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Resumo

Embora a Escherichia coli seja um organismo comensal que reside dentro do Trato
Gastrintestinal dos mamiferos, algumas cepas (por exemplo, O 157: H7) produzem toxinas,
sendo, portanto, patogénicas. Os bovinos sdo reservatorios naturais assintomaticos de E. coli
O 157: H7. Produtos carneos de origem bovina tém sido frequentemente associados a
infeccdo por E. coli. A resisténcia a acidez parece ser um fator de patogenicidade na
transmissdo de E.coli de bovinos para humanos. Pesquisadores tém debatido a relacdo da
alimentacdo bovina com a disseminacdo de E. coli &cido-resistente. Em varios estudos,
quando o ruminante mudou abruptamente de uma dieta rica em grdos para uma dieta rica em
feno, as populacGes de E. coli reduziram em nimero, e a habilidade deste microrganismo para
sobreviver em choque acido similar ao estbmago gastrico humano também diminuiu. Por
outro lado, existem pesquisas em que a ingestdo de feno ndo apresentou efeito ou até mesmo
aumentou o namero e/ou viruléncia de E. coli. Neste estudo, trinta e nove bovinos foram
usados para receberem trés tipos de dieta. As amostras fecais dos animais foram coletadas
durante 4 meses. As amostras foram cultivadas para a deteccéo de E.coli acido-resistente. Os
bovinos que se alimentavam de capim tiveram menos culturas positivas para E.coli acido-
resistente do que aqueles que ingeriram as dietas com concentrado e silagem. Os resultados
indicam que a mudanca da alimentacdo do bovino reduz populagdes de E.coli acido-

resistente.

PALAVRAS CHAVE: Escherichia coli, acidez, resisténcia, capim, concentrado
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Abstract

Although Escherichia coli is commensal organism that reside within the gastrointestinal
tract of the mammals, some strains (for example O157:H7) produce toxins and are
pathogenic. Cattle are assymptomatic natural reservoirs of E. coli O157:H7. These
animals have often been implicated in E. coli infection. Acid resistance appears to be a
factor in the dissemination of E. coli from cattle to humans. Researchers have to debate
the relationship between the feeding cattle and the dissemination of acid-resistant E.
coli. In several studies, when cattle were abruptly switched from a high grain diet to a
forage diet, E. coli populations declined and the ability of this microbe to survive an
acid shock similar to the human gastric stomach also decrease. On the other hand, there
are researches hat forage feeding had no effect on increased the number and/or
virulence of E. coli. This study, thirty nine cattle were used in tree diet design
experiment. Fecal samples were collected for four months. Samples were cultured for
detection of acid- resistant E.coli. Cattle fed forage diet had less culture positive for
acid- resistant E.coli than cattle fed a grain diets. Results indicate that switching cattle

from grain to forage reduce populations acid- resistant E.coli.

KEY WORDS: Escherichia coli, acid, resistance, forage, grain.



1. Introducéo

A toxinfecdo causada por cepas de Escherichia coli diarreiogénicas é uma
das causas mundiais de diarréia aguda em humanos e em animais. Este
microorganismo aumenta a mortalidade infantil em paises em
desenvolvimento e € a principal causa de atendimento médico aos
vigjantes. Alimentos contaminados de origem animal e vegetal podem ser
fontes de transmissdo do patdégeno. No caso de produtos de origem animal,
a Escherichia coli O157: H7, uma cepa acido-resistente produtora de
verotoxinas, surgiu nas ultimas décadas como causadora ndo sO de
toxinfeccdo, mas também de Sindrome Urémica Hemolitica em criancas.

A contaminagcdo de carcaca de bovinos com fezes durante o abate
(RUSSELL et al, 2000), e a utilizacdo destas carcacas para a elaboracéo de
produtos carneos consumidos sem ou com tratamento térmico inadequado,
foi associada as toxinfec¢bes humanas por Escherichia coli (DIEZ-
GONZALEZ et al, 1998).

Segundo DIEZ-GONZALEZ et al (1998), a resisténcia a acidez parece ser
um fator de patogenicidade na transmissdo de Escherichia coli de bovinos
para humanos. Isto porque o pH géastrico humano é acido e somente as
culturas de Escherichia coli acido-resistentes seriam capazes de sobreviver
a esta condicdo ambiental.

A relacdo da alimentacado bovina com a disseminagdo de Escherichia coli
acido-resistentes (DIEZ-GONZALEZ et al, 1998; TKALCIC et al, 2000;
SCOOQT et al, 2000; STANTON & SCHUTZ, 2000; GRAUKE et al, 2003;
VAN BAALE et al, 2004) vem sendo considerada. Foi verificado que a
ingesté@o de gréo, em oposto a ingestdo de feno, favorece ao crescimento de
Escherichia coli acido-resistentes em bovinos. Entretanto, HOVDE et al
(1999) indicaram que a sensibilidade a acidez do organismo ndo foi afetada

pela dieta e que os bovinos que ingeriram feno hospedaram uma populacao
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de Escherichia coli O157: H7 por um periodo mais longo que os bovinos
que ingeriram graos (VAN BAALE et al, 2004).

Embora o Brasil adote o sistema de producdo de bovinos de corte
extensivo, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
demonstraram que em 2003 o confinamento teria atingido 8% do rebanho
bovino existente no pais, ou seja, neste ano 8% dos Nossos animais estavam
se alimentando basicamente de grdos. Diante deste fato, torna-se
importante verificar, por meio de estudos cientificos, a relacdo entre a
alimentacdo do bovino criado em solo brasileiro e presenca em sua

microbiota de Escherichia coli 4cido-resistente.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1. Classificacdo taxonémica

A classificacdo do agente conforme GARRITY et al (2004):
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Betaproteobacteria,
Ordem Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Espécies: Escherichia coli, Escherichia adecarboxylata, Escherichia
albertii, Escherichia Dblattae, Escherichia fergusonii, Escherichia

hermannii, Escherichia vulneris.

2.2. A Escherichia coli (historico)

A bactéria Escherichia coli (E. coli) foi descrita pela primeira vez,
em 1885, por Theobald Escherich, que encontrou este microrganismo nas
defecacdes de criancas lactentes. A diferenciacdo em cepas patogénicas e
apatogénicas s6 foi possivel apOs caracterizacdo antigénica iniciada por
Kauffmann, em 1943. Posteriormente Kauffmann, Knipschildt e Vahne
estabeleceram o esquema antigénico do grupo E. coli possibilitando a

classificacdo soroldgica (BEER, J. , 1999).

2.3. Habitat

A E. coli é um microorganismo bacteriano habitante normal do trato

gastrintestinal dos animais, sendo eliminada nas fezes dos mesmos e desta
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forma ocasionando a contaminacdo do ambiente. Por contato com estas
fontes ambientais de E. coli & que ocorre a colonizacgdo do trato intestinal
de mamiferos logo ap6s o nascimento. Essa bactéria persiste como membro
importante da microbiota normal do intestino por toda a vida do seu
hospedeiro. Muitas linhagens de E. coli sdo de baixa viruléncia, mas podem
causar infecgbes oportunisticas em localizacdo extra-intestinal, como

glandula maméria e trato urinario (QUINN et al, 2005).

2.4. Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da Escherichia coli

A E. coli é um bastonete Gram negativo, ndao esporulado, oxidase
negativa, movel por flagelos peritriquios ou imovel (FRANCO, 2002).

Possui polissacarideos capsulares (antigenos K) que protegem a
membrana externa da parede do ataque do sistema complemento e
impedem a fagocitose. Tem adesinas que mediam a aderéncia aos alvos
celulares no trato gastrintestinal e as células que compdem o nicho para a
cepa. A E. coli é considerada anaerdbia facultativa, capaz de fermentar a
glicose e a lactose com producdo de &cidos e gases, e fontes de carbono
como acetato e glicose sdo usados para 0 crescimento do microrganismo
(HIRSH & ZEE, 2003).

A utilizacdo de citrato e a producdo de H,S ndo sdo caracteristicas
tipicas de espécies de E. coli, mas estudos recentes tém relatado que
plasmidios podem conferir um fendtipo citrato-positivo (Cit *) em E. coli
(HARNETT et al, 1996).

Os coliformes fecais sdo caracterizados por produzir &cido e gas em
caldo EC (Caldo para E. coli idealizado em 1942 por Perry & Hajna, 1944)
em temperaturas compreendidas entre 44°C e 46°C. A utilizagdo das
provas biogquimicas denominadas IMVIC ( Indol, Vermelho de Metila,

Voges - Proskauer e Citrato) classifica a E. coli com base nos seguintes
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resultados dos testes : Indol (+ ou -), Vermelho de Metila (+), Voges -
Proskauer (-) e citrato (-) (FRANCO, 2002).

2.5. Fatores de Viruléncia

A maioria das cepas deste microrganismo ndo causa doenca ou até
mesmo sdo benéficas para o intestino, todavia, encontramos algumas cepas
oportunistas e cepas de E. coli patogénicas que podem ser veiculadas por
alimentos contaminados por fezes (CALLAWAY et al, 2003 a). A E. coli,
como uma bactéria Gram negativa, pode liberar complexos
lipopolissacarideos de suas paredes celulares durante a lise. Estas
endotoxinas podem causar febre e morte, caso a E. coli migre do intestino
para a corrente sanguinea (RUSSELL et al, 2000).

Outros fatores como a presenca de siderdforos, capsula, adesinas,
fatores necrosantes citotoxicos (CNF, CNF1, CNF2), hemolisinas alfa e
beta e as enterotoxinas Stx | e Stx2 (shiga simile), Sta STh, LT1 e LT2
podem estar presentes nas cepas patogénicas do microorganismo (HIRSH e
ZEE, 2003).

2.6. Classificacdo da Escherichia coli em Patotipos

As cepas de E. coli que produzem doenca em criangas, adultos e
animais sdo divididas nos seguintes patotipos: enteropatogénica classica
(EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAgQgQEC), difusamente
aderente (DAEC) e uropatogénica (UPEC), com base nos fatores de

viruléncia, manifestacdes clinicas e epidemioldgicas (FRANCO, 2002).
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2.6.1. E.coli enteropatogénica classica (EPEC)

A EPEC foi a primeira categoria de E.coli diarreiogénica
identificada. Em 1995, foi reconhecida a existéncia de duas categorias de
EPEC denominadas EPEC tipica e EPEC atipica. As caracteristicas
comuns as duas categorias sdo a nao producdo de toxina Shiga (Stx) e
ambas serem capazes de causar uma lesdo histopatolégica no epitélio do
intestino, denominada lesdo A/E (attaching and effacing). As principais
diferencas referem-se aos sorotipos e a presenca de plasmidio EAF
somente nas EPEC tipicas (TRABULSI, 2005).

Depois que atravessam a barreira gastrica, as EPEC aderem a
mucosa do intestino delgado e também do grosso, determinando
alteracdes que levam a diarréia. O processo de adesdo deve ocorrer em
duas fases, a primeira sendo superficial e a segunda, na intima. Os fatores
gue medeiam a adesdo superficial ainda ndo foram caracterizados
definitivamente e a adesdo intima é certamente mediada pela intimina,
que para isto interage com o seu receptor (Tir) na superficie do enterdcito
(TRABULSI, 2005).

A identificacdo das col6nias € inicialmente feita por alguns testes
bioquimicos para caracterizar a espécie E.coli e em seguida de testes
fenotipicos ou moleculares para identificar EPEC (TRABULSI, 2005). A
medida mais eficaz no tratamento da infeccdo por EPEC € a hidratacdo
precoce que reduz drasticamente a mortalidade (TRABULSI, 2005).

2.6.2. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

As ETEC sédo patotipos de E. coli que produzem enterotoxinas
termolé&beis (LT-1 e LT-IlI) e termoestaveis (STa e STh) (TRABULSI,
2005).

15



A colonizacdo do intestino delgado é feita principalmente por cepas
enterotoxigénicas de E. coli pili-dependentes. Duas enterotoxinas, uma
termoestavel (TE ou ST) e outra termolabil (TL), sdo produzidas pelas
cepas enterotoxigénicas de E. coli, embora nem todas as culturas produzam
ambas as enterotoxinas baseadas em plasmideos. A acdo de uma ou outra
pode ser demonstrada em segmentos intestinais atados, certas culturas
celulares e camundongos lactentes. Os produtores de enterotoxinas nao
invadem originariamente, porém sua enterotoxina é absorvida pelas células
epiteliais. A TL estimula a adenilciclase, resultando na conversdo do ATP
em AMPc. O (ltimo induz a excre¢do de Cl ~ e inibe a absor¢do de Na 7,
causando grandes perdas de fluidos. As duas enterotoxinas podem ser
diferenciadas com base na capacidade e toxicidade, caracteristicas
imunoldgicas, fisicas e quimicas (CARTER, 1988).

Além de produzir as enterotoxina LT-1 e STa, as ETEC apresentam
fimbrias, cuja fungdo é fixa-las & mucosa do intestino delgado. Estas
fimbrias, também conhecidas como fatores de colonizacdo, sdo proteinas
imunogénicas. Ja foram descritos, at¢ 0 momento, vinte e um fatores de
colonizacdo imunologicamente distintos, em amostras de ETEC de origem
humana e animal (TRABULSI, 2005).

O diagnostico de infeccdo por ETEC se faz pela pesquisa das
enterotoxinas LT-1 e STa, nas amostras de E. coli isoladas de fezes, no
meio MacConkey®. A enterotoxina LT-1 pode ser demonstrada em
culturas de tecidos e por uma variedade de testes imunoldgicos como
aglutinagdo de hemécias sensibilizadas pela toxina, precipitacdo em gel,
ELISA e outras. Atualmente, o diagnostico também pode ser realizado
através da pesquisa de genes que codificam as toxinas LT-I1 e STa por meio
de sondas genéticas ou de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)
(TRABULSI, 2005).
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As infeccbes causadas por ETEC também  dispensam
antibioticoterapia na maioria das vezes. Entretanto, quando houver
indicacdo, o antimicrobiano deve ser selecionado pelo antibiograma, uma
vez que as ETEC podem apresentar resisténcia multipla com relativa
freqliéncia (TRABULSI, 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, as ETEC constituem um dos
enteropatdgenos de maior importancia em diarréia. Nos paises em
desenvolvimento, sdo responsaveis por aproximadamente 20 % dos casos
de diarréia em criangas com menos de cinco anos de idade (TRABULSI,
2005).

2.6.3. E. coli enteroinvasora (EIEC)

As EIEC correspondem a sorotipos bem definidos, caracterizados
por seus antigenos O, auséncia quase constante de antigeno flagelar,
incapacidade de descarboxilar a lisina e presenga quase constante de um
plasmideo de aproximadamente 120-140 Megadaltons que transporta 0s
determinantes geneéticos responsaveis pela penetracdo de EIEC na célula
epitelial. A capacidade de proliferar no interior das células e provocar
doencas € dependente de genes plasmidiais e cromossémicos. As EIEC
apresentam a patogenicidade semelhante a Shigella e assim a infeccédo
intestinal, causada por estas bactérias, consiste de inflamagédo e necrose da
mucosa do ileo terminal e do colon. A capacidade invasora de EIEC pode
ser demonstrada pelo “teste Sereny” (TRABULSI, 2005).

As infeccOhes por EIEC costumam curar espontaneamente
(TRABULSI, 2005).

No Brasil, a primeira amostra de EIEC foi isolada das fezes de um
paciente com enterite aguda na década de 1960 em estudos realizados na

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Em diferentes areas
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da cidade de S&o Paulo, na década de 1980, a presenca de EIEC foi
pesquisada em criangas com até cinco anos de idade, faveladas e néo-
faveladas. Esta bactéria foi encontrada em 15,8% e em 2,3 % das criancas
faveladas e ndo-faveladas com diarréia, respectivamente. Porém, estudos
realizados fora da cidade de S&o Paulo mostraram baixa prevaléncia desta
bactéria (TRABULSI, 2005).

2.6.4. E. coli enterohemorréagica (EHEC)

As EHEC também produzem as citotoxinas Shiga like ou SLT-I (ou
VT-1) e SLT-1I (ou VT-II) e estdo associadas a casos de colite hemorrégica
e sindrome hemolitica urémica (SHU). Existem atualmente mais de 50
sorotipos de EHEC, mas a E. coli O157: H7 ¢é o prototipo dessa categoria,
sendo a mais comum e a mais bem caracterizada. (TRABULSI, 2005).

Em linhagens de tecidos, as EHEC aderem intimamente as células,
produzindo 0 mesmo tipo de lesdo A/E observadas em amostras de EPEC.
Essa adesdo intima esta associada também a intimina, codificada pelo
cromossomo celular (TRABULSI, 2005).

A identificacdo das EHEC ¢ realizada pela dosagem de toxinas em
cultura de tecidos (células Vero ou HelLa), sondas genéticas ou PCR, que
detectam os genes que as codificam. Particularmente em relacéo a E. coli
O157:H7, as amostras devem ser cultivadas em agar MacConkey contento
D-sorbitol, uma vez que esta bactéria ndo fermenta este carboidrato
(TRABULSI, 2005).

Cepas de E. coli enterohemorrdgica (EHEC) produzem toxinas
homologas as toxinas da Shigella dysenteriae e sdo, portanto,
alternadamente denominadas de E. coli produtora de Toxina Shiga (STEC)
ou E. coli produtora de Verocitotoxina (VTEC) (CALLAWAY et al, 2003

a). A denominacdo “VTEC” provém da observacdo de Konawalchuk
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(1977), na qual foi constatado que este tipo de E. coli poderia produzir uma
toxina que tem um efeito citotoxico direto em células Vero (COIA, 1998).
A E. coli produtora de verocitotoxina (VT), ou VTEC, é uma causa bem
reconhecida de doenca severa em humanos. A VTEC pode pertencer a
muitos sorotipos, sendo a cepa do sorotipo O 157: H7 a mais
freqlientemente associadas com colite hemorragica e Sindrome Urémica
Hemolitica (HUS) (CONEDERA et al, 2004).

2.6.5. E. coli enteroagregativa (EAEC)

Recebem esta denominagcdo amostras de E. coli que formam um
padrdo agregativo de adesdo, quando se associam com celulas HEp-2 ou
HeLa. Este tipo de bactéria causa lesGes que se caracterizam por
hiperplasia moderada do ileo e do ceco, edema das vilosidades do intestino
delgado e deposicdo de camadas de bactérias agregadas, empilhadas sobre
o epitélio (TRABULSI, 2005).

As EAEC produzem duas toxinas, uma termoestavel (EAST-1), que €
semelhante a enterotoxina STa de ETEC e provoca aumento dos niveis de
GMP ciclico em enterocitos e altera a corrente idnica de células intestinais
de coelhos in vitro, e outra denominada PET (plasmid-encoded toxin), que
¢ uma serina-protease de 108 KDa e degrada espectrina e
consequéntemente, induz rompimento do esqueleto da membrana celular,
com alteracOes na rede de actina do citoesqueleto (TRABULSI, 2005).

A identificacdo de EAEC ¢é realizada pela identificacdo do padrao de
adesdo em cultura de células, por sondas genéticas, PCR (Reacdo de
Polimerizacdo em cadeia) ou através do cultivo de EAEC em caldo
Mueller-Hilton sob agitacdo ocorrendo a formagdo de grumos que sdo
visualizados como uma pelicula na superficie do caldo (TRABULSI,
2005).
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A antibioticoterapia é indicada somente para os casos de diarréia
persistente causada por EAEC, uma vez que para as diarréias agudas a
terapia de reidratacdo oral é recomendada (TRABULSI, 2005).

Em varios paises, inclusive no Brasil, EAEC tem sido fortemente
associada a diarréia persistente, ou seja, com duracéo igual ou superior a 14
dias. Além disso, alguns estudos revelam que a presenca de EAEC nos
primeiros dias de um episodio de diarréia é fator preditivo de doenga
prolongada (TRABULSI, 2005).

2.6.6. E. coli difusamente aderente (DAEC)

As cepas de DAEC sdo definidas pela presenca do padrédo
difusamente aderente no ensaio de aderéncia em células HEp-2, e causa uma
sindrome de diarréia aquosa em adultos e criancas. A patogénese da diarréia
causada por DAEC ndo foi bem elucidada ainda, mas muitas caracteristicas
relacionadas a viruléncia tém sido identificadas. A maioria das cepas de
DAEC expressa uma fimbria de superficie designada F 1845 que pode ser

codificada tanto por cromossomo como por plasmidio (SOUSA, 2006).

2.6.7. E.coli uropatogénica (UPEC)

As cepas de E.coli uropatogénicas, juntamente com outros
isolados de E.coli estdo envolvidas em varias infeccdes extra-intestinais.
Estas cepas possuem fatores de viruléncia especificos como os sistemas de
aderéncia, toxinas, sistemas de absorcdo de ferro que as distingue das cepas
comensais (SOUSA, 2006).
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2.7. Descricao das toxinas de Escherichia coli e suas acoes

Toxina termolabil

A enterotoxina LT-1 é uma proteina imunogénica, com peso
molecular de 100.000 daltons. Sua molécula consiste de 5 subunidades
periféricas (subunidades B) e uma central (subunidade A). As subunidades
B fixam a toxina a superficie da célula epitelial e altera 0 metabolismo
celular. O receptor da enterotoxina LT-1 € o gangliosideo GM-1. Uma vez
produzida pela E. coli e fixada ao enterocito pelas subunidades B, a
subunidade A penetra na célula, ativando a adenil-ciclase, o que provoca
aumento de adenosina monofostato ciclico (AMPc) (TRABULSI, 2005).

O aumento desta substancia, no interior da célula, determina
bloqueio da absorcdo de sddio pelas células apicais da mucosa, estimulando
ainda a excrecdo de potassio e carbonato pelas células das criptas. Em
consequéncia dessas alteracbes no metabolismo hidrossalino da mucosa,
ocorrera aumento da quantidade de liquido na luz intestinal e
consequentemente diarréia (TRABULSI, 2005).

Toxina termoestavel

A enterotoxina STa, ao contrario, da enterotoxina LT-I, € uma
pequena molécula, contendo apenas 17-18 aminoacidos, ndo imunogénica,
com peso molecular de, aproximadamente, 5.000 daltons. Trata-se,
também, de uma potente toxina, no que diz respeito a sua capacidade de
alterar o metabolismo hidrossalino da mucosa intestinal. Sua atividade
decorre da sua capacidade de ativar a guanil-ciclase, provocando acumulo
de GMPc nas células da mucosa intestinal (TRABULSI, 2005). O

mecanismo de acdo da STh parece ser diferente, uma vez que as toxinas
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ndo apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos, interferindo,
aparentemente, nos niveis intracelulares de calcio (TRABULSI, 2005).

A pesquisa da enterotoxina STa é geralmente feita por inoculacéo de
camundongos recém-nascidos (Teste de Dean) com sobrenadantes das
culturas. O diagnéstico também pode ser realizado através da pesquisa dos
genes que codificam as toxinas LT-1 e STa por meio de sondas genéticas ou
de PCR (TRABULSI, 2005).

Toxina shigalike (shiga simile)

Anteriormente chamadas de verotoxinas (VT) devido a sua
toxicidade para células Vero (uma linhagem de células de rins de macaco
verde africano) passaram a ser chamadas de shiga like toxin (Stx) devido a
sua semelhanca com as toxinas Shiga produzidas pela Shigella dysenteriae
tipo | (QUINTANILLA, 2005).

As Stx produzidas pelas EHEC séo classificadas em 2 grupos
denominados de Stx1 e Stx2. Os genes estruturais para as toxinas Stx1 e
Stx2, denominados respectivamente de Stx; e Stx,, apresentam cerca de
58% de homologia na seqiiéncia de nucleotideos. O grupo Stx1 é
relativamente homogéneo, sendo Stxlc a forma que apresenta a maior
variacdo. O grupo Stx2 compreende além de Stx2 diversas outras formas
que podem apresentar consideravel variacdo na sua sequéncia. Stx1 e Stx2
sdo sorologicamente distintas, mas possuem acdo bioldgica semelhante
(TONI et al, 2004).

A Stx consiste de cinco sub-unidades B idénticas que séo
responsaveis pela ligacdo da  holotoxina ao  glicopeptideo
globotriaosilceramida (Gb3) presente na superficie da célula, e uma sub-

unidade A responsavel pela acdo biologica da toxina que clivara o0 RNA
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ribossomal impedindo a sintese protéica na célula do hospedeiro
(QUINTANILLA, 2005).

Esta toxina é produzida pelas bactérias no colon e chega até o rim
pela corrente sanguinea danificando a célula renal e produzindo uma
oclusdo da microvasculatura atraves da combinacdo da toxicidade e
inducéo da producdo local de citotocinas e quimiocinas, resultando em uma
inflamacéo renal. Este dano pode conduzir a HUS que é caracterizada por
uma anemia hemolitica, trombocitopenia e uma falha renal aguda. A Stx
também induz apoptose do enterocito (QUINTANILLA, 2005).

Primeiramente, considerou-se que os bovinos eram refratarios aos
efeitos toxicos da Stx devido a auséncia de receptores de Gb3. No entanto,
foi constatada a presenca destes receptores nas células proliferativas da
cripta no intestino dos bovinos. A movimentacdo intracelular nas células
primarias intestinais dos bovinos faz com que a Stx se localize nos
lisossomos ao inves do reticulo endoplasmatico, o que poderia explicar essa
inativacdo (NAYLOR et al, 2005).

As Stxs sdo internalizadas para dentro da célula humana via
endocitose, resultando em inibicdo da sintese protéica e morte celular. O
dano as células endoteliais do rim por meio deste processo é provavelmente
0 primeiro evento etiologico em Sindrome Urémica Hemolitica (HUS).
Este processo pode afetar outros 6rgdos incluindo o cérebro, miocéardio e
pancreas, com o0 conseqiente desenvolvimento de encefalopatia,
cardiomiopatia e diabetes mellitus (COIA, 1998).

2.8. Classificacdo em Sorotipos

A habilidade para distinguir cepas de E. coli sorologicamente €
Importante em esclarecer as pesquisas, mostrando que certos tipos de E.

coli causam diarréia de verdo ou diarréia infantil. A sorologia é baseada
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em diferentes antigenos encontrados em estrutura da superficie bacteriana.
Os trés antigenos fundamentais sdo O, K e H. Os antigenos somaticos “O”
termoestaveis, relacionados com polissacarideos da membrana externa,
antigenos flagelares “H” termolabeis, relacionados com proteinas dos
flagelos, e antigenos capsulares “K” termoestaveis, relacionados com
polissacarideos capsulares (FRANCO, 2002).

Mais de quatrocentos diferentes sorotipos O: H de EHEC tém sido
isolados de bovinos. O estudo de cepas de EHEC é de suma importancia
devido ao seu envolvimento direto na causa de doengas gastrintestinais
humanas, todavia, a diversidade de ndo-EHEC, a E. coli comensal que
reside dentro da microbiota intestinal bovina, deve ser também
considerada, visto que estes microrganismos podem potencialmente
adquirir genes de viruléncia por mecanismos de conjugacdo ou Vvia
transducdo. Nesta Gltima, os “bacteriofagos”, virus que especificamente
infectam bactérias, podem primeiramente infectar uma cepa EHEC e
posteriormente transferir genes desta cepa para outra cepa ndo-EHEC,
fazendo com que uma E. coli comensal seja convertida em cepas de EHEC
com diferentes sorotipos O: H e caracteristicas fenotipicas (BETTELHEIM
et al, 2005).

As cepas de EHEC sdo uma causa mundial de diarréia aguda tanto
em humanos quanto em animais, responsavel por uma alta taxa de
mortalidade infantil em paises em desenvolvimento. Elas sdo também um
importante agente de diarréia entre viajantes de paises desenvolvidos que
visitam areas tropicais ou subtropicais no mundo (GUTH, 2000).

A presenga de cepas verotoxigénicas (EHEC/STEC) em bezerros
saudaveis e com diarréia na Argentina foi descrita por PARMA et al,
(2000), que relatou a presencga das cepas 05, O8, 020, 022, 026, 039,
091, 0103, 0113, 0116, 0117, 0141, 0171, OX3. No Brasil foram
identificados os sorotipos O 114, 0119, 0125, 055, 0126, 0128, 0114, 026,
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055, 086 e 0127 com presenca de genes de enterotoxinas (RIGOBELO et
al, 2006). No Centro Oeste, em Mato Grosso, amostras de fezes coletadas
de bezerros diarréicos apresentaram isolamento de cepas produtoras de
toxina Shiga simile do tipo 1 e 2, Fatores Citotoxicos Necrosantes tipo 1 e
2,ede STaeLT-11 (GUTH, 2000). J& no Sudeste, precisamente no Estado
de S&o Paulo, foram coletadas amostras fecais de criangas com diarréia
aguda, as quais apresentaram isolamento de cepas pertencentes ao sorotipo
O 111 ac: NM, que eram produtoras de toxina Shiga simile do tipo 1
(GUTH, 2002).

Na Bahia, em Salvador, FRANZOLIN et al (2005) isolaram cepas
de EPEC, ETEC, EIEC, EHEC e EAggEC em amostras fecais coletadas de
criancas com diarréia aguda. Em S&o Paulo, na cidade de Jaboticabal,
foram detectadas cepas de E.coli pertencentes aos sorogrupos O 157, O 111
e O 113 em amostras fecais extraidas de bovinos com ou sem diarréia. Em
amostras de &gua da cocheira dos animais foram isoladas cepas de E.coli
dos sorogrupos O 157 e O 111. Ja em amostras de leite, nenhuma cepa
destes sorogrupos foi identificada (VICENTE et al, 2005). Em 60
propriedades de bovinos de leite localizadas na regido de Pelotas, no Rio
Grande do Sul, foram isoladas cepas de E.coli dos sorogrupos O 157, O 91
e O 112 em amostras fecais dos animais (SANDRINI et al, 2007).

2.9. Importancia das colibaciloses em humanos e sua veiculacdo por

alimentos

As doencas veiculadas por alimentos séao freqientes por todo 0 mundo.
Como enfermidades ndo ocorrem somente em paises em desenvolvimento;
elas também sdo comuns depois do consumo de alimentos em areas
industrializadas com niveis avancados de abate, producdo e empacotamento
(NOWAK et al 2006).
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As toxinfecOes alimentares custam a economia norte-americana
aproximadamente sete bilhdes de dolares e resultam em 1.600 mortes por
ano. Os agentes de doenca veiculada por alimento mais importantes
economicamente nos Estados Unidos da América (EUA) sdo:
Campylobacter, Salmonella, E. coli enterohemorragica (incluindo O 157: H
7), e Listeria (CALLAWAY et al, 2003 b).

Cepas de E. coli O 157 apresentando flagelo do sorotipo H7 (O 157: H
7) ou ndo apresentando flagelo (O 157: H ), que foram posteriormente
abreviadas como O 157: H 7/ H °, sdo importantes patdgenos veiculados
por alimentos (VUDDHAKUL et al, 2000).

A E. coli O 157: H 7 é o sorotipo dominante associado com infeccéo
humana por todo o mundo, e além do sorotipo O 157: H 7/ H ~ citado
acima, existem outros sorotipos envolvidos com doencas, tais como: O 26:
H11/H 05 H ,091:H21/H ,0103:H2,0111:H ,0113: H 21,
O 118:H16e 0O 145:H  ( KIJIMA-TANAKA et al, 2005).

No continente europeu, a frequéncia relativa de infeccdes por VTEC
0157: H 7 e ndo - O 157: H7 em pacientes com Sindrome Urémica
Hemolitica (HUS) e diarréia tem sido estimada pela unido dos resultados de
varios estudos. Um total de 80 % de VTEC isolados de pacientes com
diarréia pertencia aos sorogrupos ndo — O 157 como: O 26, O 91, 0 103, O
111, O 113, O 128, O 145. Em contraste, a freqiiéncia dos sorogrupos O
157 foi estimada em 81 % entre as cepas isoladas de pacientes europeus
com HUS (PARMA et al, 2000).

A maioria das doencas veiculadas por alimento somente causam um
breve periodo de desconforto, mas algumas toxinfeces alimentares podem
ocasionar graves problemas médicos. A E. coli O 157: H 7 causa
aproximadamente 40.000 infeccdes por ano, o periodo de recuperacéo € as

vezes muito longo, os pacientes podem desenvolver Insuficiéncia Renal
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Cronica, e aproximadamente 250 pessoas morrem a cada ano nos EUA
devido a esta toxinfecgédo alimentar (RUSSELL et al, 2000).

A toxinfeccdo associada a E. coli O 157: H 7 ndo constitui um
problema somente na Ameérica do Norte, mas também na América do Sul,
Europa, Africa do Sul, Japdo e Australia (BENENSON, 1997).

O FDA (Food and Drug Administration) estima que 2 a 3% dos casos
de toxinfeccOes alimentares levam a quadros clinicos secundarios, sendo a
E. coli O 157: H 7 associada a Sindrome Urémica Hemolitica em criancas
(SILVA Jr., 1999).

Embora a E. coli O 157: H 7 seja o principal agente causador de
Sindrome Urémica Hemolitica (HUS) devido a surtos de VTEC, mais de
cem sorotipos tém sido associados com casos esporadicos de doenca
humana, sendo a maioria deles isolados de ruminantes (BOUKHORS et al,
2002).

2.10. Reservatorios e fontes de contaminacao da Escherichia coli

Atualmente, é bem estabelecido que o principal reservatorio da E. coli
produtora de verotoxinas no meio ambiente é o bovino, todavia, outros
animais de fazenda tém sido apresentados como hospedeiros deste
patogeno, incluindo carneiros, caprinos e suinos (KIJIMA-TANAKA et al,
2005) e as aves domesticas (NOWAK et al, 2006).

A carne bovina e os produtos lacteos sdo as principais origens das
infeccbes humanas causadas por E. coli O 157: H 7 (VUDDHAKUL et al,
2000).

Outros alimentos podem estar associados aos surtos de E. coli, como
as hortalicas, os sucos de fruta e a 4gua utilizada para o consumo humano,

que foram contaminados por este microrganismo. A transmissao de um ser
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humano para outro é também possivel, e este tipo de transmissdo explica

casos relacionados com piscinas (RUSSELL et al, 2000).

2.11. Bovinos como reservatorios de Escherichia coli

Desde o surgimento da E. coli enterohemorragica como importante
patdgeno humano, a contaminacao de alimentos direta ou indiretamente por
material fecal de origem animal tem sido a principal fonte deste
microrganismo (BETTEHEIM et al, 2004).

Produtos céarneos de origem bovina tém sido associados a infeccéo
por E.coli visto que os bovinos constituem um reservatério natural para
cepas patogénicas (DIEZ-GONZALEZ et al, 1998).

A idéia que o bovino seja um reservatorio para este microrganismo é
sustentada pela observacdo que as carcagas podem ser contaminadas com
fezes durante o abate (RUSSELL et al, 2000).

Embora as cepas de E. coli compreendam uma vasta proporcao da
populacdo microbiana intestinal do bovino (acima de 1 %), as contagens de
E. coli sdo altamente variaveis e sdo ainda as de maior nimero pela estrita
populacédo bacteriana anaerébica (CALLAWAY et al, 2003 a).

As cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC) sdo muito raramente
as cepas predominantes de E. coli encontradas no rimen ou intestino do
bovino. Apesar de outras cepas de EHEC responsaveis por doencas
humanas j& terem sido isoladas de bovinos, a maioria dos estudos com estes
animais tem medido primeiramente a E. coli O 157: H 7. Em razdo disto,
ACHESON (2000), enfatizou que estudos deveriam examinar a prevaléncia
de todas as EHEC e ndo somente alguns sorogrupos. (CALLAWAY et al,
2003 a).

Segundo DIEZ-GONZALEZ et al (1998), a resisténcia a acidez

parece ser um fator de patogenicidade na transmissdo de E.coli de bovinos
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para humanos. Isto porque o pH géastrico humano é acido e somente as
culturas de E.coli acido-resistentes seriam capazes de sobreviver a esta
condicdo ambiental.

A prevaléncia de E.coli O 157: H7 em bovinos é altamente
dependente da idade do animal e da estacdo do ano. Bezerros apresentam
um maior namero de células de E.coli O 157: H7 e por um periodo de
tempo mais longo que animais adultos. A populagao de E.coli O 157: H7
também varia ao longo do ano; mais de 80% da populacdo bovina pode ser
infectada durante os meses de verdo, mas menos de 10 % pode ser
contaminada durante o inverno (CALLAWAY et al, 2002 c).

Ndo é facil diagnosticar a presenca de bactérias patogénicas em
bovinos, porque estes patégenos exercem pouco ou nenhum efeito na salde
do animal. No caso da E.coli O 157: H7 descobriu-se que o ruminante é
insensivel aos efeitos deletérios das toxinas produzidas por esta bactéria
(PRUIMBOOM-BREES et al, 2000).

2.12. A importéancia da dieta de bovinos para a selecdo de Escherichia

coli acido - resistentes

Atualmente, muitos estudiosos tém debatido a relacdo da
alimentacdo bovina com a disseminacdo de E.coli &cido-resistentes (DIEZ-
GONZALEZ et al, 1998; TKALCIC et al, 2000; SCOOT et al, 2000;
STANTON & SCHUTZ, 2000; GRAUKE et al, 2003; VAN BAALE et al,
2004).

Estudos epidemioldgicos indicaram que a porcentagem de bovinos
positivos para E.coli O 157: H7 variava de 0 a 3 %, e correlacdes entre
dieta do animal e incidéncia de E.coli O 157: H7 era em muitos casos fraca

e inconsistente. Contudo, pelo menos trés estudos mostram que a
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manipulacdo dietética exerce um papel fundamental na determinacdo das
propriedades de E.coli nestes animais (RUSSELL et al, 2000).

CORNICK et al (2002) afirmaram que o bovino é o maior reservatorio
de E.coli O 157: H7, sendo estimado que, nos Estados Unidos, a
prevaléncia deste microrganismo varie de 2 a 28%.

Os ruminantes ndo produzem enzimas que degradam 0s materiais
fibrosos presentes nas plantas, todavia, estes animais abrigam bactérias,
fungos e protozoarios, que sdo capazes de exercer esta atividade. O bovino
proporciona aos microrganismos um habitat adequado para crescimento, e
estes fornecem proteinas, vitaminas e acidos organicos de cadeia curta para
o animal (RUSSELL & RYCHLIK, 2001).

Os microrganismos presentes no ramen podem também fermentar
acucares e amido (RUSSELL & RYCHLIK, 2001). O amido dietético é
frequentemente envolvido por uma proteina matriz, que protege o amido da
degradacdo microbiana no ramen e permite que o amido alcance o intestino
(HUNTINGTON, 1997). Os ruminantes possuem amilase pancreatica,
porém com baixa atividade, por isto, algum amido dietético que escapa da
degradacdo no ramen, passa através do intestino delgado para o ceco e
cblon, onde ele é submetido a uma fermentagdo microbiana secundaria
(HUNTINGTON, 1997).

A fermentacdo do amido no célon e ceco pela bactéria (incluindo a
E.coli O 157: H7) produz &cidos volateis provenientes da fermentacdo
(VFA), que podem reduzir o pH da digesta col6nica e inibir a E.coli.
Entretanto, a despeito dessas condicdes severas, a E.coli multiplica no trato
intestinal de bovinos que ingerem racg6es ricas em graos (TKALCIC et al
,2000; SCOQT et al, 2000; STANTON & SCHUTZ, 2000).

Racbes ricas em graos estdo sendo utilizadas com o intuito de
maximizar a eficiéncia da engorda do gado de corte, pois este tipo de

alimento é mais caldrico que o feno (HUNTINGTON, 1997). Apesar destas
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racbes promoverem um maior ganho de peso no animal, estudos tém
indicado que a mudancga na ingestdo de uma dieta rica em feno para uma
dieta rica em gréos pode exercer um efeito marcante na populacéo de E.coli
em bovinos (CALLAWAY et al, 2003 c).

Segundo DIEZ-GONZALEZ et al (1998), o gado que ingere
principalmente grdos tem o pH do c6lon mais baixo e mais E.coli acido-
resistente do que o gado que se alimenta somente de feno.

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

KEEN et al (1999) dividiram gados naturalmente infectados com
E.coli O 157: H7 em 2 grupos; um permaneceu ingerindo basicamente
grdos e o outro mudou drasticamente a dieta, passando a ingerir somente
feno. No 1° grupo, 52% da populacéo inicial desta bactéria sobreviveram e
jano 2° grupo, restaram somente 18%.

A partir dos seus estudos, STANTON & SCHUTZ (2000) relataram
que a ingestdo de uma dieta rica em feno nédo afetou significativamente a
qualidade das carcagas ou causou cortes escuros, todavia, as contagens de
E.coli ndo foram reduzidas t&do extremamente como foi relatado por DIEZ-
GONZALEZ et al (1998).

Experimentos usando a técnica de choque acido indicaram que a
E.coli O157: H7 incubada em fluido ruminal extraido de bovinos
alimentados com uma dieta rica em gréos foi mais resistente a acidez que a
E.coli O 157: H7 incubada em fluido ruminal extraido de bovinos
alimentados com uma dieta rica em feno (TKALCIC et al, 2000).

Os resultados apresentados por BOUKHORS et al (2002) sustentam

a hipotese que a ingestdo de uma dieta rica em grdos pode induzir
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mecanismos de &cido-resisténcia em E.coli enterohemorréagica no ramen,
permitindo a sobrevivéncia deste microrganismo no abomaso.

Em seus estudos, CALLAWAY et al (2003 a) ndo somente
concordaram com o0s achados de DIEZ-GONZALEZ (1998), mas
afirmaram que a E.coli O 157: H7 tem 0 mesmo comportamento.

Baseando-se em vaérios trabalhos, GREGORY et al (2000) fizeram a
seguinte declaracéo: “O caminho mais eficiente para manipular a contagem
de E.coli no trato gastrintestinal de bovinos consiste na ingestdo de feno
pelos mesmos”.

Em oposicdo a todos esses estudiosos, GRAUKE et al (2003) e
HOVDE et al (1999) afirmaram que a resisténcia a acidez da E.coli O 157:
H7 presente na digesta bovina independe da dieta do animal. Entretanto,
GRAUKE et al (2003) concordaram que a E.coli, de uma forma genérica,
encontrada em bovinos que se alimentam de feno € mais sensivel ao
choque acido que aquela presente em gado que se alimentam de graos.

VAN BAALE et al (2004) constataram em suas pesquisas que
bovinos, cujas dietas eram ricas em feno, foram positivos para culturas de
E.coli O 157: H7 por um periodo mais prolongado e apresentaram um
maior numero de células deste microrganismo que bovinos, cujas dietas
eram ricas em gréos.

GRAUKE et al (2003) declararam que a ingestdo de feno pelo gado
no periodo anterior ao seu abate € ineficiente para reduzir o nimero e/ou
viruléncia de E.coli O 157: H7 no seu trato gastrointestinal.

Ja CALLAWAY et al (2003 a), afirmaram que, quando o gado muda
drasticamente sua dieta, passando a ingerir somente feno, a populacéo de
E.coli nas fezes e a populacdo de E.coli acido-resistente declina
significativamente em 5 dias. Concordando com esta afirmacgédo, DIEZ-
GONZALEZ et al (1998) declararam que o gado poderia ingerir feno por
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um breve periodo de tempo anterior ao seu abate com o objetivo de reduzir
bruscamente o risco de infecc¢ao alimentar por E.coli.

Estudos que vém associando a ingestdo de feno (alfafa no
experimento de VAN BAALE et al, 2004; 50% de alfafa e 50 % de
graminea no experimento de GRAUKE et al, 2003) com o0 aumento ou
auséncia de efeito na concentracdo e/ou duracdo da populacdo microbiana
nas fezes, realizaram pesquisas com bovinos inoculados com uma ou mais
cepas de E.coli O 157: H7 resistente a antibiotico. Obviamente, a vantagem
é que cada um desses trabalhos permite quantificar a populacdo deste
microrganismo. Mas a limitacdo € que a conclusdo é baseada no
comportamento de cepas adaptadas ao laboratério. Por outro lado, estudos
que tém relacionado a ingestdo de feno com a reducéo da populacéao fecal
de E.coli O 157: H7, envolvem animais que estdo naturalmente infectados e
sdo baseados em E.coli genéricas.Embora animais naturalmente infectados
sejam preferidos, isto requer uma amostragem com uma grande quantidade
de animais para obter poder estatistico suficiente para observar os efeitos
do tratamento, e 0 mais importante € que os resultados sdo qualitativos e
ndo quantitativos (VAN BAALE et al, 2004).

2.13. A importancia da existéncia das Escherichia coli acido -

resistentes no abate dos animais e sua permanéncia na carcaca

Os contaminantes das carcacas provém, particularmente, do couro e
do trato gastrintestinal. O controle higiénico-sanitario nas operacfes de
abate é realizado para reduzir a transferéncia desta contaminacdo para a
superficie das carcacas, incluindo cuidados com as mdos, facas, serras,
equipamentos e panos (JARDIM et al, 2006).

As condic¢des higiénico-sanitarias nas operacfes de abate devem,

preferencialmente, ser identificadas com referéncia ao ndmero de um
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organismo indicativo de contaminacao fecal, como a E. coli (JARDIM et
al, 2006). A multiplicagdo deste microrganismo na carcaca ¢ facilitada se o
mesmo for &cido-resistente, visto que a E. coli tem o pH 6timo de
crescimento em torno de 6 a 8 e imediatamente apos o abate, 0 musculo dos
bovinos apresenta pH em torno de 7,4, sendo que o glicogénio de reserva €
transformado em &cido latico, abaixando - se o pH para cerca de 5,6
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

2.14. Adaptacdo da Escherichia coli ao ambiente acido

O alimento consumido por animais monogastricos € primeiramente
depositado no estbmago, onde esta sujeito a acdo do HCI e pepsina. O pH
do estbmago quimico humano pode ser maior que 6.0 se uma grande
refeicdo tiver sido ingerida, mas, em media, o pH do estdmago é
tipicamente 2.0 (RUSSELL et al, 2000).

O estbmago quimico € um ambiente hostil para a bactéria
(BENJAMIN & DATTA, 1995), e supbe-se quer a acidez gastrica seja a
primeira linha de defesa contra patdgenos veiculados por alimentos
(RUSSELL et al, 2000).

Segundo CALLAWAY et al (2003 c), o estbmago quimico serve
como uma barreira para a colonizacgdo intestinal pelas bactérias patogénicas
devido ao seu pH baixo e atividade enzimatica. Entretanto, algumas
bactérias sdo capazes de sobreviver a passagem gastrica. Bactérias que sao
mais resistentes ao ambiente gastrico tém uma maior oportunidade de
sobreviver e posteriormente, colonizar o trato intestinal e causar doengas.

Embora a tolerancia a acidez inata da enterobactéria varie de isolado
para isolado, € o aspecto da tolerancia a acidez induzida que criticamente
determina a sobrevivéncia em baixo pH. Varias respostas de tolerancia a

acidez induzida tém sido estabelecidas em E. coli e esta regulacédo precisa
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ser ativamente estudada. Primeiro, a resposta de tolerancia a acidez (ou
habituacdo &cida) aparece rapidamente na transferéncia de organismos na
fase-log para valores de pH externo moderadamente &cido, por exemplo:
4.0 — 6.0. Segundo, os organismos crescidos para a fase-estacionaria
tornam-se acido-tolerantes e uma faixa de respostas na fase-estacionéria
ocorre principalmente em pH &cido. Terceiro, os ions de Cobre aumentam a
tolerancia a acidez quando sdo adicionados ao meio em baixo pH. Quarto,
0s organismos na fase-log em pH neutro apresentam inducéo de respostas
de tolerdncia a acidez se transferidos para altas temperaturas ou em adicao
de varios metabolitos (ROWBURY & GOODSON, 1998).

ROWBURY & GOODSON (1998) sugeriram que uma proteina (ou
proteinas) acumulada pela E. coli em meio de crescimento acido (pH igual
a 5.0) pode exercer uma papel ativo na inducéo de tolerancia a acidez.

ROWBURY et al (1998) complementam que todo aspecto da
tolerancia a acidez € afetado por componentes extra-celulares e que estes
ndo sdo somente formados depois no local das respostas induzidas, mas
parecem essenciais para as respostas estabelecidas, por exemplo, a
tolerancia induzida em pH 5.0 ou em pH neutro mais glicose, glutamato ou
aspartato parece ser pelo menos parcialmente dependente de proteinas
extra-celulares , enquanto que a protease reduz a extensdo de cada uma
destas respostas.

Em estudos posteriores, o contetdo de Acido-Graxo Ciclopropano
(CFA) na membrana celular foi mencionado como o principal fator na
resisténcia a acidez da E. coli. O CFA é o principal componente dos
fosfolipideos de muitas espécies de bactéria e recentemente, tem sido
estabelecida uma forte correlagdo entre a resisténcia de varias cepas de
Escherichia coli do tipo-selvagem para uma rapida e drastica reducdo do
pH e o nivel de CFA presente nos fosfolipideos da membrana celular destas
cepas (CHANG & CRONAN Jr., 1999).
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A sintese de CFA depende em parte do fator sigma RpoS. Em E.
coli, o fator sigma RpoS é criado em muitas situacGes de estresse, sendo
que o acetato (um dos produtos derivados da fermentacdo de carboidratos)
induz RpoS. A importancia do RpoS na resisténcia a acidez da E. coli foi
fortalecida pela observacao que as cepas mutantes de E. coli defeituosas em
RpoS foram mais sensiveis ao choque acido agudo que as cepas do tipo-
selvagem (RUSSELL et al, 2000).

CANET et al (2003) demonstraram que a adaptacédo acida foi perdida
em células na fase-log de cepas de E. coli desprovidas de algum dos
fosfolipideos.

O papel dos fosfolipideos pode ser o de fornecer um ambiente de
membrana adequado para a adaptacdo &cida ou pode representar uma
funcdo regulatéria que resulta da inducdo de outros produtos de gene
(CANET et al, 2003).

A despeito da maneira como a bactéria pode ser tornar acido-
resistente, a sua habilidade de crescer em pH acido esta relacionada com a
sua capacidade de reduzir o pH intracelular (RUSSELL et al, 2000).
Estudos indicaram que o pH intracelular da E. coli declinaria caso este
microrganismo crescesse em pH moderadamente &cido. Todavia, o pH
externo ndo seria o Unico indutor de resisténcia a acidez, mas tal resisténcia
estaria altamente correlacionada com a concentracdo de acidos volateis
provenientes da fermentacdo (VFA) no meio de crescimento da
Escherichia coli (DIEZ-GONZALEZ & RUSSELL, 1999).

Esta correlacdo pode explicar porque as células de E. coli que
cresceram em meio contendo carboidrato foram mais acido-resistentes que
aguelas que cresceram sem carboidrato (RUSSELL et al, 2000).

A associacdo da dieta do bovino com a existéncia de E. coli acido-
resistente no Trato Gastrintestinal do animal pode ser explicada pelo fato

de que quando o bovino se alimenta de feno ou capim, alguma fibra passa
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do rimen para o célon. Todavia, a fermentacdo da fibra no célon nédo gera
VFA em uma velocidade rapida suficiente para reduzir o pH. J& o amido, €
fermentado mais rapidamente que a fibra, e a fermentacdo do amido no
célon pode causar um significante aumento na concentracdo de VFA e uma
reducdo no pH (RUSSELL et al, 2000).

A existéncia de E. coli acido-resistente no Trato Gastrintestinal do
bovino esta relacionada com a transmissdo destes microrganismos para
humanos, visto que as carcagas podem ser contaminadas com fezes durante
0 abate do animal e o excremento do bovino é frequentemente usado como
um fertilizante (RUSSELL et al, 2000).
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3.0Dbjetivos

3.1. Objetivo Geral

O objetivo proposto neste estudo foi identificar as populacbes de E.coli
com resisténcia a acidez, encontradas nas fezes de bovinos que receberam
trés tipos diferentes de dieta, variando a concentracdo de concentrado e
volumoso, permitindo, desta maneira, mensurar os efeitos da manipulagéo

dietética nas populacdes de E.coli em bovinos.

3.2. Objetivos especificos

- Executar a coleta das amostras de fezes dos bovinos no local designado
para este fim;

- A partir do material fecal extraido dos bovinos utilizados no experimento,
realizar o cultivo e a identificacdo bacteriana no Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da UnB;
- Com base na anélise microbioldgica realizada neste trabalho, verificar a
relacdo entre a alimentacdo bovina e a presenca de E. coli &cido-resistente

nas fezes do bovino.
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4. Materiais e métodos

4.1. Localizacéo do experimento

Para a realizacdo deste experimento foram selecionados 39 bovinos
da Fazenda Agua Limpa, pertencente a Universidade de Brasilia (UnB)
situada no Distrito Federal na Area de Protecdo Ambiental Gama Cabeca
de Veado.

4.2. Animais utilizados e dieta utilizada

Foram utilizados 39 bovinos, com idade em torno de 2 anos. Os
animais foram divididos em trés grupos de treze, sendo cada grupo
submetido a um tipo de dieta diferente denominadas de dieta A, Dieta B,
Dieta C.

Composicao da Dieta A

Composta por 3 Kg / dia de concentrado ( Formulacdo: Milho 59%, Farelo
de algoddo 20 %, Farelo de soja 15%, Uréia 2 %, Calcario 2% e Sal
Mineral 2% ) e 15 Kg / dia de silagem de milho e cana (Volumoso).

Composicao da Dieta B
Composta por 0,5 Kg / dia de concentrado (Formulagdo: Milho 71 %,
Farelo de soja 23,5 %, Uréia 2,75 % e Sal Mineral 2,75 %) e 6 Kg / dia de

silagem de milho e cana (Volumoso).
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Composicéo da Dieta C
Composta unicamente por capim Brachiaria decumbens (Volumoso) e sal
mineral no cocho.

4.3. Periodo das coletas e divisdo da amostragem por grupo

As coletas de amostras de fezes dos trés grupos de animais foram
realizadas compreendendo um periodo de quatro meses.

O grupo de animais alimentados com a dieta A foi 0 primeiro a ter as
fezes coletadas no dia 12/09/06. O segundo grupo, alimentado com a dieta
B, foi trabalhado no dia 17/10/06 e o terceiro grupo, alimentado com a
dieta C, no dia 7/12/06.

4.4 Coleta das amostras de fezes

As amostras de fezes foram retiradas diretamente da ampola retal
dos animais com o uso de luvas de estéreis, e acondicionadas em frascos
estéreis, previamente identificados. Apds a coleta, as amostras foram
encaminhadas, em bolsa refrigerada, ao Laboratério de Microbiologia
Médico Veterinaria da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da

UnB, onde foi realizada a analise microbioldgica das mesmas.

4.5. Cultivo e Identificacdo bacteriana

Adequacao da diluicio das fezes em caldo Luria Bertani

Antes do cultivo e da identificacdo bacteriana foi realizado um
Projeto Piloto para o estabelecimento da diluicdo adequada em Caldo Luria
Bertani comum (pH = 7,2) que permitisse 0 crescimento de um numero

viavel de microrganismos por grama de fezes. A priori, seguindo o0s
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procedimentos mencionados na literatura cientifica, 1 grama de cada
amostra de fezes foi diluido em 10, 10, 10° e 10" em 9 mL de Caldo
Luria Bertani comum (ph = 7,2). Em seguida, foi inoculado 1 mL de cada
diluicdo em 9 mL de caldo Luria Bertani acido (pH = 2,0) e coletado 1 ml
do Luria Bertani acido (pH = 2,0) apds 1 hora de incubacdo em estufa a
37°C e imediatamente inoculado em Caldo Luria Bertani comum (pH =
7,2), totalizando 13 tubos, sendo incubados em estufa a 37°C overnight.
Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37° C, foi observado que ndo havia
ocorrido crescimento bacteriano, nos tubos 10 e 10°°. Com esse resultado
foi entdo foi eleita a diluicdo 107 para a realizagdo do experimento. Foi
incluido também dois tipos diferentes de choque acido, um de 1 hora e
outro de 6 horas, permitindo avaliar com mais precisdo a resisténcia a

acidez dos microrganismos.

Procedimento de cultivo e identificacdo bacteriana

Ao chegarem ao laboratorio, as amostras de fezes foram numeradas
de 1 a 13, dentro de cada dieta, perfazendo o total de 39 amostras
diferentes. Em seguida, 1 grama de cada amostra de fezes foi diluido em
10" e 102 em 9 mL de Caldo Luria Bertani comum (pH = 7,2) (Anexo) e
misturada vigorosamente por 1 minuto.Para o isolamento de possiveis
cepas de E. coli &cido-resistentes, foi inoculado 1 mL da diluicdo 10 2
anteriormente preparada em 9 mL de caldo Luria Bertani acido (pH = 2,0)
(Anexo) para a realizacdo do chogue é&cido. Visando uma melhor
observacéo da resisténcia a acidez das colonias, foi coletado 1 mL do caldo
Luria Bertani acido (pH = 2,0) ap6s uma e seis horas de incubacdo em
estufa a 37°C e imediatamente inoculado em Caldo Luria Bertani comum
(pH = 7,2), totalizando 26 tubos, sendo incubados em estufa a 37°C

overnight. Os tubos contendo caldo Luria Bertani comum, que
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apresentaram turvacdo caracteristica de crescimento bacteriano, foram
separados e tiveram aliquotas de 30 ul de seus contedos inoculadas em
Agar MacConkey®, sendo este incubado por 24 horas a 37°C.

Apos o periodo de incubacdo em Agar MacConkey®, foi possivel o
isolamento de coldnias fermentadoras ou ndo fermentadoras de lactose.

Aquelas coldnias identificadas como fermentadoras de lactose foram
reisoladas e inoculadas em meio BHI para posterior realizacdo de testes
bioquimicos, sendo dentre estes inicialmente usados o teste IMVIiC (Indol,
Vermelho de Metila, VVoges Proskauer e Citrato) para a identificacdo de
possiveis E. coli.

As colbonias sugestivas de E. coli, apdés o teste IMVIC, foram
inoculadas na bioguimica completa para identificacdo especifica (Os testes
bioquimicos utilizados foram: Motilidade, Fenilalanina, Ramnose,
Sacarose, Glicose, Lactose, Rafinose, Xilose, Arabinose, Maltose,
Arginina, Lisina, Ornitina, Salicina, Gelatina, Malonato, Dulcitol, Sorbitol
e Agar TSI, segundo OLIVEIRA, 2000). Finalmente, as col6nias
identificadas como E. coli foram congeladas com 200pl glicerol estéril em
800 microlitros de meio BHI do cultivo, para a realizacdo de estudos

futuros com as mesmas.
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5. Resultados
Dieta A

Foram utilizadas as diluicdes 102 dos 13 animais submetidos & Dieta
A. Todas as 13 dilui¢bes apresentaram crescimento positivo de E. coli ao
choque acido de 1 e de 6 horas, com apenas 1 resultado negativo no choque
acido de 6 horas (ver Tabela 1, Graficos 1e 2).

Houve crescimento de uma unica colonia ndo-fermentadora de
lactose apos incubacdo em Agar MacConkey (ver Tabela 1).
Nesta dieta foi encontrada uma coldnia de E. coli citrato-positiva, apés a

realizacdo da bioguimica completa.

Dieta B

No experimento realizado com a Dieta B todas as diluicdes 107
submetidas ao choque acido de 1 hora apresentaram crescimento positivo
para E. coli. Naquelas amostras submetidas ao choque acido de 6 horas,
apenas uma delas apresentou crescimento caracteristico deste
microrganismo. Nas outras 12 amostras de fezes restantes, 6 apresentaram
crescimento de colonias ndo-fermentadoras de lactose e 6 tiveram auséncia
de crescimento microbiano ( ver Tabela 2, Gréaficos 1 e 2).

Foi encontrada uma colbnia de E. coli citrato-positiva, apds a

realizacdo da bioquimica completa.
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Dieta C
No experimento realizado com a Dieta C, em todas as diluices 107
submetidas ao choque acido de 1 e de 6 horas, ndo foi encontrado nenhum

crescimento positivo para E. coli ( ver Tabela 3, Gréficos 1 e 2).

TABELA 1: Relacdo entre as amostras de fezes dos bovinos submetidos a

Dieta A e o crescimento de Escherichia coli ap6s choque &cido de 1 e de 6

horas.
Amostras de fezes dos Crescimento de Crescimento de
bovinos submetidos a Dieta Escherichia coli apos Escherichia coli apos
A choque acido de 1h choque acido de 6h
1 Positivo Negativo*
2 Positivo Positivo
3 Positivo Positivo
4 Positivo Positivo
5 Positivo Positivo
6 Positivo Positivo
7 Positivo Positivo
8 Positivo Positivo
9 Positivo Positivo
10 Positivo Positivo
11 Positivo Positivo
12 Positivo Positivo
13 Positivo Positivo!
Total 13

* Crescimento de col6nia ndo-fermentadora de lactose

1 Col6nia citrato-positiva
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TABELA 2: Relacdo entre as amostras de fezes dos bovinos submetidos a
Dieta B e o crescimento de Escherichia coli apds choque acido de 1 e de 6

horas.
Amostras de fezes dos Crescimento de Crescimento de
bovinos submetidos a Dieta Escherichia coli ap6s Escherichia coli ap6s
B choque &cido de 1h choque &cido de 6h
1 Positivo Negativo*
2 Positivo Negativo
3 Positivo Negativo
4 Positivo Negativo
5 Positivo Negativo
6 Positivo Negativo
7 Positivo? Negativo
8 Positivo Negativo*
9 Positivo Negativo*
10 Positivo Negativo*
11 Positivo Positivo
12 Positivo Negativo*
13 Positivo Negativo*
Total 13

* Crescimento de col6nia ndo-fermentadora de lactose

1 Colbnia de E. coli citrato-positiva
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TABELA 3: Relacdo entre as amostras de fezes dos bovinos submetidos a
Dieta C e o crescimento de Escherichia coli apds choque acido de 1 e de 6

horas.
Amostras de fezes dos Crescimento de Crescimento de
bovinos submetidos a Dieta Escherichia coli apos Escherichia coli apos
C choque acido de 1h choque acido de 6h
1 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo
6 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo
9 Negativo Negativo
10 Negativo Negativo
11 Negativo Negativo
12 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo
Total 13

* Col6nia ndo-fermentadora de lactose

1 Col6nia citrato-positiva
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6. Discussao

No presente estudo foi proposto mensurar os efeitos da manipulacédo
dietética nas populacdes de E.coli acido-resistente em microbiota intestinal
de bovinos. Foi verificado que a Dieta A, composta por 3 Kg / dia de
concentrado e 15 Kg / dia de silagem de milho e cana (Volumoso),
apresentou, juntamente com a Dieta B, 100 % de crescimento positivo de
E.coli ap6s o choque &cido de 1 hora (Gréafico 1). Ja apds o choque acido
de 6 horas, a Dieta A obteve 92 % de crescimento positivo de E.coli
(Gréfico 2). A Dieta B, composta por 0,5 Kg / dia de concentrado e 6 Kg /
dia de silagem de milho e cana (Volumoso), embora tenha apresentado,
apos o choque &cido de 1 hora, o crescimento positivo de E.coli idéntico ao
da Dieta A (Grafico 1), apresentou, ap6s o chogue &cido de 6 horas, um
crescimento positivo de E.coli de somente 8 % das amostras testadas
(Gréfico 2). A Dieta C, composta unicamente por capim Brachiaria
decumbens e sal mineral no cocho, ndo apresentou crescimento de E.coli
acido resistente em ambos os tratamentos por choques acidos (Gréaficos 1 e
2). Este resultado apresenta concordancia com os achados de DIEZ-
GONZALEZ et al (1998), JORDAN & MCEWEN (1998), KEEN et al
(1999), GREGORY et al (2000), TKALCIC et al (2000), SCOOT et al
(2000), STANTON & SCHUTZ (2000), BOUKHORS et al (2002) e
CALLAWAY et al (2003 a) e difere-se dos achados de GRAUKE et al
(2003), HOVDE et al (1999) VAN BAALE et al (2004).

Neste trabalho ndo foram inoculadas cepas de E.coli acido-
resistentes nos bovinos devido as condicdes de bioseguranca insatisfatérias
do local de coleta das amostras de fezes e ao interesse de descobrir se na
microbiota intestinal do bovino havia a presenca destes microrganismos.
Desta maneira, este estudo assemelhou-se aqueles cujas pesquisas

envolveram animais naturalmente infectados, nos quais foi relacionada a
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ingestdo de feno com a reducdo da populacdo fecal de E.coli &cido-
resistente, porém diferiu-se dos experimentos com bovinos inoculados com
uma ou mais cepas de E.coli acido-resistentes, nos quais foi associada a
ingestdo de feno (alfafa no experimento de VAN BAALE et al, 2004; 50%
de alfafa e 50 % de graminea no experimento de GRAUKE et al, 2003)
com o aumento ou auséncia de efeito na concentracdo e/ou duracdo da
populacdo microbiana nas fezes (VAN BAALE et al, 2004).

A utilizacdo de amostras de fezes de trés grupos de bovinos
alimentados com os trés tipos diferentes de dieta, permitiu a comparacéo
inter-animais. Este procedimento foi similar ao adotado por KEEN et al
(1999), que compararam a populacdo de E.coli presente nas amostras de
fezes de 2 grupos de bovinos naturalmente infectados com E.coli O 157:
H7 que receberam dois tipos diferentes de dieta, ao passo que diferiu do
experimento realizado por JORDAN & MCEWEN (1998), no qual a
comparacao foi intra-animais, ou seja, 0s pesquisadores compararam a
populacdo de E.coli presente nas amostras de fezes de bovinos que
recebiam uma dieta altamente concentrada (rica em graos) e passaram a
receber uma dieta contendo 50% de milho e 50% de feno de alfalfa.

Conforme mencionado anteriormente, embora a utilizacao de citrato
e a producdo de H,S ndo sejam caracteristicas tipicas de espécies de
Escherichia coli, estudos recentes tém relatado que plasmidios podem
conferir um fendtipo citrato-positivo (Cit ") em Escherichia coli
(HARNETT et al, 1996). Neste trabalho, foram encontradas duas col6nias
de Escherichia coli citrato-positiva, corroborando com os achados de
WASHINGTON & TIMM (1976) e ISHIGURO et al (1978). Os primeiros
pesquisadores encontraram trés cepas de Escherichia coli capazes de
utilizar o citrato, que foram isoladas de culturas de material clinico

submetido ao Laboratorio de Bacteriologia. Ja os segundos pesquisadores
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descobriram vinte e sete isolados de Escherichia coli citrato-positiva
obtidos de pombos, porcos, cavalos e bovinos.

Faz-se necessario mencionar que dentre os 39 bovinos utilizados
neste experimento, somente 1 destes animais estava com diarréia, sendo
que os demais estavam higidos. Deve-se ressaltar que este animal doente
foi negativo para E.coli acido-resistente. Esta observacao € importante visto
que na maioria das amostras de fezes destes bovinos foram isoladas
coldnias de Escherichia coli acido-resistentes. Isto ratifica a afirmacéo de
muitos estudiosos, que estes patdgenos exercem pouco ou nenhum efeito na
salde do ruminante (PRUIMBOOM-BREES et al, 2000). Embora as
bactérias patogénicas ndo sejam nocivas ao bovino, € importante reduzir
esta carga microbiana, pois desta maneira 0 homem poderd estar menos
exposto a este microrganismo e assim, decrescera 0 numero de doencas e
mortes associadas a contaminacdo alimentar (HYNES & WACSMUTH,
2000).

Finalmente, este estudo foi realizado no Brasil, diferentemente dos
outros citados na literatura cientifica, sendo que os ultimos foram na
maioria executados em paises com o clima temperado, logo, os bovinos séo
produzidos em grande parte no sistema intensivo, contrastando com o
sistema de producéo no Brasil, cujo confinamento destes animais, em 2003,
teria atingido 8% do rebanho existente o pais, segundo dados do Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
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7. Conclusao

O presente estudo confirmou os resultados de diversos autores que
sugerem que a ingestdo de volumoso pelo bovino reduz a populacao fecal
de E.coli &cido-resistente, ao passo que a ingestdo de concentrado pelo
animal apresenta o efeito inverso. Foi também constatado que a dieta
contendo capim Brachiaria decumbens ndo é capaz de selecionar cepas
acido-resistentes, ao contrario daquelas que contém concentrado e silagem.

Considerando que no Brasil ja foram isoladas cepas patogénicas de
E.coli, torna-se de fundamental importancia a adogdo de estratégias para
reduzir este patdgeno nos alimentos. Além da manipulacdo dietética em
bovinos, outras estratégias devem ser adotadas, como as boas préaticas de
fabricacéo, tais como evitar a contaminacdo da carcaca com fezes durante o
abate e cozinhar o alimento em temperatura ideal, a fim de prevenir a

disseminacéo e a infeccéo por E.coli &cido-resistente.
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Anexo

Formula do Caldo Luria Bertani comum (pH = 7,2)

Ingrediente Quantidade
Peptona 109/ L
Extrato de levedura 59/L
NaCl 109/ L
Agua destilada 1L/L

Formula do Caldo Luria Bertani &cido (pH = 2,0)

Ingrediente Quantidade
Peptona 109/ L
Extrato de levedura 5¢9/L
NaCl 109/ L
Agua destilada 1L/L

HCI

Até alcancar o pH =2,0
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