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RESUMO

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) constitui-se em um
importante grupo de bactérias patogénicas veiculadas por alimentos, em sua maioria
por produtos derivados de carne bovina e estd associada a quadros de diarreias
severas e sanguinolentas. O gado bovino, geralmente saudavel, € o principal
reservatdrio de STEC. Apesar de pouco divulgada, a ocorréncia de casos recorrentes
de pessoas afetadas por esse patégeno estimula sua procura na cadeia de alimentos.
Neste estudo avaliou-se a ocorréncia de STEC em amostras de carnes bovinas
provenientes de frigorificos do estado de S&o Paulo. Dentre as 118 amostras

analisadas néo foram detectadas bactérias do grupo STEC.
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ABSTRACT

Escherichia coli Shiga toxin-producing (STEC) is an important group of
pathogenic bacteria transmitted by food, in most cases, products derived from
beef and it is associated with pictures of bloody and severe diarrhea. Generally,
healthy cattle are the main reservoir of STEC. Although little known, the
occurrence of recurrent cases of people affected by this pathogen stimulates the
search for these bacteria in the food chain. In this study the occurrence of STEC
in beef produced in companies from S&o Paulo State was examined. Among the

118 samples analyzed none STEC was detected.

INTRODUCAO

Escherichia coli € um microrganismo habitante natural da microbiota do trato
intestinal de humanos e da maioria dos animais de sangue quente. E uma bactéria
com formato de bastonete Gram negativo, anaerdbia facultativa, ndo formadora de
esporos (ALTERTHUM & TRABULSI, 2004). Existem vérios tipos de E. coli, sendo que
a maioria ndo é considerada patogénica ao ser humano. Dentre os 173 sorogrupos de
E. coli identificados nos ultimos 50 anos, aproximadamente 60 sao reconhecidos como
patogénicos, causadores de doencas no homem ou em animais (DUNCAN &
CAMERON, 1994).

As E. coli patogénicas ao homem séo classificadas de acordo com suas
propriedades de viruléncia, diferencas na epidemiologia e sorogrupos O:H distintos. O
antigeno O (Ohne) é determinado pela porc¢édo de polissacarideo do lipopolissacarideo
da parede celular (LPS) e o H (Hauch) refere-se ao flagelo da bactéria.

Em 1983 foi demonstrada a associacdo destas bactérias com infeccbes
intestinais, quando entdo epidemiologistas norte-americanos investigaram dois surtos
de diarreia provocados pela ingestdo de hamburgueres. Durante os estudos dos
casos, constatou-se que alguns pacientes infectados eram portadores da E. coli
0157:H7 (ALTERTHUM & TRABULSI, 2004). Na década de 90, as E. coli
enterohemorragicas (EHEC) emergiram como agentes de extrema importancia para a
saude publica, uma vez que foi comprovado que a infeccdo provocada por estas
bactérias podia resultar em danos severos ao homem (DOYLE, 1994). As subclasses
das E. coli patogénicas denominam-se: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli enteroinvasora (EIEC) (ALTERTHUM & TRABULSI, 2004).
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A E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) € um importante patdgeno,
veiculado por alimentos, que pode causar diarreias severas e sanguinolentas no ser
humano, denominadas de Colite Hemorragica (CH). Em algumas pessoas, a infecgdo
por STEC pode progredir para a Sindrome Hemolitica-Urémica (SHU) ou o quadro de
Parpura Trombocitopénica Trombotica (PTT). O gado bovino, geralmente saudavel, é
o principal reservatério de STEC (GIRARD et al., 2002).

As STEC tornaram-se um grande desafio & salde publica, pois apresentam um
alto grau de infectividade para os seres humanos. As STEC sédo diferenciadas de
outras E. coli pela producdo de um ou dois tipos de potentes toxinas denominadas
Shiga, apresentadas em duas formas, Stx1 e Stx2, cujo mecanismo de acdo envolve a
inibicdo da sintese proteica nas células alvo. Os genes stx, que codificam a toxina,
estdo localizados no genoma de bacteriéfagos integrando-se ao cromossomo da
célula hospedeira (GYLES, 2006). A presenca desses genes em bacteriéfagos
propicia a capacidade de disseminacado entre diferentes cepas e também possibilita a
presenca das duas toxinas em uma mesma bactéria. As STEC podem apresentar um
ou mais genes stx além de outros fatores de viruléncia relacionados a producédo das

toxinas.

Embora o sorotipo O157:H7 tenha recebido importancia destacada por ter sido
0 primeiro a ser associado a surtos de doencas (CH, SHU e PTT), outros sorogrupos
ndo-0157 tém igualmente um papel crucial nas infec¢des por STEC. Estes sorogrupos
séo pertencem a classe das E. coli enterohemorragicas (EHEC), a qual € considerada

um subgrupo das STEC.

A aderéncia &s células intestinais constitui-se em uma caracteristica da
infeccdo por STEC e vem sendo amplamente estudada tanto em cultura de células
como in vivo. Os padrbes de aderéncia e de interacdo entre as STEC e as células
epiteliais séo diferentes entre as STEC eae-positivo e eae-negativo (GYLES, 2006). As
STEC eae-positivo produzem uma leséo caracteristica nas células do epitélio intestinal
denominada les@o AE (attaching e effacing). A lesdo AE envolve alteracfes estruturais
no epitélio celular e aderéncia intima da bactéria a célula hospedeira. Embora a lesdo
ndo seja essencial para a ocorréncia do quadro de diarreia sanguinolenta e SHU no
ser humano, a maioria das linhagens relacionadas a estas sindromes sdo do tipo eae-
positivo. Pouco se conhece a respeito da aderéncia das STEC eae-negativo.

Os ruminantes, em especial o gado bovino, constituem-se no maior

reservatorio de STEC. Desta forma, a infeccdo humana por este grupo de bactérias é



6° Congresso Interinstitucional de Iniciagcdo Cienti  fica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012— Jaguariana, SP

2, \t
Va5 ey N

frequentemente associada a contaminacao de alimentos, em especial a carne bovina,
ou a agua contaminada por fezes de bovinos ou vegetais regados por esta agua. A
causa mais comum de infeccdo em pessoas € a ingestdo de carnes bovinas
subprocessadas termicamente. Os hamburgueres caseiros ou preparados no ponto de
venda sdo os veiculos mais comuns de infeccdo devido ao processo de fabricacdo que
facilita sua contaminacdo. Nos Ultimos anos constatou-se um aumento no
envolvimento de outros veiculos de transmissdo, como: aguas da rede publica,
verduras e frutas.

Varios surtos e casos esporadicos de problemas de salde publica relacionados
a presenca de EHEC vém sendo relatados na maioria dos paises desenvolvidos, como
EUA, Japdo, Canada, entre outros. Na América do Sul, varios relatos de doencas
relacionadas a EHEC foram registrados na Argentina, que € considerada o pais com
maior nimero de casos de SHU no mundo. A grande frequéncia dessa sindrome é
atribuida ao consumo intenso de carnes bovinas (ALTERTHUM & TRABULSI, 2004).

Em 2009, o Departamento de Agricultura e o Servigo de Inspecdo e Seguranga
de Alimentos dos Estados Unidos (USDA-FSIS) investigaram um surto ocasionado por
E. coli O157:H7 em varios estados americanos ocasionado pelo consumo de carne
moida. Dentre as 17 pessoas infectadas, dois pacientes desenvolveram o quadro de
SHU, sem ser constatada a ocorréncia de mortes (CDC, 2009). Em 2010, o
Departamento de Saude do Minnesota, Estados Unidos, relatou a ocorréncia de dois
casos de alunos de uma mesma escola que foram hospitalizados com quadro de
diarreia sanguinolenta. Atribuiu-se o surto ao consumo de carne de veado processado
nas dependéncias da escola. Estes surtos foram associados a presenca dos subtipos
STEC 0O103:H2 e O145:NM (JOSHUA et al., 2012). Em 2011, autoridades agricolas e
de salde publica do Missouri, Estados Unidos, se associaram a outros estados norte-
americanos para investigar um surto de E. coli do sorotipo O157:H7 presente em
alface. Das 60 pessoas infectadas por essa bactéria dois pacientes desenvolveram a
sindrome hemolitico-urémica, sem que houvessem sido relatados casos letais (CDC,
2011).

Entrou em vigor em 31 de maio de 2012, nos Estados Unidos, um regulamento
que determina a implementacdo de uma verificacdo rotineira da presenca de seis
sorotipos de STEC (026, 045, 0103, 0111, 0121 e O14) em carne bovina crua (de
procedéncia nacional ou importada) proveniente de animais abatidos a partir do dia 4
de junho de 2012 (ESTADOS UNIDOQOS, 2012). Frente a esta regulamentacéo torna-se

imprescindivel o estudo da presenca das STEC na cadeia de alimentos, em especial
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na carne bovina, visto que existe uma tendéncia do mercado internacional de solicitar
esta verificagdo de seus fornecedores.

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem sendo utilizada
para a detecgdo dos sorotipos de E. coli do grupo STEC. O PCR consiste em
amplificar copias de DNA in vitro, utilizando os elementos basicos de replicacdo
natural do DNA. E um método que se baseia na rapida amplificacdo de sequéncias
especificas de DNA da célula alvo. A localizacdo das sequéncias alvo € realizada
pelos primers (também denominados de oligonucleotideos ou iniciadores) com 20-24
bases usualmente seletivas o suficiente para localizar um sitio Gnico em um genoma
de alta complexidade. Cada uma das novas fitas de DNA estendidas a partir dos
primers serve como molde para a sintese de uma nova fita, isso garante 0 aumento
exponencial do niumero de novas fitas. O PCR convencional ndo apresenta valores
gquantitativos por isso foi desenvolvido o PCR em tempo real. O PCR em tempo real €
uma técnica descrita como quantitativa, pois consegue realizar a avaliacdo do namero
de moléculas produzidas a cada ciclo. As caracteristicas relevantes do PCR em tempo
real sdo: rapidez, especificidade, sensibilidade e quantificacdo (GACHON et al., 2004).
Esta técnica permite sua utilizacdo em diversas aplicacdes, tais como: quantificacao
do numero de copias de transgénicos, resisténcia a fungicidas, contaminagdo de
alimentos, identificacdo de organismos geneticamente modificados, deteccdo e

quantificacéo de patdgenos, entre outras (SHAAD et al., 2002).

MATERIAL E METODOS

Um total de 118 amostras de trés cortes de carne bovina provenientes de seis
frigorificos, distribuidos pelo estado de Sdo Paulo foi analisado neste estudo. As
amostras resfriadas foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do Centro
de Tecnologia de Carnes (CTC) do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) e
foram mantidas em temperaturas entre 4C (x1<C), at € a realizacdo dos ensaios.

O sistema Assurance GDS® (Biocontrol, EUA) Top 7 STEC (eae) e Toxina
Shiga (stx1l e stx2) foi utilizado para a deteccdo das E. coli STEC neste estudo.
Constitui-se em um sistema automatizado de amplificacdo de acido nucléico para a
deteccdo dos genes eae, stxl e stx2 presentes nos sorogrupos O das E. coli 0103,
0111, 0121, 0145, 026, 045 e 0O157. O sistema GDS apresenta uma etapa de
separacdo imunomagnética por meio de um pipetador especifico PickPen®IMS, que
isola 0s microrganismos pertencentes a estes sete sorogrupos O especificos,

seguindo-se entdo para a etapa de andlise genética propriamente dita. O
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procedimento de deteccdo da STEC foi realizado conforme recomendacbes do

fabricante, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.

Enriquecimento
Caldo mEHEC (25g em 225mL)
Incubacéo (42<C/10-18h)

l

Preparo das amostras

Separacgdo Imunomagnética
(PickPen™) (20 ou 30min)

l

Amplificacdo e Deteccéo — |
Top 7 STEC (eae) (75min)

l

Amplificacéo e Deteccgédo — Il
Toxina Shiga (stx1 e stx2) (75min)

Ty

0

0

Figura 1: Protocolo geral para determinagdo de E. coli: 0103, 0111, 0121, 0145,
026,045 e 0157 pelo sistema GDS Top 7 STEC (eae) e Toxina Shiga (stx1 e stx2).

Resultados e Discusséo

Os resultados dos testes de deteccao dos genes eae, sxtl e sxt2 nas amostras de
cortes bovinos resfriados sdo apresentados na Tabela 1. Considera-se que o0 uso de
protocolos que associam uma etapa de separagcdo imunomagnética para o isolamento
de genes de importancia para STEC aumentam em pelo menos 100 vezes 0s niveis
de deteccdo (CHAPMAN et al., 1994). O sistema GDS utilizado neste estudo constitui-
se num protocolo que faz uso do recurso da separagdo imunomagnética para o
isolamento dos sorogrupos de STEC 0103, 0111, 0121, 0145, 026, 045 e 0O157.

Neste estudo, ndo foram detectados os referidos genes nas amostras analisadas.
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Tabela 1: Deteccdo dos genes eae, sxtl e sxt2 em amostras de cortes bovinos

resfriados provenientes de frigorificos do estado de Sao Paulo.

Top 7 Stec (eae) Top 7 Shiga ( sxtl e sxt2)
Cortes Carneos/Procedéncia n* Positivas Negativas
. . . .
(%) (%) Positivas (%) Negativas (%)
Contra-filé (Frigorifico 1 e 2) 54 0 100 0 100
Costela (Frigorifico 2) 30 0 100 0 100
Patinho (Frigorifico 3, 4, 5 e 6) 34 0 100 0 100

*n: ndmero de amostras

Varios estudos determinaram as taxas de prevaléncia de STEC no gado,
porém a comparagéo entre os diversos estudos é dificultada devido as diferencas nas
técnicas de amostragem e metodologia empregadas. As taxas de prevaléncia de
STEC relatadas variam entre 0% e 100% nos rebanhos (GYLES, 2006). Desta forma,
a presenca das STEC na carne bovina pode apresentar variagdes proporcionais a sua
prevaléncia no gado.

Em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro (GUTH et al., 1999), foi
avaliada a prevaléncia de E. coli (STEC) em 197 amostras fecais de bovinos sadios,
por meio da deteccdo dos genes de producdo da Toxina Shiga (Stx) pela técnica do
PCR. Detectou-se a ocorréncia do gene stxl em cerca de 53% das amostras
analisadas. Este dado apontou a alta prevaléncia de STEC em nosso ambiente e
sugerem a necessidade de boas estratégias de controle para a prevencdo da

contaminagéo dos produtos de origem animal.

CONCLUSAO

As amostras de cortes de carnes bovinas avaliadas neste estudo né&o
apresentaram bactérias E. coli do grupo das STEC, evidenciada pela auséncia dos
genes que codificam a toxina Shiga (stx1 e stx2) e do fator de aderéncia (gene eae) as
células epiteliais do intestino. O fato de nao ter sido detectada a presenca de E. coli
STEC nas amostras avaliadas ndo descarta a necessidade de se ampliar a
amostragem deste estudo, com o intuito de identificar a presenca deste patdgeno na

nossa cadeia produtiva de carnes.
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