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RESUMO

O consumo crescente de carne de aves requer uma continua atencdo na provisao de
alimentos seguros para o consumidor. Entre os agentes emergentes de relevancia para a Saude
Publica destaca-se a Escherichia coli produtora de Shiga toxina (STEC), causadora de severa
colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica. Apesar da importincia deste
microrganismo na carne de ruminantes, sua presenga em carne de aves tem sido pouco
investigada. O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de STEC em carcagas
de aves congeladas comercializadas na cidade de Xanxeré/SC. Um total de 246 carcagas
adquiridas em oito supermercados da cidade, de acordo com a disponibilidade na gondola, foi
submetido a rinsagem individual com d4gua peptonada tamponada 1% e submetida a
enumeracdo de coliformes totais e Escherichia coli e pesquisa de STEC pelo protocolo
descrito na ISO/TS 13136:2012(E). Ap6s 24 horas de incubacio de uma aliquota da rinsagem
a 36°C, foi realizada a pesquisa de genes de viruléncia (stx/, stx2 e eae) por PCR multiplex.
Das carcacas amostradas, a maioria era frango “in natura” (57%), seguidos de galinha (16%),
galeto (15%), frango temperado (11%) e frango caipira (2%). A enumeracdo de coliformes
totais no liquido de rinsagem resultou em mediana de 5,2 UFC.g" (variando de 1 a 2.836,1
UFC.g") e de Escherichia coli foi 0,6 UFC.g" (variando de 1 242 UFC.g"), demonstrando
uma qualidade higi€nico-sanitaria satisfatéria do produto. Todos os liquidos de rinsagem
originados das 246 carcagas avaliadas foram negativos para os genes stx; € stx,, indicando
auséncia de STEC nas amostras. Em 12 carcacas (4,88%) foi confirmada a presenca de E.coli
eae+, indicando a presenga do patotipo enteropatogénico (EPEC). Conclui-se que as carcagas
de aves comercializadas em Xanxer€ apresentam um padrdo higi€nico sanitario adequado e
auséncia de STEC considerando uma prevaléncia detectdvel de 1,5% na amostra analisada.
Por outro lado, detectou-se a presenca de EPEC, a qual deve ser investigada para caracterizar

as cepas encontradas em termos de potencial importancia para a satide do consumidor.

Palavras-chave: Carne de frango. Coliformes totais. E. coli. STEC. EPEC



ABSTRACT

The increasing consumption of poultry meat requires continued attention in the
provision of safe food for the consumer. Emerging agents of relevance to Public Health
include Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), which causes severe hemorrhagic
colitis and hemolytic uremic syndrome. Despite the importance of this microorganism in beef,
its presence in poultry meat has been few investigated. The present study aimed to evaluate
the occurrence of STEC in frozen poultry carcasses marketed in the city of Xanxeré/SC. A
total of 246 carcasses purchased from eight city supermarkets, according to on-shelf
availability, was submitted to individual rinsing with 1% buffered peptone water and
submitted to enumeration of total coliforms and Escherichia coli and STEC detection by the
protocol described in ISO / TS 13136: 2012 (E). After 24 hours of incubation at 36 ° C an
aliguot of the rinsing, virulence gene (stx1, stx2 and eae) were investigated by multiplex PCR.
Of the carcasses sampled, the majority were fresh poultry meat (57%), followed by chicken
(16%), young chicken (15%), seasoned poultry meat (11%) and “caipira”’type chicken (2%).
The enumeration of total coliforms in the rinsing liquid resulted in a median of 5.2 CFU.g-1
(ranging from 1 to 2836.1 CFU.g"'). The median of Escherichia coli was 0.6 CFU.g-1
(ranging from 1 to 242 CFU.g"), demonstrating a good sanitary and hygienic quality of the
product. All rinse liquids from the 246 carcasses tested were negative for the stxl and stx2
genes, indicating absence of STEC in the samples. In 12 carcasses (4.88%) the presence of
E.coli eae + was confirmed, indicating the presence of the enteropathogenic pathotype
(EPEC). It is concluded that the poultry carcasses marketed in Xanxeré have an good
hygienic sanitary standard and absence of STEC considering a detectable prevalence of 1.5%
in the sample analyzed. On the other hand, we detected the presence of EPEC, which should
be further investigated to characterize the strains in terms of potential importance for

consumer health.

Keywords: Chicken meat. Total coliforms. Escherichia coli. STEC. EPEC.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populagdo mundial desencadeia um maior consumo de
alimentos e, por consequéncia, a necessidade de produgdo em escala. Estados Unidos da
América (EUA) € o maior produtor mundial de carne de aves, seguido do Brasil, Europa e
China, que juntos respondem por 60% do volume de producdo mundial (UNITED STATES
OF AMERICA, 2016). O Brasil consolidou-se como o 2° maior produtor mundial de carne
de frango e exporta para mais de 143 paises o equivalente a 34% de sua producio nacional
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017).

Neste cendrio de producdo em alta escala e alto consumo, a inocuidade € uma
prioridade global e imperativa para todos os paises, por ser garantia de que o alimento ndo
causard danos ao consumidor quando preparado e ou consumido de acordo com o uso
pretendido (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2003), (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016). Apds a “Operagdo Carne Fraca
20177, a responsabilidade dos elos de producdo da cadeia agroalimentar e da fiscalizagdo pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento se aprimoraram. A revisdo do
Regulamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal, Decreto 9013 em 20 de marco de
2017, atualizou o Sistema de Fiscalizacdo Oficial de Carnes no Brasil como 6érgéo fiscalizador
e aumentou as responsabilidades da industria em prover alimentos seguros para garantir a
saude e confianca do consumidor e o alcance dos requerimentos legais (BRASIL, 2017).

A produgio de aves em escala industrial € sujeita a fatores de risco que influenciam
a presenca de micro-organismos patogénicos. Dentre esses, Escherichia coli produtora de
shigatoxina (STEC) vem assumindo relevincia. Nos Estados Unidos sdo estimados
anualmente mais de 265.000 casos de doenca transmitida por alimento causada por
Escherichia coli produtora de shigatoxina, com apresentagdo de quadro diarreico brando até
sindrome urémica hemolitica (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2018). Na Europa, a taxa de notifi¢cdo de casos de STEC ¢ de 1,27 por 100.000 habitantes
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016). Em 2015, a Autoridade Europeia de
Seguranca de Alimentos-EFSA reportou a STEC como a 4° principal causa entre as 12 de
maior ocorréncia de hospitalizagdo, com 5.901 casos de infecgdes, 853 hospitalizagdes e oito
6bitos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016). Identificaram, ainda, que STEC
estava presente em 2,9% das amostras de alimentos e em 6,8% das amostras animais testadas.
O sorogrupo O157 foi o mais prevalente nos humanos, alimentos e animais, seguido pelos

sorogrupos 026, 0103, 091, 0145 e O146. Conforme relato na Unido Europeia, ao andlisar
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609 amostras de carne de frangos foi detectado a prevaléncia de 0,8% de E.coli STEC
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016). No Egito, Younis et al. (2017) ao
analisar em 120 amostras de carne de frango, detectaram 6,5% de amostras positivas para
STEC.

A transmissdo de STEC na cadeia produtiva de frangos pode ocorrer pelo contato
direto com fezes contaminadas das aves ou indireto através da dgua contaminada
(STRACHAN et al., 2006). A utilizagcdo de métodos moleculares para diagndstico e estudos
longitudinais tem propiciado importantes avancos na descoberta das inter-relacdes de
patégenos na cadeia agroalimentar, seja animal, vegetal ou humana. Assim como vegetais
podem ser contaminados por STEC pelo uso de fertilizante organico derivado de ruminantes
que veiculam naturalmente STEC, ndo se pode subestimar o risco de aves também serem
infectadas por este micro-organismo através da racdo, contendo farinhas de ruminantes ou
mesmo por contaminacdo cruzada em propriedades de criacdo de ruminantes. Falhas de
bioseguranca, higienizacdo e vazio sanitdrio na criacdo podem favorecer a introdugio e o
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos nas aves. Ao abate, as carcacas
comumente apresentam microbiota compativel com 0s micro-organismos existentes nas aves
vivas que se dissemina durante as etapas de abate. A ruptura de papo e intestino, por falha de
jejum pré abate ou por deficiéncia de evisceragdo, podem introduzir micro-organimos
patogénicos na superficie das carcaca, comprometendo a qualidade higi€nico-santirio e a
inocuidade da carne.

Assim, considerando o limitado conhecimento da ocorréncia de STEC em aves no
Brasil, este trabalho teve por objetivo investigar a ocorréncia de carcacas de aves congeladas
com presenca de STEC dispostas para comercializacdo em supermercados do municipio de

Xanxeré, Santa Catarina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importancia da carne de aves

Nas dltimas décadas, mudancas significativas ocorreram no hébito alimentar do
consumidor, que tem passado a preferir alimentos mais sauddveis e menos processados, com
maior teor de proteina e menos gordura e carboidratos. Por outro lado, o trabalho e o modo de
vida induziram o consumidor a preferéncia por alimentos que ofere¢am maior conveniéncia e
praticidade a um preco justo. Entre todas as carnes do mercado, a carne de aves é a que mais
se aproxima das expectativas do consumidor, estando cada vez mais presente nas refei¢des em
razdo de sua praticidade, custo, alta proteina, baixa gordura, boa digestibilidade e fonte de
vitaminas do complexo B e minerais, como ferro e zinco (ALMEIDA FILHO et al., 2003).

O consumo mundial de carne de aves alcangou 12,2 kg per capita por ano de acordo
com os dados da “Organization for Economic Co-Operation and Development” (OECD),
despontando os Estados Unidos da América (EUA) como maior consumidor, com 49,8 kg por
habitante por ano (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2017). A mesma tendéncia de aumento de consumo € observada na Unido
Europeia, que além de grande produtor ¢ também um importante importador de carne de aves.
Igualmente encontra-se a Russia e paises do Golfo (Ardbia Saudita, Kuwait, Emirados
Arabes, Omman, Catar e Bahrain), com significativo consumo e marcante incentivo na
producio de aves para autossuficiéncia.

O Brasil registrou de 2006 a 2016 um aumento de consumo de carne de aves de
11,02% (FIGURA 1). Segundo a Associagao Brasileira de Proteina Animal (2017), a carne de
aves ¢ a mais consumida, com 41,1 Kg per capita/ano, seguida da bovina e suina

(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017).
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Figura 1 — Consumo per capita de carne de aves no Brasil (em Kg) entre 2007 e

2016
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Fonte: Associagdo Brasileira de Proteina Animal (2017).

A carne de frango, resultado da transformagdo de proteina vegetal em animal, é
reconhecida como uma importante matriz alimentar primiria e como matéria prima para
agregacdo de valor nutricional e sensorial em produtos industrializados. Diferentes modelos
de criacdo de frangos, como sistema de alimentacdo exclusivamente com proteinas de origem
vegetal, criacdo sem uso de promotores de crescimento, criagdo sem uso de antibidticos,
criacdo sob principios de bem-estar animal com ambiente enriquecido, entre outros, permitem
o alcance de graduacgdes superiores de qualidade das carnes de frangos.

No cendrio mundial, a carne de frangos tem grande relevancia na economia nacional e
mundial. Os Estados Unidos, o Brasil e a China respondem juntos por 60% da producdo
mundial de carne de aves, com produgdes de 18.261, 12.900 e 12.300 milhdes de toneladas,
respectivamente (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017). Os
Estados Unidos, apesar de ser o maior produtor, é o segundo maior exportador com 3,015
milhdes de toneladas, devido ao alto consumo per capita interno de produtos in natura e
transformados (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017).

O Brasil, caracteriza-se como o segundo maior produtor mundial de carne de aves e o
primeiro maior exportador, tendo alcancado a produciao de 12,900 milhdes de toneladas em
2016 (FIGURA 2).
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Figura 2 — Tendéncia da produgdo brasileira de carne de frango entre 2006 e 2016 em

milhdes ton
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Fonte: Associagdo Brasileira de Proteina Animal (2017).

O Brasil, conquistou a posi¢do de maior exportador mundial de carne de aves,
alcancando em 2016 o recorde exportagdes de 4.384 mil toneladas, registrando aumento de

61,29% nos volumes exportados entre 2006 e 2016,(FIGURA 3).

Figura 3 — Volume e receita de exportagcdo de carne de frango brasileiro 2006-2016
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Fonte: Associagdo Brasileira de Proteina Animal (2017).

Esta plataforma brasileira de alimentac@o € relevante na economia e no abastecimento
global, sendo este resultado reflexo do avanco tecnoldgico e investimentos continuos em
genética, nutricao, ambiéncia e para a seguranca sanitdria dos plantéis.

Do volume produzido pelo Brasil em 2016, 66% foi destinado ao consumo interno e
transformacao; o restante foi exportado, sendo os principais destinos: Ardbia Saudita, China,
Japdo, Europa, Africa do Sul. Os produtos exportados foram: cortes de aves (59%), carcagas
inteiras (31%), salgados (4%), industrializados (4%) e embutidos 2% (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2017). Do ponto de vista de regides produtoras de
carne de aves, segundo o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, as maiores

producdes concentram-se nos estados do Sul (FIGURA 4).
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Figura 4 — Distribuicao da producio brasileira de carne de aves por estado em 2016
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Fonte: Associagdo Brasileira de Proteina Animal (2017).

Santa Catarina € o segundo maior produtor nacional de carne de frangos e sua producdo
concentra-se no oeste catarinense, com importantes agroindustrias e cooperativas instaladas,

as quais mantém um sistema verticalizado e organizado de produgdo de aves.

2.2 A microbiota da carcaca e o controle do processo de abate

A microbiota das aves e seus derivados tem importantes implicagdes para a seguranca
alimentar e o tempo de prateleira do produto. As comunidades bacterianas presentes na carne
de frango podem incluir espécies patogénicas (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2016) e micro-organismos responsdveis pela deterioracdo, as quais podem levar a grandes
perdas econdmicas. Neste sentido, processadores e autoridades sanitarias usam para controle a
microbiota da carcaga como indicador de avaliagdo da higiene de processo, das boas praticas
de fabricacdo, das condicdes de estocagem (frio), validade de produto e potencial de risco a
saude publica (CHAI et al., 2017).

Em termos de bactérias patogénicas, a carne de aves “in natura” pode apresentar:
Salmonella spp, Campylobacter spp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila, E. coli, Shigella spp, Streptococcus spp,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, e Bacillus cereus (MORENO-GARCIA,
2006). Entre essas, Escherichia coli, tanto comensal como patogénica, podem ser parte da

microbiota entérica das aves, uma vez que o contato direto com as fezes ocorre desde a ovo-



17

posicdo pela matriz pesada (galinha), no nascimento pelo meconio e durante a criagdo dos
frangos. A microbiota superficial, das vias respiratérias e do trato gastrintestinal das aves
vivas € a principal fonte de contaminag¢do de microrganismos para a carcaga € processos.

No processo de abate, algumas etapas contribuem para reduzir a contagem microbiana.
Embora existam algumas diferencas entre as praticas nos abatedouros comerciais de grande
escala e pequeno porte, os principais passos do abate de aves sdo semelhantes. Etapas
especificas do abate sdo decisérias para reduzir E. coli da superficie de carcaca das aves
como, a escaldagem, as toaletes de carcacas ao longo do abate, o controle da contaminacio
gastrointestinal e o pré-resfriamento. Outras etapas do abate comumente aumentam as
contagens de E. coli, como a depenagem e evisceracdo, razdo pela qual se faz necessério a
adocdo de medidas preventivas e higi€nico sanitdrias nestas etapas de abate.

Na etapa de escaldagem, as carcagas sdo imersas em dgua, com bindmios de “tempo e
temperatura” ajustados de acordo com o comprimento do tanque e efici€ncia da soltura da
pena. A 4gua quente (50°C a 60°C) tem por fun¢do o afrouxamento do foliculo da pena, no
entanto, esta dilatacdo permite a entrada de bactérias das penas, da pele e das fezes, que
conseguem protecdo no foliculo e resistir as temperaturas de escalda, mantendo-se vidveis. Na
etapa subsequente, a depenagem, a pressdo dos dedos de borracha sobre a pele, espalha as
células bacterianas albergadas nos foliculos, aumentando a contaminacio cruzada superficial
das carcagas e entre carcacas. As toaletes podem exercer uma acgdo de reducdo microbiana
superficial, desde que atuem com apropriada pressdo, nimero e bico em leque para cobrir
ordenadamente toda a carcaga, comecando a varredura mecénica dos residuos e das células
bacterianas de superficies, no sentido das patas para o pescogo.

Na evisceracdo, a contaminagio gastrointestinal deve ser evitada através de uma
eficiente regulagem de méaquinas e remocdo de visceras, de forma a evitar principalmente a
ruptura de papo e intestino. Pulméo e visceras ndo comestiveis sdo fontes de contaminagao,
devendo-se assegurar sua completa remog¢do da carcaca. O sistema mecanico de evisceracao
diminui o risco da contaminag@o por parte dos operadores e reduz o tempo de exposicido de
contato, porém pode ocasionar ruptura mecinica dos intestinos, resultando em importante
contaminag@o por microrganismos entéricos (VON RUCKERT et al., 2009). Neste sentido, o
Programa de Andlise de Perigos, considera como Ponto Critico de Controle (PCC) a presenca
de residuos gastrointestinais visiveis nas superficies interna e externa das carcacas
evisceradas, de maneira a garantir que carcagas contaminadas ndo entrem no sistema de
resfriamento sem ter completado a remoc¢do da contaminagdo visivel. Northcutt (2003)

observou a influéncia da idade, do tempo de retirada da racdo antes do abate (Oh e 12h) e do
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efeito do uso de hiploclorito de sédio 200 ppm no chiller, na contagem de E. coli a partir de
rinse. Também concluiu que a nfo retirada da racdo das aves antes do abate pode aumentar a
contagem de E. coli no resfriamento, embora possa ndo influenciar na contagem em carcacas
p6s chiller quando hipoclorito de sédio for usado na operagéo de resfriamento.

No resfriamento por imersio em 4gua, a temperatura das carcagas alcanga
temperaturas inferiores a 16°C na saida do primeiro tanque de resfriamento e 4°C com
tolerdncia de 7°C na saida do dltimo tanque de resfriamento. O frio do resfriamento de
carcagas, a constante renovacdo de dgua e o fluxo contra-corrente da dgua de imersdo,
contribuem para a remocao e redugio da contaminacdo bacteriana da superficie das carcagas.
Svobodova et al. (2012), ao avaliarem a contagem microbiana em diferentes etapas do
processo de abate de frangos, observaram reducdo de 1 log UFC/g na contagem de mesdfilos
aerdbios e 2 log UFC/g na contagem de E. coli ap6s as etapas de lavagem e resfriamento por
imersdo das carcagas.

Na carne fresca, as bactérias estdo presentes na superficie e ndo no seu interior
(LUBER, 2009), no entanto, durante o resfriamento por imersdo, pode ocorrer introducdo de
microrganismos, presentes na agua, para o interior do musculo, pela absor¢do da mesma.

Adicionalmente, a contaminacio cruzada entre carcagas ou cortes pode ocorrer por
contato direto ou por contato com superficies contaminadas (VELUZ; PITCHIAH,;
ALVARADO, 2012), como equipamentos, esteiras, dedos de borracha de depenadeira,
utensilios, manipulador, dgua e ar, sendo necessaria a implantacdo de medidas de controle
operacionais, que reduzam os riscos de introduzir microrganismos patogénicos para a carcaga.
Segundo Alvarez-Astorga et al. (2002), a operagdes de transformacdo aumentam a drea da
superficie da carne em contato com superficies de trabalho e ar e, consequentemente, a
quantidade de bactérias € maior em produtos transformados do que em cortes primarios.

Por fim, de acordo com Hinton Jr, Cason e Ingram (2004), o nivel de contaminacdo
das carcagas durante todo o processo de abate diminui apds evisceragdo e resfriamento por
imersdo em dgua fria e aumenta, novamente, durante o armazenamento a temperatura
refrigerada, razdo pela qual o resfriamento também € um PCC, que tem o limite critico de 4°C

no interior do musculo em até quatro horas apds a sangria da ave.

2.3 Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e estd vastamente distribuida na

dgua superficial, plantas, solo e trato intestinal de humanos e animais (GUIMARAES et al.,
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2015). O termo Escherichia origina-se do sobrenome de Theodor von Escherichia que em
1885 isolou e descreveu a bactéria. Na ocasiao, foi denominada de Bacterium coli commune €
somente em 1958 recebeu a atual nomenclatura, em sua homenagem (BERCHIERI JUNIOR;

MACARI, 2009; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.3.1 Morfologia e crescimento

Escherichia coli apresenta-se em forma de bacilos medindo aproximadamente de 1,1 a
1,5 um por 2 a 6 pm, com arranjos dos bastonetes aos pares ou isolados, méveis por flagelos
peritriqueos, apresentam fimbrias e cdpsulas ou microcapsulas (FRATAMICO; SMITH;
BUCHANAN, 2002; MANNING, 2010).

Apresenta temperatura 6tima de crescimento proxima a temperatura do organismo
humano, 37°C, o que favorece sua colonizacio e infec¢c@o. As cepas de E. coli crescem em
meios comuns, dgar ou caldo simples. Em agar MacConkey, seletivo para bactérias Gram
negativas, as colonias de E. coli apresentam coloragdo rosada caracteristica devido a
fermentacdo de lactose contida nesse meio, enquanto que algumas linhagens produzem
coldnias com brilho metilico em 4gar-eosina-azul de metileno (EMB). As coldnias em dgar
Nutriente possuem coloragdo esbranquicada, com tamanho que varia de um a tré€s milimetros,
podendo ser lisas ou rugosas e normalmente brilhantes e no dgar sangue apresentam-se como
colonias acinzentadas com atividade alfa-hemolitica, (TRABULSI; ALTERTHUM; SADDY,
2008).

2.3.2 Comportamento bioquimico

Escherichia coli tem capacidade de reduzir o nitrato a nitrito, é oxidase negativa,
fermenta a glicose e produz a enzima catalase. E capaz de fermentar, com producio de gés e
dcido, diversos carboidratos como glicose, lactose, maltose, galactose e manose. Nado
obstante, é negativa para as provas de Voges Proskauer (VP), hidrélise da ureia, liquefacio de
gelatina, e positivas para provas da descarboxilacido da lisina, producdo de indol e motilidade
em meio semisélido (MURRAY et al., 1999; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Nos testes
IMVIC, apresenta-se com reacgdo positiva para as provas de producgio de indol e vermelho de
metila e negativa nos testes de VP-Voges Proskauer e utilizagdo de citrato. Algumas cepas

podem produzir H,S. Também apresentam atividade das enzimas p-galactosidase e [-
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glucoronidase (QUINN et al., 2005; BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2009; OLIVEIRA et
al., 2011).

2.3.3 Estrutura antigénica e fatores de patogenicidade

A estrutura antigénica define o sorogrupo de E. coli com base nos antigenos somaticos
“0”, capsulares “K”, flagelares “H” e fimbriais “F”. A patogenia € varidvel de acordo com os
fatores de viruléncia, na dependéncia do sorotipo e dos ganhos genéticos ocorridos durante o
processo evolutivo da espécie, com a aquisicdo de genes de viruléncia, por meio de mutacdes
ou transferéncia horizontal de material genético. Os genes de viruléncia, contidos em ilhas de
patogenicidade, no cromossomo bacteriano ou em material genético extra-cromossdmico
(plasmidios), codificam proteinas que possibilitam a colonizacdo, penetragdo e invasdo de
novos sitios em seus hospedeiros (HENTSCHEL; HACKER, 2001; SAVIOLLI, 2010).

O antigeno somadtico “O” € parte do lipopolissacarideo (LPS) que compde a membrana
externa da parede bacteriana. E constituido pelo polissacarideo C, que juntamente com o
lipideo A e a porcdo de ancoramento constituem o LPS completo. O polissacarideo C é
composto por uma cadeia de aglicares que se projeta para o espago extracelular, apresentando
composicido extremamente varidvel mesmo dentro de uma mesma espécie bacteriana. A
identificacdo do antigeno somdtico € realizada por meio de provas de aglutinacdo com
antissoros padroes que determinam os diferentes sorogrupos em uma mesma espécie,
(BARCELOS, 2005; MAGALHAES et al., 2007). O lipideo A € uma endotoxina que atua na
ativacdo de macrdfagos e liberacdo de mediadores da inflamag@o (citocinas e TNF), causando
choque séptico. E altamente conservado sendo liberado durante a fase de multiplicagio ou
ap6s a morte bacteriana (BARCELOS, 2005).

O antigeno capsular “K” € relacionado a resisténcia aos efeitos bactericidas do sistema
complemento, devido 2 presenca do 4cido N-acetil neuraminico da cdpsula. E composto por
um é&cido polimérico contendo 2% de agucares reduzidos. A cdpsula é um dos componentes
bacterianos de menor imunogenicidade. Quando aquecida a 100°C, por aproximadamente
uma hora, pode ser removida, contudo algumas amostras necessitam de aquecimento a 121°C
por duas horas e meia. Com base no perfil de termo estabilidade, o antigeno K pode ser
subdividido em L, A e B. A identificagdo deste antigeno geralmente € feita através de testes
de aglutinacdo (BERCHIERI JUNIOR; MACARI, 2009).

O antigeno flagelar “H”, de natureza proteica, quando aquecido a 100°C pode ser

2

destruido e sua identificacdo é realizada através de testes de aglutinacdo em tubo apds a
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incubacdo a 37°C por duas horas. (BARCELOS, 2005; BERCHIERI JUNIOR; MACARI,
2009).

O antigeno fimbrial “F”, chamado também de adesinas, pili ou fimbrias sdo moléculas
de natureza proteica que recobrem a superficie bacteriana, capazes de reconhecer receptores
especificos na superficie de células eucaridticas (BARCELOS, 2005). Este fator de viruléncia
€ imprescindivel no processo de aderéncia e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro. As
adesinas podem conferir especificidade da aderéncia da bactéria em relacdo a determinados
tecidos e hospedeiro. Mesmo apresentando poucas diferencas morfoldgicas entre as adesinas,
elas possuem propriedades antigénicas e hemaglutinantes distintas. A utilizagdo do
carboidrato D+manose permite classificar as fimbrias em dois grandes grupos: manose
sensiveis, quando a hemaglutinacdo ¢é inibida pela presenca do carboidrato, e manose
resistentes, quando a hemaglutinagcdo ocorre na presenca da manose (BERCHIERI JUNIOR;
MACARI, 2009). Estas fimbrias s@o responsdveis pela ligacdo da bactéria a matriz
extracelular, favorecendo a sobrevivéncia das bactérias em ambientes externos aos
hospedeiros, assim como em sua patogenicidade contribuindo para colonizagdo inicial
(CAMPOS, 2006).

Outros fatores de patogenicidade de E. coli podem estar presentes em cepas capazes
de sintetizar substincias como colicinas, sideréforos, enterotoxinas e citotoxinas. As colicinas
sdo substincias que inibem o crescimento de diversas espécies bacterianas no nicho onde
estdo presentes. Adicionalmente, algumas cepas de E. coli podem também sintetizar diversos
compostos capazes de capturar ferro no organismo, como sideréforos que competem com as
transferinas do hospedeiro pelo ferro, podendo, assim, multiplicar-se nos fluidos organicos
(ASSIS; SANTOS, 2001; CAMPOS, 2006).

A capacidade de E. coli em resistir aos efeitos bactericidas do sistema complemento
no soro do hospedeiro, ¢ mediada por estruturas da superficie bacteriana como cépsula,
lipopolissacarideo, e proteinas da membrana externa (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER,
1999). Alguns polissacarideos da cdpsula sdo capazes de interagir com moléculas C3 e C3b
nas rotas classica e alternativa do complemento. O antigeno K1 presente na capsula previne a
acdo da rota alternativa do sistema complemento nesses patotipos. Cepas de E. coli patogénica
para aves, APEC, que expressam antigeno K1 sdo mais resistentes aos efeitos bactericidas do
soro do que as que expressam outro tipo de antigeno K (REIS, 2011).

Viruléncia pode ser definida como a capacidade do micro-organismo desenvolver

doenca em um hospedeiro (JOHNSON, 1991). A viruléncia estd diretamente correlacionada
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ao efeito cumulativo dos fatores de patogenicidade, podendo ser multifatorial (JOHNSON,
1991; MELO, 2006).

Uma consideravel parcela das cepas de E. coli vivem em comensalismo no trato
intestinal do hospedeiro, todavia, a sua evolucdo viabilizou a génese de clones carreadores de
elementos génicos moveis, como plasmidios e transposons, culminando em cepas altamente
adaptadas, com distintas combinagdes génicas (FAGUNDES, 2013).

E notdvel a importancia da transferéncia de genes de patogenicidade entre cepas,
propiciando o aparecimento de patotipos de E. coli, capazes de causar diferentes tipos de
infec¢c@o e sintomas clinicos nos acometidos (BOYD; HARTL, 1998; LLOYD et al., 2009).
Do ponto de vista da patogenicidade, as cepas de E. coli s@o classificadas fundamentalmente
em dois grandes grupos: as linhagens associadas as infeccoes extra intestinais (ExPEC), cujas
cepas se disseminam em diversos tecidos, como a corrente sanguinea, sistema nervoso e trato
urindrio, onde causam infec¢io com distintos niveis de gravidade e as linhagens relacionadas
as manifestacdes clinicas entéricas ou diarreicogénicas (DEC) (OLIVEIRA, 2011; CORREA,
2012).

No trato gastrointestinal, as E. coli extra intestinais (ExXPEC) sdo constituintes da
microbiota normal, ou seja, colonizam o intestino sem causar infeccdo (RUSSO; JOHNSON,
2000; CORREA, 2012 ). No entanto, as EXPECs sdo aptas a se disseminar e colonizar outros
nichos no hospedeiro (WILES KULESUS; MULVEY, 2008). A classe de ExPEC ¢
constituida por E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli causadora de meningite neonatal
(NMEC), E. coli patogénica aviaria (APEC).

As DEC, por sua vez, sdo subdivididas em sete grupos, sendo elas: E. coli
enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC ) podendo ser Enterohemorriagica EHEC/VTEC; E. coli enteroagregativa
(EAECQ); E. coli enteroinvasiva (EIEC). E. coli patogénica para coelhos (REDEC) e E. coli
produtora de aderéncia difusa (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998; VIDAL et al., 2005;
VERONESI; FOCACCIA 2005; MARTINEZ; TADDEI, 2015).

As infeccdes desencadeadas por patotipos de E. coli diarreiogénicas promovem

gastroenterites, mas raramente manifestacdes clinicas fora do ambiente gastrointestinal.

2.4 Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

E responsdvel por causar diarreia e colites hemorrdgicas em humanos, sendo

considerada um importante grupo de bactérias patogénicas emergentes. As STEC tornaram-se
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um grande desafio & saide publica, por estarem envolvidas em surtos de doengas transmitidas
por alimentos e possuirem um alto grau de infectividade para os seres humanos, pois mesmo
em baixo numero de células no alimento ingerido, (10 células), sdo capazes de provocar
infeccdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). As STEC sdo classificadas em
sorogrupos, de acordo com o antigeno somdtico “O”. Dentre as STEC, o sorogrupo O157 tem
sido o principal, devido ao seu envolvimento em surtos de doenga transmitida por alimentos;
entretanto, hd mais de 50 outros sorogrupos que podem causar doenca (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018). Muitos casos vém ocorrendo em todo o
mundo devido a cepas patogénicas de STEC ndo-O157, como 026, 0103, O111 e 0145
(ALVARES, 2011).

As STEC sdo encontradas em vdrias espécies de animais domésticos e selvagens,
possiveis portadores assintomdticos; no entanto, os ruminantes, e em especial os bovinos, sdo
considerados os principais reservatorios de STEC, incluindo o sorotipo mais importante do
grupo, o O157:H7. A bactéria pode ser excretada nas fezes que, por sua vez, tendem a
contaminar dguas de superficies ou subterraneas, bem como culturas de hortifrutigranjeiros, o
solo e produtos de origem animal, como os produtos lacteos a exemplo de queijo e leite cru.
Além disso, E. coli O157:H7 também pode ser transmitida pelo contato direto com animais
infectados, por meio da transmissdo fecal-oral e contaminagdo cruzada no preparo de
alimentos. (CALDORIN et al., 2013). Geralmente a infec¢do ocorre apds a ingestdo de
alimentos ou dgua contaminados (GOBERT et al., 2008; VISCARDI et al., 2008; BONO et
al., 2007; VISCARDI et al., 2008). A dose infectiva de E. coli O157:H7 é baixa, sendo que de
uma a dez células ji é capaz de causar enfermidade em humanos (SCHMID-HEMPEL,;
FRANK, 2007). E. coli O157:H7 é citada como causa de 1% dos casos de doencgas
transmitidas por alimentos na Inglaterra e no Pais de Gales e 3% na Escécia (MONEY et al.,
2010). A infecc@o depende de fatores de viruléncia da cepa e de caracteristicas do hospedeiro
(KAWANO et al., 2008). No inicio do processo, as STEC necessitam vencer 0os mecanismos
de defesa do organismo hospedeiro e se estabelecer no intestino. Nesse sentido, é interessante
o fato de STEC apresentar resisténcia a ambientes dcidos, uma vez que tais microrganismos
conseguem atravessar o estdmago e sobreviver a sua acidez (MATHUSA et al, 2010;

LUCATELLI, 2012).

2.4.1 Fatores de patogenicidade de STEC
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A STEC caracteriza-se pela producdo de toxinas do tipo Shiga, também denominadas
de verotoxinas, pois sdo citotoxicas para células Vero origindrias de rim de macaco verde
africano. Podem ainda ser denominandas de toxinas Shiga-like pela similaridade com a toxina
produzida pelo bacilo Shigella dysenteriae tipo 1, causador da disenteria bacilar (MENG et
al., 2007). Essas citotoxinas sdo potentes inibidoras da sintese proteica e sdao codificadas pelos
genes — stx] e stx2. Os genes stx, que codificam a toxina, estdo localizados no genoma de um
bacteriéfago que se integra ao cromossomo das STEC. A presenca desses genes em
bacteriéfagos propicia nao somente a capacidade de disseminag@o entre diferentes cepas,
como também a presen¢a das duas toxinas em uma mesma bactéria. Portanto, STEC pode
apresentar um ou mais genes stx simultaneamente. (CALDORIN et al., 2013).

Quando a STEC se adere na célula intestinal, as toxinas Stx1 e Stx2 sdo produzidas no
intestino grosso e translocadas pelo epitélio intestinal para a circulagdo sanguinea. Essa
toxina, quando se liga ao seu receptor, € endocitada e transportada para o complexo de Golgi
e, posteriormente, para o reticulo endoplasmatico, bloqueando a sintese proteica, o que resulta
em perda de integridade e lesdo das células endoteliais vasculares pela necrose ou apoptose,
cujo efeito pode ser local ou sist€émico. Essas toxinas, em contato com os rins via corrente
sanguinea, causam danos ao endotélio vascular e oclusdo de micro vasos, por meio de uma
combinagdo de toxicidade direta e indugdo da inflamacgdo local, os quais podem levar a
Sindrome Hemolitica Urémica.

Além da produgdo de toxinas Stx, a patogenicidade de STEC est4 relacionada com a
adesdo da bactéria a superficie do enterdcito e a produgdo de hemolisina. A adesdo estd
associada a expressdo do gene eae, que induz a lesdo denominada attaching and effacing
(A/E), que é caracterizada pela lesdo das microvilosidades intestinais em decorréncia da
intima fixacdo da bactéria 2 membrana epitelial do hospedeiro através de “pedestais” de
agrupamentos proteicos densos (actina polarizada) e outros elementos do citoesqueleto
(DONNENBERG et al,, 1993; FRANKEL e al., 2001). Esse gene estd localizado no
cromossomo, em uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement
(LEE). (CALDORIN et al., 2013; PATON; PATON, 1998; FRANKEL et al., 2001).

As lesdes A/E sdo mediadas pela intimina, uma adesina de 94 kDa, codificada pelo
gene eae, responsavel pela firme aderéncia entre a bactéria e a membrana dos enterdcitos
(DONNENBERG et al, 1993). Além da intimina, a ilha de patogenicidade LEE também
codifica um complexo de proteinas translocadoras (EspA, EspB e EspD) e efetoras (EspF,

EspG, EspH, EspZ e Map), assim como Tir, o receptor de intimina que é translocado pela
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bactéria na célula do hospedeiro. Estas proteinas e o receptor Tir fazem parte de sistema de
secregdo tipo III (FRANKEL et al., 2001; CORNICK; BOOHER; MOON, 2002).

Ap6s o intimo contato entre as STEC e as células intestinais, as toxinas Stx1 e Stx2
sdo translocadas para o interior do enterécito. S3o compostas de uma subunidade A e cinco
subunidades B. A subunidade A € dividida nos fragmentos Al — fragdo enzimdtica da toxina -
e A2. O fragmento A2 € responsdvel pela ligacdo da subunidade A ao pentimero de
subunidades B. O pentdmero B liga a toxina a um receptor globotriaosilceramida (Gb3),
presente na membrana de células eucaridticas. Gb3 € o principal receptor para Stx, mas a
variante Stx2 utiliza o receptor Gb4. Apds a ligacdo ao receptor, a toxina é endocitada e
transportada para o complexo de Golgi e posteriormente para o reticulo endoplasmatico.
Nesse momento, a subunidade A € translocada para o citoplasma e atua sobre a fracdo 60S
dos ribossomos dos enterdcitos. Especificamente, a subunidade Al é uma N-glicosidase que
remove um residuo de adenina da fracdo 28S do RNA ribossdmico, bloqueando dessa forma a
sintese proteica. A inibicdo da sintese proteica leva a necrose ou apoptose das células
(NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A infecgdo por STEC ¢ localizada e ndo causa septicemia; entretanto, as toxinas Stx
pode ser absorvida pelas células intestinais e causar os efeitos sist€micos da doenga (GYLES,
2006).

A produgdo de entero-hemolisina (Ehx), uma hemolisina da familia de toxinas
citoliticas, € codificada pelo gene ehx localizado em um plasmideo de 60 MDa (pO157)
(SAITOH et al., 2008), presente tanto em amostras O157 como em cepas do sorotipo
026:H11 e na maioria de STEC isoladas de humanos. Acredita-se que a contribui¢do da
entero-hemolisina na patogénese das doengas causadas por STEC seja semelhante a de outras
hemolisinas, ou seja, o acesso ao elemento quimico ferro, origindrio da lise dos eritrdcitos,
necessario ao metabolismo bacteriano e ao estimulo do crescimento de STEC (TRABULSI;

ALTERTHUM, 2008).

2.4.2 Ocorréncia em animais

Estirpes de E. coli estdo presentes em grande nimero na microbiota intestinal dos
animais, sendo que os animais carreadores de genes relacionados a STEC podem ser
reservatério naturais da bactéria, cujo potencial zoondtico pode representar risco a sadde
publica. A ocorréncia de STEC ¢é relatada em bovinos, ovinos, caprinos, suinos, felino, caes,

equideos, passaros, animais silvestres, fragatas, peixes e cervos (GRIFFIN; TAUXE, 1991;
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BEUTIN et al,1993; FAIRBROTHER; GYLES, 2006; DE PAULA; MARIN,2008;
SAVIOLLI, 2010; CARDOZO0,2014). No Brasil o estudo de 18 relatos de isolamento de
STEC no periodo de 1999 a 2012, reporta que a ocorréncia de STEC em bovinos variou de
1,4 a 71%, em ovinos de 56 a 68%, enquanto em cées foi de 0-13% (CALDORIN et al.,
2013).

Em bovinos, a prevaléncia é maior em animais jovens e em periodos quentes e o
agente pode permanecer vidvel nas fezes bovinas, no pasto e na dgua, por até dois anos
(CALDORIN et al., 2013). Sandrini et al. (2007), ao estudarem a presenca de STEC em fezes
bovinas de 60 propriedades na bacia leiteira de Pelotas, observaram prevaléncia menor em
propriedades que realizavam algum tipo de tratamento de 4dgua. A dieta alimentar esta,
também, relacionada a excrecdo de STEC, principalmente em rebanhos confinados.
Normalmente, a acidez estomacal € uma barreira efetiva a infeccdo dos patdgenos
alimentares, porém, a adaptacdo que a STEC sofreu no rimen do bovino a torna capaz de
sobreviver a este mecanismo de defesa. A diferenca de patogenicidade de STEC entre as
espécies hospedeiras, sugere que bovinos possam ser insensiveis a a¢do da toxina Shiga ou
que estas toxinas tenham atividade diferenciada entre os hospedeiros (CALDORIN et al.,
2013).

Em aves, BEUTIN er al. (1993) descreve indicios de que estas podem servir de
reservatdrio para STEC, ja que este patdgeno € capaz de colonizar o ceco de galinhas, sendo
eliminado pelas fezes. As aves podem excretar STEC por vérios meses, mesmo que a
frequéncia de STEC em fezes, carcacas e carne de aves seja extremamente baixa (BEERY;
DOYLE; SCHOENI, 1985). Na Eslovaquia, Pilipcinec ef al. (1999), reportaram a presenca de
E. coli O157 em 20 dos 216 “swabs” da cloaca de aves colhidos em abatedouros. Na
Argentina, Chinen et al. (2009) detectaram STEC O157 em 6,8% das amostras de
hambirgueres bovinos e de frangos e 10.3% em carcacas de aves.

Younis et al. (2017) descreveram a prevaléncia de E. coli em carne de aves
congeladas, sendo 14 das 120 amostras (11,66%) positivas para E. coli, predominando os
sorotipos O78, O128:H2; O121:H7 e O44:H18. Das 120 amostras avaliadas, oito cepas de E.
coli (6,6%) foram identificadas como sendo produtora de Shiga toxina, sendo duas positivas
para o gene stx/, tré€s para stx2 e tré€s cepas apresentaram ambos 0os genes. Somente uma cepa
do sorotipo 026 apresentava todos os genes de viruléncia (stx/, stx2 e aea).

No Brasil, Silva et al. (2011) identificaram 13,3% de positividade de STEC em
figado de aves em dois abatedouros e recomendaram a utilizacdo de tecnologias para

identificacdo e prevencdo de E. coli nos avidrios e nos abatedouros avicolas. Ainda no Brasil,
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Costa (2010) e Alvares (2011) n@o encontraram presenca de STEC ao analisarem 138

amostras de coxa de frango e 100 cortes de aves, respectivamente, no comércio de Sao Paulo.

2.4.3 Ocorréncia em alimentos envolvidos em surtos

Os principais alimentos envolvidos na transmissdo deste patégeno sdo carnes mal
cozidas, leite ndo pasteurizado e seus derivados e vegetais contaminados (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; AUVRAY et al., 2008). Alimentos de origem animal e vegetal
tém veiculado STEC e causado diversos surtos de enfermidades transmitidas por alimentos,
sendo a causa predominante do maior nimero de hospitalizacdes e morte nos EUA
(SCALLAN et al., 2011). Segundo Paton e Paton (1998) e Potter et al. (2004), o consumo de
carne contaminadas por STEC pode determinar desde uma leve diarreia ndo sanguinolenta até
colites hemorrdgicas (CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU) e purpura trombdtica
trombocitopénica (PTT).

Nos Estados Unidos, o primeiro surto reportado, relatado em 1982, foi causado pela
STEC O157:H7, levando a quadro de colite hemorragica em individuos que haviam ingerido
hamburguer mal cozido em uma rede de fast-food. Este sorotipo foi denominado de E. coli
enterohemorragica (EHEC) e, posteriormente classificada como STEC (RILEY et al., 1983).
Desde entdo, a STEC vem sendo apontada como causa de surtos no Canadd, Japdo, Reino
Unido e Estados Unidos (CALDORIN ez al., 2013). Nos Estados Unidos, a maioria dos surtos
por STEC tém sido relacionados a cepas de STEC O157:H7 (RANGEL et al., 2005; FENG et
al., 2011). Entretanto, Law (2000) cita que outros sorovares produtores de toxina shiga podem
igualmente causar surtos. Feng et al. (2011), reporta a ocorréncia de surtos envolvendo
alimentos ndo carneos, como alface e espinafre. Essas observacodes corroboram os estudos dos
pesquisadores europeus, como Gerber et al. (2002), Tozzi et al. (2003) e Blanco et al. (2003),
que constataram o aumento do envolvimento das cepas de STEC ndo-O157 em casos de
diarreia sanguinolenta ¢ SHU na Alemanha, Austria, Espanha e Itilia. Entretanto, E. coli
0157 continua sendo o principal sorotipo de STEC do ponto de vista de saide publica e como
causadora de SHU (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018).

Em relag@o a alimentos incluindo carne de frango, Whittaker et al. (2009) relataram
o envolvimento de carne de frango em doze casos associados ao consumo de “wrap” de

frango, limdo e coentro origindrios de uma tnica cadeia de supermercados na Europa.

2.4.4 Ocorréncia em humanos
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O principal sorovar de STEC envolvido em infec¢des humanas, causando colite
hemorragica e HUS tem sido O157:H7 (FENG et al.,2011). Entretanto, sintomas relacionados
a acdo de toxina de shiga em outros sorovares de E. coli ndo O157:H7 t€m sido reportados e,
segundo Kaper, Nataro e Mobley (2004), poderia ser consequéncia de ganhos de material
genético presentes em elementos méveis, como plasmideos e bacteriéfagos. Neste sentido,
diversas pesquisas apontam o aumento de participacdes de shiga toxinas em casos de surtos
oriundos de microrganismos ndo-O157. Fremaux et al. (2007), citam, por exemplo, os
sorovares 026, 0103 e O111 como comumente associados a doencas humanas.

Na América do Sul, Uruguai, Chile e, especialmente Argentina, apresentam
incidéncias relativamente altas de infec¢des humanas por STEC e de casos de sindrome
hemolitica urémica, quando comparada aos paises do hemisfério norte, fato este atribuido aos
héabitos alimentares e a alta prevaléncia de STEC em bovinos e suas carnes (CALDORIN et
al., 2013). Na Argentina, sdo notificados cerca de 400 novos casos de SHU anualmente em
unidades de nefrologia de hospitais (SIGNORINI; TARABLA, 2010). Ainda neste pais, 95%
dos casos de SHU acometem criangas menores de cinco anos de idade, com incidéncia em
2002 de 12,2 casos a cada 100.000 habitantes (SIGNORINI; TARABLA, 2010).

No Brasil, os relatos entre 1976 a 1999 apresentam ocorréncias em humanos variando
0,59 a 6,25% (CALDORIN et al., 2013). Mais tarde, cepas de O157:H7 foram isoladas de
fezes de pacientes no Estado de Sdo Paulo, pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL). Irino et al.
(2002) reportou trés isolamentos de E. coli O157:H7 produtora de shigatoxina no estado de
Séo Paulo entre 1990 e 2001. A primeira cepa foi isolada em 1990, de um paciente com 18
anos de idade, com diarreia, e que era positivo para HIV. As outras duas cepas foram isoladas
de crianca com quatro anos de idade com diarreia sanguinolenta e de um adulto, com diarreia
severa, ambos hospitalizados no municipio de Campinas, Sao Paulo, em 2001 (IRINO et al.,
2002).

Os humanos sdo mais comumente expostos a amostras de STEC ndo O157, pois estas
sao encontradas com maior frequéncia em animais, ¢ como fonte de contaminagdo de
alimentos e agua (BLANCO et al., 2003). No Brasil, Guth et al. (2002) relataram o primeiro
isolamento do sorotipo O26:H11 em crianca de 8 meses de idade, que apresentava anemia,
oligiria, edema nas extremidades inferiores, diarreia aguda, trombocitopeniae insuficiéncia

renal, levando a um diagnéstico de SHU. A cepa expressava os genes stx/, ehx e eae.

2.4.5 A doenga em humanos



29

O periodo de incubacdo da enfermidade provocada por STEC é de tré€s a quatro dias e
a duragdo média dos sintomas de oito dias. O inicio da enfermidade é caracterizado por
intensas cdlicas abdominais, diarreia abundante e febre de curta duracdo, podendo ocorrer
vOmitos. Apds dois dias, as fezes apresentam-se sanguinolentas, com presenga de codgulos e
intensificacdo de dor abdominal. Este estdgio costuma durar em torno de quatro a dez dias e,
na maioria dos pacientes ndo ha sequelas, porém em aproximadamente 10% dos casos a
doenca progride para SHU e complicagdes subsequentes. Os sorotipos mais virulentos estao
associados a enfermidades severas que consistem em uma microangiopatia trombdtica. Sua
severidade varia de doenca moderada, caracterizada por anemia hemolitica e trombocitopenia
até insuficiéncia renal, podendo levar a morte. A SHU é mais frequentemente associada a
criangas menores de cinco anos de idade (CALDORIN et al., 2013). Estima-se que de 3 a 5%
das criangas afetadas vdo a 6bito e de 12 a 30% apresentam sequelas como faléncia renal,
hipertensdo ou sintomas relacionados com o sistema nervoso central (NATARO; KAPER,
1998).

O tratamento adequado compreende a reposicdo de dgua e sais minerais para
restabelecer o equilibrio eletrolitico e limitar a severidade e ou duracdo dos sintomas
gastrointestinais e evitar complicacdes como a SHU, que inclui medidas de manutengdo da
homeostase do organismo, como diélise e controle de hipertensdo (PATON; PATON, 1998).
A toxina Shiga apresenta agdo extracelular, grande parte dela permanecendo aderida a
superficie da célula bacteriana. Dessa forma, ndo é recomendado o uso de antibidticos, uma
vez que eles causam lise da célula bacteriana e podem aumentar as toxinas liberadas no limen

intestinal, agravando o quadro clinico do paciente (PATON; PATON, 1998).

2.5 Enumeracao de Escherichia coli em carcagas de frango

E. coli é um indicador de eleicdo para a avaliagdo higi€nico-sanitdria do produto e do
processo, dada sua vasta distribui¢do, féacil cultivo e diferenciagdo. No que se refere a
distribuicdo, é o tipo de bactéria que pode viver em muitos ambientes diferentes, como
intestino, solo, na 4gua, nas plantas, nas pessoas e animais. E utilizado como um indicador de
contaminagao fecal, direta ou indireta de dguas e alimentos (MANNING, 2010).

Em estudo na Bélgica, Ghafir et al. (2008), correlacionaram os indicadores de higiene
com os agentes zoondticos e concluiram que E. coli pode ser considerado o melhor indicador.

Assim, a enumeragdo de E. coli tem duas importantes aplicacdes: uma como indicador de

higiene de processo que permite estimar o nivel de higiene a que a carne esteve submetida
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quando de sua produgdo, processamento ou manipulagio e outra como critério microbiolégico
com quantificagdo do nimero de células de uma cepa patogénica com objetivo de estimar o
risco do perigo e o seu controle.

Na inddstria avicola, a aplicagdo de E. coli, como indicador de higiene, pode ter
aplicagdo tanto qualitativa, como quantitativa de um produto nas diferentes etapas de
elaboracdo. Svobodovi et al.(2012), na Repiiblica Tcheca quantificaram E. coli em carcagas
de frangos em vdrias etapas do abate e concluiram que a contaminagdo por E. coli diminui
com cada etapa do processamento, demonstrando que o processo estd sob controle.

No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) estabeleceu o
regulamento técnico de padrdes para alimentos destinados aos consumo humano, através da
Resolucdo N° 12 de 02 de janeiro de 2001, tendo definido para carne de aves o requerimento
quantitativo de coliforme a 45°C/g, como indicador de higiene. Considerando que a presente
pesquisa concentrou-se na avaliagdo de E.coli, como indicador de higiene e como patdgeno,
ndo ha isonomia entre os indicadores para fins de avaliacdo do atendimento legal das amostras
deste estudo.

Na Unido Europeia, no entanto, o Regulamento (CE) n° 2073/2005 relativo aos
critérios microbioldgicos aplicaveis a alimentos, prevé o monitoramento quantitativo de E.
coli e estabelece niveis de aceitabilidade, como descrito na Tabela 1 (COMISSAO DAS
COMUNIDADES EUROPEIAS, 2005).

Tabela 1 — Parametros de E. coli para avaliagdo de qualidade de processo aceitdvel,
intermedidrio e inaceitivel em amostra representativa de produtos

preparados de carne de aves

Qualidade Sanitaria Limites
Aceitavel 5 amostras < 5 x10” UFC/g
Intermediaria 3 amostras < 5x 10> UFC e

2 amostras entre 5x10° ¢ 5 x103UFC/g

Inaceitavel Mais de 3 amostras > 5x10° UFC/ge

2 amostras > 5x10° UFC/g.

Fonte: CEE (2013).

Colmegna et al. (2009) examinaram amostras de frango (ave inteira, coxa, sobrecoxa,

peito, filé, asa, assados, peru e faisdo, na Itdlia, e verificaram que 90% dos resultados obtidos
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na andlise de E. coli foram menores que 30 UFC/g de amostra e os 10% restantes
mantiveram-se dentro dos limites estabelecidos pelo Regulamento CE n°® 2073/2005 com
respeito a produtos preparados a base de carne.

A enumeragdo de E. coli também tem aplicacdo na gestdo da qualidade, como
norteador de validacdo e melhoria dos critérios de desempenhos de abate. Altekruse et al.
(2009) avaliaram 20 das 127 grandes operagdes de abates de aves dos Estados Unidos,
amostrando um total de 800 carcagas pelo método de rinse. A contagem média antes do
chiller foi de 3,3 log UFC/mL (+0,6) e ap6s o chiller 0,8 CFU/mL. Observaram também que
os abatedouros com contagens E. coli menores ou iguais a 1,1 UFC/mL tinha a menor
prevaléncia de Salmonella sp e Campylobacter sp em relagao ao conjunto de abatedouros de
médias maiores.

No Canadd, Powell et al. (1995) avaliaram a contagem de E. coli em carcagas
inspecionadas com contaminag¢do visivel apds evisceracdo e carcacas apds reprocessamento,
fora da linha, seguida de lavagem por spray interno e externo de 5 segundos, aplicacdo de
vacuo e outra lavagem de spray interno e externo de 15 segundos. Os autores relataram
médias de contagem de E. coli em carcagas inspecionadas de 3,34 log UFC/mL, enquanto as
reprocessadas apresentaram 2,96 log UFC/ml, demostrando que a populagdo de E. coli foi
reduzida pela remog¢do da contaminagdo gastrointestinal visivel.

Na industria avicola, a aplicacdo do critério microbiolégico de E. coli, como indicador
de higiene de processo € amplo e bem difundido, tanto nos paises como no comércio
internacional. No entanto, a identificacdo de patotipos de E. coli ainda se limita a pesquisa
cientifica que na dependéncia dos resultados, é fonte norteadora de programas apliciveis a

industria e a regulamentacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de E. coli produtora de toxina Shiga em carcacas de aves

comercializadas na cidade de Xanxeré/SC.

3.2 Objetivos especificos

- Enumerar coliformes totais e E. coli em carcacas de aves;

- Investigar os genes stx/, stx2, eae em liquido de rinse de carcagas de aves;

- Investigar a presenca dos genes stx/, stx2, eae em E. coli isolada de carcacas de aves.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Medicina Veterindria Preventiva da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na cidade
de Porto Alegre, e as amostras de carcacas de aves foram obtidas em pontos comerciais da
cidade de Xanxer€.

O municipio de Xanxeré registra uma populacdo estimada em 49.738 habitantes em
2010, sendo a terceira maior cidade do oeste catarinense, antecedida apenas por Chapeco e

Concérdia (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2017).

4.1. Delineamento do estudo

O delineamento foi realizado para responder a pergunta de pesquisa “Ha carcacas de
aves comercializadas no municipio de Xanxeré com presenca de E. coli produtora de
shigatoxina (STEC)”?Para esta avaliacdo foi realizado um estudo descritivo a partir de
amostragem por conveniéncia, com aquisi¢do do produto em pontos de venda da cidade de
Xanxer€.

A frequéncia de E.coli STEC em carne de aves variam de acordo com as diferentes
pesquisas. Doyle e Schoeni (1987) reportaram prevaléncia de 1,5% ao encontrar 4 amostras
positivas em 263 amostras de carne de aves, enquanto Alonso et al. (2012) na Argentina,
citaram ter encontrado 3,28% e, recentemente no Egito, pesquisa de Younis et al. (2017)
relatam o achado de 8 amostras de carne de aves com presenca de E.coli STEC em 120
testadas, resultando em 6,6% de prevaléncia. No Brasil, pesquisas de E.coli STEC em 138
amostras de coxas de frangos realizadas por Costa (2010) resultou em auséncia. Também,
Alvares, (2011) no Brasil, reportou nio ter encontrado STEC ao pesquisar E.coli STEC em
100 cortes de aves.

Considerando a importancia da E.coli STEC como agente zoondético de risco a sadde,
a ocorréncia de STEC em alguns paises e os poucos relatos em aves norasil, este estudo foi
delineado para uma prevaléncia esperada de 1,5%, admitindo um nivel de confianca de 95%,
tendo sido determinado que seriam necessdrias a coleta de no minimo 198 amostras. Este
delineamento assegura com 95% de certeza a capacidade de detec¢do de no minimo uma
carcaca positiva para E.coli STEC (THRUSFIELD, 1986).

Inicialmente, foram sondados 15 pontos de vendas, tendo sido elegivel oito deles

considerando a localiza¢do que representasse o centro e os bairros e o nimero de check outs
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(caixas para atendimento). O nimero de check outs foi escolhido como critério de selecao, por
ser este um indicador de acesso de consumidores ao ponto de venda. Para garantir a
representatividade, as amostras foram colhidas em pontos de venda com no minimo cinco
check outs, resultando em oito pontos de vendas que obedeciam a esse critério. O centro da
cidade foi representado por um total de 46 check outs e os bairros por 48 check outs (Tabela 2

e Figura 5).

Tabela 2 — Distribuicdo dos pontos de venda com coleta de amostras e ndmero de

check outs
Ponto de amostragem Localizacao N°Check Outs % Check Outs
P1 L1 Centro 5
P2 L2 Centro 19
48,9 %
P3 L3 Centro 16
P4 L4 Centro 6
P5 L5 Vista Alegre 6
P6 L6 Esportes 15
51,1 %
P7 L7 Esportes 5
P8 L8 Bortolon 22
TOTAL 9 100%

Fonte: a prépria autora

Figura 5 — Distribuicdo dos pontos de venda com colheita de amostras-

Xanxere-SC

Xanxerée AATT

Fonte: Adaptado a partir de: Google ([2018)).
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O periodo de coleta das amostras ocorreu de outubro de 2017 a marco de 2018. Cada
ponto de venda foi visitado 10 vezes com intervalo de 7 a 15 dias para obter amostras de
diferentes datas de abate, considerando a renovagdo das gondolas. Em cada evento de
amostragem, foi colhida uma unidade de produto por categoria e marca, na dependéncia da
disponibilidade de venda dos mesmos nas goéndolas. Cinco categorias de produtos que se
apresentavam a venda compuseram o conjunto de amostras: carcacas congeladas de frangos
“in natura”, galeto, frangos temperados, galinha (matrizes pesadas) e ave caipira. Os produtos
amostrados ndo levavam em consideracdo o tipo de fiscalizacdo, Sistema de Inspe¢ao Federal
(SIF) ou Sistema de Inspecao Estadual (SIE).

Foi adotado como critério de rejei¢do da amostra a falta de integridade de embalagem,
sendo a amostra substituida por outra da mesma marca. As amostras colhidas foram
acondicionadas em caixas isotérmicas e enviadas ao Laboratério do Setor de Medicina

Veterinaria Preventiva da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2 Processamento laboratorial das amostras

No recebimento, o protocolo de entrada constituiu de avaliacdo da temperatura do
produto e registro das amostras. Em seguida iniciou-se o completo descongelamento das
amostras sob refrigeracdo. O excesso de liquido foi drenado das embalagens e os middos e
pertences, quando presentes, foram removidos assepticamente. As carcagas, sem middos e
sem pertences, foram transferidas, individualmente, para recipientes pldsticos estéreis,
seguido de pesagem e registro de peso. A rinsagem das amostras, independente do peso, foi
realizada de acordo com a metodologia recomendada pela ISO 17604 (amendment 1:2009),
adicionando-se 400 mL de dgua peptonada tamponada 1%. (ATP), conforme recomendagdo
da ISO/TS 13136:2012(E) para diluentes de alimentos congelados (SILVA ef al., 2010);
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2015).

A rinsagem foi realizada segurando a carcaca com uma mao e fechando a abertura da
bolsa com a outra, rodando por 30 segundos o liquido na bolsa e dentro da cavidade da
carcaga, de forma a lavar toda a superficie interna e externa da mesma. O liquido de rinsagem
de cada carcaca foi drenado para um recipiente estéril, sendo considerada a unidade analitica

hora zero — HO, constituido por aproximadamente 400 mL de liquido de rinsagem (Figura 6).
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Figura 6 — Obtencdo da unidade analitica Hora Zero (HO) de rinsagem de carcaga aves

amostradas no municipio de Xanxeré

400 mL APT

Rinsar por 30 segundos

Caldo Hora
Zero (HO)

Fonte: a prépria autora

4.3 Quantificacao de Escherichia coli e coliformes totais

A partir da unidade analitica hora zero (HO), foi realizada a quantificacdo de
Coliformes Totais e E. coli em meio Chromocult (Merck, Darmstadt) e detecgédo de E. coli em
meio Eosin Methylene Blue Agar (EMB, Oxoid), conforme protocolos descritos abaixo.
Todas as coldnias tipicas de E. coli obtidas a partir da rinsagem (caldo HO) foram
individualmente suspensas em 1 ml de meio Skim Milk 10% (Acumedia) adicionado de 20%

de glicerol e armazenadas a -20°C, para posterior pesquisa dos genes stx/, stx2 e eae.

4.3.1 Quantificac@o de coliformes totais e E. coli em Chromocult

Realizou-se a inoculacdo de 1 ml da unidade analitica HO em meio Chromocult,
através da técnica de semeadura em profundidade com adicdo de sobrecamada. Apds
incubagdo a 36°C (£1°C) por 48 horas, as colonias azuis violeta, tipicas de E. coli, e as

coldnias pink, caracteristicas de coliformes totais foram contadas.

4.3.2 Deteccdo de E. coli em EMB
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Para deteccdo de E. coli em EMB foi realizada a inoculagdo de 0,1 mL seguindo a
técnica de semeadura em superficie. Apds a incubacdo a 36°C (£1°C) por 48 horas, coldnias

tipicas de E. coli, de cor verde metélica foram armazenadas para posterior analise.

4.3.3 Célculo do nimero de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de coliformes totais e E.

coli nas carcagas

No procedimento de rinsagem, cada mililitro do lavado correspondeu ao peso da
carcaca (em gramas) dividido por 400. A partir disso, a enumeragdo de coliformes totais ou E.

coli em Chromocult foi calculado pela férmula:

UFC de Coliformes totais ou E. coli/ grama de carcaca= niimero de colonias tipicas/ (peso

da carcaga/400)

4.4 Pesquisa dos genes stx1, stx2 e eae no liquido de rinsagem das carcacas

A pesquisa de STEC nas carcacas seguiu a metodologia descrita na ISO/TS
13136:2012(E) conforme FIGURA 7) e complementagio da ISO/TS 13136:2012(E)
conforme (FIGURA 8).

A primeira etapa (Fase I) consistiu no pré-enriquecimento da rinsagem das carcagas
em caldo ndo seletivo com a finalidade de promover o aumento da populacdo bacteriana e a
recuperacdo de células injuriadas, aumentando assim, as chances de isolamento de E. coli.
Para tanto, foi transferido 1 mL do caldo da unidade analitica Hora Zero (HO) para 9 mL de
APT 1%, seguido de incubagdo por 24h a 36°C (+1°C), resultando no Caldo Hora Um (H1), o
qual foi utilizado para pesquisa dos genes stx/, stx2 e eae.

A pesquisa de genes de viruléncia stx/, stx2 e eae foi realizada por PCR multiplex a
partir de DNA total extraido do caldo H1 (FIGURA 7). O método ISO/TS 13136:2012(E)
indica realizar o isolamento de E. coli apenas em amostras onde houver a detec¢cdo do gene stx
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2012), no entanto o
presente estudo complementou o método ISO/TS 13136:2012(E) ao pesquisar genes de
viruléncias nas aliquotas do caldo H1 provenientes de amostras positivas para no minimo um
gene na Fase I, visando obter isolados portadores de um dos genes para estudos posteriores e
ampliar as chances de encontrar os genes de viruléncia em caldo H1 e nas coldnias. Aliquotas

de caldo H1 foram semeadas em Chromoagar e incubadas por 24h a 36°C (£1°C) para
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isolamento de E. coli (Fase II; FIGURA 8). Das colonias obtidas, foram escolhidas até 50
coldnias por amostra para investigacdo dos genes de viruléncia. De cada colonia foi extraido
DNA total e 1 pLL da extracdo foi reunido em cinco pools de DNA originados de 10 colonias.
Os pools foram submetidos ao PCR multiplex para deteccdo dos genes de viruléncia de
STEC. Os pools que resultaram positivos para pelo menos um dos genes de viruléncia tiveram
as 10 aliquotas de DNA, que compuseram o referido pool, testadas individualmente por PCR

multiplex para detec¢do dos genes de viruléncia (FIGURA 8).

4.5 Pesquisa dos genes stx1, stx2 e eae em colonias tipicas de E. coli -Hora Zero

As coldnias tipicas de E.coli isoladas a partir de HO provenientes de carcagas que
tiveram a amplificacdo de pelo menos um gene de viruléncia a partir do DNA total extraido
do caldo H1 foram investigadas, individualmente, para a presenca de stx/, stx2 e eae. As
coldnias mantidas a -20°C foram recuperadas em caldo BHI e isoladas em 4gar Triptose de
Soja (Merck). Apés, procedeu-se a extracdo de DNA total e a deteccdo dos genes por PCR

multiplex.



Figura 7 — Pesquisa de genes de viruléncia stx/, stx2 e eae no Caldo Hora 1 (Fase I)
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Figura 8 — Pesquisa de genes de viruléncia stx/, stx2 e eae no pool de DNA extraido de

coldnias tipicas de E.coli isoladas de caldo H1 positivos na Fase |
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Fonte: a autora

4.6 Extracao do DNA total do caldo H1

A extracdo do DNA total foi realizada com o Kit PureLink ® Genomic DNA
(Invitrogen™). Foi transferido 1 mL do caldo HI para microtubo descartivel e procedeu-se a

extragdo do DNA total conforme instrugdes do fabricante. Apds a extracdo, foi verificada a
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concentragio do DNA no quantificador Quantus™ Fluorometer (Promega®), sendo

padronizada a concentracdo do DNA total entre 10 e 25 ng/uL. e armazenados a -20°C.

4.7 Extracao de DNA de colonias tipicas de E.coli

A extracdo de DNA de coldnias de E.coli foi realizada pelo método de fervura. Uma
coldnia individual foi suspensa em 90uL de solugdo salina 0,85% e aquecida a 95°C por 5
minutos, seguido de resfriamento por Sminutos. O ciclo foi repetido por mais uma vez. O
DNA extraido foi quantificado em NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Cientific) padronizando-

se a concentragdo em 10 ng/uL.

4.8 Pesquisa de genes stx1, stx2 e eae por PCR Multiplex

A pesquisa de genes stx/, stx2 e eae foi realizada por PCR Multiplex, conforme
descrito por Souza et al. (2013), utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos na
Tabela 3. Cada reacdo foi estabelecida para um volume final de 25puL, sendo: 10,5ul de dgua
ultrapura estéril, 0,25pL de cada primer (20 pmol/uL), Sul. de tampao 10X PCR Rxn Buffer
(Invitrogen®), 2,5 uLL MgCl, (50mM), 2,5 pL. dNTP’s mix (10mM), 0,5 pL Taq Polimerase 5
U/uL  (Invitrogen®) e 2,5uL. de DNA. A amplificacio dos genes foi realizada em
termociclador modelo Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™) com as
seguintes condigdes: 1 minuto a 95°C; seguido de 35 ciclos (50s a 95°C, 30s a 62°C e 30s a
72°C); e 10 minuto a 72°C. Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2%, adicionado de Blue Green Loading Dye (LGC Biotecnologia). As amostras foram
visualizadas em transiluminador (Kasvi®) comparando-se os fragmentos com marcador de
massa molecular de 100pb GelPilot (Qiagen). Para todas as reacdes, 4gua ultrapura estéril foi
utilizada como controle negativo e a cepa Escherichia coli CDC2010C-3114 O11:H8 foi

utilizada como controle positivo.
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Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccido dos genes stx/, stx2 e eae

por PCR multiplex
Gene Sequencia 5°-3° Fragmento Referéncia
Alvo esperado
(pb)
stxIF AGT CGT ACG GGG ATG CAG ATA AAT 417 Bellin et al. (2001)
stxIR  CCG GAC ACA TAG AAG GAA ACT CAT
stx2F GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 255 Paton e Paton (1998)

stx2R TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G
eacF  ACT GGA CTT CTT ATT RCC GTT CTA TG 189 Hardegen et al. (2010)
eaeR  CCT AAA CGG GTA TTA TCA CCA GA

Fonte: a autora

4.9 Confirmacao da identidade de colonias tipicas de E.coli

Todas as coldnias tipicas de E.coli que apresentaram ao menos um gene de viruléncia
detectado na PCR multiplex foram confirmadas por testes bioquimicos de rotina, como

descrito por MARKEY et al. (2013).

4.10 Analise dos dados

Os dados de distribuicdo de categorias de produtos amostrados e local de obteng@o dos
mesmos e frequéncia de amostras positivas para os genes investigados foram analisados por
estatistica descritiva. A partir das enumeracdes de coldnias tipicas de Coliformes Totais e E.

coli nas carcacas, foram realizados os cdlculos de mediana, minimo e maximo.
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5.1 Caracterizacio da amostra de carcacas de aves analisada
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O total de 246 carcagas de aves adquiridas no comércio de Xanxeré€ foi composto por

117 (47,56%) amostras provenientes da regido central e 129 (52,44%) amostras dos pontos de

vendas localizados nos bairros (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribui¢do das carcacas de aves amostradas de acordo com a localizagdo do

ponto de venda e nimero de check outs

N°de check Namero
Ponto de venda Localizacao outs Amostras %
P1 Centro 5 31 12,60
P2 Centro 19 35 14,23
P3 Centro 16 35 14,23
P4 Centro 6 16 6,50
P5 Bairro Vista Alegre 6 31 12,60
P6 Bairro Esportes 15 45 18,29
P7 Bairro Esportes 5 20 8,13
P8 Bairro Bortolon 22 33 13,41
TOTAL 94 246 100,00 %

Fonte: a propria autora

Em cada coleta foram adquiridas de uma a sete amostras por ponto de venda,

totalizando de 23 a 25 amostras analisadas em cada um dos dez eventos de amostragem. A

principal categoria encontrada para comercializagdo foi o frango “in natura”, enquanto o

menos disponivel foi o frango caipira (Tabela 5). A categoria frango “in natura” estava

disponivel ao consumidor em todos os pontos de venda e em todos os eventos de amostragem,

sendo, portanto, a mais encontrada e a com maior variedade de marcas no comércio do

municipio. As demais categorias nem sempre estavam disponiveis nos eventos de

amostragem. O ndmero de pontos de vendas em que as categorias estavam disponiveis

resumem-se na seguinte distribuicdo: galinha (7); galeto (7); Frango “in natura” (8), frango

temperado (8) e Frango caipira (2).
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Tabela 5 — Numero de carcagas amostradas por categoria de acordo com a

disponibilidade nos pontos de vendas nos eventos de coleta

Categoria Namero de %
amostras

Frango “in natura” 139 57%
Galinha 39 16%
Galeto 37 15%
Frango Temperado 26 11%
Frango Caipira 5 2%
Total Geral 246 100 %

Fonte: a prépria autora

As 246 amostras de carcagas de aves estavam distribuidas entre 13 diferentes marcas
(A,B,C,D,E,F, G, H,I1I, K, L e M), que foram obtidas na frequéncia amostral de uma a 63
vezes (Tabela 6). Os pontos de venda apresentaram no minimo quatro marcas de produto
disponiveis ao consumidor. A marca B foi a mais frequentemente disponivel, estando presente
em sete dos oito pontos de venda, seguido da marca H presente em seis locais. Por outro lado,

as marcas E, F, G eram comercializadas em apenas um ponto de venda.
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Tabela 6 — Distribuico das treze marcas de carcaga de aves amostradas de acordo com

os pontos de venda

Ponto de venda

Amostras adquiridas

% do
Marca P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 Nidmero total
A 10 7 3 20 8,1
B 7 10 19 5 4 6 12 63 25,6
C 9 7 5 21 8,5
D 12 9 8 18 10 57 23,2
E 1 1 0,4
F 2 2 0,8
G 1 1 0,4
H 5 1 1 1 2 1 11 4,5
| 14 10 2 26 10,6
J 1 2 3 1,2
K 1 5 1 10 17 6,9
L 4 1 5 2,0
M 2 5 4 4 4 19 1,7
Total 31 35 35 16 31 45 20 33 246 100 %

Fonte: a prépria autora
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Do total de amostras, 227 (92,3%) foram provenientes de 16 estabelecimentos de
abate que contam com Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA). Apenas a marca M, com 19 amostras (7,7%), procedeu
de um estabelecimento produtor de galinha congelada sob Servico de Inspecdo Estadual

(SIE).

Tabela 7 — Distribuicdo de amostras de carcaca de aves provenientes de estabelecimentos de
abate e processamento com sistema de inspecdo federal (SIF) ou estadual (SIE)

entre os pontos de venda

Amostras Sistema Inspecao do
Ponto de venda Avaliadas estabelecimento de abate % com SIF
Federal Estadual

P1 31 31 0 100,0
P2 35 33 2 94,3
P3 35 35 0 100,0
P4 16 11 5 68,7
P5 31 27 4 87,1
P6 45 41 4 91,1
P7 20 16 4 80,0
P8 33 33 0 100,0
TOTAL 246 227 19 92,3%

Fonte: a prépria autora

As amostras colhidas apresentaram embalagens integras, rotulagem de acordo com o
conteddo, dentro do periodo de validade e com data de produgdo entre 19 de fevereiro de
2017 a 18 de fevereiro de 2018, representando um total de 83 dias diferentes de abate.
Observou-se nas lojas que os produtos estavam bem conservados, com reposicdo nos
intervalos entre os eventos de coletas. As categorias galinha e frango “in natura” apresentaram
o maior frescor, considerando o menor tempo decorrido entre data de producdo descrita na
embalagem e disposi¢do para venda ao consumidor. Galeto e frango caipira apresentaram o
maior intervalo entre o abate e a comercializacdo, mostrando ser produtos com menor giro

comercial e consumo.
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5.2. Enumeracio de Coliformes Totais e Escherichia coli

Das 246 carcagas avaliadas a partir do caldo HO semeado em dgar Chromocult, 89,8%
(221/246) apresentavam coldnias tipicas de coliformes totais, em quantidade que variou do
limite de quantificacdo 1 até 2.836,1 UFC. g'1 (Tabela 8). A mediana de coliformes totais foi
de 5,2 UFC.g". Também no dgar Chromocult, 73,2% (180/246) das carcagas apresentaram
coldnias tipicas de E.coli. O nimero de coldnias tipicas variou do limite de quantificag¢do 1
até 242 UFC. g'l, sendo a mediana calculada em 0,6 UFC. g'1 (Tabela 8). A categoria Galinha
foi a que apresentou o nimero mais elevado de ambos os indicadores, seguida do Frango “in

natura”.

Tabela 8 — Enumeracdo de coliformes totais (UFC.g’l) e E. coli (UFC.g’l) em

carcagas de aves comercializadas na cidade de Xanxeré

Categoria Niimero Coliformes Totais Escherichia coli
de amostras (UFC. g'l) (UFC. g'l)
Mediana Mdéximo Mediana Madaximo

Frango “in natura” 139 5,3 480 0,8 36,8
Galinha 39 37,7 2.836,1 3,3 2427
Galeto 37 0,5 46,5 0* 17,3
Frango temperado 26 0,8 13 0,1 2,3
Frango caipira 5 1,3 11,7 0* 0,8
Total 246 5,2 2.836,1 0,6 242,7

Fonte: a prépria autora
* Nao detectado

Em relagdo a auséncia de E.coli nas categorias de produtos amostrados, observa-se
que as categorias Frango Caipira e Galeto apresentaram a maior frequéncia de amostras sem

isolamento dessa bactéria (Tabela 9).
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Tabela 9 — Frequéncia de amostras com ausé€ncia de coldnias tipicas de Escherichia coli
em meio Chromocult de acordo com a categoria de produtos

comercializados na cidade de Xanxeré/SC

Nimero
Categoria de amostras  Auséncia de colonias tipicas de Escherichia coli
Nimero %
Frango “in natura” 139 27 19,42
Galinha 39 3 7,69
Galeto 37 21 56,75
Frango temperado 26 12 46,15
Frango caipira 5 3 60,0
TOTAL 246 66 26,82

Fonte: a propria autora

A deteccdo de E.coli foi realizada em dgar EMB em paralelo ao dgar Chromocult,
sendo que o agar EMB apresentou maior frequéncia de amostras com auséncia de coldnias
tipicas (46,34%) em comparagdo ao dgar Chromocult (26,82%), demonstrando que ha mais
dificuldade de selec@o de colonias tipicas de E.coli em dgar EMB em comparacdo ao dgar

Chromocult.

5.3. Pesquisa dos genes stx1, stx2 e eae em caldo H1

Os caldos H1, proveniente das 246 amostras de carcacas comercializadas na cidade de
Xanxeré, foram negativos para os genes stxI e stx2. Dessa forma, a partir dos critérios
constantes na ISO/TS 13136:2012(E), houve auséncia de carcacas positivas para STEC
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2012). Entretanto, 25
amostras (10,16%) foram positivas para o gene eae em HI1 e, portanto, prosseguiu-se a
investigacdo da presenca dos genes em coldnias tipicas de E.coli obtidas a partir das 25

carcagas positivas.

5.4. Pesquisa dos genes stx1, stx2 e eae em colonias tipicas de E.coli originadas de

carcacas positivas para eae em H1
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Das 1.715 coldnias tipicas de E.coli originadas de HO e isoladas em Chromocult e EMB,
ou isoladas em Chromoagar partir de H1, que foram investigadas sob forma de 159 pools de
10 colonias para a presenga dos genes stx/ e stx2, tendo todas sido negativas. Esse resultado
estd de acordo com aquele obtido a partir da pesquisa desses genes diretamente no caldo Hl e
confirma a auséncia de STEC nas amostras testadas.

Por outro lado, em 40 (25,15%) dos 159 pools de colonias houve a amplificagdo do
gene eae. Os 40 pools positivos foram provenientes de coldnias tipicas obtidas em Chromagar
(n=31) e Chromocult (n=9). Do total de 125 pools de coldnias tipicas obtidos do Chromagar,
24,8% foram positivos para eae; enquanto, dos 24 pools obtidos a partir de coldnias tipicas
em Chromocult, 38% foram positivos. Nenhum dos dez pools formados com coldnias tipicas
em EMB foi positivo para eae.

Das 400 colonias tipicas testadas, individualmente, a partir dos pools positivos, 184
(46%) apresentam genes eae. Em relacdo aos pools de origem, 169 coldnias positivas foram
proveniente dos 31 pools positivos originados do Chromagar (169/ 310 coldnias; 54,4%) e 15
coldnias dos nove pools positivos do Chromocult (15/90 coldnias; 17%). Das 169 coldnias
tipicas com amplificagdo do gene eae, 149 foram identificadas como E.coli. Em termos de
confirmagdo, todos os pools positivos para eae apresentaram ao menos uma colOnia
confirmada como E.coli com amplificacio positiva desse gene, validando o resultado obtido
na etapa anterior.

Os pools confirmados como positivos para eae foram provenientes de 12 amostras de
carcaca de ave (4,88% do total). Dessas, quatro amostras foram positivas apenas em pools
obtidos do caldo HO, cinco amostras apenas em pools de H1 e trés em pools de ambas as
origens. As amostras de carcaca de ave com pools confirmados para a presenca de E.coli eae+
estavam distribuidas entre as categorias Frango “in natura” (n=9), e Galeto (n=3), sob Sistema
de Inspe¢do Federal. A distribuicdo das amostras com presenca de E.coli eae+ entre as marcas
comerciais e a percentagem de positivos em relagdo ao total analisado da referida marca, foi
como segue: A (n=2; 10%); B (n=3; 4,76%), C (n=3; 14,28%) e D (n=5; 8,77%), nas demais

nove marcas nao houve deteccao.
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6 DISCUSSAO

A carne de aves é a mais consumida no Brasil entre todas as espécies, com consumo
de 41,1 Kg per capita em 2016 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL,
2017). A disponibilidade de carcacas de aves nas gondolas comprovou a extensa variedade de
produtos e marcas de aves ofertadas ao consumidor, sendo a categoria frangos in natura a que
tem a maior variedade de ofertas em relagdo as carcagas das demais categorias estudadas
nesta pesquisa. Observou-se também que, independente de localizagdo dos supermercados,
apo6s dez ciclos de amostragem, a distribuicdo das 246 carcagas colhidas foi equitativa entre
centro e bairro, sendo 47,56% (117) provenientes de supermercados do centro e 52,44% (129)
de bairros. Este perfil contribuiu para avaliar o produto disponivel a venda,
independentemente de classe social consumidora, localizagdo do ponto de venda e marca. Os
produtos analisados eram pertencentes a 13 diferentes marcas adquiridas na frequéncia de
uma vez até o maximo de 63 vezes, na dependéncia da disponibilidade no ponto de venda. As
duas marcas mais frequentes nos pontos de venda foram B e D, que representam grandes
produtores e exportadores. A marca B, com 63 amostras avaliadas (25,6%) esteve
frequentemente nas gondolas de sete dos oito pontos de venda, seguida da marca D com 57
amostras avaliadas (23,2%) e disponivel em cinco pontos de venda. Das 13 marcas avaliadas,
12 eram estabelecimentos sob Sistema de Inspecdo Federal (SIF), dos quais 11 s@o aprovados
para exportar. Estas informagdes indicam perfil sanitirio equivalente do produto nacional e
exportagdo, cujo abate das aves tem regime de fiscalizac@o federal permanente, com foco em
inocuidade e controle sanitdrio do produto e processo.

A categoria frango in natura, sempre presente nos pontos de venda em todos os
eventos de amostragem, representou 57% (139) dos produtos adquiridos, sugerindo que a
preferéncia do consumidor ainda € por carcaga de frango “in natura” de aves, possivelmente
pela sua facilidade de preparos e custos competitivos. Em relacdo as demais categorias, as
quantidades de produtos nas gdndolas eram menores e nem sempre disponiveis, tendo a
categoria galinha representando 16% (39) da amostra, a categoria galeto 15% (37), o frango
temperado 11% (26) e frango caipira 2% (5). Esta tultima categoria esteve disponivel em
apenas dois supermercados durante todos os eventos de amostragem e esteve poucas vezes
presentes nas gondolas. Assim, nas categorias carcagas de aves, o frango “in natura” é o
produto lider na preferéncia do consumidor entre os demais tipos de carcacas de aves e deve,

portanto, ser priorizada nas investigacdes relativas a inocuidade da carne de ave.
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A enumeragdo de coliformes totais das 246 carcagas, resultou em 25 /246 (10,2%) das
carcacas com auséncia de coldnias tipicas e 221/246 (89,8%) positivas, com mediana de 5,2,
UFC.g'l. A contagem méaxima de coliforme total foi de 2.836,1 UFC.g'l, ou seja, 2,8x103
UFC.g'l. A legislacdo brasileira, RDC n° 12 (BRASIL, 2001), estabelece coliformes a 45°C
como parametro de avaliagdo de carcagas de aves. Para amostras indicativas, o nimero
maximo admitido é 10* UFC/g. Considerando que os coliformes a 45°C sdo um subgrupo dos
coliformes totais, podemos considerar que todas as carcacas analisadas estavam de acordo
com esse parametro e, portanto, em condi¢do higi€nico-sanitdria satisfatoria.

Segundo Ghafir et al. (2008), o indicador Escherichia coli é o que melhor correlaciona
a zoonose de origem alimentar, por sempre se fazer presente no trato gastrintestinal dos
animais. Neste sentido, a enumeracdo de colonias tipicas de E. coli demonstrou que 26,82%
das carcacas foram negativas para essa bactéria em 1 mL do liquido de rinsagem das carcacas.
Nas demais carcagas a mediana foi baixa (0,6 UFC.g™") e o maximo detectado foi 3,3 UFC.g™".
Este resultado € relevante, considerando a importancia de E. coli como patdgeno veiculado
por alimentos e como indicador de higiene do processo, permitindo concluir que as carcagas
comercializadas em Xanxeré apresentam apropriado nivel higi€nico sanitdrio. Os resultados
obtidos sdo semelhantes aos encontrados por Altekruse et al., (2009) que observaram 0,8
UFC/mL em rinsagem de carcacas apds resfriamento e observaram que abatedouros com
média de E. coli menores ou iguais a 1,1 UFC/mL tinham menor ocorréncia de patégenos
como Salmonella spp. e Campylobacter spp em relagdo ao conjunto de abatedouros
analisados.

Considerando a relevancia da STEC para a satide piblica, a investigacdo deste patotipo
foi o principal objetivo desta pesquisa. Diversos estudos demostraram que menos de 100
células de STEC podem ser suficientes para causar infecc¢do, indicando que deve haver
auséncia desse patotipo nos alimentos (SOFOS, 2008; BACH et al., 2002; MAO; DOYLE;
CHEN, 2006). Embora cepas de STEC colonizem o intestino de diversas espécies animais e
possam contaminar as carcagas durante o processo de abate, mantendo a sobrevivéncia em
uma gama de condi¢des de temperatura (MIRI et al., 2014), as 246 amostras de carcagas de
aves submetidas ao critério de andlise da ISO/TS 13136:2012(E) descrito pela Organizagdo de
Padronizagdo Internacional (2012), indicam com 95% de confianca que STEC nio ocorre em
prevaléncia igual ou superior a 1,5% em carcacas de aves comercializadas na cidade de
Xanxeré/SC. Este perfil pode ser justificado pela organizagdo da cadeia agroindustrial
brasileira, que mantém um sistema de producdo verticalizado com principios rigorosos de

criacdo animal com regras rigidas de biossegurancga, higieniza¢do, vazio sanitario e abates que
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operam com gestdo de qualidade e seguranca dos alimentos. Os resultados obtidos nesta
pesquisa, sdo compativeis aos reportados por Alvares (2011) que ndo encontrou cepas de
STEC ao analisar 100 cortes de aves no comércio varejista da Grande Sdo Paulo e Costa
(2010) que ndo encontrou STEC ao analisar 138 amostras de coxas de frango ao
comercializadas na cidade de Sdo Paulo. Os achados desta pesquisa também estdo em
consonancia com as citagdes de Wani et al. (2004) em referéncia aos dados obtidos por
Kobayashi, Pohjanvirta e Pelkonan (2002), os quais ndo encontraram STEC em amostras
fecais de 199 frangos na Finlandia. Em outro estudo em que foram avaliadas 987 amostras de
carne de aves, 22 amostras (2,2%) foram positivas para E.coli O157, mas apenas nove
amostras (0,91%) foram positivas para todos os genes de viruléncia estudados stx/, stx2, eaeA
e ehxA (LUKASOVA; ABRAHAM, B; CUPAKOVA, 2004). No relatério da EFSA do ano
de 2015, de 220 amostras de carne de frango testadas na Europa, somente um isolado de
STEC foi encontrada em carne de frango (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2016), corroborando com o indicativo de baixa prevaléncia do patégeno em carne de frangos.
Apesar disso, € relevante considerar que Doyle e Schoeni (1987) demonstraram a presenca de
E. coli O157 em 1,5% das carcagas e Lee et al. (2009), na Coréia, identificaram 4,6%
(41/900) de carnes de aves positivas. Estas prevaléncias sdo complementadas pelas recentes
pesquisas de Alonso et al. (2016), que alertam que o consumo de produtos de frango pode ter
relacdo com infecgdes graves por STEC e de Younis et al. (2017) que reportaram no Egito a
ocorréncia de 6,6% de amostras de carne de aves congeladas positivas para STEC.

O método ISO / TR 13136:2012 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2012) demonstrou ser uma estratégia de triagem eficaz, tendo sido
confirmados os resultados obtidos diretamente do caldo, tanto no pool de coldnias como nas
coldnias isoladas, havendo auséncia de stx e presenca de eae. Pelo critério desse protocolo, a
investigacdo de STEC teria resultado negativo ja na etapa de triagem, resultando em rapidez
de diagnéstico. Porém, para efeito de investigacdo cientifica, as amostras eae positivas foram
submetidas a deteccao de genes stx e eae nas colonias obtidas nos meios s6lidos, com objetivo
de complementar a pesquisa de genes stx nos isolados e obter os isolados de E.coli portadora
de gene eae para estudos posteriores. Dos 159 pools de coldnias analisadas, 40 foram
positivos e em todos os pools ao menos uma coldnia foi confirmada como eae positiva e 149
coldnias positivas foram confirmadas como E. coli. Em relacdo ao total de amostras, foram
encontradas 12 (4,88%) carcagas com a presenca de E. coli eae®. Dessas, quatro amostras
foram positivas a partir de coldnias isoladas a partir do caldo HO, cinco amostras apenas em

pools de H1 e trés em pools de ambas as origens. A discrepancia de resultados entre HO e H1
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justifica-se pela dinamica de crescimento de diferentes cepas no caldo de pré enriquecimento
e pela limitacdo do poder de deteccdo inerente ao isolamento em meios sélidos. Do ponto de
vista de deteccdo de cepas de E. coli eae®, a associacdo dos métodos, mesmo que mais
laborioso e dispendioso, demonstrou aumentar o poder de deteccdo de carcagas positivas.

A deteccio de cepas de E. coli eae’ pode ser interpretada como presenca do patotipo
EPEC em 12/246 (4,88%) das amostras de carcacas analisadas na presente pesquisa. As cepas
que apresentam o gene eae podem ser tanto STEC quanto EPEC e sdo caracterizadas pela sua
capacidade de causar a lesdo “Attaching and effacing” no enterdcito. Porém, enquanto em
STEC os principais fatores de viruléncia sao as toxinas Shiga codificadas pelos genes stx, em
EPEC estes genes sdo ausentes (DONNENBERG et al., 1993; NATARO; KAPER, 1998).
Por sua vez, cepas de EPEC apresentam fator de viruléncia, que néo foi objeto de investigacio
no presente estudo. O pilus tipo IV (BFP) codificado pelo gene bfpA, carreado no plasmideo
de aderéncia EPEC (EAF) esta presente em cepas EPEC tipicas. Por outro lado, cepas atipicas
de EPEC, carreiam o gene eae, porém ndo apresentam o bfpA. Estudo conduzido por Alonso
et al. (2012) na Argentina, investigou a presenca de genes eae e stx, como indicadores da
presenca de EPEC e STEC em hamburguers de aves, mitdos, carcacas de frango e suabe de
cloaca. Como critério, a deteccdo de eae e auséncia de stx indicava que a amostra tinha a
presenca de EPEC. Especificamente em relagdo a carcaga de frango, os autores encontraram
3,9% de amostras positivas, todas elas classificadas como EPEC atipica.

A relevancia de cepas tEPEC, cepas tipicas de EPEC,como causadora de enterite em
criangas menores de 5 anos € reconhecida, sendo um dos principais causadores de diarreia em
paises em desenvolvimento. No caso das aEPEC, cepas atipicas, a relevancia ainda é
controversa, pois pode ser isolada em pacientes com quadro de diarreia ou assintomaticos
(HU; TORRES, 2015). Ao contrério de cepas tEPEC, causadoras de diarreia em humanos, as
quais raramente sdao encontradas em animais, cepas aEPEC sdo frequentemente relatadas em
animais e no ambiente. O potencial zoondtico dessas cepas, por sua vez, ainda precisa ser
elucidado (GOMES et al., 2016). Nesse sentido, Alonso et al. (2016) encontraram cepas de
aEPEC (O8:H-), ja reportadas como causadoras de diarreia em humanos, em frangos e
produtos derivados, e alertam para a necessidade de maior investigacdo da importancia da
carne de frango como veiculo dessas cepas. Dessa forma, é possivel concluir que havia
presenca de EPEC nas 12 carcagas positivas no presente estudo, necessitando, ainda, elucidar

se sdo cepas tipicas (tEPEC) ou atipicas (aEPEC).
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7 CONCLUSOES

1. As carcagas de ave comercializadas em Xanxeré apresentam baixas contagens de
coliformes totais e Escherichia coli, indicando qualidade higiénico-sanitaria satisfatéria do
processo de elaboracdo do produto.

2. Ha auséncia de carcacas de ave contaminadas com Escherichia coli produtora de
Shiga toxina (STEC), considerando um poder de deteccdo de prevaléncia igual ou maior que
1,5% na populacdo amostrada.

3. A presenca de E. coli eae+ detectada nas amostras analisadas indica que ha cepas
enteropatogénicas (EPEC) presentes em carcacas de aves. A classifica¢do das cepas EPEC em
tipicas ou atipicas ainda necessita ser investigada.

O presente estudo confere um grau de seguranga ao consumidor, governos e empresas
quanto a ndo incidéncia de STEC em carcacas de aves congeladas a nivel de prevaléncia de
1,5% e confianga de 95%. No entanto, estudos devem ser complementados considerando a
dinimica da producdo e interacdes de STEC entre espécies animais, bem como a continuidade
da pesquisa cientifica sobre a ocorréncia de E .coli Enteropatogencia (EPEC) em carne de

aves e sua relacdo com a satide publica.
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