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RESUMO

Escherichia coli Shiga Toxigénica (STEC) € um patégeno emergente importante na
saude publica e as cepas potencialmente zoonéticas apresentarem os genes stx e
eae. O objetivo deste estudo foi verificar a presenca destes genes em cortes e
miudos suinos. Para isto, 740 amostras foram submetidas a PCR em tempo real, as
amostras positivas foram cultivadas e os isolados foram submetidas novamente a
PCR em tempo real para deteccdo dos genes. Destas, 140 amostras foram
positivas, as quais em 71 foi possivel isolar cepas de E. coli, Das cepas isoladas,
apenas sete apresentaram algum gene de viruléncia.
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ABSTRACT

Shiga-toxigenic Escherichia coli (STEC) is an important emerging pathogen in public
health, and potentially zoonotic strains have the stx and eae genes. This study aimed
to verify the presence of these genes in pork cuts and offal. For this, 740 samples
were submitted to real-time PCR, positive samples were cultured, and the isolates
were submitted to real-time PCR for gene detection. Of these, 140 samples were
positive, which in 71 isolates of E. coli strains. Of the isolated strains, only seven had
virulence genes.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A suinocultura é uma atividade de grande importancia para a economia
mundial. O Brasil € o quarto maior produtor e exportador de carne suina do mundo,
sendo o Estado de Santa Catarina o maior produtor do pais. As exportagbes de
carne suina brasileira alcangaram um volume de 732,9 mil toneladas incluindo
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produtos in natura e processados, sendo os principais mercados a Russia, Hong
Kong e China (ABPA, 2016).

Entre os patdégenos de importancia na suinocultura e na seguranga alimentar
esta a Escherichia coli (E. coli), uma bactéria Gram-negativa da familia
Enterobacteriaceae, nao esporulada, anaerdbica facultativa, fermentativa, em sua
maioria moével. A excrecao desta bactéria ocorre através das fezes dos animais e de
maneira direta ou indireta pode vir a contaminar os equipamentos dentro dos
abatedouros, o que pode levar contaminacdo de carcagas sadias e
consequentemente ao produto final destinado ao consumo humano.

Dentre os principais patotipos de E. coli causadores de sindromes em suinos e
humanos, destaca-se a E. coli shiga toxigénica (STEC), um dos patotipos mais
importantes para saude publica devido ao alto grau de infectividade para seres
humanos mesmo em baixas quantidades de alimento ingerido (PIGATTO, 2008).
Embora sua maior caracteristica seja a producdo da Shiga toxina, ela é atribuida a
algumas doengas veiculadas aos alimentos, principalmente produtos carneos, sendo
capaz de colonizar o epitélio intestinal (CADONA et al., 2013).

As cepas STECs sao caracterizadas pela presenga dos genes da toxina Shiga,
Stx1, Stx2 e/ou suas variantes (Stx1c-d, Stx2c-g) (SCHMIDT, 2001, FRIEDRICH et
al., 2002). As Stx(s) atuam como ribotoxinas que interrompem a sintese proteica
dentro da célula e induzem a apoptose, mas também podem estimular a alteragao
da expressdo de genes/proteinas em células epiteliais, endoteliais, mesangiais e
monadcitos (MELTON-CELSA, 2014). Outro marcador de viruléncia adicional é o gene
eae, comum a outras categorias patogénicas de E. coli, mas para STEC esta
relacionado a sua capacidade de causar doengas graves em seres humanos. Este
gene codifica uma proteina de membrana chamada Intimina, a qual media o ataque
ao enterocito (PIGATTO, 2008).

A identificacdo de STEC é realizada principalmente pela Reagdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) um dos principais métodos moleculares empregados para
detectar a presenga dos genes para stx e eae, seguido da identificagcdo dos
sorogrupos (ISO/TS 13136, 2012).

A preocupacdo com a saude dos seres humanos e os impactos causados pela
presenca de STEC em alimentos fez com que alguns paises, como a exemplo da
Africa do Sul, tornassem obrigatério no Certificado Internacional de Exportacdo (CSI)
a analise liberatoria para E. coli patogénica, as STECs, para produtos de origem
suina.

Diante disto, o objetivo deste estudo foi detectar a a presencga de E. coli patogénica
em cortes e miudos suinos em uma planta frigorifica no Oeste de Santa Catarina e
determinar os sorogrupos prevalentes.

METODOLOGIA

A presenca dos genes da toxina Shiga (stx7 ou stx2) e um marcador adicional
de viruléncia (gene eae) foi determinada utilizando um ensaio de PCR em tempo real
[iQ-Check® STEC VirX (Bio-Rad®, Hercules, California)], seguindo instrugées do
fabricante. Foram utilizadas 740 amostras de cortes e miudos de suinos, abatidos em
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uma planta frigorifica do Oeste Catarinense. Amostras positivas para pelo menos um
dos genes citados foram semeadas em agar MacConkey com Sorbitol (Smac). As
colénias obtidas foram repicadas para agar Eosina azul de metileno (EMB), onde as
que apresentaram aspecto verde metalizado foram submetidas a identificagao
segundo as caracteristicas morfo-tintoriais e bioquimicas (MARKEY et al., 2013).
Apo6s a confirmacado da presencga de E. coli, os isolados foram criopreservados em
caldo BHI, e posteriormente foram submetidos a técnica de PCR para comprovar a
presenga dos genes pesquisados.
RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 740 amostras de cortes e miudos suinos, 140 apresentaram algum fator
de viruléncia. Destas, foi possivel recuperar 71 isolados de E. coli, porém em apenas
sete isolados foi possivel detectar um dos genes de viruléncia pesquisados.

A baixa taxa de recuperacao dos isolados de E. coli, que apresentaram fatores
de viruléncia, pode ser devido a heterogeneidade da populagao das cepas contidas
nas amostras. Além disso, a divergéncia dos resultados entre PCR e isolamento
bacterioldgico, reflete as diferengas intrinsecas as metodologias empregadas, na
qual a PCR é uma técnica mais sensivel.

Contudo, a detecgao dos genes stx1, 2 e/ou eae, sugere a presenca do
patdogeno na amostra, o que implica na contaminagéo dos produtos carneos devido
as falhas no processo de produgao (SOUZA et al., 2016). Esse resultado indica que é
necessario reforgar a importancia do programa de boas praticas de fabricagao
durante todo o processo na industria.

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho traz evidéncias relevantes e importantes contribuicdes
para serem levadas em consideragcao na revisdo da frequéncia de anadlises para
STEC e no desenvolvimento de ag¢des que visem minimizar as contaminagdes
cruzadas dentro do ambiente fabril. As perspectivas de continuidade de pesquisa,
estdo relacionadas com a caracterizagdo fenotipica e genotipica das amostras
isoladas e sua capacidade de formacao de biofilmes, uma vez que a associacao de
tais estruturas contribui para a recontaminagao de produtos de origem animal.
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