 + 2,01x10% enquanto que, para 0S
terminados em confinamento, esses dados variaram de 1,50 a 6,31x10% UFC/cm?, com
média de 5,26x10 + 1, 48x10°.

JARDIM et al. (2006) obtiveram em todas as etapas das operacdes de abate
avaliadas (antes da esfola, apés a esfola e apo6s a lavagem) resultados das contagens
totais de microorganismos viaveis nas amostras de bovinos em pastagens superiores
as amostras de bovinos em confinamento, mas diferentemente do presente estudo,

com diferenca estatisticamente significantes entre as médias.
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Tabela 1. Resultados obtidos da avaliacédo de carcacas para os métodos indicadores de
contaminacédo (contagem total de microorganismos viaveis, coliformes totais e E.
coli), apresentados em log;o UFC/cm?.

Amostra Pasto Confinamento
Ne°. CTMV Coliformes E. coli CTMV Coliformes E. coli
1 1,55 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00
2 1,52 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
3 2,80 0,00 0,00 0,57 0,00 0,00
4 0,63 0,00 0,00 1,60 0,00 0,00
5 0,89 0,00 0,00 1,01 0,10 041
6 0,86 0,00 0,00 1,13 0,92 0,89
7 1,32 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00
8 1,64 0,00 0,00 1,35 0,00 0,00
9 1,42 0,00 0,00 0,68 0,51 0,32
10 1,21 0,00 0,00 0,78 0,00 0,00
11 1,17 0,00 0,00 0,88 0,00 0,00
12 1,24 0,00 0,00 1,22 0,00 0,00
13 1,01 0,00 0,00 1,19 0,00 0,00
14 1,30 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00
15 1,05 1,26 1,10 1,20 1,11 0,63
16 0,98 0,00 0,00 0,90 0,37 0,07
17 1,26 0,00 0,00 1,07 0,69 047
18 1,25 0,00 0,00 1,10 0,83 0,40
19 1,39 0,00 0,00 1,18 0,50 0,15
20 1,22 0,00 0,00 1,16 0,00 0,00
21 1,29 0,00 0,00 0,88 1,74 1,10
22 1,10 0,00 0,00 1,33 1,03 0,00
23 0,72 0,00 0,00 1,09 0,00 0,00
24 0,81 0,00 0,00 1,09 0,62 0,28
25 1,16 0,00 0,00 0,99 1,88 1,10
26 2,80 0,00 0,00 2,80 0,00 0,00
27 2,80 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00
28 1,69 0,88 0,10 1,61 0,88 0,00
29 1,25 0,00 0,00 0,60 0,35 0,28
30 1,32 0,00 0,00 1,87 0,52 0,00
31 1,24 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00
32 2,80 0,00 0,00 1,21 0,00 0,00
33 1,20 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00
34 2,80 0,82 0,63 0,18 0,00 0,00
35 2,80 0,00 0,00 0,89 0,00 0,00
36 1,75 0,51 0,00 0,80 0,00 0,00
37 1,59 0,00 0,00 0,57 0,07 0,00
38 1,47 0,89 0,65 1,58 0,00 0,00
39 0,94 0,00 0,00 0,99 1,88 1,10
40 1,67 0,12 0,00 0,48 0,00 0,00
41 0,99 0,61 0,00 2,80 0,00 0,00
42 0,51 0,45 0,30 1,53 0,49 0,00
43 0,40 0,00 0,00 2,80 0,00 0,00
44 1,11 0,00 0,00 1,36 0,30 0,00
45 1,35 0,00 0,00 1,67 0,00 0,00
46 1,60 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00
47 1,78 0,00 0,24 0,44 1,88 1,10
48 1,01 0,99 0,91 0,89 1,88 1,10
49 1,11 0,00 0,00 1,22 0,88 0,63

50 1,59 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00
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As médias dos resultados da contagem total de microorganismos viaveis nas
amostras de bovinos terminados em pastagens (1,41 log UFC/cm?) e confinados (1,12
log UFC/cm?) foram discretamente menores que os valores encontrados por ZWEIFEL
et al. (2004) na Suica, cujas médias variaram entre 2,1 a 3,1 log UFC/cm?; que o valor
de 2,42 log UFC/cm? encontrado por PHILLIPS et al. (2001); e de 1,82 log UFC/cm?,
encontrado por SUMNER et al. (2003) em abatedouros na Australia, este ultimo
também utilizando Petrifilm. MADDEN et al. (2004) também apresentaram resultados
superiores aos encontrados no presente estudo apos a lavagem das carcacas, sendo a
média de 2,8 x 10° UFC/cm®.

De acordo com GIL (2002), apenas quando o numero de microorganismos
viaveis na superficie de carcacas de bovinos ultrapassa a 10°cm? se pode afirmar que
0 abate ocorreu em mas condi¢fes de higiene. Em funcdo dessa afirmacdo, FRANCA
FILHO et al. (2006) e COLLOBERT et al. (2002) consideraram como obtidas em boas
condicdes de higiene as carcacas alvo de seus estudos. Esses autores consideraram
seus resultados como satisfatérios em relacdo a outros estudos, indicando que houve
boas praticas de higiene durante o abate.

No presente estudo adotou-se critério mais rigoroso que os utilizados pelos
autores citados, considerando insatisfatério qualquer valor superior a 2,0x10* UFC/cm?.
Apesar da grande variagcdo dentro dos grupos de animais a pasto e confinados, como
mostram as figuras 4 e 5, todos os valores estéo abaixo de 6,3x10% UFC/cm? (logso 2,8)
sendo classificados como satisfatério segundo o critério do Meat Industry Guidelines de
2007, da Food Standards Agency, Reino Unido. Isso demonstra que as amostras foram
obtidas em melhores condi¢cdes de higiene, sustentando que as boas praticas de
fabricacdo e os programas de qualidade foram executados a contento.



37

L1

i

logio UFC/cm?

)

: N‘m\|||m\\\\Hqu\“|\||i\“||hhuﬂl|\||

Figura 4: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaca quente de
animais a pasto para a contagem total de microorganismos viaveis — logio
UFC/cm? (Linha amarela = limite entre as categorias satisfatéria e aceitavel;
linha vermelha = limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Figura 5: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaca quente de
animais confinados para a contagem total de microorganismos viaveis - logio
UFC/cm?. (Linha amarela = limite entre as categorias satisfatéria e aceitavel;
linha vermelha = limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Para coliformes totais e E. coli numericamente ocorreu 0 oposto a contagem total
de microorganismos viaveis, sendo que 0s animais terminados em confinamento
apresentaram valores superiores aos dos animais a pasto (Figuras 6, 7, 8 e 9). As
contagens de coliformes totais variaram de 0,08 a 1,81x10 UFC/cm® e de 0,08 a
7,50x10 UFC/cm? respectivamente para animais terminados a pasto e em
confinamento, com médias de 1,34 UFC/cm? e 9,25 UFC/cm®. As contagens de E. coli
para animais terminados a pasto e para o0s confinados tiveram a mesma variagcédo de
0,08 a 1,25x10 UFC/cm?, mas com médias de 0,78 e 1,97 UFC/cm?, respectivamente.

De acordo com GILL et al, (1996) a contaminacédo da superficie da carcaca é a
base dos problemas, tanto para conservacao da qualidade da carne como para a saude
publica. Entre os possiveis microrganismos patogénicos presentes na superficie da
carcaca, atencdo especial deve ser dada a Escherichia coli, por ser considerada como
indicadora de contaminacdo por fezes e da possibilidade da presenca de outras
bactérias patogénicas. Em alimentos de origem animal, a ocorréncia de numero
elevado de coliformes totais pode indicar manipulacédo sem cuidados de higiene e/ou
armanezamento inadequado (MENDONCA e GRANADA, 1999).

HANSSON (2001) observou que a grande populacdo de coliformes esta
relacionada aqueles abatedouros onde ndo ha separacdo entre areas suja e limpa,
enfatizando que, quando as etapas de abate s&o realizadas em um mesmo local, ha
maior probabilidade de contaminacdo cruzada. Outro fator relacionado refere-se ao
pequeno nimero de funciondrios nos estabelecimentos que abatem poucos animais por
hora, por conseguinte, uma mesma pessoa realiza diferentes cortes numa mesma
carcaca.

No presente estudo, o estabelecimento era de grande capacidade, havia
separacao entre as areas suja e limpa e havia nimero suficiente de funcionarios para
gue cada um desempenhasse apenas uma fungao.

Diferentemente do estudo de COLLOBERT et al. (2002), que atribuiram os altos
valores encontrados para coliformes e E. coli as inadequadas praticas higiénico-

sanitarias na obtencdo da carne, os bons resultados encontrados no presente estudo
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permitem admitir que as mencionadas praticas foram devidamente aplicadas durante
toda a linha do abate.

RIGOBELO et al. (2008) avaliou a contaminac¢édo por E. coli de carcagas bovinas
durante as estacdes de chuva e seca. Na etapa apos lavagem, 37 (32%) carcacas
amostradas foram E. coli positivas e observou-se que o isolamento de E. coli foi duas
vezes maior (44%) na estacdo chuvosa quando comparada a estacao seca (20%). Este
estudo néo teve como objetivo comparar o grau de contaminacdo das carcacas em
diferentes estacbes do ano, mas, particularmente para animais confinados, é de se
esperar que, durante a estacdo chuvosa, os mesmos se encontrem com a pele
densamente suja, aumentando o risco de contaminacao da carcaca durante o processo
de abate. As amostras dos animais confinados foram coletadas durante os meses de
novembro e dezembro de 2008 e as dos animais a pasto nos meses de dezembro de
2008 e fevereiro de 2009. Apenas 4% das carcagas de animais a pasto e 10% das
carcacas de animais confinados apresentaram isolamento de E. coli acima do limite de
satisfatorio, acreditando-se que esta taxa seria maior se o abate dos animais se
realizasse durante a estacao chuvosa.

Segundo GRAU (1974), a pele geralmente é considerada a fonte de origem da
maioria das contaminac¢des microbiolégicas das carcagas. Tanto 0s animais a pasto
guanto os confinados deste estudo, no momento do abate apresentavam-se
razoavelmente limpos, o que pode justificar as baixas popula¢cdes de coliformes totais e
E. coli, com resultados inferiores aos expostos pelos autores BELL (1997) e JARDIM et
al (2006).
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Figura 6: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaca fria de
animais a pasto para a contagem de coliformes totais - logio UFC/cm?. (Linha
amarela = limite entre as categorias satisfatoria e aceitavel; linha vermelha =
limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Figura 7: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaga fria de
animais confinados para a contagem de coliformes totais - log;o UFC/cm?. (Linha
amarela = limite entre as categorias satisfatoria e aceitavel; linha vermelha =
limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Figura 8: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaca fria de
animais a pasto para a contagem de Escherichia coli - log;o UFC/cm?. (Linha
amarela = limite entre as categorias satisfatoria e aceitavel; linha vermelha =
limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Figura 9: Distribuicdo dos resultados das amostras de superficie de carcaca fria de
animais confinados para a contagem de Escherichia coli - logio UFC/cm?. (Linha
amarela = limite entre as categorias satisfatoria e aceitavel; linha vermelha =
limite entre as categorias aceitavel e insatisfatoria).
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Este estudo ndo teve como objetivo comparar as contagens dos
microorganismos indicadores, sendo as amostras coletadas apenas apos a lavagem
das carcagas. Apesar dos autores GILL et al. (1996) e JARDIM et al (2006) relatarem
aumento da contaminagcdo nessa etapa, 0s valores aqui encontrados sao
comparativamente inferiores, com apenas 15 (15%) e 7 (7%) amostras com valores
acima de 6,3 UFC/cm® (0,8 logi; UFC/cm?) para coliformes totais e E. coli,
respectivamente. Desta forma, pode-se julgar que um dos possiveis fatores que
contribuiram para as reduzidas populacdes encontradas esteja no fato de que a
industria, onde foi realizado este estudo, possuir controles operacionais e boas praticas
gue funcionam de forma continua e organizada, proporcionando um produto seguro
com populacdes de microrganismos em numeros aceitaveis quanto a higiene de sua
obtencéo.

Os resultados encontrados na estimativa de contagem total de microorganismos
viaveis, de coliformes totais e de E. coli foram classificados segundo critérios do Meat
Industry Guidelines de 2007, da Food Standards Agency, Reino Unido. A contagem
total de microorganismos viaveis foi considerada satisfatoria quando o valor de log foi
menor que 2,8 (<6,3x10% UFC/cm?); aceitavel entre 2,8 e 4,3 (entre 6,3x10° e <2,0x10*
UFC/cm?) e insatisfatorio quando maior que 4,3 (>2,0x10* UFC/cm?). J&, os parAmetros
utilizados para a classificagdo de coliformes totais e E. coli, foram satisfatorios quando o
logio foi menor que 0,8 (<6,3 UFC/cm?), aceitavel entre 0,8 e 1,8 (6,3 e 6,3x10
UFC/cm? e insatisfatério quando maior que 1,8 (>6,3x10 UFC/cm?). Os limites
satisfatorios e insatisfatorios estdo representados nas figuras de 2 a 7 através dos
tracos amarelos e vermelhos, respectivamente.

De acordo com essa classificacéo, 44 (88%) amostras de animais a pasto foram
consideradas satisfatérias e 6 (12%) consideradas aceitaveis para a contagem total de
microorganismos viaveis. De maneira pouco superior, 47 (94%) amostras de animais
confinados foram consideradas satisfatorias e 3 (6%) aceitaveis (Figura 10). Conforme
se verifica nessas ilustragcbes, nenhum dos dois grupos de animais apresentaram
amostras consideradas insatisfatorias para quaisquer dos critérios que poderiam ser

utilizados.
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10: Percentual dos resultados da contagem total de microorganismos viaveis em
amostras de carcaca de animais alimentados a pasto e em confinamento
classificadas em satisfatorio, aceitavel e insatisfatorio, de acordo com os critérios
do Meat Industry Guidelines de 2007, da Food Standards Agency, Reino Unido.
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Figura 11: Percentual dos resultados da pesquisa de coliformes totais em amostras de
carcaca de animais alimentados a pasto e em confinamento classificadas em
satisfatorio, aceitavel e insatisfatério, de acordo com os critérios do Meat Industry
Guidelines de 2007, da Food Standards Agency, Reino Unido.
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Os resultados da contagem de coliformes totais foram considerados satisfatérios
em 45 (90%) e 40 (80%) amostras e aceitavel em 5 (10%) e 6 (12%) amostras de
animais a pasto e confinados, respectivamente, sendo que apenas 0S animais
confinados apresentaram amostras consideradas insatisfatérias, ou seja, quatro
amostras (8%) (Figura 11).

Os animais a pasto também apresentaram uma melhor classificacdo para a
contagem de E. coli, sendo 48 (96%) amostras consideradas satisfatérias e apenas 2
(4%) aceitaveis; enquanto os animais confinados apresentaram 45 (90%) amostras
consideradas satisfatorias e 5 (10%) aceitaveis. Novamente, os dois grupos de animais

ndo apresentaram amostras insatisfatérias (Figura 12).

Pasto Confinamento
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Figura 12: Percentual dos resultados da pesquisa de Escherichia coli em amostras de
carcaca de animais alimentados a pasto e em confinamento classificadas em
satisfatorio, aceitavel e insatisfatério, de acordo com os critérios do Meat Industry
Guidelines de 2007, da Food Standards Agency, Reino Unido.

O critério do Meat Industry Guidelines de 2007, da Food Standards Agency,

z

Reino Unido, para classificacdo de coliformes totais e E. coli € mais rigoroso que o

estabelecido pela Comissdo Européia, segundo o Regulamento N° 2073 de 2005, que
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considera satisfatéria média logaritmica menor ou igual a 1,5 log UFC/cm?; aceitavel
entre 1,5 e 2,5 log UFC/cm? e ndo satisfatéria se ultrapassar 2,5 log UFC/cm?. Em
1997, quando o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento iniciou a
implantacédo dos programas APPCC e de Reducdo de Patdgenos, esse Ultimo exigido
pelos Estados Unidos como tarefa adicional para exportagdo, o critério para as
contagens dos indicadores era ainda mais brando. Segundo o Programa de Reducéao
de Patdégenos o desempenho satisfatério para a contagem de E. coli € menor ou igual a
100 UFC/cm?, o que seria equivalente a 2 log UFC/cm?.

O Servico de Inspecéo de Produtos Agropecuarios — SIPAG — do Estado de Sdo
Paulo, em 2005, avaliou os resultados das contagens de coliformes totais e E. coli em
cortes de carne bovina in natura e os classificou em ideal, toleravel e intoleravel. Os
resultados das contagens de coliformes totais foram considerados ideais em 92,8%,
com valores abaixo de 1.000 UFC/g (<3,0 logio); toleraveis em 3,0% com valores acima
de 1.000 UFC/g (>3,0 e <4,0 logi0) € intoleraveis em 4,2% com valores acima de 10.000
UFC/g (>4,0 logio). Ja os resultados das contagens de E. coli foram considerados ideais
em 89,2%, com valores abaixo de 10 UFC/g (<1,0 logio).; toleraveis em 6,5% com
valores acima de 10 UFC/g. e intoleraveis em 4,3% com valores acima de 100 UFC/g
(>2,0 logo).

A classificacdo completa dos resultados obtidos da avaliagdo de carcacas
guentes e carcacas refrigeradas para os métodos indicadores de contaminacdo esta
representada na Tabela 2.

Resultados insatisfatorios somente ocorreram na pesquisa de coliformes totais,
correspondendo a 4 amostras de confinamento (8,0%), entretanto, mais uma vez nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas. Pelo teste Exato de
Fischer, os valores da contagem total de microorganismos viaveis (p = 0.4870), de
coliformes totais (p = 0.1334) e E. coli (p = 0.4360) independem do tipo de terminacéo.
Esses resultados estdo de acordo com os apresentados por JARDIM et al. (2006) que
obtiveram niveis de coliformes totais e de E. coli, tanto na pele como nas carcagas,

muito semelhantes entre animais a pasto e confinados.



46

Tabela 2. Classificacdo dos resultados obtidos da avaliacdo de carcacas quentes e
carcacas refrigeradas para os métodos indicadores de contaminagdo (contagem
total de microorganismos viaveis, coliformes totais e E. coli), interpretados de
acordo com critérios recomendados para as industrias de carne (Food Standards
Agency, 2007). Barretos, SP. Brasil.

Terminacgéo Confinamento Pasto
NUmero de Amostras 50 50

Satisfatério 47 94% 44 88%

CTMV Aceitével 3 6% 6 12%

Insatisfatorio 0 0% 0 0%

_ Satisfatorio 40 80% 45 90%

Coliformes Aceitavel 6 12% 5 10%
Totais i .

Insatisfatorio 4 8% 0 0%

Satisfatério 45 90% 48 96%

E. coli Aceitavel 5 10% 2 4%

Insatisfatorio 0 0% 0 0%

O Regulamento N° 471/2001 expde a decisdo da Unido Européia de indicar
método ndo destrutivo com auxilio de esponja de celulose para a colheita das amostras
de superficies de carcaca. Devido a este regulamento, optou-se por utilizar esse
método no presente trabalho, o que se mostrou uma decisdo acertada, uma vez que
confere agilidade e padroniza essa etapa para as estimativas microbiolégicas. O uso de
Petriflm também se mostrou pratico e adequado para a enumeracdo de
microorganismos viaveis, coliformes totais e E. coli. Segundo SILVA et al. (2006) o
Petrifilm EC mostrou-se mais sensivel e eficaz na deteccdo de E. coli em relacdo ao
método de tubos mudltiplos, o qual apresentou resultados falso-negativos ou contagens
subestimadas de E. coli, dados esses obtidos em amostras de alimentos de origem
animal.

Os resultados encontrados na pesquisa de E. coli O157:H7 foram todos
negativos, exceto por uma amostra de recorte carneo (Tabela 3 e Figura 11). Esses

dados sdo compativeis com os resultados encontrados para os indicadores - contagem
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total de microorganismos viaveis, de coliformes totais e E. coli, considerados aceitaveis

em 91%, 85% e 93% das amostras, respectivamente.

Tabela 3. Resultados e respectiva frequéncia da ocorréncia para a pesquisa de E. coli
0157:H7 em amostras de carcacas, de suabe retal e de recortes da desossa
durante o abate de bovinos terminados a pasto e em confinamento. Barretos, SP.

Brasil.
Amostragem Terminacao Numero de Resultados Fr()eggr?gﬁica}:a
9 ¢ amostras Positivos %
Pasto 50 0 0
Carcacgas .
Confinamento 50 0 0
Pasto 50 0 0
Fezes .
Confinamento 50 0 0
Recortes Ambos 67 1 1,49
Total 267 1 0,37
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Figura 13: Resultados da pesquisa de E. coli 0157:H7 em amostras de suabe retal, de
carcacas e de recortes da desossa durante o abate de bovinos. Barretos, SP.
Brasil.
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Tradicionalmente, o Brasil € caracterizado como um pais produtor de gado de
corte. Os animais sao alimentados principalmente em pastagens, considerando que
evoluiram como herbivoros pastejadores. No entanto, devido a uma taxa mais rapida de
fermentacdo que das fibras, os graos de cereais podem ser um valioso suplemento
para a producdo de bovino de corte. Varios estudos sugerem que a alimentacao
continua com dieta de elevado teor de grdos promove a proliferacdo da populacédo de
E. coli, diminui o pH do contetdo ruminal e seleciona cepas STEC acido-resistentes,
aumentando a eliminacdo de E. coli enterohemorragica, dentre elas a E. coli O157:H7.
Essas condi¢des, aliadas a alta densidade animal em confinamentos, como ocorre
tradicionalmente nos Estados Unidos, torna razoavel supor que a selecdo de sorotipos
de E. coli 4cido-resistentes em bovinos alimentados com graos difere daquela isolada
de animais a pasto, tanto em nimero como em sorotipos (RIGOBELO et al., 2008).

Entretanto, outros autores aventam como hipétese da infec¢cdo dos animais por
agentes de doencas as criagcdes extensivas, como no Brasil, representadas por
ambientes contendo fezes, efluentes de esgoto, alimentos e aguas contaminados
(JARDIM et al. 2006). De acordo com BOSILEVAC et al. (2009), as taxas de
contaminacdo das carcagas apos a remocgdo da pele estdo diretamente relacionadas
com os niveis de contaminacdo que entram no abatedouro.

O presente estudo teve como objetivo comparar a ocorréncia de E. coli O157:H7
em amostras de fezes e de carcagas de animais provenientes de criacao a pasto e em
confinamento, visando auxiliar a compreensao dessas duas teorias, mas 0s dois grupos
ndo apresentaram amostras positivas para esse patdgeno.

O ambiente dos currais de espera dos abatedouros também tem sido implicado
como contribuinte para a elevada carga de bactérias patogénicas na pele de animais
apresentados para abate (ARTHUR et al., 2008). Bactérias marcadas tém sido
utilizadas para demonstrar o potencial de difusdo de patégenos entre lotes de bovinos
nos currais dos abatedouros (CUESTA ALONZO et al, 2007). Outros estudos
demonstraram que os pisos dos currais podem albergar E. coli O157:H7 de um dia para
0 outro, mesmo depois dos processos de limpeza de rotina terem sido realizados
(SMALL et al., 2006; TUTENEL et al., 2003).
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KALCHAYANAND et al. (2009) encontraram prevaléncia de E. coli O157:H7 na
pele de bovinos em 77,5% em abatedouro frigorifico nos Estados Unidos. BOSILEVAC
et al. (2009) encontraram prevaléncia proxima a esse valor, 70,9%, na pele de bovinos
em estabelecimentos de abate com capacidade diaria menores que mil animais por dia.

ARTHUR et al. (2008) encontraram prevaléncia de E. coli O157:H7 na pele de
bovinos em confinamento de 66% e prevaléncia fecal de 24,5%. Entretanto,
apresentaram que acima de 65% dos isolados de E. coli O157:H7 da pele dos animais
e 83% dos isolados de carcagas coletados em abatedouro de bovinos nao originaram
do confinamento de onde o0s animais eram provenientes. Os mesmos autores
encontraram E. coli O157:H7 em 9 (64%) dos 14 caminhdes utilizados para o transporte
dos animais antes do embargue dos mesmos.

Esta estabelecido que no momento do abate, a pele é a principal fonte de
contaminacdo das carcagas bovinas por E. coli O157:H7 (ARTHUR et al., 2009).
Portanto, uma importante acao é reduzir os niveis de patégenos na pele dos animais,
através de medidas como uso de banho de aspersédo antes do abate. Em estudo de
ARTHUR et al. (2008), a prevaléncia e as contagens de E. coli O157:H7 foram menores
nas plantas processadoras que utilizam cabines para limpeza da pele quando
comparadas com plantas sem essas cabines.

O frigorifico onde foi realizado o experimento, além de adotar os procedimentos
exigidos pelo Servico de Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, Agropecuaria e
Abastecimento (MAPA), por estar habilitado a exportacdo para Unido Européia e
Estados Unidos, também cumpre as exigéncias desses paises. Todos os caminhdes
sdo lavados e desinfetados com solucdo de hidréxido de soédio a 2%, conforme
instrucdo da Organizacdo Internacional de Epizootias, antes sairem do frigorifico para o
embarque dos animais.

Os currais dos frigorificos sdo planejados e construidos visando garantir ndo
apenas o bem-estar dos animais, mas também a sanidade e a biosseguranca, com
pavimentacdo adequada, de facil higienizacdo e declive de 2% em direcdo a canaletas
coletoras; rede de esgoto e instalacdes adequadas para o recebimento e tratamento de

residuos organicos; cercas com 2m de altura e cordao sanitario entre os currais, em
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alvenaria, com no minimo 30cm de altura. Essas exigéncias faciltam a limpeza,
permitem que os dejetos escoem mais facilmente e que ndo haja troca de residuos
entre um curral e outro, diminuindo a sujidade do pavimento e, consequentemente, da
pele dos animais, visando a reducdo da contaminacdo por bactérias, incluindo
patdgenos como a E. coli O157:H7.

Os animais permanecem nos currais do frigorifico sem mistura de lotes oriundos
de diferentes propriedades. De acordo com o RISPOA, Art.110, é proibida a matanca
de qualquer animal que n&o tenha permanecido pelo menos 24 horas em descanso,
jejum e dieta hidrica, sendo o periodo minimo de repouso nos depésitos do
estabelecimento frigorifico de seis horas. Esse periodo de descanso e jejum é
importante para restabelecer as reservas de glicogénio muscular, que é consumido
durante o manejo desde a fazenda até o frigorifico, e para a reducdo do conteudo
gastrintestinal visando facilitar a evisceracdo da carcaga e diminuir o risco de
contaminag&o da mesma.

Uma pratica comum em paises de clima frio, mas ndo usual no Brasil devido ao
clima, a dificuldade operacional e por ser onerosa, € 0 emprego de cama nos currais
para maior conforto aos animais, sendo utilizada palha ou serragem. Essa cama facilita
a retencdo dos dejetos e a contaminacdo da pele quando os animais se deitam.
Também dificulta a limpeza e higienizagéo dos currais, sendo necessaria a remogao e
gueima de toda a palha entre um lote de animais e outro.

A diferenca de clima também € um importante fator a ser considerado para 0s
animais de confinamento. Em paises da Europa e nos Estados Unidos os animais
permanecem confinados por longos periodos, por vezes desde a desmama até o abate,
como no estudo de ARTHUR et al. (2009), enquanto no Brasil, o tempo médio de
permanéncia dos animais em confinamento é de cem dias, sendo apenas para
terminagcdo. Geralmente esse periodo de confinamento se da entre os meses de agosto
e dezembro, propositadamente devido a estacdo de seca. Em decorréncia dessas
condicdes, no Brasil, mesmo os animais confinados quando levados para abate se
apresentam limpos quando comparados a Classificacdo de Limpeza Corporal do Red

Meat Safety & Clean Livestock — Food Standards Agency (2002), com maior
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concentracao de sujidades apenas nas patas (Figuras 14 e 15), e, portanto, com menor
contaminacé&o da pele por dejetos.

Nos currais do frigorifico também sé&o utilizados aspersores de agua (Figura 16)
para garantir bem-estar aos animais, umedecer as sujidades aderidas a pele e facilitar
sua remocdo, como também facilitar a limpeza das instalagcdes. Aparentemente a
remocao de sujidade da pele € bem sucedida, provavelmente em funcdo da pelagem
curta da maioria dos animais abatidos. Esse € outro motivo de preocupacgao, pois em
funcdo da qualidade da carne, precocidade de carcaca e expansao da terminacéo
confinada, observa-se frequéncia crescente de animais cruzados (zebuinos x ragas
européias) modificando tal caracteristica.

Antes da entrada da seringa que leva os animais para o box de atordoamento,
obrigatoriamente h4 um sistema tubular de chuveiros dispostos longitudinal e
lateralmente com &gua hiperclorada 5 ppm e 3 ATM de pressdo, onde 0s animais
permanecem para um banho de aspersao (Figura 17) cuja finalidade € de contribuir
com a limpeza da pele e assegurar uma esfola higiénica, como demonstrou o estudo de
ARTHUR et al. (2008).
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Figura 14: Lote de animais terminados a pasto durante o jejum de pré abate nos currais
da industria.

Figura 15: Lote de animais terminados em confinamento durante o jejum de pré abate
nos currais da industria.
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Figura 16: Curral de pré abate com utilizacdo de aspersores de agua.

Figura 17: Banho de aspersdo imediatamente a saida dos currais pré abate (agua
hiperclorada e pressdo minima de 3 ATM).
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Todos esses procedimentos visam garantir uma melhor condicdo higiénico-
sanitaria dos animais no momento do abate e das operacbes que o seguem. NoO
presente estudo, as baixas contagens dos microrganismos indicadores e a nao
deteccao de E. coli O157:H7 nas carcacas de bovinos terminadas tanto a pasto como
em confinamento, demonstram que esses procedimentos tém se mostrado eficazes.
Vale ressaltar que, dentro dos programas de boas praticas e de reducdo de patégenos,
a monitoracdo é sistematica e sempre que ocorre um desvio imediatamente ocorre a
tomada de medidas corretivas. Por outro lado, a ndo deteccdo de E. coli O157:H7
também nas amostras de fezes desses animais permite supor que haja uma baixa
ocorréncia desse sototipo no Brasil.

A ndo deteccdo de E. coli O157:H7 como contaminante na carcaga, neste
estudo, contrasta com o elevado numero de cepas detectados nas fezes diarréicas ou
de animais saudaveis no Brasil (IRINO et al., 2005; RIGOBELO et al. 2006; RIGOBELO
et al. 2008). SALES et al. (2006), analisaram 100 amostras fecais de bovinos abatidos
em Sao Luis, Maranhdo, sendo que a taxa de isolamento de STEC foi de 73%.
VICENTE et al. (2005) encontraram taxa ainda maior, com cepas STEC identificadas
em todos os rebanhos analisados em Jaboticabal — SP, sendo os sorogrupos 0157,
0111 e 0113 observados em 40%, 50% e 90% das amostras. Isso poderia sugerir um
trabalho eficaz durante a remocé&o da pele ou do trato gastrointestinal durante abate.

A frequéncia de 0157:H7 de 0,37% € prOxima aos valores encontrados em
estudos realizados em carcacas bovinas na area de abate, como de 0,5% encontrado
por MEICHTRI et al. (2004), na Argentina, de 0,1% encontrado por PHILLIPS et al.
(2004) na Austrélia, e 1,5% obtido por CERQUEIRA et al. (1999) no Estado do Rio de
Janeiro.

ROLDAN et al. (2007), isolou E. coli O157:H7 em 1,2% de 250 amostras de
recortes carneos, porcentagem proxima a encontrada no presente trabalho, de 1,49%.

Apesar de todas as amostras fecais apresentarem resultados negativos na
pesquisa de E. coli O157:H7 outros autores brasileiros também relatam uma baixa
prevaléncia desse sorotipo. No Estado de Sao Paulo, IRINO et al. (2005), encontraram

0,6% de E. coli O157:H7 nas fezes de bovinos leiteiros jovens. Na regido de Ribeiréo
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Preto — SP, STELLA et al. (2008), isolaram E. coli em 430 amostras de fezes e, dessas,
duas foram confirmadas como O157:H7, configurando-se como isolados de bezerros.

A variacéo nas frequéncias de E. coli O157:H7 pode, em parte, ser decorrente de
diferentes técnicas utilizadas (ARMSTRONG et al., 1996). O método utilizado neste
estudo, o sistema BAX®, possui correlacdo direta maior que 99% com mais de 120
tipos de E. coli O157:H7, e demonstra excelente exclusédo (>98%) contra outros tipos de
E. coli e outras bactérias entéricas, condicbes essas aferidas por meio de controles
positivos e negativos (DU PONT QUALICON, 2002).

Aliando baixas frequéncias de E. coli e, consequentemente, de E. coli O157:H7,
com praticas higiénico-sanitérias e de boas praticas de fabricacdo adequadamente
realizadas no frigorifico onde o estudo foi realizado, tais evidéncias sustentam o0s

resultados obtidos.
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CONCLUSOES

e Constatou-se que as estimativas de microorganismos viaveis situaram-se abaixo

das expectativas, sendo que a média foi de 73,40 UFC/cm?®.

e Nado foram constatadas diferencas significativas das contagens de
microorganismos viaveis entre os tipos de terminacdo, os quais evidenciaram

médias e variacfes semelhantes.

e As contagens de coliformes totais apresentaram médias de 1,34 UFC/cm? e 9,25
UFC/cm? (ambas menores que 10) respectivamente para animais terminados a

pasto e em confinamento, com variacdes de 0,08 a 7,50x10 UFC/cm?.

e As contagens de E. coli tiveram variacdo de 0,08 a 1,25x10 UFC/cm? e médias
de 0,78 e 1,97 UFC/cm? para animais terminados a pasto e para os confinados,

respectivamente.

e De maneira semelhante a contagem de microorganismos viaveis, ndo foram
constatadas diferencas significativas entre os grupos de animais a pasto e
confinados para as estimativas de coliformes e E. coli.

e Demonstrou-se que a ocorréncia de Escherichia coli O157:H7 durante o abate foi
baixa, n&do sendo encontradas amostras positivas tanto nas amostras de fezes
como de carcagas.

e Dentre as amostras de recortes carneos, apenas uma apresentou-se como

positiva para Escherichia coli 0157:H7, com frequéncia de 1,49%.



57

Do total, 91%, 85% e 93% dos resultados das contagens microorganismos
viaveis, de coliformes totais e de E. coli foram classificados como satisfatorios,
sem diferencas significativas entre os tipos de terminacdo. Esses resultados
suportam a ndo deteccdo de E. coli O157:H7 nas amostras de fezes e de

carcacas de bovinos.
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