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1. INTRODUCAO

Escherichia coli estd presente no trato intestinal dos animais e do homem,
coexistindo sem causar danos ao hospedeiro e desempenhado um importante
papel na fisiologia intestinal. No entanto, algumas estirpes sdo patogénicas, pro-
movendo desde diarreia até doencas mais graves em seus hospedeiros (PALET-
TA et al., 2019). Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) é também
conhecida como E. coli produtora de verotoxina (VTEC), devido ao efeito citopati-
co que causa em células Vero (KAPER & NATARO, 2004). A patogenicidade de
STEC é mediada pela producéo da toxina de Shiga (Stx), codificada pelos genes
stx1 e stx2 (CASTRO et al., 2019). A producdo de Stx € necessaria para causar
0s sintomas, bem como para as complicacfes potencialmente fatais da infeccao
por STEC (PATON & PATON., 1998). As cepas pertencentes ao sorotipo
0157:H7 de STEC séo frequentemente associadas aos surtos de colite hemorra-
gica e sindrome hemolitica urémica (SHU) e sdo consideradas como de maior
importancia para a saude publica (FITZGERALD et al., 2021).

Como E. coli € um micro-organismo que esta presente no trato intestinal de
animais de sangue quente, sua eliminacao ocorre pelas fezes (GONZALEZ et al.,
2019). O tecido muscular dos animais € considerado, em situa¢des normais, esté-
ril e livre de contaminacao por micro-organismos. Porém, apds as operacoes rea-
lizadas durante o processo de abate, a carcaca pode apresentar contaminacao.
Operacdes de abate como a esfola e evisceracéo, através do contato acidental
com couro ou com o conteudo intestinal, podem propiciar a contaminacao da car-
caca (MATOS et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi isolar E. coli de fezes e carcacgas bovinas,
provenientes de abatedouros frigorificos de Pelotas/RS, bem como investigar a
presenca do gene que codifica para a producgéo da toxina de Shiga Stx1.

2. METODOLOGIA

As amostras foram coletadas em dois abatedouros frigorificos (A e B) ins-
pecionados pela Divisdo de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA) da
Secretaria da Agricultura, Pecuéaria e Desenvolvimento Rural do Rio Grande do
Sul, na cidade de Pelotas/RS. Foram realizadas sete visitas aos estabelecimen-
tos, durante o periodo de novembro de 2021 a julho de 2022. Setenta carcacas
foram amostradas em quatro pontos distintos do abate: couro apés a sangria (P1),
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fezes antes da oclusdo do reto (P2), carcaca apos evisceracdo (P3) e carcaca
apos lavagem final (P4), totalizando 280 amostras. A amostragem foi feita na su-
perficie das carcacas em uma area de 400 cm?, com auxilio de esponja vegetal
previamente hidratada com solugéo salina peptonada (0,85% e 0,1%). As fezes
foram coletadas com swab esterilizado e transportadas em meio Cary Blair (AB-
SORVE-CRAL®).

Para deteccdo de STEC foi utilizado o método ISO 13.136, com modifica-
¢cbes. As amostras foram semeadas em palcas de Petri contendo agar MacCon-
key Sorbitol (OXOID®) suplementado com cefixima (0,05 mg/mL) e telurito (2,5
mg/mL) (CT-SMAC) e incubadas a 37 °C por 24 horas. As placas foram examina-
das e colonias fermentadoras e ndo fermentadoras de sorbitol foram selecionadas
para identificagdo bioquimica através dos testes de Citrato, Indol, Vermelho de
Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP).

Os isolados confirmados como E. coli nos testes bioquimicos foram subme-
tidos a extracdo de DNA gendmico e andlise de PCR, para identificacdo do gene
stx1, o qual codifica para producdo da toxina de Shiga 1 (Stx1). A extracdo de
DNA foi feita por fenol cloroférmio, como descrito por Sambrook (2001), com mo-
dificacdes. A PCR foi realizada com volume final de 25 pL, compreendendo 12,5
UL de GoTaq Green Master Mix (Promega®), 1,0 pL de cada primer forward e re-
verse (10 pmol/ pyL), 2,0 uL de DNA e agua ultrapura até completar o volume, em
termociclador PTC-100°. A sequéncia dos primers utilizados foi: FW-
ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC e RV-AGAACGCCCACTGAGATCATC (PA-
TON & PATON, 1998). As condi¢des da PCR para o gene stx1 consistiram em
desnaturacao a 95 °C por 10 minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturacdo a 94
°C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, com extensdo final de 72 °C por 10 minutos.
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tamp&o TAE 0,5X, contendo corante gel Red®. O tempo da corrida foi de 1
hora e 55 minutos. O tamanho do amplicon esperado foi de 180 pb.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas 70 carcagas bovinas, das quais E. coli presuntiva de
STEC foi isolada em 42, (60%). Destas, 11 (15,7%) foram no couro apds a san-
gria (P1), 29 (41,4%) em fezes apés a oclusdo do reto (P2), cinco (7,1%) na car-
caca apoOs a evisceracao (P3) e cinco (7,1%) na carcaca apés a lavagem final
(P4). Trés carcacas apresentaram E. coli no couro e nas fezes, concomitantemen-
te, uma nas fezes e apds a evisceragdo, uma no couro e apos a lavagem, e uma
no couro, nas fezes e apos a evisceragdo (Tabela 1).

Tabela 1. Isolamento de Escherichia coli presuntiva de STEC em fezes e carca-

cas bovinas abatidas em Pelotas/RS
Nimero de carcagas positivas (%)

Abatedouro- Coleta Couro ap6s Fezes antes da Carcacaapds  Carcaca apés la-
Frigorifico sangria (P1) ocluséo do evisceracao vagem final (P4)
reto (P2) (P3)

A 1° 0 2 0 0

A 20 3 3 1 1

A 3° 4 7 0 0

A 40 4 4 2 4

A 50 0 1 0 0

B 6° 0 10 0 0

B 7° 0 2 2 0

Total 11 (15,7%) 29 (41,4%) 5 (7,1%) 5 (7,1%)
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Loiko et al. (2016) identificaram o couro bovino logo apés a sangria como
um dos pontos com maior contaminacgéo por E. coli O157:H7, com 77,27% de po-
sitividade, seguido da carcaca antes da evisceracdo (18,18%) e carcaca logo
apos a divisdo em meias carcagas (4,55%). Sereno (2021) obteve o maior percen-
tual de contaminacao por E. coli no couro (12,8%) e nas fezes (87,2%), o que vai
ao encontro dos resultados obtidos no presente estudo. Alguns autores conside-
ram a esfola e a evisceracdo como 0s pontos com maior contaminac&o por micro-
organismos (CHAGNOT et al., 2017; SANTOS et al., 2017). Como E. coli é um
micro-organismo presente no trato intestinal dos bovinos e a eliminacdo da bacté-
ria ocorre pelas fezes dos animais, é importante monitorar sua presenca durante o
processo de abate, especialmente estirpes patogénicas, como STEC (PIGATTO,
2008). Os abatedouros de bovinos devem fazer o controle microbiologico especi-
fico para STEC, determinada pela Instrucdo Normativa n° 60, de 20 de dezembro
de 2018 (BRASIL, 2018), com o objetivo de reduzir a ocorréncia desse micro-
organismo.

No total, 100 isolados bacterianos, confirmados bioquimicamente como E.
coli, foram submetidos a PCR para investigacdo do gene stx1. Através da PCR foi
possivel verificar que nenhum dos isolados apresentou o gene stxl. Segundo
Gomes et al. (2016), o principal fator de viruléncia de STEC é a producao da toxi-
na de Shiga (Stx), a qual é codificada pelos genes stx1 ou stx2. Além disso, a pa-
togénese inclui a adesao as células epiteliais do intestino através da proteina in-
timina, codificada pelo gene eae. Em estudos anteriores foi observada a frequén-
cia de 18,2% (4/22) para o gene stx1 e 77,3% para o gene stx2 em isolados de E.
coli provenientes de carcacas bovinas no Rio Grande do Sul (LOIKO et al., 2016).

4. CONCLUSOES

Conclui-se que E. coli foi mais frequente no couro apés a sangria e nas fe-
zes antes da ocluséo do reto durante o abate de bovinos em dois abatedouros-
frigorificos de Pelotas/RS, porém o gene stx1 ndo foi detectado entre os isolados
obtidos. No entanto, salienta-se a importancia da pesquisa adicional dos genes
stx2 e eae para confirmacao de STEC.
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