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1. RESUMO

Este estudo teve como objetivo detectar Escherichia coli, em ambientes de abatedouros
frigorificos de bovinos e de aves, localizados em Goiés e no Distrito Federal, bem como promover a
pesquisa dos genes marcadores de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana, caracterizar a resisténcia
fenotipica por realizacdo de testes de sensibilidade aos antimicrobianos, verificar a capacidade de
formacdo de biofilmes in vitro e o sequenciamento total do genoma em isolados de Escherichia coli.
Foram analisados um total de 193 amostras de swabs de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves
entre os meses de agosto de 2017 e agosto de 2018. Dentre essas, 74 amostras de swabs oriundas de
abatedouro frigorificos de bovinos e 121 de aves. Foram detectados um total de 63 isolados de
Escherichia coli, 19 oriundas de abatedouro frigorificos de bovino e 44 de aves. Em instalacdes e em
equipamentos em abatedouros de bovinos, a E. coli foi encontrada em maior frequéncia em ralos de
sala de abate (38%) e em caixas plasticas brancas (42,9%). Nos abatedouros frigorificos de aves esta
bactéria foi detectada em maior quantidade nos ralos da area limpa na sala de abate (45,8%), e em
esteiras de cortes de frango (72,2%). Foram detectados nos isolados de E. coli oriundas de
abatedouros frigorificos de aves e de bovinos os genes codificadores de marcadores de viruléncia Stx
1 (23,8%), Hyla (9,5%), Saa (3.2%), Eae (4.8%) e Tir B (3,2%). Todas os 63 isolados foram
resistentes ao antimicrobiano Vancomicina e Teicoplanina. Em abatedouros frigorificos de bovinos
os isolados de E. coli apresentaram uma maior resisténcia a Eritromicina (63,2%), Cefazolina (26,3%)
e Sulfonamidas (26,3%). Nos isolados de abatedouros frigorificos de aves os isolados de E. coli foram
resistentes ao Acido nalidixico (70,5%), Eritromicina (52,3%) Sulfonamidas (43,2%). Os isolados de
E. coli oriundos de abatedouros frigorificos de bovino obtiveram uma presenca de genes de resisténcia
aos antimicrobianos Amp(C) de 63,2%, Tet (B) com 52,6%, Sul 1 com (15,8%), Cmla com 5,3%,
Aac(3)-1 com 5,3% e Tet (A) com 5,3% s. Para os de aves o resultado foi Amp(C) (70,5%), Tet (B)
(34,1%), Tet (A) (29,5%), Sul 1 (25%), Cmla (18,2%), Aac(3)-1 (9,1%). O sequenciamento completo
do genoma dos isolados B2, A56 e A64 permitiu descrever pela primeira vez na regido os sorotipos
0177:H28 e O71:H48 e observou-se uma capacidade de formacdo de biofilme fraca em dois dos

cinco isolados testados.



2. ABSTRACT

The aim of this work was to detect Escherichia coli, in environments of slaughterhouses for
cattle and poultry, located at the Goids and Federal District areas, as detect virulence and
antimicrobial resistance genes, and characterize phenotypic resistance by performing antibiograms,
to verify the capacity of biofilm formation in vitro and the total genome sequencing in E. coli isolates.
A total of 193 swab samples from slaughterhouses for cattle and poultry were analyzed between
August 2017 and August 2018. Among these, 74 swab samples from beef slaughterhouses and 121
from poultry. A total of 63 isolates of E. coli were detected, 19 from beef slaughterhouses and 44
from poultry. In facilities and equipment in cattle slaughterhouses, E. coli was found more frequently
in slaughter room drains (38%) and in white plastic boxes (42.9%). In the poultry slaughterhouses,
this bacterium was detected in greater quantity in the drains of the clean area at the slaughter room
(45.8%), and in the belts of chicken-cutting area (72.2%). The genes encoding virulence
markers were, Stx 1 (23,8%), Hyla (9,5%), Saa (3.2%), Eae (4.8%) and Tir B (3,2%), detected in E.
coli isolates from both slaughterhouses. All 63 isolates were resistant to the antimicrobial
Vancomycin and Teicoplanin. In bovine slaughterhouses, E. coli isolates showed greater resistance
to Erythromycin (63.2%), Cefazolin (26.3%) and Sulphonamides (26.3%). In poultry slaughterhouses
isolates, they were resistant to Nalidixic acid (70.5%), Erythromycin (52.3%) Sulphonamides
(43.2%). E. coli isolates from bovine slaughterhouses obtained a presence of antimicrobial resistance
genes from Amp (C) of 63.2%, Tet (B) with 52.6%, Sul 1 with (15.8%), Cmla with 5.3%, Aac(3) -I
with 5.3% and Tet (A) with 5.3%. For poultry the result was Amp (C) with 70.5%, Tet (B) (34.1%),
Tet (A) (29.5%), Sul 1 (25%), Cmla (18, 2%), Aac(3)-1 (9.1%). The complete genome sequencing of
B2, A56 and A64, allowed the description of serotypes O177: H28 and O71: H48, those were
described for first time in this region. A weak biofilm formation capacity was observed in two of the
five isolates tested.



3. INTRODUCAO

O Género Escherichia compreende seis diferentes espécies, das quais fazem parte a
Escherichia coli, Escherichia albertii, Escherichia fergusonii, Escherichia vulneris, Escherichia
blattae e Escherichia hermanii (GARRITY et al., 2004). A Escherichia coli € uma bactéria Gram
negativa, em forma de bacilo, anaerobia facultativa, pois possui metabolismo respiratério e
fermentativo, ndo-esporulado, que realiza a fermentagéo da glicose, com a producédo de &cido latico
e gas carbbnico (CAPRIOLI et al., 2005; BARDIAU et al., 2010). A E. coli coloniza normalmente o
trato gastrointestinal de diferentes mamiferos e aves. Geralmente a bactéria e o hospedeiro coabitam
em beneficio matuo (KAPER et al., 2004). E. coli comensais raramente causam doencas. Entretanto,
podem levar a doenca em hospedeiros imunocomprometidos ou em que as barreiras gastrointestinais
normais sao rompidas (KAPER et al., 2004).

Existem diferentes isolados de E. coli altamente adaptados que adquiriram fatores de
viruléncias especificos, que conferem uma maior capacidade de adaptacdo, e permitem que elas
causem diferentes tipos de doencas nos hospedeiros (KAPER et al., 2004). Esses genes de viruléncias
sdo frequentemente codificados em elementos genéticos mdveis que podem ser transferidos entre
diferentes cepas, criando assim novas combinacdes de fatores de viruléncia (KAPER et al., 2004).
Devido a isso ela é reconhecida como um importante patdgeno zoonético de origem alimentar com
risco potencial para a saude publica (FERNANDEZ et al., 2012)

As cepas de E. coli patogénicas foram categorizadas em dois grupos de patogenicidade com
base em suas propriedades de viruléncia (NATARO & KAPER, 1998). O primeiro grupo esta entre
0s patodgenos intestinais e subdivide-se em seis categorias da E. coli: enteropatogénica (EPEC) que
tem como principal caracteristica causar a lesdo “attaching and effacing” (A/E) e o0s principais genes
estdo inseridos em uma ilha de patogenicidade denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement),
como o gene da Intimina (Eae) (COURA et al. 2014). Entero-hemorragica (EHEC) que inclui a E.
coli (STEC), produtoras de enterotoxinas termoestaveis e termolabeis (COURA et al., 2014).
Enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC), difusamente aderentes (DAEC) (NATARO &
KAPER, 1998). O segundo grupo esté relacionado com as infec¢des por E. coli extraintestinais como
a E. coli uropatogénica (UPEC) e a E. coli associada a meningite (MNEC) responsavel pela meningite
e sepse (RUSSO & JOHNSON, 2000). A E. coli patogénica aviaria (APEC) é conhecida por
promover infeccBes extra-intestinais e podem causar principalmente infeccGes respiratorias,
pericardite e septicemia nestes animais (RUSSO & JOHNSON, 2000). Mais recentemente a E. coli
enteroaderente foi implicada na doenca de Crohn, e foi considerada um patdtipo adicional (CROXEN
etal., 2013).



A produgdo mundial de carne bovina vem crescendo a uma taxa anual de 0,64%, passando de
cerca de 58,5 milhdes de toneladas em 2009 para 62,8 milhdes de toneladas em 2018 (IPEA, 2019).
Neste contexto, o Brasil € o segundo maior produtor com 14,8% da producédo total em 2019 e é
considerado o principal pais exportador de carne, com uma participacao de 23,67% das exportacdes
mundiais em 2019 (ABIEC, 2020). De acordo com a ABIEC (2020), o Brasil possuia em 2019 um
rebanho bovino de 213,68 milhdes de cabecas, registrando 43,3 milhdes de abates. Entre 2018 e 2019,
o0 Brasil registrou um aumento de 12,2% nas exportagdes de carne bovina, passando de 2,21 milhGes
Toneladas Equivalente Carcaga (TEC) para 2,49 milhdes TEC. Segundo a ABIEC (2020), em 2019
0 Brasil exportou 2,49 milhdes TEC (23,6% do total de carne produzida), enquanto 8,01 milhdes TEC
(76,3%) tiveram como destino o mercado interno.

Além da carne bovina, o Brasil é o terceiro maior produtor e o primeiro exportador mundial
de carne de frango, com uma producdo de 13,25 milhdes de toneladas em 2019 (ABPA, 2020). O
estado do Goiés foi responsavel por 8,11% do total dos abates de frangos no pais em 2019, enquanto
o Distrito Federal totalizou 0,11% destes abates (ABPA, 2020). Vale ressaltar que 68% da producéo
de carne de frango do Brasil é destinada ao consumo interno e os 32% restantes sdo exportados
(ABPA, 2020), tornado este setor de grande importancia econémica para o pais.

Em funcdo da enorme relevancia econdmica e por questdes de satde publica, as industrias de
carnes investem grandes recursos para garantir a qualidade de seus produtos (TSOLA et al., 2008).
Um Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) bem estruturado e
desenvolvido adequadamente evita ou minimiza os riscos a seguranca dos alimentos dentro da
industria de carnes (TOMPKIN, 1994). Surak (2002) relatou que os microrganismos encontrados em
abatedouros frigorificos de aves, como a E. coli, podem ter origens de duas fontes principais: o
ambiente da industria (aves vivas, equipamentos e trabalhador) e o sistema digestivo dos animais
durante a evisceracdo. Nos abatedouros frigorificos a contaminagdo das carcacas de bovinos pode
ocorrer em diferentes estagios durante todo o processamento, e geralmente pode ser causada pela
formacdo de biofilmes ou pela presenca de E. coli nas superficies de equipamentos e ambientes
associados ao abate e processamento (VOGELEER et al., 2014). Segundo Borch & Arinder (2002)
esta contaminacgdo, tanto em frigorificos de aves quanto nos de bovinos, € denominada de
contaminagdo cruzada e ocorre quando a carcaga ou a carne entra em contato com superficies
contaminadas de equipamentos, instalagdes e manipuladores.

A presenca de E. coli em biofilmes, ambientes ou em superficies que entram em contato com
os alimentos e/ou suas matérias primas podem causar problemas de ordem higiénico-sanitarios
(CHAVANT et al., 2007; SHI & ZHU, 2009). Assim, a E. coli representa um agente etiologico de

infeccdes humanas e animais, podendo promover a disseminagdo da contaminagdo na industria e no
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produto final (CHAVANT et al., 2007). No Brasil sdo poucos os estudos que relataram a presenca
desta bactéria em ambientes industriais produtoras de carnes e derivados. Nespolo et al. (2014)
descreveram a presenca de E. coli na dgua de abastecimento industrial, de superficies de maos dos
manipuladores, facas e em diferentes pontos de carcacas em um abatedouro frigorifico de bovino,
localizado na cidade de Séo Paulo. Ferreira & Sobrinho (2003) avaliaram a qualidade bacterioldgica
de frigorificos no municipio de Sao Luis, no estado do Maranhédo. Rodrigues et al. (2010) relataram
e quantificaram a producdo de biofilme pela E. coli na sala de corte em um matadouro de aves na
regido sul do Brasil. Na regido do Distrito Federal e do estado de Goias, a presenca desta bactéria foi
relatada em carcacas de bovinos (FILHO et al., 2006; SANTOS et al., 2017) e em aves (MINHARRO
et al., 2001). No entanto, ndo existem estudos mais aprofundados relacionados a presenca de E. coli
em ambientes de abatedouros frigorifico nesta regido.

Desta forma, com o objetivo de promover o monitoramento do controle da presenca de
microrganismos patogénicos nos abatedouros frigorificos, as industrias e governo tém implantado
nos ultimos anos programas de autocontrole, tais como a Portaria n® 368, de 4 de setembro de 1997
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),a portaria n° 368 de 4 de setembro
de 1997 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) que aprova o regulamento
técnico sobre as condi¢des higiénico-sanitérias e de boas praticas de fabricacdo para estabelecimentos
elaboradores/industrializadores de alimentos. A Portaria n° 46, de 10 de fevereiro de 1998, que institui
o Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e a ISO 22000 que se refere
as normas relacionadas a seguranca de alimentos. Mais recentemente com a Instru¢cdo Normativa n°
60, de 2018, ficou estabelecido o controle microbiol6gico em carcaca de suinos e em carcaca de carne
de bovinos em abatedouros frigorificos, registrados no Departamento de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (DIPOA). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também instituiu
com a Resolugédo da diretoria colegiada - RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019, os padrdes
microbioldgicos de alimentos e suas devidas aplicacfes. A ANVISA publicou ainda de maneira
complementar a RDC 331 a Instru¢do Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, estabelecendo
as listas de padrdes microbioldgicos para alimentos prontos comercializado ao consumidor.

A presenca de E. coli em abatedouros frigorificos de bovinos e de aves pode representar um
risco para a satde humana e dos animais, decorrente da patogenicidade ocasionada pela presenca de
diferentes fatores de viruléncia (KAPER et al., 2004). Esta bactéria pode ocasionar desde uma simples
diarreia a colite hemorragica e ainda sindrome urémica hemolitica (STROMBERG et al., 2018).

Um outro fator importante, relacionado a presenca desta bactéria em ambientes de
abatedouros frigorificos é a possibilidade de apresentar perfil de multirresisténcia a antimicrobianos,

que por sua vez pode alcancar o homem via o consumo de alimentos contaminados por este
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microrganismo (VAN DEN BOGAARD et al., 2001). A resisténcia bacteriana pode ocorrer por meios
naturais ou adquiridos (SPINOSA & TARRAGA, 2017), por mutagdes aleatdrias ou por transferéncia
de genes de resisténcia de uma bactéria para outra (SPINOSA & TARRAGA, 2017). Essa
transferéncia € denominada de transferéncia horizontal de genes, e é 0 mecanismo de resisténcia mais
comum, sendo 0s microrganismos ambientais fontes primérias desses genes de resisténcia
(AARESTRUP et al., 2008). Apesar das evidéncias de que esta resisténcia € um fenbmeno natural
(BHULLAR et al., 2012; BUTAYE et al., 2015) e que se relaciona a adaptacdo dos microrganismos
as condigdes ambientais, houve exacerbacdo de sua ocorréncia devido ao uso desenfreado e
inapropriado de antimicrobianos (FAO, 2016).

Considerando o importante papel da E. coli na saide publica e os poucos estudos relacionados
a este microrganismo nas regides do Distrito Federal e Goids em industrias produtoras de carnes, este
trabalho objetivou identificar a presenca desta bactéria em ambientes de abatedouros frigorificos de
bovinos e de aves localizados nestas duas regides. Além disto, foram analisados os genes marcadores
de viruléncia, genes de resisténcia antimicrobiana, antibiograma, o sequenciamento total do genoma

de alguns isolados e verificado a capacidade de formacao de biofilme in vitro de alguns isolados.



4. OBJETIVOS
4 .1. OBJETIVO GERAL

Pesquisar e quantificar estirpes de Escherichia coli isoladas de ambientes de abatedouros

frigorificos de bovinos e de aves, localizados no Distrito Federal e Goias.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pesquisar a presenca de genes marcadores viruléncia nos isolados de E. coli;

e Caracterizar a resisténcia antimicrobiana nos isolados de E. coli;

e Realizar antibiograma nos isolados de E. coli;

e Realizar o sequenciamento total do genoma em alguns isolados de E. coli;

e Pesquisar a formacéo de biofilme in vitro em alguns isolados de E. coli.



5. JUSTIFICATIVA

A E. coli geralmente permanece inofensivamente confinada ao limen intestinal, mais
precisamente na mucosa do célon (NATARO & KAPER, 1998). Entretanto, no hospedeiro algumas
cepas consideradas ndo patogénicas podem causar infeccdo ao adquirem ou expressarem genes de
viruléncia presentes em seu genoma (NATARO & KAPER, 1998; STENUTZ et al., 2006). Neste
contexto a E. coli que ndo adquirir elementos genéticos que codificam fatores de viruléncia,
permanecerdo como bactérias comensais benignas (STENUTZ et al., 2006). Esses fatores de
viruléncia séo frequentemente codificados em elementos genéticos mdveis que podem migrar entre
diferentes cepas para criar novas combinacoes de fatores de viruléncia, ou em elementos genéticos
que poderiam ter sido moveis, mas que agora evoluiram para se tornarem fixos no genoma (KAPER
et al., 2004). O monitoramento de rotina dos abatedouros frigorificos para presenca dessa bactéria é
crucial para se obter alimentos seguros para o consumo (PARVEJ et al., 2018). A Instrucdo
Normativa N° 60 promulgada pelo MAPA em 2018, tem sido amplamente utilizada, visando a
deteccdo de E. coli produtora de Shiga like toxina. Esta Instrucdo Normativa estabelece a
obrigatoriedade do controle microbiolégico em carcacas e carnes de bovinos em abatedouros
frigorificos, registrados no Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA)
(BRASIL, 2018).

Devido a importancia das cepas patogénicas de E. coli para a saude animal e humana, justifica-
se a pesquisa desse microrganismo em ambientes de abatedouros frigorificos devido ao fato da E. coli
ja ter sido identificada como o agente causador de diferentes doencas diarreicas importantes, por
possuir diferentes genes de viruléncia, genes de resisténcia aos antimicrobianos e pela capacidade de
produzir toxinas de importancia para saude publica (NATARO & KAPER, 1998; CAPRIOLI et al.,
2005). As cepas de E. coli envolvidas em doencas diarreicas podem adquirir, através da transferéncia
génica horizontal, de um conjunto particular de genes que persistiram com sucesso no hospedeiro
(NATARO & KAPER, 1998; KAPER et al., 2004).

A plasticidade genémica da E. coli é bastante importante, comprovada pela variedade de
cepas, variando de comensais do trato gastrointestinal a diversos patdgenos capazes de promover
doencas intestinais, ou extras intestinais graves com diferentes consequéncias clinicas (GOMES et
al., 2016). Sendo um risco para a saude humana e para 0s animais, esta doenca é decorrente da
patogenicidade ocasionada pela presenca de diferentes genes de viruléncia, como por exemplo Stx 1,
Stx 2, Eae e Tir (KAPER et al., 2004). A plasticidade genémica da E. coli pode causar desde uma
simples diarreia até colite hemorrégica e sindrome urémica hemolitica (ZACHARY et al., 2018).
Apenas as combinac¢des mais bem-sucedidas de fatores de viruléncia que persistiram e se tornaréo

especificas variantes de E. coli, levando assim a doenca em individuos saudaveis (KAPER et al.,
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2004). Trés sindromes podem resultar da infeccdo por um dessas variantes: doenca entérica /
diarreica, infec¢des do trato urinario e sepse/meningite (KAPER et al., 2004).

A resisténcia antimicrobiana desse microrganismo tem sido causa de aumento em taxas de
mortalidade, morbidade e gastos com a saude tanto em humanos quanto em animais (WHO, 2015).
Isso exige uma constante vigilancia sobre a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em
microrganismos cuja contaminacdo ocorra via alimentos (WHO, 2015). Desta forma, a E. coli pode
prover informacdes importantes sobre o fluxo de resisténcia na cadeia produtiva de alimentos, ja que
ela € um microrganismo comumente isolado, possui linhagens patogénicas, além de seu papel como
reservatorio de genes de resisténcia e genes de viruléncia, que podem ser transferidos para outros
patogenos (WHO, 2015).

Até o presente momento ndo existem estudos sobre a presenca deste patdgeno em plantas de
processamento de abatedouros frigorificos na regido do Distrito Federal e do estado de Goiés, levando
a uma auséncia de informacOes sobre possiveis cepas que apresentem genes importantes de
viruléncia, e cepas resistentes a multiplas drogas antimicrobianas.

Levando-se em consideracdo a importancia de verificacdo da presenca de E. coli em ambientes
de abatedouros frigorificos, e a auséncia de estudos da presenca de marcadores de viruléncia e
resisténcia oriundas deste microrganismo neste tipo de ambiente, este trabalho teve por objetivos
verificar a presenca de genes de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana por Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), realizar o antibiograma, realizar o sequenciamento total do genoma em alguns
isolados de E. coli, pesquisar a formagéo de biofilme in vitro em alguns isolados de E. coli oriundas
de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves, localizados na regido do Distrito Federal e do Estado

de Goias.



6. MATERIAL E METODOS
6.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

A pesquisa de Escherichia coli foi realizada por meio da utilizacdo de swabs (Labor swab ®)
esterilizados, pelo método de arraste em superficies com swabs, embebidos em solucéo de transporte
composto por agua peptonada 0,1%, utilizando-se moldes estéreis de dimensdes de 30 cm?, tal qual
0 protocolo descrito por Barros et al. (2007).

Os pontos de coletas de amostras selecionados foram subdivididos em instalacbes/ ambientes
e equipamentos/utensilios. Nas instalacfes dos abatedouros frigorificos de bovinos os pontos de
coletas foram os ralos, as paredes das camaras frias de resfriamento das carcagas, e paredes em
diferentes pontos da sala de abate tais como a area de evisceracao, salas de miudos, area de inspecao
das carcacas e miudos comestiveis, na area de lavagem das carcacas, nas tubulacdes de aco inox
(chutes) de passagem de mitdos comestiveis e mocotds e também de descarte de materiais ndo
comestiveis. Nos abatedouros frigorificos de aves foram coletados swabs nas tubulag6es de ago inox
(chutes) de passagem dos cortes das carcacas de frango, os de carne mecanicamente separada e 0S
direcionadores de residuos ndo comestiveis.

Os pontos selecionados dos equipamentos/utensilios para coleta nos abatedouros frigorificos
de bovinos foram as esteiras, mesas de a¢o inox de inspecdo de visceras, mesas de ago inox de
residuos retirados das carcacas inspecionadas, ganchos de pendura de cabeca/carcaca e caixas
plasticas de cores brancas. Em relacdo aos equipamentos/utensilios de abatedouros frigorificos de
aves foram realizadas amostras de swabs nas mesas de aco inox de inspe¢do de visceras, mesas de
aco inox de residuos retirados das carcacas inspecionadas, esteiras de cortes de frangos presente na
sala de abate, maquinarios tais como maquinas de lavagem de moela, figado e coracdo localizados na
area limpa da sala de abate e ganchos de pendura de cabeca/carcaca.

As coletas foram previamente combinadas com os responsaveis pelas industrias, que por sua
vez aceitaram participar espontaneamente desta pesquisa. O nimero de swabs foi realizado conforme
as condicOes oferecidas pela empresa no dia da coleta, em relacéo ao local e a quantidade que poderia
ser realizada. No entanto tentou-se padronizar ao maximo os locais/ pontos de coleta e quantidades
de swabs. Cada swab foi considerado uma amostra. As amostras foram coletadas antes do inicio das
atividades diarias, e antes dos procedimentos de higienizacao pré-abate das industrias.

Participaram desta pesquisa cinco (5) estabelecimentos: 2 abatedouros frigorificos de bovinos
localizados no estado do Goias e no Distrito Federal e 3 de abatedouros frigorificos de aves, sendo 1
localizado no estado de Goias e 2 no Distrito Federal. Os abatedouros frigorificos de bovinos
localizados no estado de Goias e no Distrito Federal foram designados por B1 e B2, respectivamente.

10



As industrias de aves localizadas no Distrito Federal foram designadas por Al, e A3 e aquela situada
no estado de Goias por A2. Ao todo foram realizadas oito coletas de amostras em todos 0s
estabelecimentos. Realizou-se coletas de amostras por duas vezes em diferentes dias nas industrias
Al, A2 e B2. As amostras das industrias A3 e B1 foram coletadas uma Unica vez.

Foram coletadas 74 amostras de swabs nos abatedouros frigorificos de bovinos, sendo 34 no
abatedouro frigorifico B1, e 40 no abatedouro B2. Em relacdo as industrias de aves foram coletadas
121 amostras de swabs (Al, A2 e A3), sendo 40 no abatedouro frigorifico Al, 50 swabs na industria
A2 e 31 no A3. No total foram obtidas 193 amostras de swabs em abatedouros de aves e bovinos.
Todas as amostras foram obtidas entre 0 0s meses de agosto de 2017 e agosto de 2018

Todas as industrias apresentavam Servico de Inspecdo Oficial. Apds as coletas dos swabs, 0s
mesmos foram acondicionados em caixas isotérmicas e foram transportadas até o Laboratério de
Microbiologia dos Alimentos (LAMAL) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da

Universidade de Brasilia, para processamento.

6.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Escherichia coli

Para o isolamento e identificacdo do microrganismo Escherichia coli foram utilizados os
procedimentos descritos por Siqueira (1995). Os swabs utilizados nas coletas foram incubados em 9
mL de Agua Peptonada Tamponada 1% (APT) (Acumedia®) como meio de pré-enriquecimento
durante 24 horas, em estufas bacterioldgicas (Quimis ®), sob a temperatura de 37°C. Apds a
incubacdo, o swab foi semeado em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) (Acumedia®) e incubadas
em temperatura de 35 °C por 24 horas, em estufas bacteriologicas (Quimis ®), observando desta
foram o desenvolvimento de col6nias tipicas (pretas-azuladas com reflexo verde metalizado)
caracteristicos de E. coli. As colbnias consideradas tipicas Gram negativas e oxidase negativas foram
submetidas as provas bioquimicas de Citrato Simmons, Indol, Teste de vermelho de metila (VM) e
Voges- Proskauer (VP) seguindo o protocolo preconizado por Feng et al. (2002) para a confirmacéo

do microrganismo Escherichia coli.

6.3 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica utilizada foi a de um estudo observacional descritivo de ocorréncia
(BLOCH & COUTINHO, 2003).

6.4 EXTRACAO DO DNA TOTAL DE Escherichia coli
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A extracdo do DNA total dos isolados de E. coli foram realizadas por método de fervura
seguindo o protocolo realizado por Carvalho et al. (2016), em que as coldnias foram inicialmente
inoculadas em 3 mL de caldo BHI (brain heart infusion) (Acumedia®) e incubadas em estufas
bacterioldgicas (Quimis ®) por 24 h em temperatura de 37 ° C. Ap0s esse periodo foi retirado 1 mL
deste cultivo e transferido para tubos tipo Eppendorf estéreis, em que foram centrifugados
(Novatecnica®) por 10 min a 12.000g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em
200 uL de agua Milli-Q estéril. Ap6s a homogeneizacdo, a amostra foi fervida por 10 minutos e
posteriormente resfriado em gelo por 5 min. A quantificacdo do DNA extraido foi realizado pelo com
0 uso de marcadores High Mass (Invitrogem) e a quantidade utilizada nas rea¢fes da PCR, como
DNA amostral, foram de aproximadamente 10ng de DNA por amostra.

6.5 PESQUISA DE MARCADORES DE VIRULENCIA POR PCR

Para a pesquisa dos 12 diferentes marcadores de viruléncia da Escherichia coli foram realizadas
reacOes de PCR utilizando primers especificos e programas adequados para cada gene. Os marcadores
de viruléncia foram selecionados de acordo com a capacidade de provocar lesbes no organismo
hospedeiro conforme relatados por Caprioli et al. (2005) e por Kaper et al. (2004). Os controles
positivos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pela Prof. Dra Alice Gongalves Martins
Gonzalez, responsavel pelo laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos, da Faculdade de
Farmécia - Universidade Federal Fluminense (UFF).

Para a pesquisa dos genes da Intimina (Eae), Shiga like toxina do tipo 1 (Stx 1), Shiga like toxina
do tipo 2 (Stx 2) por PCR foram utilizados os procedimentos descritos por China et al. (1996). Para a
pesquisa dos diferentes subtipos da Shiga like toxina tipo 2, os subtipos Stx 2: stx2c, stx2d, stx2e e
stx2f, foi utilizado o protocolo descrito por Wang et al. (2002). As variantes do gene do receptor de
intimina translocado TIR [a (alfa), B (beta) e y (gama)] foram realizados de acordo com China et al.
(1999) (Quadro 01). O gene de viruléncia da hemolisina (E-hlyA) por Paton e Paton (1998) e o gene
adesina autoaglutinante (Saa) foram detectados conforme o protocolo descrito por Paton e Paton
(2002). As reagdes eram compostas por um volume final de 25pul, contendo tamp&o 1X (200 mM
Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI - Phoneutria®), 2,0mM de dNTPs, 2U de tag DNA polimerase
(Phoneutria®), 2mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (Invitrogen®), 3mM de MgCI2
(Phoneutria®) e primers nas concentragdes de 1 pM. Todas as reagdes ocorreram em termociclador
MyCycler (BioRad®) nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos
a 94°C por 0.50 minutos, temperatura de anelamento de acordo com cada primers por 0,5 minutos, e
72°C por 0,5 minutos; e um ciclo final a 72°C por 10 minutos. A lista dos primers e da temperatura

de anelamento utilizada encontram-se descritos no Quadro 01.
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Quadro 01 Lista de primers utilizados para deteccdo de genes de viruléncia nos isolados de

Escherichia coli oriundos de abatedouros frigorificos do Estado de Goids e do Distrito Federal.

R- ATGGACATGCCTGTGGCAAC

Gene/ Tamanho Temperatura de o
Sequéncias de nucleotideos (5°-3”) Referéncia
nome (pb) anelamento (°C)
China et al,
Eae F- AGGCTTCGTCACAGTTG
570 48 1996
R-CCATCGTCACCAGAGGA
50 China et al,
Stx1 F- AGAGCGATGTTACGGTTTG
388 1996
R- TTGCCCCCAGAGTGGATG
China et al,
Stx2 F- TGGGTTTTTCTTCGGTATC
807 45 1996
R- GACATTCTGGTTGACTCTCTT
Wang et al,
stx2c F- GCGGTTTTATTTGCATTAGT
124 50 2002
R- GTACTCTTTTCCGGCCACT
Wang et al,
stx2d F- GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT
175 50 2002
R- CAGCAAATCCTGAACCTGACG
F- Wang et al,
stx2e
ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA 303 50 2002
R- AGCCACATATAAATTATTTCGT
Wang et al,
stx2f F- TGTCTTCAGCATCTTATGCAG
150 50 2002
R-CATGATTAATTACTGAAACAGAAA
China et al.,
Tir a F- CGCTAACCTCCAAACCATT
781 50 1999
R- CRCCKCCAYTACCTTCACA*
China et al,
Tir B F- TGTATGTCGCACTCTGATT
342 50 1999
R- CRCCKCCAYTACCTTCACA*
China et al.,
Tiry F- GTCGGCAGTTTCAGTTTCAC
560 50 1999
R- CRCCKCCAYTACCTTCACA*
Paton & Paton,
hlyA F- GCATCATCAAGCGTACGTTCC
534 57 1998
R-AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
Paton & Paton,
Saa F- CGTGATGAACAGGCTATTGC
119 55 2002

*R= A+G, K= T+G, Y= C+T, M= A+C. (China et al., 1999)
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6.6 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO GENOMA DE ISOLADOS DE Escherichia coli

O sequenciamento completo do genoma (WSG) foi realizado no Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Nilton Lincopan. Para
este sequenciamento foram escolhidos, de forma aleatoria, 03 isolados de E. coli.

Os protocolos utilizados para a Extracdo do DNA bacteriano foram os preconizados pelo
Protocolo do kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies, CA) e a quantificacdo do
DNA via Nanodrop para verificar que a concentracdo e as razes estavam dentro do padréo (260/230
e 260/280). Um segunda Quantificacdo do DNA foi realizada utilizando Qubit® (BR) e o DNA foi
diluido para uma massa final de 400 ng de acordo com o protocolo Nextera DNA Flex Library Prep
Kit (Illumina) formando a biblioteca. Essa biblioteca entdo foi novamente quantificada com o Qubit
(HS) para entéo verificar o tamanho dos fragmentos via Bioanalyzer para realizar o Sequenciamento
através da Plataforma NextSeq da Illumina.

A pesquisa de genes de viruléncia foi realizada via Virulencefinder — 2.0, a detec¢do do

sorotipo foi realizada via Serotypefinder, — 2.0 o tipo de Fimbria via FimTyper 1.0.

6.7 ANTIBIOGRAMA DOS ISOLADOS DE Escherichia coli

Para a realizacdo do antibiograma, os isolados foram cultivados em 5 mL de caldo Broth Heart
Infusion (BHI) (Difco®) até atingirem turbidez equivalente ao padrdo 0,5 na escala McFarland
(Nefelobac — Probac ®). Apbs esse periodo foram realizados os testes de antibiograma para 0s
isolados em placas contendo agar Mueller-Hinton (Acumedia ®) de acordo com a técnica de Disco-
Difusdo, padronizado pelo manual do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). As
bases farmacoldgicas testadas foram: Quinolonas: acido nalidixico (NAL: 30 pg) (DME®),
ciprofloxacino (CIP: 5 ug) (DME®), enrofloxacina (ENO: 5ug) (DME®). R-Lactamicos: amoxicilina
(AMX: 10pg) (DME®), ampicilina (AMP: 10 pug) (DME®). Cefalosporinas: cefalexina (CFE: 30)
(DME®), cefalotina (CFL: 30ug) (DME®), cefazolina (CFZ: 30 pg) (DME®), ceftazidima (CAZ;
30 ng) (DME®). Anfenicdis: cloranfenicol (CLO:30ug) (DME®). Polimixina: colistina (COL: 10
ug) (DME®). Tetraciclina: tetraciclina (TE: 30 pg) (DME®), doxiciclina (DOX: 30 pug) (DME®).
Macrolideos: eritromicina (ERI: 15 ug) (DME®). Aminoglicosideos: estreptomicina (EST: 10 ug)
(DME®), gentamicina (GEN:10 pg) (DME®), neomicina (NEO: 30 ug) (DME®). Sulfonamida:
sulfonamidas (SUL: 300ug) (DME®). Glicopeptideos: teicoplanina (TEC: 30) (DME®),
vancomicina (VA: 5 pg) (DME®). Seguindo as recomendacdes definidas pelo CLSI (2020) foram

dispostos no maximo cinco discos de antibidticos em cada placa de agar Mueller-Hilton e incubadas
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a 37°C por 24h. Apos esse periodo foram realizadas as medi¢6es do tamanho das zonas de inibigdo
de crescimento bacteriano com um halémetro, sendo a cepa bacteriana classificada como resistente,

intermediaria e sensivel, de acordo com o didmetro da zona padrao estabelecida pelo CLSI (2020).

6.8 PESQUISA DE GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA POR PCR

Nos isolados de Escherichia coli foram realizados a pesquisa de 14 genes de resisténcia a
antimicrobianos, sendo eles pertencentes a 6 diferentes classes de antimicrobianos (Beta-lactamicos,
Tetraciclina, Sulfonamida, Cloranfenicol, Aminoglicosideo e Polimixinas) os quais encontram-se
descritos no Quadro 02. Estes genes foram selecionados segundo sua utilizagdo para tratamento de
infeccdes em humanos, como por exemplo os B - lactdmicos (PESSANHA & FILHO, 2001) e os de
utilizagdo na medicina veterinaria, como Ciprofloxacina, Acido Nalidixico, Tetraciclina,
Estreptomicina, Gentamicina (MANIE et al., 1998; PESSANHA & FILHO, 2001; ANVISA, 2007;
ALMEIDA et al., 2012; SPINOSA et al., 2017).

As reacdes eram compostas por um volume final de 25ul, contendo tampédo 1X (200 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 500 mM KCI - Phoneutria®), 2,0mM de dNTPs, 2U de tag DNA polimerase
(Phoneutria®), 2mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (Invitrogen®), 3mM de MgCI2
(Phoneutria®) e primers nas concentragdes de 1 pM. Todas as reagdes ocorreram em termociclador
MyCycler (BioRad®) nas seguintes condi¢bes: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos
a 94°C por 0.50 minutos, temperatura de anelamento de acordo com cada primer por 0,5 minutos
(Quadro 02), e 72°C por 0,5 minutos; e um ciclo final a 72°C por 10 minutos.

Em trés cepas foram realizadas a detec¢do de genes de resisténcia antimicrobiana através do

sequenciamento completo do genoma (WSG), via ResFinder v3.2.
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Quadro 02 Lista de primers utilizados para deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana nos
isolados de Escherichia coli oriundos de ambiente de abatedouros frigorificos do estado de Goias e
Distrito Federal.

L Gene/ L Tamanho Temperatura de .
classe de antibi6tico Sequéncias de nucleotideos (5°-3”) Referéncia
nome (pb) anelamento (°C)
52,2 Maynard et al.,
BlaSHV F-TCG CCT GTG TAT TAT CTC CC 857 5003
Beta -lactdmicos R- CGC AGA TAA ATC ACC ACA ATG
49 Schwartz et al.,
ampC F-TTC TAT CAAMAC TGG CAR CC 550 2003
R-CCY TTT TAT GTACCC AYG A
53,3 Maynard et al.,
tet(A) F-GTG AAA CCC AAC ATACCCC 880
2003
R- GAA GGC AAG CAG GAT GTAG
53,4 Maynard et al.,
tet(B) F- CCT TAT CAT GCC AGT CTT GC 774 2003
Tetraciclina R- ACT GCC GTT TTT TCG CC
53 Maynard et al.,
tet(C) F-ACT TGG AGC CAC TATCGAC 881
2003
R- CAT CAATCC ATGCCAACCC
49 Aarestrup et al.,
tet(M) F-GTT AAATAG TGT TCT TGG AG 700 2000
R- CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA
Sulfonamida 53 Maynard et al.,
Sul | F-TTC GGC ATT CTG AAT CTC AC 822
2003
R- ATG ATC TAACCC TCG GTCTC
F- AGT TGC TCAATG TAC CTATAA 52,2
Cat1l 547 Van et al., 2008
cc
Cloranfenicol R- TTG TAATTC ATT AAG CAT TCT
GCC
Cmla F: CCGCCACGG TGTTGT TGT TATC 698 57 Keyes et al., 2000
R: CACCTT GCC TGC CCATCATTAG
Aminoglicosideo aac(3)-1 F- ACC TAC TCC CAA CAT CAG CC 157 54 Van et al., 2008
R- ATATAG ATC TCACTACGC GC
Mer- 1 F- CGGTCAGTCCGTTTGTTC 35-343 52 Liuetal., 2015
R- CTTGGTCGGTCTGTA
Mcr- 2 F- TGTTGCTTGTGCCGATTGGA 494-1060 47 Xavier et al., 2016
R- AGATGGTATTGTTGGTTGCTG
Polimixinas
Mcr- 3 F--TTG GCACTGTATTTTGCATTT 542 52 Yinetal., 2017
R- TTAACGAAATTGGCTGGAACA
51 Carattoli et al.,
Mcr- 4 F- ATTGGGATAGTCGCCTTTTT 487 2017
R- TTACAGCCAGAATCATTATCA
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6.9 TESTE DE FORMACAO DE BIOFILME IN VITRO

Neste estudo foram realizados teste de formacdo de biofilme em 5 diferentes isolados. A
capacidade de formacdo de biofilme foi avaliada a partir do ensaio em microplaca de titulacdo de
poliestireno, descrito por Djordjevic et al. (2002). Inicialmente os isolados foram cultivados em placa
de petri contendo agar Triple Soy (TSA - Acumedia®) a 37°C por 24 horas em estufa bacterioldgica
(Quimis®) e em seguida transferida para 10 mL de caldo Triple Soy sem glicose (TSB - Acumedia®)
e incubado a 37°C por 24 horas. Posteriormente, uma pequena quantidade dessa suspensao foi
adicionada ao caldo TSB até estar com uma concentracdo de acordo com a escala 1 de MacFarland
(Probac do Brasil®). 200 pL dessa Ultima suspensdo foram adicionados em um pogo de uma
microplaca de poliestireno de 96 pocos estéril (Kartell®). O ensaio de biofilme foi realizado em
triplicata para todos os isolados e para o controle negativo, também em triplicata, foram preenchidos
somente com 200 pL de caldo TSB sem glicose. As placas entdo foram cobertas com papel filme e
incubadas por 24 horas a 37 °C. As suspensdes bacterianas entdo foram lavadas por trés vezes com
solucdo estéril de cloreto de sodio a 0,9% e secas ao ar. Apos esse periodo cada poco foi adicionado
200 pL de metanol pelo periodo de 15 minutos para ocorrer a fixacdo das células bacterianas. Entao
as placas foram deixadas para secar em temperatura ambiente apos a retirada do metanol. As células
entdo foram coradas por 10 minutos com 200 pL de cristal violeta de Hucker a 1%, lavadas em agua
corrente e secas a temperatura ambiente. Por fim adicionou-se 200 pL de &cido acético (J. T. Baker®)
a 33% e para realizar a leitura da absorbancia em leitor de ELISA (Biotek® ELx800) com
comprimento de onda de 490 nm.

Para determinacgéo da capacidade e intensidade de formac&o de biofilme dos isolados, utilizou-se
quatro diferentes categorias de acordo com Stepanovi¢ et al. (2000). Isolados ndo formadores de
biofilme (NF) quando a densidade dptica do isolado (DOi) for menor ou igual a DOn (DOi < DOn);
fracamente formador de biofilme se DOn < DOi < 2xDOn; formador de biofilme moderado se 2xDOn
< DO1 <4xDOn ou forte formador de biofilme se 4xDOn < DOi.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE Escherichia coli EM ABATEDOUROS FRIGORIFICOS DE
BOVINOS

Na pesquisa e identificacdo de E. coli nos frigorificos de bovinos foi verificada a presenca do
microrganismo em 11 dos 34 swabs realizados no abatedouro frigorifico B1, o que corresponde a
32,4% (Tabela 01). Nos swabs realizados no abatedouro frigorifico B2 foi detectada a presenca do
microrganismo em 20%, 8 swabs de um total de 40, de acordo com a Tabela 02. Desta forma,
conforme mostrado nas Tabelas 01 e 02, pode-se observar que do total dos 74 swabs coletados nos 2
estabelecimentos, a presenca de E. coli foi detectada em 19, o que corresponde a 25,7% dos casos.

A distribuicdo da presenca do microrganismo detectados nas instalagdes/ambientes dos dois
abatedouros frigorificos de bovinos encontram descritos na Tabela 01. Pode-se observar que foram
encontrados esta presenca em 38% dos swabs (8 de um total de 21) analisados nos ralos das salas de
abate e 30,8% (4 em 13) nas paredes das salas de abate. N&o foi detectado em nenhuma coleta a
presenca do microrganismo nas paredes das camaras frias de resfriamento de carcagas. De todos 0s
40 swabs analisados oriundos de instalacdes/ ambientes das duas industrias foram encontradas 12

estirpes de E. coli, perfazendo 30% do total (Tabela 01).

Tabela 01 Pesquisa e identificacdo de Escherichia coli a partir de swabs de arrastes nas instalaces/
ambientes de abatedouros frigorificos de bovinos localizados no Estado de Goias (GO) e Distrito
Federal (DF).

Regido coletada GO DF DF
Identificacdo das indUstrias Bl B2 B2
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Identificagdo dos locais coletados E. coli/ E. coli/ E. coli/ Total de isolados de E. coli /
nas industrias swabs swabs swabs swabs totais realizados

realizados realizados realizados

Paredes das camaras frias de

resfriamento de carcagas 02 02 02 0/6 (0%)
Paredes da sala de abate 2/5 2/4 0/4 4/13 (30,8%)
Ralos da sala de abate 5/9 2/6 1/6 8/21 (38%)
Total de isolados de E. coli 7 4 1 12 (30%)
Total de swabs analisados 16 12 12 40
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Em relagdo a pesquisa de E. coli nos equipamentos e utensilios dos abatedouros B1 e B2, foi
observada a presenca de E. coli nos dois estabelecimentos. Foi detectada a presenca em 37,5% dos
swabs analisados (3 em 8) em ganchos de pendura da carcaca/ cabeca. Nas esteiras de middos foi
observado esta presenca apenas em 1 dos 7 swabs realizados (14,3%). A E. coli também foi
encontrada em 42,9% (3 dos 7) swabs realizados em caixas brancas destinadas ao acondicionamento
de produtos comestiveis. Ndo foi encontrada a presenca da E. coli em tubulacGes de passagem de
miudos comestiveis, de mocotds, de materiais ndo comestiveis e em mesa de inspecdo de visceras.
De todos os 34 swabs analisados, em equipamentos e utensilios, foram encontradas um total de 7
estirpes de E. coli, perfazendo 20,5% (Tabela 02) nos dois abatedouros B1 e B2.

Tabela 02 Pesquisa e identificagdo de Escherichia coli nos Equipamentos e Utensilios a partir de
swabs de arrastes de abatedouros frigorificos de bovinos localizados no Estado de Goias (GO) e
Distrito Federal (DF).

Regido coletada GO DF DF
Identificacdo das indUstrias Bl B2 B2
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Total de isolados

Identificacdo dos locais coletados E. coli/swabs E.coli/swabs E. coli/swabs de E. coli / swabs

realizados realizados realizados totais realizados
Tubulagdes de ago inox (chutes)
. o 0/1 0/1 0/1 0/3 (0%)
passagem de middos comestiveis
Tubulagdes de ago inox (chutes)
i 0/1 0/1 0/1 0/3 (0%)
passagem de mocotos
Tubulagdes de ago inox (chutes) de
o ) 0/1 0/1 0/1 0/3 (0%)
descarte de materiais ndo comestiveis
Mesa de aco inox de inspecdo de
) 0/1 0/1 0/1 0/3 (0%)
visceras
Ganchos de pendura de
2/4 1/2 0/2 3/8 (37,5%)
cabeca/carcaga
Esteiras sala de abate 0/5 1/1 0/1 1/7 (14,3%)
Caixas pléasticas de cores brancas 2/5 1/1 0/1 3/7 (42,9%)
Total de isolados de E. coli 4 3 0 7 (20,5%)
Total de swabs analisados 18 8 8 34

Os resultados de presenca de Escherichia coli na parede da sala de abate detectados neste
estudo coincidem com os resultados encontrados em Istambul na Turquia, por Cetin et al. (2006).
Estes autores encontraram a presenca de E. coli em diferentes paredes dentro de fabricas turcas de
processamento de carnes vermelhas. Um outro estudo com resultados semelhantes aos encontrados

neste presente estudo foi realizado no Parand, por Barros et al. (2007). Eles verificaram a presenca de
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E. coli em amostras de swabs da parede da sala de abate, de um abatedouro frigorifico de bovinos
localizado naquela regido. Os resultados obtidos neste presente estudo também foram similares aos
resultados de estudos prévios, em que Santos (2018) verificou a presenca de E. coli em 16,13% dos
swabs oriundos de parede da sala de abate de abatedouros frigorificos no DF, Entorno e estado de
Goias, no ano de 2018.

A presenca de E. coli detectada em 38% dos ralos da sala de abate deste estudo foram similares
aos observados por Kabiru et al. (2015) ao detectarem E. coli em 80% de amostras de swabs de ralos
de drenagem de um abatedouro frigorifico localizado na Regido de Zaria, na Nigéria. No entanto, o
percentual observado de 80% por aqueles autores foi superior em relagdo a percentagem de 38%
observada neste estudo. Ainda em relacdo a deteccdo de E. coli em ralos, Barros et al. (2007) também
encontraram a presenca de E. coli em swabs realizados em ralos em um abatedouro frigorifico de
bovinos no Parand. A presenca do microrganismo em ralos de abatedouros de bovinos verificada
neste estudo confirmou a presenca ja previamente relatada pelo estudo de Santos em 2018, nesta
mesma regido. Fora do pais, no entanto, divergindo do presente estudo, Rivera-Betancourt et al.
(2004) ndo encontraram a presenca de E. coli em nenhum ralo por eles analisados em abatedouros
frigorificos, localizados nas regides norte e sul dos Estados Unidos.

Neste estudo ndo foram detectadas a presenca de E. coli em paredes de camaras frias das
industrias analisadas. N&o existe outros trabalhos que tenham realizado o isolamento e identificacdo
de E. coli em paredes de camaras frias. No entanto, Stocco (2017), em um estudo similar, realizou
uma pesquisa com amostras de swabs em macanetas de cadmaras frias de frigorifico de bovinos,
localizado na regido dos Campos Gerais — MG. A presenca de Escherichia coli ndo foi detectada por
este autor, o que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

Os resultados de deteccdo de E. coli em equipamentos e utensilios nos abatedouros frigorificos
de bovinos no presente estudo foram semelhantes, quanto a presenca desta bactéria em ganchos de
pendura de cabeca e carcaca, aos estudos realizados por Rivera-Betancourt et al. (2004). Estes autores
encontraram a presenca de E. coli em 2% dos ganchos em um abatedouro frigorifico, localizados na
regido norte dos Estados Unidos. No entanto a percentagem observada de 2% ficou inferior ao
encontrado no presente estudo de 37,5 %. Stocco (2017) também pesquisou a presenca de E. coli em
ganchos e obteve a presenca desta bactéria nestes utensilios em abatedouro frigorifico de bovinos,
localizados na regido de Campos Gerais, em Minas Gerais. Santos, (2018) também detectou E. coli,
nas mesmas regides deste estudo, em 16,13% dos ganchos de pendura de cabecas e carcagas de
bovinos. Apesar do resultado positivo para E. coli, o estudo realizado por Santos (2018) detectou um

valor abaixo do encontrado no presente estudo, em que a porcentagem obtida de E. coli foi 37,5%.
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Neste estudo, a presenca de E. coli foi detectada em 42,9% das caixas brancas analisadas,
destinadas a armazenagem de produtos comestiveis. Corroborando com este resultado, Stocco (2017)
detectou a presenca de E. coli em amostras de swabs de caixas brancas, em abatedouros de bovinos
na regido de Campos Gerais, em Minas Gerais. No entanto, Tutenel et al. (2003) encontraram um
resultado diferente do presente estudo na Bélgica em bandejas para visceras comestiveis de bovinos,
em que a presenca de Escherichia coli ndo foi detectada.

No presente estudo ndo foi detectada a presenca de Escherichia coli em nenhum tipo de
tubulagdes de aco inox denominados de chutes (tubulagdes individualizadas de passagens de mitdos
comestiveis, passagem de mocotds e descartes de materiais ndo comestiveis). Entretanto, um
resultado diferente foi encontrado por Santos (2018), em estudos previamente realizados pelo nosso
grupo de estudo, em que a autora obteve a presenca de E. coli em 3,23% deste tipo de tubulacdes.
Stocco (2017) também nédo detectou a presenca de E. coli em mesas de aco inox de inspecao de
visceras em um frigorifico de produtos processados bovinos.

Ha poucos trabalhos na literatura cientifica que relatam o isolamento de E. coli em ambientes
de abatedouros frigorificos de bovinos. No entanto, a pesquisa de E. coli em carcacas de bovinos no
Brasil e no exterior é amplamente realizada e ja foi observada em diferentes estudos como
demonstrado por Abdissa et al. (2017), Atnafie et al. (2017), Manage et al. (2019), Loiko et al. (2016),
Santos et al. (2018), Nespolo et al. (2014). Apesar de ndo trabalharem diretamente com a deteccao
da bactéria no ambiente, estes resultados podem ser utilizados como um parametro indireto na
comparacdo com este estudo, em relagdo a presenca deste microrganismo no interior deste tipo de
inddstria.

De uma maneira geral, foram poucos os resultados encontrados de presenca de E. coli em
paredes da sala de abate, ralos da sala de abate, ganchos de pendura de cabeca/carcaca, esteiras das
salas de abates e caixas plasticas de cores brancas. Além disto, observou-se auséncia em paredes das
camaras frias de resfriamento de carcacas, tubulacdes de aco inox (passagem de mitdos comestiveis,
passagem de mocotds e descarte de materiais ndo comestiveis) e mesa de aco inox de inspecdo de
visceras. Estes resultados podem ser justificados pelas poucas amostras coletadas em cada visita, e
também por essas visitas terem sido previamente agendadas, o que poderia interferir na conduta da
higienizacéo e sanitizagéo realizada pelos estabelecimentos, como o uso de produtos para desinfeccao
antes de se realizar a obtencdo das amostras.

Por outro lado, uma outra justificativa poderia ser devido a crescente melhoria na higienizagdo
e sanitizacdo, com a implementacdo dos programas de auto controle e boas préaticas no ambiente das
industrias exigidos pelos orgdos de fiscalizagdo como MAPA e Secretarias de Agricultura dos

estados. Estas praticas vém sendo implementado desde a decada de 90 com o programa de Boas
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praticas de fabricacdo (BPF) estabelecido pela Portaria n°. 1428 de 1993 do Ministério da Saude (MS)
(BRASIL, 1993), e Portaria n° 368 aprovada pelo Ministério da Agricultura, agropecuaria e
abastecimento (MAPA) em 1997. Assim, pode-se concluir que todas essas normativas podem ter
contribuido para a melhoria de producéo higiénica nos estabelecimentos, que por sua vez refletiu nos
poucos isolados de E. coli detectados neste estudo.

7.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Escherichia coli EM ABATEDOUROS FRIGORIFICOS DE
AVES

Na pesquisa e identificacdo de E. coli em abatedouros frigorificas de aves, foi observada a
presenca do microrganismo em 5 dos 40 swabs realizados no abatedouro frigorifico Al (12,5%), em
34 dos 50 (68%) swabs realizados no abatedouro frigorifico A2, e em 5 dos 31 (16,1%) swabs
realizados no abatedouro frigorifico A3 (Tabelas 03 e 04). Totalizando desta forma 121 swabs
coletados nos 3 estabelecimentos, nas quais foram detectados em 44 (36,4%) dos swabs analisados a
presenca de Escherichia coli.

Em relagcdo a pesquisa nas instalacGes e ambientes dos estabelecimentos, o microrganismo foi
detectado em 11 dos 24 swabs analisados em ralos (45,8%), sendo encontrada nos 3 estabelecimentos
Al, A2 e A3. Nas coletas realizadas em paredes da area limpa da sala de abate foi observada a
presenca em apenas 1 (9%) dos 11 swabs analisados, detectando apenas a E. coli no estabelecimento
A2. De todos os 35 swabs analisados, em instalagfes, foram encontradas 12 isolados de E. coli,
perfazendo 30% (Tabela 03).

Tabela 03 Pesquisa e identificacdo de Escherichia coli a partir de swabs de arrastes nas instalacoes/
ambientes de abatedouros frigorificos de aves localizados no Estado de Goias (GO) e Distrito Federal

(DF).
Regido coletadas DF DF GO GO DF
Identificacdo das
) ) Al Al A2 A2 A3
inddstrias
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 ]
\dentificaco d Total de isolados
entificacdo dos i i i i i
. ¢ E. coli/ E. coli/ E. coli / E. coli / E. coli/ de E. coli / swabs
locais coletados swabs swabs swabs swabs swabs

totais realizados
realizados realizados realizados Realizados realizados

Ralos area limpa na

1/3 0/3 4/5 4/5 2/8 11/24 (45,8%)
sala de abate
Paredes area limpa
0/2 0/2 0/1 1/1 0/5 1/11 (9%)
sala de abate
Total de isolados de
0 4 5 2 12 (30%)

E. coli
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Total de swabs

analisados

Nos equipamentos e utensilios foram detectados E. coli em chutes de passagem de cortes de
carcacas de aves em 3 dos 6 swabs pesquisados, ou seja, 50%. Em relacao a calha de embalagem de
carcacas, a E. coli foi detectada em 42,9% 7 swabs analisados (3 de um total de 7 swabs). No chute
direcionador de carne mecanicamente separada obteve-se 0 mesmo resultado anterior, encontrando a
presenca desta bactéria em 3 dos 7 swabs (42,9%). Para a esteira de cortes de carcacas de frangos, a
presenca da E coli foi observada em 13 dos 18 swabs analisados (72,2%), estando a bactéria presente
nos 3 estabelecimentos pesquisados. Em relacdo aos direcionadores de residuos ndo comestiveis, este
microrganismo foi encontrado apenas no estabelecimento A2, em 37,5% dos 8 swabs analisados (3
swabs). Ndo foi detectado o microrganismo em mesas de inspecdo de middos, maquinas de
evisceracdo e em maquinas de lavagem de figados em nenhum dos frigorificos analisados.

Do total dos 86 swabs analisados em todos os frigorificos, em equipamentos e utensilios, foram
encontradas 32 isolados de E. coli, perfazendo 37,2% dos casos analisados (Tabela 04).

Tabela 04 Pesquisa e identificacdo de Escherichia coli em equipamentos e utensilios a partir de swabs
de arrastes de abatedouros frigorificos de aves localizados no Estado de Goias (GO) e Distrito Federal
(DF).

Regido coletada DF DF GO GO DF

Identificacdo das industrias Al Al A2 A2 A3

Total de isolados
Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta

Identifica¢do dos locais coletados de E. coli / swabs totais
! 2 3 4 > realizados
Chute -passagem dos cortes das carcacgas de
frango 0/1 0/1 11 11 1/2 3/6 (50%)
Chute - carne mecanicamente separada 0/1 0/1 2/2 1/2 0/1 317 (42,9%)
Chute - direcionadores de residuos ndo 0/1 0/1 2/2 1/2 0/1 317 (42,9%)
comestiveis
Calha De embalagem 0/1 0/1 2/2 1/2 0/1 317 (42,9%)
Mesas de inspecéo de mitdos 0/1 0/1 0/1 0/1 0/2 0/6 (0%)
Mesas de acgo inox de inspe¢do da carcaca 0/1 0/1 0/1 11 0/2 1/6 (16,7%)
Esteiras de cortes de frangos 0/2 1/2 5/6 5/6 212 13/18 (72,2%)
Direcionador de residuos comestiveis 0/1 0/1 2/2 1/2 0/2 3/8 (37,5%)
Ganchos de pendura de carcaca 0/2 1/2 0/1 0/1 0/1 1/7 (14,3%)
Maquina de evisceragado 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/5 (0%)
Maquina lavagem moela 0/1 11 - - 0/1 1/3 (33,3%)
Méquina lavagem figado 0/1 0/1 - - 0/1 0/3 (0%)
Méquina lavagem coragéo 0/1 11 - - 0/1 1/3 (33,3%)
Total de isolados de E. coli 0 4 14 11 3 32 (37,2%)
Total de swabs analisados 15 15 19 19 18 86
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S&o poucos os estudos no pais que realizaram pesquisas do microrganismo em ambiente de
abatedouro frigorifico de aves. A grande maioria destes estudos foram direcionados a pesquisa de E.
coli em carcaga de frangos, como o estudo realizado por Rodrigues et al. (2008), que corroboram o0s
resultados do presente estudo. Estes autores demonstraram a presenca deste microrganismo em
ambientes de frigorificos de aves, mesmo ndo sendo detectado nas estruturas fisicas das industrias.

Neste estudo foram encontrados E. coli em 45,8% dos ralos das areas limpas das salas de abate
analisadas. Este resultado é semelhante ao encontrado por Santos, (2018), que obteve a E. coli em
25,9% dos ralos na regido do Distrito Federal, Entorno e estado de Goias. Nao ha mais trabalhos que
tenham realizado o isolamento e identificacao de E. coli em ralos de abatedouro frigorificos de aves.
Porém em um estudo similar, Keeratipibul et al. (2009) encontraram a presenca de E. coli em 6,6%
de swabs de chdo em uma industria de carne de frango na Tailandia.

Ja em relacgdo aos resultados de presenca de Escherichia coli em paredes da area limpa na sala de
abate, o presente estudo obteve presenca em 9% dos swabs analisados. Corroborando este resultado,
Jo & Woo (2016) obtiveram a presenca de E. coli na regido da Coreia do Sul, em paredes em um
frigorifico de aves. Um outro estudo que encontrou um resultado semelhante foi realizado por Santos
(2018) na regido do Distrito Federal, Entorno e estado de Goids em que a autora obteve a presenca de
E. coli em 3,44% das paredes.

Como detalhado anteriormente neste estudo, a E. coli esteve presente em 72,2% dos swabs
analisados de esteiras de cortes de frangos. De maneira similar, Keeratipibul et al. (2010),
encontraram a presenca de E. coli em diferentes pontos de esteiras dentro de uma fabrica de carnes
de frango cozidos congelados na regido de Bangkok, Tailandia. Jo & Woo (2016) também obtiveram
a presenca desta bactéria em esteiras na linha de producéo de frangos, na regido da Coreia do Sul. No
Brasil, na regido de Palotina, Parana, Viana (2014) também encontrou a presenca desta bactéria, em
uma esteira condutora de cortes de frango. Um outro estudo com resultado semelhante ao presente
estudo foi o realizado por Casagrande (2016) em um frigorifico na regido de Passos, em Minas Gerais,
em gue obteve a presenca de E. coli em esteiras. Corroborando também com o presente estudo, Soares
et al. (2018) obtiveram resultados que comprovaram a presenca desta bactéria em esteiras na sala de
corte de frigorificos de aves localizadas na regido sul do Brasil.

O resultado do presente estudo ndo demonstrou a presenca da E. coli em mesas de inspecdo de
mitdos, maquinas de evisceracdo e maquinas de lavagem de figado. Em relagdo a presenca de E. coli
em maquina de evisceracdo, Ho et al. (2004), encontraram um resultado distinto, ja que eles
observaram a presenca de E. coli em maquina de evisceragdo em frigorifico na regido de Taiwan. Um

outro resultado encontrado diferente do presente estudo, foi realizado na Provincia de Ismailia no
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Egito, em que Ezzat et al. (2018) encontraram a presenca de E. coli em swabs realizados de superficie
de equipamentos que estavam em contato direto com figados de aves.

No presente estudo foram observados a presenca de E. coli em amostras de swabs de superficies
de ambientes e utensilios em abatedouros frigorificos de aves. A auséncia de trabalhos, similares ao
presente estudo, ndo permite dizer se esses valores encontram se altos ou baixos. Porém pode-se
observar que as medidas de boas praticas e procedimentos de APPCC estdo sendo continuamente
implementados visando uma melhoria das condic¢des de higiene nas industrias produtoras de carnes.
Essas medidas, que visam a reducao de microrganismos presentes dentro da industria, comecaram a
serem estabelecidos no Brasil na década de 90. Nesta época foi implementado o Regulamento
Técnico sobre as condigbes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
Estabelecimentos Elaboradores / Industrializadores de Alimentos (BRASIL, 1997), e 0 Regulamento
técnico de inspecdo tecnoldgica e higiénico sanitaria de carne de aves (BRASIL, 1998). Em seguida,
em 2006, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabelece o plano basico
de APPCC para industrias de produtos de origem animal visando a eliminacdo de microrganismos
em carnes de aves (BRASIL, 2006). A manutencédo da higiene do abate e 0 monitoramento regular
dos estabelecimentos de carne sdo essenciais para minimizar o risco de contaminacéo direta e cruzada
da carne, garantindo assim a qualidade do produto final e a prote¢do da satde publica (Keeratipibul
et al. 2010).

Portanto, os resultados obtidos neste estudo indicam a presenca destes microrganismos no
ambiente de abatedouro frigorifico de aves. Esse resultado demonstra a importancia da continua
implementacao em conjunto das Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), Procedimento Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO) e Anélises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) pelas industrias,

evitando ou minimizando assim presenca do microrganismo.
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7.3 IDENTIFICAS)AO DE MARCADORES DE VIRULENCIA EM ISOLADOS DE Escherichia coli
PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

No presente estudo foram pesquisados doze (12) genes codificadores de fatores de viruléncia
descritos em E. coli, em um total de 63 isolados de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves
(Tabela 05).

Tabela 05 Deteccdo de genes de marcadores de viruléncia em isolados de Escherichia coli oriundos de
abatedouros frigorificos de bovinos e de aves, localizados no Estado de Goiés (GO) e Distrito Federal (DF).

Isolados oriundos de Abatedouro Isolados oriundos de

frigorifico de bovinos Abatedouro frigorifico de

Marcadores de aves

viruléncia de Identificacdo das industrias JSTAVLirSféggir;e/

Escherichia GO DF DF GO DF Total de isolados

coli N° de isolados com gene de viruléncia/ total de isoladas por abatedouro
frigorifico (%)
B1/11 B2/8 Al/5 A2/34 A3/5

Eae 0 1(1,6) 0 2 (3,2 0 3/63 (4,8%)
Stx 1 3(4,8) 3(4,8) 0 8(12,7) 1(1,6) 15/63 (23,8%)
Stx 2 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Stx 2¢ 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Stx 2d 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Stx 2e 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Stx 2f 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Tir a 0 0 0 0 0 0/63(0%)
Tir B 0 1(1,6) 0 1(1,6) 0 2/63(3,2%)
Tiry 0 0 0 0 0 0/63(0%)
HIyA 1(1,6) 1(1,6) 0 4(6,3) 0 6/63(9,5%)
Saa 0 0 0 3(4,8) 0 2/63 (3,2%)
Total de genes

de viruléncia 411 6/8 0/5 17/34 15 33/63
presentes/ total

de isolados

Na Tabela 06 encontram-se descritos o local em que os isolados de E. coli, com seus respectivos
genes de viruléncia, foram detectados nos abatedouros frigorificos de bovinos e de aves, localizados
no Estado de Goiés (GO) e Distrito Federal (DF).
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Tabela 06 Locais de isolamento de E. coli com genes de viruléncia em plantas de processamento de
abatedouros Frigorificos de bovinos e aves localizados no estado de Goias (GO) e Distrito Federal
(DF).

Abatedouro frigorifico de bovinos Abatedouro frigorifico de aves
Genes . IdentificacOes dos locais . Identifica¢Oes dos locais
marcadores de Quantidade de na olanta de Quantidade de na olanta de
viruléncia isolados P isolados P
processamento processamento
Ralo da area limpa da Esteira de cortes de
Eae 1 1
sala de abate frango
1 Direcionadores de
residuos comestiveis
Stx 1 2 Caixas plasticas brancas 1 Mesa d~e aco hox
inspecdo carcaca
Ralos da area limpa na
2 , .
sala de abate 9 Ralos area limpa da sala
Paredes area limpa sala de abate
2
de abate
4 Esteiras de cortes de
frangos
1 Direcionador de residuos
comestiveis
1 Calha embalagem
Tir B 1 Ralo area limpa na sala 1 Esteira de cortes de
de abate frango
hIvA 1 Ralo da éarea limpa da 1 Ralo area limpa na sala
y sala de abate de abate
1 Caixas plasticas brancas 1 Maquina Ialvagem
coragao
1 Esteira de corte de
frango
1 Calha embalagem
Chute Direcionador de
Saa 0 . . PR
residuos ndo comestiveis
1 Chute - CMS

No presente estudo, o gene da Shiga like toxina do Tipo 1 (Stx 1) foi o mais detectado em E. coli
isolados nos abatedouros frigorificos de bovinos (9,6%), das quais foram detectados em Caixas
plasticas brancas, ralos da area limpa na sala de abate e paredes area limpa sala de abate (Tabela 06),
e no abatedouro frigorifico de aves (14,3%) mesa de ago inox inspe¢do carcaca, ralos area limpa da
sala de abate, esteiras de cortes de frangos, direcionador de residuos comestiveis e calha embalagem
(Tabela 06), correspondendo a 15/63 (23,9%) dos isolados totais. Corroborando com este resultado
no que se refere a deteccao deste gene em produtos de origem animal e ou relacionados, Sethulekshmi
et al. (2018) avaliaram a presenca do gene Stx 1 em carne bovina na Regido de Querala, india e

encontraram em 83,6% amostras analisadas. Etcheverria et al. (2010) detectaram Stx | em 9,52% de
27



E coli isoladas de abatedouros, em 7,69% de E coli isoladas de carcagas e em 9,52% de E coli isoladas
de cortes carneos. No Brasil, ainda corroborando com o presente estudo em relacdo a presenca desse
gene em cepas de E. coli em bovinos, Rigobelo et al. (2008), no estado de S&o Paulo, encontraram o
gene Stx 1 em 1,4% das carcagas de bovino em um abatedouro frigorifico. Ainda no estado de Sao
Paulo, Von Laer (2008), detectaram a presenca de Stx 1 em isolados de E coli oriundo de carcacas de
bovinos criados em regime de confinamento.

Em relacdo a deteccdo do gene Stx 1 em isolados oriundos de carcacas ou produtos relacionados
de aves, Alonso et al. (2012) também encontraram a presenca deste gene, em isolados de E. coli
oriundos de carcagas de frangos abatidos na Argentina, em 3,3%. Na india, Rasheed et al. (2014)
encontraram a presenca de Stx 1 em 36% das E. coli isoladas de carne frango. Ao contrario dos
resultados mostrados acima e daqueles obtidos neste estudo, Bagheri et al. (2014) ndo encontraram a
presenca do gene Stx 1 em nenhuma carcaca de frango da provincia de Kerman, no Ird. No Brasil,
Silva et al. (2011) encontraram a presenga do gene Stx 1 em 13,3% dos isolados de E. coli oriundos
de figado de frangos, provenientes de abatedouros avicolas da regido de Recife, Pernambuco. Silva
et al. (2011) identificaram o gene Stx em 13,3% dos isolados de E. coli de figado de frango
provenientes de dois abatedouros frigorificos avicolas no Reconcavo da Bahia.

A E. coli produtora de pelo menos umas das toxinas de Shiga (Stx 1 ou Stx 2) é denominada de
produtora de toxina Shiga like toxina (STEC). A pesquisa desse gene em E. coli € importante devido
ao fato dele ser o principal fator de viruléncia deste microrganismo que o classifica como STEC
(produtora de toxina Shiga). O gene atua diretamente na patogénese de diferentes doengas em humano
como diarreias e a sindrome urémico-hemolitica (KAPER, 2005; GYLES, 2007; ALTERTHUM &
TRABULSI, 2015). O resultado do presente estudo demonstra a presenca desse gene em ambientes
utensilios de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves no estado de Goias (GO) e Distrito Federal
(DF). Outros estudos ja haviam relatado a presenca deste gene na regido de Goias, em alimentos de
origem animal como o leite (FERREIRA et al., 2018), em caprinos e ovinos (GUIMARAES et al.,
2015; FERREIRA et al., 2015), em bovinos saudaveis (MORAIS et al., 2011) em carne bovina e
queijos frescais (NASCIMENTO et al., 2013). No Distrito Federal, a presenca do gene foi verificada
em suinos higidos (DRUMMOND & PERECMANIS, 2013) e fezes de cées saudaveis (VIEIRA et
al., 2020). Estes fatos comprovam a circulacdo de estirpes na regido, o que estd em acordo com 0s
resultados obtidos neste estudo.

N&o hé relatos de deteccdo do gene Stx 1 em ambiente e utensilios de abatedouros frigorificos de
aves e bovinos no Distrito Federal e Goias, sendo este o primeiro trabalho realizado neste tipo de
ambiente. Assim, o presente estudo contribui de maneira inédita com os dados de pesquisa da regido.

Este trabalho tem relevancia devido a importancia desse gene, uma vez que a presenca do mesmo em
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ambiente e utensilios em abatedouro frigorifico de bovinos e aves pode representar um risco para a
saude publica.

O segundo gene de viruléncia mais frequente nos isolados de E. coli deste estudo foi o hlyA, sendo
encontrados em 9,5% dos casos, conforme mostrado na Tabela 05. Destes, 3,2% dos casos foram
obtidos nas amostras dos ralos da area limpa da sala de abate e caixas plésticas brancas nos
abatedouros frigorificos de bovinos (Tabela 06). Os 6,3% restantes foram observados nas amostras
obtidas em Ralo area limpa na sala de abate, maquina lavagem coracao, esteira de corte de frango e
calha embalagem, de acordo com a Tabela 06.

Similar ao presente estudo no que se refere a deteccéo deste gene de viruléncia em alimentos de
origem animal, Martinez-Vazquez et al. (2018) em Tamaulipas, no México encontraram 21,5%
isolados de E. coli carreando o gene hlyA, em amostras de varejo de carnes bovina e suina em
diferentes locais. Toro et al. (2018) também encontraram resultados similares, ao observarem a
presenca deste gene em 37.5% das amostras de amostras de carne bovina na cidade de Santiago,
Chile. Corroborando também com o presente estudo, Xia et al. (2010) encontraram em 41% isolados
de Escherichia coli positivas para o gene Hlya, oriundas de carne moida bovina nos Estados Unidos.
No Brasil, em um municipio da regido Noroeste do Rio Grande do Sul, Damer (2016), encontrou uma
porcentagem semelhante ao do presente estudo. Este autor analisou a presenca desse gene em carne
moida bovina in natura e obteve um valor de 11,5% isolados de E. coli carreando o gene Hlya. na
regido sul do Brasil. De maneira opostas aos resultados anteriores e também de maneira distinta ao
presente trabalho, Timm et al. (2009) e Fernandes et al. (2017) n&o encontraram tal gene em isolados
oriundos de carne moida bovina e na linha de producdo de carne seca, respectivamente.

O gene Hlya codifica a a-hemolisina, uma toxina que leva a lise dos eritrocitos, auxiliando a
ingestdo de ferro pela bactéria que tem por habitat o intestino (DONTOROU et al., 2003). O gene
contribui para a patogénese, agindo como uma citolisina formadora de poros em eucaridticos (XIA
et al., 2010). Ainda de acordo com estes mesmos autores, a presenca deste gene pode aumentar a
viruléncia do microrganismo. N&o ha nenhum estudo anterior que descreva a presenca deste gene em
ambiente e utensilios de abatedouros frigorificos de aves e bovinos no estado de Goias (GO) e Distrito
Federal (DF). Assim, este também é o primeiro trabalho realizado sobre este assunto, contribuindo
desta forma com dados de pesquisa na regido. Como mostrado, os resultados obtidos demonstram um
potencial risco para saude publica.

Outro gene detectado no presente estudo foi 0 gene Eae (Figura 01). Este gene totalizou 4,8% do
total de isolados de E. coli, conforme a Tabela 05. O mesmo foi detectado em 1,6% dos isolados de
abatedouros frigorificos de bovinos e estavam localizados em ralo da area limpa da sala de abate
(Tabela 06). Nos frigorificos de aves este gene estava presente em 3,2% dos casos conforme a Tabela
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05. Estes genes estavam localizados em esteira de cortes de frango e direcionadores de residuos
comestiveis (Tabela 06). Corroborando com este resultado, Minh et al. (2015), encontraram a
presenca deste gene em E. coli isoladas de carnes bovinas na cidade de Fukuoka, Japdo. Monaghan
et al. (2012) também encontraram o gene Eae em 0,7% de isolados obtidos de carcaca bovina na
Irlanda. Alonso et al. (2012) demonstraram contaminagédo de 20% por cepas contendo o gene Eae,
em produtos de frangos comercializados na Argentina. No Brasil, Oliveira et al. (2008) encontraram
0 gene em 0,6% de E. coli isoladas de bovinos na regido de Minas Gerais. Diferentemente do presente
estudo, Toro et al. (2018) ndo encontraram a presenca do gene Eae em cepas de E. coli em amostras
de carne bovina na cidade de Santiago, Chile. De maneira similar, Xia et al. (2010) também néo
verificaram a presenca deste gene em carne moida bovina nos Estados Unidos. Em relacéo a detec¢édo
do gene Eae em isolados de carnes de aves e ou produtos relacionados, Sekhar et al. (2017)
encontraram a presenca deste gene em 10% das E. coli oriundos de carnes de frangos na India. No
Brasil, Cerutti et al. (2020) encontraram o gene da proteina intimina (Eae) em em 4,8% das E. coli
isoladas de carcacas de frangos no estado de Santa Catarina.

As cepas de E. coli EHEC e EPEC produzem uma lesdo histopatologica caracteristica nas
microvilosidades de enterécitos, conhecida como uma lesdao de “attaching-and-effacing” (A/E). A
formacéo dessas lesGes € mediada por uma ilha de patogenicidade denominada locus de Apagamento
de Enterdcitos (LEE) que contém o gene Eae. Devido a patogenia causada por esse gene, justifica-se
a importancia da deteccdo em cepas de E. coli. Mais uma vez este estudo o primeiro a demonstrar a
presenca do gene Eae em cepas de E. coli isolados de utensilios e ambiente de abatedouros frigorificos
de bovinos e de aves nas regides do Estado de Goias (GO) e Distrito Federal (DF).
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Figura 01 Resultado da pesquisa por PCR do gene Eae nos isolados de E. coli. Nimeros 1 e 9: marcador DNA
Ladder 100 bp (Invitrogen®); Ndmero 5: isolado B2 oriundo do ralo da sala de abate do abatedouro de bovinos
do DF; Numero 11: isolado A56 oriundo da esteira de cortes de carcaca de frango no abatedouro frigorifico
localizado no Estado do Goias. Ambos amplificaram o gene Eae (570pb); Numeros: 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12,
13, 14, 15 e 16 isolados com a PCR negativos para deteccdo do gene Eae. Visualizacdo em gel de agarose 2%
em transiluminador (Major Science®).
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7.4 RESULTADO DO ANTIBIOGRAMA DOS ISOLADOS DE Escherichia coli ORIUNDOS DE

ABATEDOUROS FRIGORIFICOS DE BOVINOS E DE AVES LOCALIZADOS NO ESTADO DE
GOIAS (GO) E DISTRITO FEDERAL (DF).

Os resultados do antibiograma realizado nos 63 isolados de E. coli oriundos de abatedouros
frigorificos de bovinos e de aves estdo descritos na Grafico 01. Foram realizados em 19 isolados em

frigorificos de bovinos e em 44 de aves.

Gréfico 01 Perfil de resisténcia antimicrobiana em 63 isolados de E. coli, oriundos de ambiente e
utensilios de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves localizados no Estado de Goias (GO) e
Distrito Federal (DF), realizados a partir dos testes de difuséo em disco (CLSI, 2020).
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Azul: isolados de E. coli oriundas de abatedouro frigorifico de bovino; laranja: isolados de E. coli oriundo de
abatedouro frigorifico de aves.

Os antimicrobianos com maior percentual de resisténcia observados foram a Teicoplanina e
Vancomicina com 100% de resisténcia, tanto em amostras oriundos de abatedouro frigorifico de
bovinos quanto para os de aves. Esse resultado ja era esperado devido ao fato desses dois
antimicrobianos apresentarem grandes moléculas polares, e em consequéncia ndo conseguem
penetrar na membrana lipidica das bactérias Gram-negativas, sendo assim inativas contra esses
organismos (WOOD, 1996). Tanih et al. (2015) encontraram também uma resisténcia de 100% para
a Vancomicina em isolados de E coli presentes em carcagas de bovinos e suinos abatidos em um
matadouro no distrito de Vhembe, na Africa do Sul. Ao contrario dos resultados do presente estudo,

Kaushik et al. (2018) encontraram uma porcentagem de resisténcia de 74.1% na india, em E. coli
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isoladas de carne de frango e ovos para a Vancomicina, o que justificou desta forma a pesquisa de
resisténcia a essas drogas neste estudo, apesar dessa caracteristica de resisténcia intrinseca.

Em seguida, o antimicrobiano que apresentou maior resisténcia antimicrobiana em isolados de E.
coli de abatedouro frigorifico de bovino foi a Eritromicina, com 63,2%. Corroborando com este
resultado, Tanih et al. (2015) encontraram 92.3% de E. coli resistentes a esse antimicrobiano isolados
de carcagas de bovinos e suinos na Africa do Sul. Stella et al. (2013) também encontraram um perfil
de resisténcia maior desse antimicrobiano em isolados de E. coli oriundos de bovinos, com 97,7% de
resisténcia, no Estado de Goiés.

Entre as escolhas terapéuticas para o tratamento da E. coli indicam-se os antibioticos p-lactamicos
e as fluoroquinolonas (BERGOGNE-BEREZIN, 2006). Neste estudo a resisténcia a essas classes de
antimicrobianos foram 26,3% para Cefazolina 21,1% para Cefalexina e Cefalotina, 15,8% para
Amoxicilina, 5,3% para Ampicilina e Ciprofloxacina. Foi observado ainda a auséncia de resisténcia
para Enrofloxacina e Ceftazidima. Padua, (2018) encontrou uma porcentagem de resisténcia a
Ciprofloxacina de 2% dos isolados de E. coli oriundos de carcacas de bovinos, obtidas em frigorifico
no municipio de Mineiros, Goias. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo.
Porém a mesma autora relata um valor superior de resisténcia a Cefalotina, na qual detectou 82% das
amostras de E. coli. Van et al. (2008) encontraram valores semelhantes aos obtidos neste estudo. Estes
autores nao detectaram resisténcia para Ciprofloxacina e Enrofloxacina em isolados de E. coli de
carne bovina no Vietna. De maneira distinta aos resultados obtidos neste trabalho, Chika et al. (2016)
em E. coli oriundas de bovinos na Nigéria, encontraram uma porcentagem elevada em relagdo ao
antimicrobiano Ceftazidima com 83.9% dos isolados de E. coli resistentes.

N&o foi detectado a presenca de resisténcia a Gentamicina nos isolados de E. coli no presente
estudo, 0 que neste caso é um bom indicativo devido ao fato deste antimicrobiano ser indicado para
o tratamento de infeccdes graves em humanos (LUJAN et al. 2012). Van et al. (2008) também n&o
encontrara resisténcia para esse antimicrobianos em seus estudos em isolados de E. coli oriundos de
carne bovina no Vietnd, indo, portanto, ao encontro dos resultados mostrados neste trabalho.

Um outro antimicrobiano que ndo se detectou a presenca de resisténcia no presente estudo foi o
Cloranfenicol. Isso pode ser explicado devido ao fato deste antimicrobiano ter seu uso proibido na
producédo animal do Brasil desde 2003 (BRASIL, 2003b).

Em isolados de E. coli oriundos de abatedouros frigorificos de aves, os antimicrobianos que
apresentaram um maior percentual de resisténcia foram o Acido nalidixico, com 54,6%, seguido da
Eritromicina com 52,3% e a Sulfonamidas com 43,2% de isolados resistentes (Tabela. 07). Estes
resultados séo similares aos obtidos por Abreu et al. (2010) em isolados de E. coli, oriundas de

carcacas de codornas. Eles encontraram uma resisténcia ao Acido nalidixico de 60% no Rio de
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Janeiro. Ja Goncalves & Andreatti (2010) encontraram resisténcias maiores para Sulfonamidas com
59,2%, e menores para o Acido nalidixico, que apresentou 37% de resisténcia em isoladas de E. coli
isoladas de aves em Botucatu, Sdo Paulo. Korb et al. (2015) encontraram 62% de resisténcia ao
antimicrobiano Acido nalidixico em amostras de E. coli de fezes de frangos de corte criados em
sistema intensivo em Curitiba. Van et al. (2008), em carne de frango no Vietna, encontraram valores
de resisténcia ao Acido nalidixico e sulfonamidas de 68.4% e 94.7%, respectivamente.

Em relacdo ao antimicrobiano Eritromicina foi observado uma resisténcia de 52,3%, apesar do
seu uso na producdo de aves e suinos ter sido proibido no Brasil pela Instru¢cdo normativa n® 14,
publicada no ano de 2012. Este fato indica a circulacdo desta resisténcia neste microrganismo nas
regides deste estudo.

Neste estudo foram observadas resisténcias a Amoxicilina de 34,1%, em Ampicilina de 31,8%,
Tetraciclina com 29,5%, Ciprofloxacina com 20,5% e a Doxiciclina com 11,4%. Bezerra et al. (2016)
também encontraram resisténcia em isolados de E. coli oriundos de frango de corte em Fortaleza, na
qual a tetraciclina apresentou resisténcia de 95,4%, Ciprofloxacina de 91,4% e Ampicilina 87,3%.
Korb et al. (2015) encontraram em amostras de E. coli de fezes de frangos de corte criados em sistema
intensivo em Curitiba com uma resisténcia a Ampicilina de 100%, Tetraciclina de 83% e
Ciprofloxacina de 23%. Cardoso et al. (2015) detectaram em E. coli, isoladas de aves comerciais na
cidade de Sdo Paulo, com uma porcentagem de resisténcia para Amoxicilina de 96,7%, Tetraciclina
com 71,7% e Doxiciclina com 66,7%. E importante ressaltar que estas drogas (tetraciclinas, beta
lactamicos, quinolonas e sulfonamidas sistémicas) foram proibidas para uso como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para animais em 2009
pela Instrucdo Normativa n° 26 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). No
entanto esses resultados demonstram que ainda se verifica a presenca de resisténcia a esses
antimicrobianos e que essa resisténcia ainda continua circulando nos isolados de E. coli na regiéo
deste estudo e no Brasil.

Os resultados obtidos neste estudo sdo de importancia para a satde publica, demonstrando que o
ambiente em que se é produzido os produtos de origem animal podem estar contaminados com E.
coli resistentes a antimicrobianos, e que podem contaminar o produto final, tornando-se assim uma

possivel ameaca a saude publica.
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7.5 RESULTADO DA PESQUISA DE GENE DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DOS ISOLADOS
DE Escherichia coli ORIUNDOS DE ABATEDOUROS FRIGORIFICOS DE BOVINOS E DE AVES
LOCALIZADOS NO ESTADO DE GOIAS (GO) E DISTRITO FEDERAL (DF).

Os resultados da pesquisa de genes de resisténcia aos antimicrobianos realizada nos 63 isolados

de E. coli isolados de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves estdo descritos na Tabela 07.

Tabela 07 Resultado da presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos em 63 isolados de E.
coli, isoladas de ambiente e utensilios de abatedouros frigorificos de bovinos e de aves localizados
no Estado de Goias (GO) e Distrito Federal (DF)

NuUmero de isolados de E. coli Numero de isolados de E. coli
classe de com gene de resisténcia com gene de resisténcia
ibioti Gene antimicrobiana em isolados de antimicrobiana em isolados de
antibiotico abatedouros frigorificos de abatedouros frigorificos de aves
bovinos (%) (%)
Beta -lactamicos BlaSHV 0/19 (0) 0/44 (0)
AmpC 12/19 (63,2%) 31/44 (70,5%)
Tetraciclina Tet(A) 1/19 (5,3%) 13/44 (29,5%)
Tet(B) 10/19 (52,6%) 15/44 (34,1%)
Tet(C) 0/19 (0) 0/44 (0)
Tet(M) 0/19 (0) 0/44 (0)
Sulfonamidas Sul'l 3/19 (15,8%) 11/44 (25%)
Cloranfenicol Catl 0/19 (0) 0/44 (0)
Cmla 1/19 (5,3%) 8/44 (18,2%)
Aminoglicosideo Aac(3)-1 1/19 (5,3%) 4/44 (9,1%)
Polimixinas Mcr- 1 0/19 (0) 0/44 (0)
Mcr- 2 0/19 (0) 0/44 (0)
Mcr- 3 0/19 (0) 0/44 (0)
Mcr- 4 0/19 (0) 0/44 (0)

Nos isolados dos abatedouros frigorificos de bovinos foram encontrados os genes de resisténcia
AmpC de 63,2% para beta lactamicos, Tet(B) com 52,6% para tetraciclinas, Sul 1 com 15, 8% para
sulfonamidas e Aac(3)-l para aminoglicosideos e Cmla para cloranfenicol, ambas com 5,3%. De
maneira similar, Karczmarczyk et al. (2011) encontraram em isolados de E. coli, oriundos de bovinos
vivos na Irlanda, os genes de resisténcia Tet(A) em 67% dos casos, Tet(B) em 31% e Sull com 26%.
Ao contrério, Karczmarczyk et al. (2011) ndo encontraram a presenca do gene Cmla. Galarce et al.
(2020) em isolados de E. Coli oriundos de contetdo intestinal de bovinos e suinos de abatedouros no
Chile também encontraram 0s seguintes genes de resisténcia, Tet(A) com 100%, Tet(B) com
94.4%, AmpC com 81.5%. Corroborando também com o presente estudo em relacdo a presenca de
alguns genes de resisténcia antimicrobiana em E. coli, Furlan et al. (2019), em isolados deste

microrganismo oriundos de amostras fecais obtidas em uma fazenda em S&o Paulo, obtiveram

35


https://www.frontiersin.org/people/u/917005

presenca para 0s seguintes genes de resisténcia: Tet(A) com 78,6%, Sull com 42,9% e Cmla com
14,3%. Diferente do presente estudo, na qual ndo foi detectada a presenca do gene de resisténcia para
o Cloranfenicol (Cat 1), BlaSHV e Tet(C), Galarce et al. (2020) encontraram a presenca do gene Cat
1 em 61.1% dos isolados de E. coli. Além disso, Furlan et al. (2019) detectaram a presenga para 0s
genes BlaSHV com 21,4% e Tet(C) com 7,1%.

Os resultados detectados para os isolados de abatedouros frigorificos de aves foram a presenca de
uma resisténcia para AmpC de 70,5%, Tet(B) com 34,1%, Tet(A) com 29,5%, Sul 1 com 25% e Cmla
com 18,2%. Semelhante ao presente estudo, Ibrahim et al. (2019) encontraram em isolados de E. coli
oriundos de frangos de corte na Jordania, uma prevaléncia de genes de resisténcia antimicrobiana
para os genes Tet (A) com 78.4% e Sul 1 de 72.4% e para o gene Tet (B) em 30.5%. Kim et al. (2020)
em isolados de E. coli em Frangos na Coreia do Sul, também encontraram a presenca dos genes de
resisténcia para Tet (A) com 46.8%, Tet (B) com 12.7%, Sul 1 e Cmla ambos com 6.3%. Yonn et al.
(2020) encontraram genes de resisténcia em isolados de E. coli para os genes Tet (A) com 56,3%, Tet
(B) com 12,5% e Sul 1 com 6,25%. No presente estudo ndo foram encontrados os genes de resisténcia,
BlaSHV, Tet (C), tet (M) e Cat 1. Yoon et al. (2020) também ndo encontraram o gene Tet (C) em
isolados de E. coli de aves na Coreia do Sul. Ibrahim et al. (2019) encontraram um resultado diferente
do presente estudo, na qual os autores detectaram a presenca do gene Cat 1 em 61.7% e BlaSHV em
1.8% e isolados de E. coli. Kim et al. (2020) também encontraram resultados distintos para 0s genes
Cat 1 com 6,3% e Tet C com 2.5%. Yoon et al. (2020) também encontraram um resultado diferente,
na qual os autores encontraram o gene Cat 1 em 6,25%, em isolados de E. coli oriundas de aves na
Coreia do sul.

De uma maneira geral os resultados de deteccdo dos genes de resisténcia antimicrobiana

contribuem com informacdes para a regido em relacdo a circulacao destes genes nesta bactéria.
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7.6 ANALISES DOS ISOLADOS DE Escherichia coli PARA DETECGAO DE GENES DE
VIRULENCIA, GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANAS E ANTIBIOGRAMA OBTIDOS
DE ABATEDOUROS FRIGORIFICOS DE BOVINOS E DE AVES LOCALIZADOS NO ESTADO DE

GOIAS (GO) E DISTRITO FEDERAL (DF).

Nas Tabelas 08 e 09 encontram-se os resultados individuais, por isolado, de deteccdo dos

marcadores génicos de viruléncia, dos genes de resisténcia antimicrobiana e do antibiograma, obtidos

dos abatedouros frigorificos de bovinos e de aves das regibes do Distrito Federal e Goias.

Tabela 08 Resultados individuais, por isolado, de detec¢do dos marcadores génicos de viruléncia,
dos genes de resisténcia antimicrobiana e do antibiograma, obtidos dos abatedouros frigorificos de
bovinos localizados no estado de Goias (GO) e Distrito Federal (DF).

Isolados de E. Regido da Local de Gene de
. S ~ NP Drogas L Genes de
colicomsuas  localizacéo da obtencédo do resisténcia - Multirresistente R
. LA . S Resistentes no virulénci
respectivas inddstria isolado dentro da  antimicrob Antibioarama 1 a
identificacOes indUstria iana g
NAL, DOX,
B2 DE Ralo sala de Sul 1, Tet EST, SUL, X Eae, Tir
abates (B), AmpC TEC, TET, Beta
VAN
Parede sala de CFE, CFL,
B7 DF abate AmpC CFZ, TEC, 0
VAN
Caixa pléstica ERI, SUL,
B8 DF branca Sul 1 TEC, VAN X Stx 1
Gancho de
B13 DF pendura de AmpC ERI, VAN, 0
TEC
cabeca/carcaca
Parede sala de ERI, TEC,
B14 DF abate AmpC VAN Stx 1
B16 DF Ralo sala de Tet (B) TEC, VAN Stx 1
abates
Esteira sala de ERI, TEC,
B20 DF abate Tet (B) VAN 0
NAL, AMO,
AMP, CFE,
Gancho de CFL, CFZ, CIP,
AmpC, Tet DOX, ERI,
oz °0 ca%ingycr:rg: a ®). NEO, SUL, § °
¢ ¢ TEC, TET,
VAN
Ralo sala de ERI, VAN,
B25 GO abate 0 TEC 0
Cmla,
B26 GO Ralo sala de AmpC, Tet ERI, TEC, 0
abate ) VAN
CFZ, ERI,
B29 GO Ralo sala de agg‘g?_'l SUL, TEC, X 0
VAN
Gancho de
B33 GO pendura de 0 TEC, VAN 0
cabeca/carcaca
CFE, CFL,
B34 GO Ra'gbsaatf de E;(Bg’ CFZ, ERI, X 0
P TEC, VAN
B35 GO Parede sala de AmpC TEC, VAN Stx 1

abate
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Ralo sala de Tet(A), Tet MO, CFE,

B41 GO abate @) VAN, CFL, X Stx 1
CFZ, ERI, TEC
. - NAL, SUL,
B43 GO Ca"é?a'“r’]'g;t'ca (SB“)' 1A’mTeé TEC, TET, X Hlya
» AMP VAN
Caixa plastica TEC, AMO,
B44 GO branca Tet (B) VAN Stx 1
Paredes sala de AmpC, Tet ERI, TEC,
B50 GO abate (B), VAN 0
Ralo sala de ERI, TEC,
B60 DF abate AmpC VAN Hlya
Total de 19
isolados

Na analise conjunta dos resultados dos isolados obtidos dos abatedouros frigorificos de
bovinos, o isolado B2 apresentou os genes de resisténcia antimicrobiana Sul I e Tet (B). Esses genes
sdo expressos e conferindo o fendtipo de resisténcia para Tetraciclina (TET) e Sulfonamidas (SUL).
Este isolado ainda apresentou resisténcia ao Acido Nalidixico (NAL), Doxiciclina (DOX),
Estreptomicina (EST), Teicoplanina (TEC) e Vancomicina (VAN). A amostra B2 foi obtida do ralo
da sala de abate da industria de bovinos, localizado na regido do Distrito Federal, podendo ser uma
fonte de disseminacdo importante na industria. Este isolado apresenta potencial patogénico devido ao
fato dele apresentar os genes de viruléncia Eae e Tir B, que sdo genes responsaveis pela colonizacdo
da mucosa intestinal de animais e humanos, e por desencadearem uma lesdo caracteristica conhecida
como lesdo “attaching and effacing” (A/JE) (FRANKEL et al., 1998). Esse tipo de lesdo subverte a
funcéo das células epiteliais intestinais (FRANKEL et al., 1998).

Outros isolados importantes observados no presente estudo foram os que apresentaram o gene
Stx 1 (B8, B14, B16, B35, B41 e B44). Esses isolados sdo denominados de E. coli produtores de
toxina Shiga (STEC) ou E. coli produtora de Verotoxina (VTEC) e sdo considerados importantes
patdgenos de origem alimentar (PATON & PATON, 1998). Essas bactérias podem causar doencas
graves em humanos, como colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica (PATON & PATON,
1998). Especificamente, o isolado B41 ainda apresentou em seu antibiograma resisténcia a 7 dos 20
antimicrobianos testados, sendo eles Amoxicilina (AMO), Cefalexina (CFE), Vancomicina (VAN),
Cefalotina (CFL), Cefazolina (CFZ), Eritromicina (ERI) e Teicoplanina (TEC), e o genes de
resisténcia antimicrobiana para Tetraciclina, Tet (A), Tet (B). Semelhante ao presente estudo,
Martinez-Vazquez et al. (2018) no México, em amostras de carne suina e bovina, encontraram 3
isolados de E. coli que apresentavam o gene de Stx 1. Os mesmos autores ainda detectaram a presenca
dos genes Tet (A), Tet (B) em 20.6% dos isolados.

A multirresisténcia (MDR) foi classificada de acordo com Magiorakos et al. (2012). No
presente estudo foi detectada em 7/19 (36,8%) dos isolados de E. coli (Tabela 08). Estes resultados
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de multirresisténcia foram confirmados com aqueles obtidos por Rigobelo et al. (2008). Eles
encontraram um perfil de MDR de 33% em isolados de E coli isolados de carcaca bovina em um
frigorifico na cidade de Sao Paulo. Dentre os isolados citado acima, apenas um apresentou o gene de
viruléncia Eae e Tir (B2), para o Stx 1 (B8 e B41) E Hlya (B43). Martinez-Véazquez et al. (2018)
também encontraram um resultado semelhante ao presente estudo na qual foi detectado a MDR em
92,4% das cepas de E. coli oriundas de carne suina e bovina no México. A demonstrada deteccdo de
E. coli STEC no ambiente de abate de bovinos deste estudo, também vai de encontro a normativa
n°60 de 2018 do MAPA, e evidencia o potencial risco de contaminagéo das carcacas a partir destes
ambientes.

As cepas B43 e B60 apresentaram o gene Hlya. Esse gene é responsavel pelo rompimento das
células pela criacdo de poros na membrana da célula alvo e afeta eritrocitos, leucécitos e células
tubulares renais (KEANE et al., 1987; BHAKDI et al., 1989). Sendo que B43 ainda apresentou 0s
genes de resisténcia antimicrobiana Sul 1, Tet (B), apresentando em seus fendtipos resisténcias no
antibiograma para Tetraciclina e Sulfonamida. Tal como este trabalho Damer (2016), encontrou em
11,5% dos isolados de E. coli a presenca do gene Hlya em carne moida bovina in natura na regiao
sul do Brasil.

Os demais isolados, ndo apresentaram nenhum dos genes de viruléncia pesquisados neste
estudo (B7, B13, B20, B23, B25, B26, B29, B33, B34 e B50). Porém, com excec¢do dos isolados B25
e B33, os isolados apresentaram importantes genes de resisténcias antimicrobiana como Cmla,
Aaa(3)-1 e Tet (B). Esses genes, com excecdo do isolado B23 que apresentou resisténcia a
Tetraciclina, ndo apresentaram resultados de resisténcias no antibiograma, mas o PCR demonstra que
0 gene se encontra presente. O isolado B23 apresentou em seu antibiograma resisténcia para 14 dos
20 antimicrobianos testados, sendo eles o Acido nalidixico (NAL), Amoxicilina (AMO), Ampicilina
(AMP), Cefalexina (CFE), Cefalotina (CFL), Cefazolina (CFZ), Ciprofloxacina (CIP), Doxiciclina
(DOX), eritromicina (ERI), Neomicina (NEO), Sulfonamida (SUL), Teicoplanina (TEC),
Tetraciclina (TET) e Vancomicina (VAN). Esse resultado demostra que mesmo nao apresentando
genes de viruléncia, isolados de E. coli podem se tornar uma possivel fonte de contaminacdo e
disseminacéo de resisténcia antimicrobiana nesta regiéo.

Os resultados acima descritos sdo pioneiros, ja que ndo existem outros estudos na regido do
Distrito Federal e Goias que tenham realizados a pesquisa de genes de viruléncia, genes de resisténcia
aos antimicrobianos e antibiograma em isolados de E. coli oriundos de utensilios e ambiente de
abatedouro frigorifico de bovinos, sendo esse o primeiro relato.

Na Tabela 09 encontram-se distribuidos os resultados individuais para deteccdo de

marcadores génicos de viruléncia, genes de resisténcia antimicrobiana e fenotipo do antibiograma
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para os isolados obtidos dos abatedouros frigorificos de aves. Encontram-se também nesta tabela as

areas e ou ambientes em que 0os mesmos foram detectados.

Tabela 09 Resultados individuais, por isolado, de detec¢do dos marcadores génicos de viruléncia, dos
genes de resisténcia antimicrobiana e do antibiograma, obtidos dos abatedouros frigorificos de aves
localizados no estado de Goias (GO) e Distrito Federal (DF).

Isolados de E. x Local de
. Regido da x Gene de Drogas
coli com suas localizacdo obtengdo do resisténcia Resistentes no ~ Multirresistente? Genes de
respectivas alzacd isolado dentro S o viruléncia
LA da industria o antimicrobiana  Antibiograma
identificacGes da industria
NAL, SUL,
Al4 DF Ralo area limpa Tet ,(AAn)1 SCUI L TEC, TET, X 0
P VAN
Chute passagem
Al9 DF dos cortes 0 ER\I/’ ATI\IIE < 0
frangos
Mesa de aco
A30 DF inox inspegao AmpC, Iaaa(3)- ER\I/’ AT,\IIE < Stx 1
da carcaca
Gancho de
A37 DF pendura de S“'Tt’t ?g‘)pc* TEC, VAN 0
carcaca '
NAL, AMO,
AMP, CFL,
Maquina Tet (B), AmpC, CFE, CIP,
A39 DF lavagem moela aaa(3)-1 ENO, EST, X 0
GEN, SUL,
TEC, VAN
Esteira de ERI, TEC,
A40 DF cortes de frango Cmla VAN 0
NAL, AMO,
AMP, CFE,
Maquina CFL, CFZ,
A4l GO lavagem Cmla, AmpC CAZ, CLO, X Hlya
coragéo EST, SUL,
TEC, TET,
VAN
NAL, AMO,
AMP, CFL,
. . CIP, ENO,
A42 GO Ralo area limpa Sull, AmpC EST, SUL, X Hlya
TEC, TET,
VAN
NAL, AMO,
Esteira de CFL, CFZz,
Ad4 GO cortes de frango Cmla, AmpC SUL, TEC, X Hlya
VAN
Chute -
Direcionador de EST, TEC,
A4S GO residuos ndo AmpC, Tet (B), VAN 0
comestiveis
Esteira de CFE, CFZ,
Ad6 GO cortes de frango AmpC TEC, VAN 0
AMO, AMP,
A4T GO Ralo &rea limpa  Tet (B), Tet (A) ERI, TEC, X 0
VAN
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A48

A49

AS50

AS52

AS55

AS56

A57

A60

AB62

Ab4

AB5

AG6

A67

AG8

AB69

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

Esteira de
cortes de frango

Ralo area limpa

Ralo area limpa

Calha
embalagem

Esteira de
cortes de frango

Esteira de
cortes de frango

Chute passagem
dos cortes
frangos

Esteira de
cortes de frango

Chute- CMS

Chute -
Direcionador de
residuos nao
comestiveis
Chute -
Direcionador de
residuos ndo
comestiveis
Direcionadores
residuos
comestiveis

Ralo &rea limpa
Esteira de
cortes de frango

Calha
embalagem

Tet (B), AmpC

AmpC

Tet (A), Cmla,
AmpC

Tet (B), Cmla

AmpC

AmpC

Tet (B), Sul 1,
AmpC

Tet (A)

AmpC, Tet (B)

sull, AmpC

AmpC

AmpC

AmpC

Tet (B)

AmpC

NAL, CFZ,
DOX, ERI,
EST, TEC,
TET, VAN

ERI, SUL,
TEC, VAN
TEC, TET,
VAN
NAL, CIP,
ERI, ENO,
EST, SUL,
TEC, TET,
VAN

NAL, CFZ,
CFE, CFL,
DOX, EST,
GEN, NEO,
SUL, TEC,
TET, AMO,
AMP, VAN

AMO, AMP,
VAN, CLO,
ERI, SUL,
TEC
NAL, CIP,
ENO, EST,
SUL, TEC,
VAN
NAL, AMO,
AMP, CFL,
CFZ, DOX,
ERI, NEO,
SUL, TEC,
TET, VAN
NAL, AMO,
AMP, CFL,
CFZ, CIP,
ENO, SUL,
TEC, TET,
VAN

ERI, TEC,
VAN

NAL, CFL,
CFZ, EST,
SUL, TEC,
TET, VAN

TEC, VAN
ERI, TEC,
VAN

TEC, VAN

NAL, AMO,
AMP, CFE,
CFL, CFZ,
TEC, VAN

Stx 1

Stx 1

Eae, Tir
Beta

Stx 1

Saa

Stx 1
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AT70

A7l

AT73

A74

AT5

AT76

AT7

AT8

AT79

AB80

A83

AB88

A90

A105

A106

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

GO

DF

DF

Ralo area limpa

Ralo area limpa

Ralo area limpa

Calha
embalagem

Direcionadores
residuos
comestiveis

Parede area
limpa

Chute- CMS

Direcionadores
residuos
comestiveis

Esteira de
cortes de frango

Esteira de
cortes de frango

Esteira de
cortes de frango

Chute passagem
dos cortes
frangos

Chute- CMS

Ralo &rea limpa

Esteira de
cortes de frango

Cmla, Tet (B)
Tet (A), AmpC,
aaa(3)-1

Tet (A), Tet (B)

Cmla, AmpC
Tet (B), Sul 1,
Tet (A)
Tet (B)

Sull, Tet (A),
AmpC

Tet (A), Cmla,
AmpC

Tet (B), Tet
(A), Sul 1

Tet (A), AmpC

Sul 1

Tet (A), Sul 1,

AmpC

Sul 1, AmpC

AmpC, aaa(3)-
|

NAL, ERI,

TEC, VAN

ERI, TEC,
VAN

CIP, ERI, TEC,
VAN

NAL, AMO,
AMP, CFL,
CIP, ENO,
NEO, SUL,
TEC, VAN

NAL, TEC,
VAN

ERI, TEC,
VAN

NAL, ERI,
TEC, VAN

NAL, DOX,
EST, TEC,
VAN
NAL, AMO,
AMP, CFE,
CFL, CFZ,
CIP, EST,
GEN, SUL,
TEC, TET,
VAN
NAL, ERI,
SUL, TEC,
TET, VAN
NAL, AMO,
AMP, CFE,
CFL, CFZ,
CIP, DOX,
ERI, ENO,
EST, GEN,
SUL, TEC,
TET, VAN
NAL, CIP,
ERI, ENO,
TEC, VAN
NAL, AMO,
AMP, CFE,
CFL, CFZ,
ENO, EST,
SUL, TEC,
VAN
CFE, CFZ,
ERI, TEC,
VAN

NAL, AMO,
AMP, CFE,
CFL, CFZ,
ERI, TEC,
VAN

Hlya, Stx

Stx 1

Saa

Eae

Stx 1

Stx 1
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ERI, TEC, 0

Alll DF Ralo area limpa AmpC VAN
Esteira de Tet (A), AmpC, ERI, SUL,
ALL9 DF cortes de frango Tet (B) TEC, VAN X 0
Total de 44
isolados

Lisolados classificados como multirresistentes de acordo Magiorakos et al. (2012)

Dos 44 isolados obtidos dos abatedouros frigorificos de aves, o0 gene marcador de viruléncia
Stx 1 foi 0 mais detectado, sendo que os isolados A55, A60, A74, A80 e A106, além de apresentarem
0 gene Stx 1, também apresentaram resisténcia antimicrobiana a 14, 12, 10, 16 e 9 respectivamente,
sendo considerados bactéria multirresistentes. Esses isolados ainda apresentaram 0s genes de
resisténcia antimicrobiana como o Clorafenicol (Cmla) e Ampicilina (AmpC) para o isolado A74,
Tetraciclina (Tet A) e Ampicilina (AmpC) para A80, Gentamicina (Aaa(3)-1) e Ampicilina (AmpC)
para A106. Kennedy et al. (2017) também detectaram conjuntamente em E. coli produtoras de Shiga
like toxina, em bovinos de abatedouros na lIrlanda, genes de resisténcia antimicrobiana e
antibiograma. Os autores encontraram resisténcia a Sulfonamida (99%), Tetraciclina (82%),
Ampicilina (53%;) Cefalotina (31%). neomicina (26%), Clorafenicol (5%), Gentamicina (2%;)
Ciprofloxacina (0%) e Acido Nalidixico (0%). Para os genes de resisténcia esses autores também
encontraram ampC sendo o gene mais detectado com 43%, seguido do Tet (A) com 38% e Sul 1 com
30%.

O isolado A83 apresentou resisténcia a um maior nimero de antimicrobianos em seu
antibiograma. No total foram encontrados 16 antimicrobianos resistentes dos 20 testados no presente
estudo. Das quais eram o Acido nalidixico, Amoxicilina, Ampicilina, Cefalexina, Cefalotina,
Cefazolina, Ciprofloxacina, Doxiciclina, Eritromicina, Enrofloxacina, Estreptomicina, Gentamicina,
Sulfonamidas, Teicoplanina, Tetraciclina e Vancomicina. Esse isolado ainda apresentou o gene de
resisténcia a Sul 1. Conclui-se que o A83 é um isolado d dificil tratamento devido a sua resisténcia
aos antimicrobianos. Adenipekun et al. (2015) detectaram entre 517 isolados de E. coli oriundas de
amostras fecais de bovinos, frangos e suinos saudaveis na Nigéria uma cepa resistente a 13 diferentes
antimicrobianos.

O segundo gene marcador de viruléncia que foi detectado em maior quantidade foi o Hlya. dos
44 isolados, 4 apresentaram esse gene. Sendo eles os isolados A41, A42, Ad4 e o A74. Esse ultimo
como visto no paradgrafo anterior também continha o gene Stx 1. Os isolados A4l, A42 e A4d4
apresentaram resisténcia antimicrobiana a 11, 10 e 7 drogas, respectivamente. O isolado A41,
apresentou o gene de resisténcia ao cloranfenicol (Cmla), e expressou resisténcia a essa droga em seu

antibiograma. E importante ressaltar que o uso deste antimicrobiano foi proibido no Brasil para uso
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na producdo animal no ano de 2003 (BRASIL, 2003) e mesmo assim, a presenca desta resisténcia foi
detectada. Corroborando com esse resultado, Gozi et al. (2019) encontraram o gene cmlA em 85.9%
dos isolados de E. coli oriundos de cordeiros durante o confinamento em S&o Paulo. Um outro estudo
realizado antes da proibicdo pela normativa citada acima, Brito & Tagliari, (2000) no Estado do
Parand em E. coli isolados de leitdes lactentes com diarreia verificaram que 43,3% dos isolados
apresentaram resisténcia ao cloranfenicol pelo antibiograma.

O isolado A56, foi 0 Gnico a apresentar ambos os genes Eae, que codifica a Intimina, e Tir f.
Esses genes sdo importantes na interagdo de E. coli STEC patogénica nos enterocitos (FRANKEL et
al., 1998). Esse mesmo isolado ainda apresentou o gene de resisténcia a ampicilina (AmpC),
conferindo o fendtipo de resisténcia no antibiograma para a Ampicilina (AMP). A56 ainda apresentou
resisténcia a Amoxicilina (AMO), Vancomicina (VAN), Cloranfenicol (CLO), Eritromicina (ERI),
Sulfonamida (SUL) e Teicoplanina (TEC). Minh et al. (2015) encontraram em 20% dos seus isolados,
oriundos de carne in natura no Japéo, a presenca do gene Eae. Diferente do presente estudo, Tanih et
al. (2015) ndo encontraram o gene Eae em isolados de E. coli oriundo de carcacas de bovino e suinos
abatidos na Africa do Sul.

Desta forma os isolados deste estudo evidenciaram a presenca de genes de viruléncia e
resisténcias importantes para a salde publica. Foi detectado também a presenca de isolados
multirresistentes com potencial risco para a salde publica. Esses resultados demonstram a
importancia da inspecdo na deteccdo desse microrganismo nas industrias de producédo de alimentos

de origem animal.
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7.7 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO GENOMA DE ISOLADOS DE Escherichia coli

Foi realizado o sequenciamento total do genoma em trés (03) isolados de E. coli obtidos de
ambiente e utensilios de abatedouros frigorificos, sendo dois isolados de abatedouros frigorificos de
aves (Ab6 e A64) e um de abatedouro frigorifico de bovino (B2). Os resultados se encontram na
Tabela 10.
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Tabela 10 Analises do sequenciamento completo do genoma (WSG) dos isolados de E. coli oriundos de ambientes e utensilios de abatedouros frigorificos
bovinos e de aves localizados no Estado de Goiés (GO) e Distrito Federal (DF).

Identificacio Regidode Local de NUmero de acesso Genes de
h 40 jsolamento  isolamento no A Mutacéo Plasmideos Genes de viruléncia Sorotipo ST
do isolado resisténcia
Genebank
nleB2, cif, nleG7, ompA,
tet(B); aac(3)-Vla, papB, papl, entB, gspM,
Ralo da sala de aadAl, aph(6)-1d, yagW/ecpD, yagX/ecpC, yagY/ecpB,
B2 DF abate de JAAVKQ000000000.1 aph(3")-1b; Col(BS512)-like yagZ/ecpA, O177:H28  ST752
bovino mdf(A); gyrA-83L; - fimE, fiml, fimC, fimD, fimG,
sul2; eae, espA, espB, gad,
ireA, mchF, tir
Esteira d parE (S458A),
Steira ae aadAl, aph(3")-Ib,  gyrA (S83L) ar . .
A6 GO cortesde  JAAXQCO10000000 aph(6)-1d; gyrA (Dg7N)  ColpVC-like astA, cif, eae, espA, espB, gad, ireA, 1771155 57752
! . IncY-like mchF, nleA, nleB, tir
frango mdf(A); sul2; parC (S80I)
Chute - _
Direcionador . t;:?;}?::&?é)_ entB, gspM, fimD, fimC, fiml,
Ab4 GO de residuos JAAVKR000000000.1 P ! . - Incll yagW/ecpD, yagX/ecpC, yagY/ecpB, 071:H48 ST10
5 lla, aadAL; mdf(A); agZ/ecpA, astA, fimE, gad
naO, - gnrB19 yag PA, ) g
comestivels
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Na andlise dos resultados dos sequenciamentos completos do genoma dos 03 isolados
verificou-se que os isolados B2 e A56 foram identificados com o sorotipo O177:H28 e o isolado A64
com O71:H48. Lindsey et al. (2016) sequenciaram e analisaram o genoma completo de 188 isolados
de E. coli nos Estados Unidos e ndo encontraram o antigeno somatico O177. No entanto foram
detectados a presenca de 7 isolados H48 e 4 isolados H28. Montso et al. (2019) encontraram em 376
isolados de E. coli o sorotipo 0177 em amostras oriundas de bovinos na Africa do Sul. O tipo dos
antigenos O (somatico) e H (flagelar) presentes na superficie da bactéria sdo importantes fatores de
viruléncia, pois definem a interagdo entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e a patogenicidade
do microrganismo. Além disso, a designacdo desses sorogrupos € importante para vigilancia
epidemioldgica e rastreamento em surtos de doencas (DEBROY et al., 2011). Esses sorotipos ainda
ndo foram relatados em outros estudos no Distrito Federal e Goias, sendo novamente esse trabalho o
primeiro relato realizado nessa regiéo.

Em relacdo aos resultados dos sequenciamentos completos do genoma para os genes de resisténcia
antimicrobiana, foi confirmado a presenca do gene Tet (B) no isolado B2, que foi encontrado
previamente por andlise da PCR. Néo foi encontrado por PCR o0s genes de resisténcia BlaSHV, Tet
(A, Ce M), Catl, CmlaeAac(3)- I nos trés isolados (B2, A56 e A64). Esse resultado foi confirmado
pelo sequenciamento total do genoma na qual também ndo se verificou a presenca desses genes.

Todos os isolados apresentaram o gene Mdf(A), aph(3”)-1b e aadAl, os quais podem apresentar
resisténcia a fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Corroborando com esse achado, Adzitey et al.
(2019), encontraram esse gene sendo o mais comum em isolados de E. coli de diferentes tipos de
carne na regido de Gana. Rafique et al. (2020) também encontraram esse gene em 100% dos isolados
de E. coli oriundos de figados de frangos abatidos na regido do Paquistdo. J& Ojdana et al. (2017)
encontraram o gene aph(3”)-1b em 36.2% de isolados de E. coli na Pol6nia. J& para 0 gene aadAl,
corroborando também com o presente estudo, Furlan et al. (2019) realizaram o sequenciamento total
do genoma em uma cepa de E. coli isolada em S&o Paulo e encontraram a presenga deste gene.
Bactérias que expressam Mdf (A) demonstram resisténcia a compostos catidnicos, como o brometo
de etideo, rifampicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, fluoroquinolonas e certos
aminoglicosideos. (EDGAR & BIBI, 1997) e a presenca do gene aph(3’’)-lb, e gene aadAl levam a
resisténcia contra os aminoglicosideos (OJDANA et al., 2017; FURLAN et al., 2019).

O gene Sul2 foi detectado nos isolados B2 e A56, e confere resisténcia as sulfonamidas.
Semelhante ao presente estudo, Wu et al. (2010) encontraram a presenca desse gene em 65% de E.
coli isolados de carcagas de suinos, fezes de suinos e humanos na Dinamarca, Assim como no

presente estudo, Mbelle et al. (2019) também realizaram 0 sequenciamento total do genoma em
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isolados clinicos de E. coli multirresistentes em Pretdria, Africa do Sul e encontraram o gene em 65%
dos isolados.

O isolado B2 apresentou um perfil de resisténcia diferente das demais com a presenca de mutacéo
no gyrA-83L, que confere resisténcia a quinolonas. Originalmente essa mutacdo ocorre devido a
mutacOes cromossOmicas nas regides dos genes gyrA, que codificam as subunidades da girase A
(PAIVA et al., 2012). Esse isolado apresentou duas mutacdes do gyrA, sendo ela gyrA (S83L) gyrA
(D87N). Um estudo realizado por Minarini & Darini (2012) em isolados de Enterobacteriaceae na
cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, foi encontrado em todos os isolados de E. coli resistentes a
fluoroquinolona a presenca dessa substituicio Ser83-Leu no gene gyrA. Mbelle et al. (2019) na Africa
do sul também encontraram essa mutacdo, sendo que a gyrA também tinha duas mutacdes. Elas,
porém, foram classificadas como A828S e D678E

O isolado A64 apresentou os genes blaCTX-M-8 e QnrB19. O primeiro denominado blaCTX-M-
8, uma Beta Lactamase de espectro estendido (ESBL) e ja foi encontrado no Brasil em diferentes
locais como em cordeiros em confinamento na regido Sudeste (GOZI et al., 2019), em isolados
humanos no Rio de Janeiro (BONNET et al., 2000), na microbiota intestinal de frangos de corte
saudaveis, produzidos em fazendas do Estado de Sao Paulo (FERREIRA et al., 2014), em bovinos
na regido nordeste do pais (PALMEIRA et al., 2020), em carne de frango no Rio de janeiro
(BOTELHO et al., 2015), em bafalo em S8o Paulo e Parana (AIZAWA et al., 2014). Porém, € a
primeira vez que a sua presenca € relatada em ambiente de abatedouro frigorifico de aves na regido
de Goiés.

O segundo gene é mediado por plasmideo e é denominado QnrB19. Ele confere resisténcia a
quinolona. Nenhuma muta¢do nos genes cromossomais, associado a resisténcia a quinolona, gyrA,
gyrB, parC, parE e rpoB foram encontrados no isolado A64.

Neste estudo foram realizados a pesquisa para 0s seguintes genes de viruléncia por PCR: Eae,
Tir, Stx 1, Stx 2, Saa e Hlya. Os genes Eae e Tir foram detectados previamente por PCR nos isolados
B2 e A56 e confirmados a presenca por sequenciamento total do genoma. Os genes Stx 1, Stx 2 e Hlya
ndo foram encontrados nos 3 (trés) isolados e a auséncia foi confirmada pelo sequenciamento total
do genoma.

O isolado B2 apresentou 24 genes de viruléncia tendo o maior repertério de genes de viruléncia,
A64 com 12 diferentes genes de viruléncia e o isolado A56 com 11 genes de viruléncia obteve a
menor quantidade.

O gene de viruléncia comum entre as cepas foi o Gad. Corroborando com o presente estudo,
Mbelle et al. (2019) encontraram esse gene em 17 isolados de E. coli na Africa do Sul. Rodriguez-
Villodres et al. (2019) detectaram tal gene em 86.6% dos isolados de E. Coli na Espanha. Esse gene
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corresponde a enzima glutamato descarboxilase, que auxilia no mecanismo de patogénese das lesdes
AJE (Attaching and Effacing) caracteristica da E. coli enteropatogénica EPEC (BRAUN et al., 2017).

Os isolados A56 e B2 apresentaram o gene Cif, que é uma toxina bacteriana capaz de modular o
ciclo da célula hospedeira, retardando a apoptose celular (SAMBA-LOUAKA et al., 2009). Essas
cepas (A56 e B2) também apresentaram o gene ireA, indicando a presenga de receptores TonB-
dependentes (TBDRS), que sdo proteinas ubiquas da membrana externa e participam do
reconhecimento durante a absorc¢éo de ferro (ZHANG et al., 2020). Mbelle et al. (2019) encontraram
0 gene ireA em apenas um isolado na Africa do Sul. Rodriguez-Villodres et al. (2019) encontraram
tal gene em 6,6% na Espanha.

Os isolados A56 e A64 apresentaram o gene AstA, responsavel por codificar a enterotoxina
termoestavel (EAST1) em E. coli enteroagregativa (EAEC) (MALUTA et al., 2016). Mbelle et al.
(2019) também encontraram esse gene em dois isolados de E. coli na Africa do Sul.

No presente estudo foram encontrados diferentes tipos de plasmideos, sendo eles o Col(BS512)
no isolado B2, ColpVC e IncY no isolado A56 e Incll no isolado A64. Mbelle encontraram em 5
isolados o plasmideo Col(BS512), em um isolado o ColpVC e IncY em trés isolados. Col(BS512) é
conhecido como o plasmideo pBS512 isolada em Shigella boydii e é categorizado como um
plasmideo invasivo com relagdo ao sistema de secrecdo tipo trés (T3SS) (JOHNSON & NOLAN,
2010).

Na analise dos resultados da tipagem de sequencias de multilocus (MLST) verificou-se que 0s
isolados B2 e A56 pertencem ao tipo ST752 e o isolado A64 ao tipo ST10. Esse primeiro filotipo
(ST752) ja foi descrito, segundo Bortolaia et al. (2011) entre E. coli comensais e patogénicas isolados
de humanos, diferentes aves e mamiferos, que por sua vez corroboram com a descricdo destes
filotipos na regido do presente estudo. Bortolaia et al. (2011) encontraram em seus estudos a presenca
do filotipos ST752 em aves saudaveis na Dinamarca. O filotipo ST10 também ja foi descrito em
isolados de E. coli uropatogénicos (UPEC) na Inglaterra (GIBREEL et al., 2011), em amostras
clinicas de diferentes hospitais na Espanha (OTEO et al., 2009) e em isolados de E. coli oriundos de
aves e infeccdo do trato urinario em humanos (GIUFRE et al., 2012). ZHANG et al. (2018)
encontraram esses dois filotipos, ST752 e ST10, sendo o mais prevalente em amostras de E. coli
oriundas de alimentos em mercados na China.

Os sequenciamentos completos dos genomas evidenciaram que o0s trés isolados apresentam
importancia significativa para a satde pablica, tendo em vista 0s genes de viruléncia e de resisténcia
antimicrobiana presentes em seus genomas. Os resultados mostrados acima s@o as primeiras

descricOes destes sorotipos na regido.
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7.8 PESQUISA DA CAPACIDADE DE FORMAC}AO DE BIOFILME IN VITRO DE ISOLADOS
DE Escherichia coli

Os resultados do teste de capacidade de formacéo de biofilme dos isolados de E. coli se encontram
na Tabela 11.

Tabela 11 Resultados do teste de capacidade de formacdo de biofilmes in vitro, em microplaca de
poliestireno, dos 5 isolados de E. coli oriundos de ambientes e utensilios de abatedouros frigorificos
bovinos e de aves localizados no estado de Goias (GO) e Distrito Federal (DF).

Idenyflca(;ao do _Reglao de _ Local de DOi a 37°C Classificagéo
isolado isolamento isolamento
Ralo da sala de
B2 DF 0,048 Fraco

abate de bovino
Caixa plastica N
B43 GO i 0,043 Né&o formador
branca de bovino

Esteira de cortes de

A56 GO 0,044 Nao formador
frango
Calha embalagem .
A74 GO J 0,043 Nao formador
de frango
Chutes — CMS de
AT7 GO 0,048 Fraco
frango

Classificado de acordo a classificagdo proposta por Stepanovié et al., (2000); DOi: densidade Optica
do isolado; Parametros de classifica¢do segundo Stepanovi¢ et al. (2000): nao formador = DOi < Don;
formador fraco = DOn < DOi < 2xDOn. O valor de densidade éptica do controle negativo (DOn):
DOn a 37°C: 0.045.

Os resultados realizados de acordo com protocolo descrito por Djordjevic et al. (2002) (DOn <
DOi < 2xDOn), demostraram que dois (02) (B2 e A77) dos cinco (05) isolados (40%) tiveram a
formacdo de biofilme classificada como fraca, com 24 horas de incubagdo sob a temperatura de 37°C.
O restante dos isolados (A56, B43 e A74) foram classificados como ndo formadores de biofilmes na
temperatura de incubacdo a 37°C, por 24h.

Alguns autores apresentaram resultados de pesquisas de formacéo de biofilme em E. coli que sdo
similares aos obtidos neste trabalho. Tiba et al. (2009) em estudos realizados em isolados de amostras
de humanos, em Campinas-SP, verificaram que em 56% das E. coli apresentaram resultado de
ausente/fraco para formacéo de biofilmes. Rodrigues et al. (2010), em estudo na sala de corte de um
abatedouro de aves no sul do Brasil, também n&o encontraram E. coli com a classificacdo de ndo
formadora de biofilmes. Entretanto, eles detectaram a presenga de E. coli formadora fraca em 3

isolados, formacdo moderada em 4 e formacéo forte de biofilmes em 3 isolados.
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Os dados obtidos neste estudo quanto a formacéao de biofilme sdo de grande importéncia para a
saude publica devido ao fato delas demostrarem que a E. coli isolada de ambientes da industria, tais
como ralo da sala de abate de bovino e Chutes — CMS de frango, podem produzir biofilmes, mesmo
que classificado como formadoras fracas. Esse fato pode causar a persisténcia destes microrganismos
na industria durante o processamento de alimentos e, consequentemente serem fontes de

contaminacdo na industria.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo detectaram a presenca de Escherichia coli em diferentes pontos
dentro da industria de abatedouro frigorificos de bovino e de aves na regido do Distrito Federal e
Goiéas. Foi demonstrado a possibilidade de contaminar as carcacas e a planta da industria, levando a
uma contaminacao cruzada dentro dos abatedouros frigorificos e gerando um potencial risco para o
consumidor final e para satde publica.

Foi observado a presenca de genes marcadores de viruléncia em alguns isolados de E. coli, sendo
0 Stx 1 o mais presente nestes microrganismos. Foi observado também a presenca de resisténcia
antimicrobiana, através da deteccao de genes de resisténcia antimicrobiana e através do antibiograma.
Esta resisténcia foi observada nos isolados de E. coli com marcadores de viruléncia, e em isolados
que ndo apresentaram genes marcadores de viruléncia, demonstrando que estas bactérias podem
promover a disseminagao de resisténcia no ambiente.

O sequenciamento completo do genoma permitiu descrever pela primeira vez 0s sorotipos
0177:H28 e O71:H48 circulando na regido, e a descricdo dos filotipos ST752 e ST10, e ainda pode-
se observar uma capacidade de formacao de biofilme em alguns isolados.

Desta forma, este trabalho contribui com informacgdes importantes e originais para a regidao do
estado de Goids e do Distrito Federal em relacdo a circulacéo da resisténcia antimicrobiana, dos genes
de resisténcia e marcadores de viruléncia, que por sua vez demonstram a importancia da inspecao na

deteccdo desse microrganismo nas indUstrias de producédo de alimentos de origem animal.
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