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Resumo: O objetivo do trabalho foi estabelecer o nivel de contaminacéo por E.
coli de carcagas bovinas manipuladas em frigorificos como suas caracteristicas. Foram
coletados esfregagos de carcacas bovinas abatidos em frigorifico comercial no Estado
de S&o Paulo, no periodo de marco de 2006 a julho de 2007. As amostras foram
coletadas em trés fases do processamento das carcacas, na pré-evisceracdo, na pés
evisceragdo e no pésprocessamento. Cento e quatorze cepas de E. coli foram
selecionadas a partir de sessenta carcagas bovinas analisadas. Através da técnica de
PCR foi analisada a presenca dos genes stx1, stx2, eae, LT-Il, STa. O periodo de coleta
compreendeu o periodo de chuvas e de seca, sendo que a contaminagdo no periodo de
chuva foi de 59 isolados contra 55 isolados no periodo da seca. Somente uma das
carcacas analisadas permitiu o isolamento de uma cepa apresentando a seqUéncia
codificada do gene stx2, sendo portanto classificada como E. coli produtora de toxina
Shiga Like (STEC). As bactérias confirmadas como E. coli através do seu perfil
bioquimico foram submetidas a0 PCR para deteccdo de seqUéncias de genes de
viruléncia. De todas E. coli analisadas exceto uma, foi negativa para 0s gene stx2 na
andlise por PCR. e também todas foram negativas para expressdo da enterohemolisina.
De cada cultura de E.coli uma col6nia foi testada para avaliacéo de sua sensibilidade a
11 agentes antimicrobiams. A resisténcia mais comum foi para cefalotina (72%),
ceptriaxone (22%).
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Abstract: The objective of the work was to establish the level of contamination for E.
coli of bovine carcasses manipulated in slaughterhouse as well as your characteristics.
Swabs of bovine carcasses were collected abated in slaughterhouse commercial in the
State of S&o Paulo, in the period of March of 2006 to July of 2007.Samples of bovine
carcasses were collected in an commercia abattoir in the State of S&o Paulo, during



March of 2006 to July of 2007. The samples were collected in in three phases of the
processing of the carcasses, preevisceration; postevisceration and postprocesing.
hundred and fourteen strains E. coli were selected from the sixty bovine carcasses
analyzed. Through the technique of PCR was analyzed the presence of the genes stx1,
stx2, eae, LT-I1, STa. Only one of the analyzed carcasses alowed the isolation of a
strain presenting the codified sequence of the stx2 gene, being therefore classified as E.
coli Shiga-Like producing (STEC). The bacterias confirmed as E. coli through your
biochemical profile were submitted to PCR for detection of sequences of virulence
genes. Of al E. coli analyzed except one, it went negative to the gene stx2 in the
analysis for PCR. and also all went negatives to expression of the enterohemolisina. Of
each culture of E.coli a colony was tested for evaluation of your sensibility to 11
antimicrobians agents. The resistance more commonly observed it went to cefaotin
(72%), ceptriaxone (22%),
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Introducéo

O gado bovino € um reservatério natural de cepas de Escherichia coli, e muitos
sorogrupos encontrados em suas fezes correspondem aos mesmos responsavels por
casos de diarréia em humanos, principalmente em criangas. Nas Ultimas duas décadas,
0s sorogrupos 026 e O111, por exemplo, foram reconhecidamente os mais importantes
envolvidos em diarréia infantil no Brasil (ROSA et al., 1998).

Esses sorogrupos podem também portar os genes que codificam a toxina Shige-like,
responsavel por causar doencas muito severas em seres humanos, como a sindrome
hemolitica urémica (SHU). O bovino pode estar contaminado com E. coli produtora de
Shiga-like (STEC), sem apresentar sintoma algum de doenca (BLANCO et a., 1997)
Durante o processo de abate do gado bovino, pode ocorrer a transferéncia da bactéria
(STEC), contida na pele do animal ou nas fezes para a carcaca do animal abatido. Se os
procedimentos de higienizacdo do matadouro ndo forem capazes de eliminar essas
bactérias e as carcagas serdo contaminadas tornando-se um problema de salde publica,
com a grande possibilidade de causar infeccdo nos consumidores dessa carne (BELL,
1997; BARKOCY-GALLAGHER et d., 2001).

No Brasil os sorogrupos existentes podem carregar 0s genes que sintetizam a
toxina Shiga-like, tornando-se importante a verificacdo da presenca desses genes nas

amostras bacterianas isoladas de carcagas de bovinos no Brasil.

M ateriais e M é&odos



As amostras foram coletadas de 20 carcagas por fase em trés fases distintas de
abate no frigorifico. A mesma carcaca foi amostrada em cada fase totalizando 60
carcacas. A amostra da pré-evisceracdo foi coletada imediatamente apos a retirada da
pele; a amostra da pos-evisceracdo foi coletada apos a evisceragdo; a amostra do pos
processamento foi coletada depois da lavagem da carcaga, com ela ainda fresca.

Um total de 114 cepas de E. coli foi submetido ao PCR; stx1, stx2 e eae foram os
genes testados usando os primers e as condigdes de PCR descritas por CHINA et d.,
(1996).

Os testes de resisténcia das bactérias ao diversos antimicrobianos foram feitos
através do método de disco de difusdo conforme o manual do National Committe for
Clinical Laboratory Standards (National, 2000).

Resultados e Discussao

A distribuicdo dos isolados de E. coli em relagcdo a cada fase e a cada periodo de
coleta é apresentada na Tabela 1. A distribuicdo de E. coli nos trés estagios de cada
amostragem apresenta as caracteristicas semelhantes para a estacdo das &guas e para a
estacdo da seca; contudo o nimero de isolados na estacdo das &guas € maior que da
estacdo da seca. O numero de isolados de E. coli nas trés diferentes fases do
processamento foram: Pré-evisceracdo 21,0%; no periodo das chuvas e 22,8% no
periodo da seca; pds-evisceracdo 23,6% contra 22,8% e pos-processamento 7,%; nos
periodos das chuvas e seca. Em todas as coletas a fase de maior contaminagéo foi a da
pos-evisceracao (Tabelal).

Foi possivel verificar uma grande diminuicdo na contaminagdo das carcacas

durante o processamento.

Tabela 1. Distribuicdo estacional (seca e égua) das 114 cepas de Escherichia coli
isoladas de 60 carcacas em um frigorifico no Brasil durante o periodo de marco de
2006 a julho de 2007.

Carcagas
Coletas Periodo Pre-evisceragcdo PoOs-evisceragdo PoOs- Total
processamento
Marco/2006 Chuva 12/20* 13/20 6/20 31
Junho/2006  Seca 13/20 16/20 2/120 31



Marco/2007 Chuva 12/20 14/20 2/20 28
Julho/2007  Seca 8/20 10/20 6/20 24
114

* Os vaores sd80 numeros de amostras positivas para E. coli / total de amostras
coletadas

As bactérias confirmadas como E. coli através do seu perfil bioquimico foram
submetidas a0 PCR para deteccéo de sequéncias de genes de viruléncia. De todas E.
coli analisadas exceto uma, foi negativa para os gene stx2 na andlise por PCR. e
também todas foram negativas para expressao da enterohemolisina. De cada cultura de
E.coli uma colénia foi testada para avaliacdo de sua sensibilidade a 11 agentes
antimicrobianos. A resisténcia mais comumente observada foi para cefalotina (72%),
ceptriaxone (22%), ciprofloxacina (22%) e de forma menos frequente para amicacina
(4%), estreptomicina (7,0%) e gentamicina (9,0%).

Os dados do presente trabalho permitem verificar que depois do estagio de pos-
processamento houve um grande decréscimo na contaminagdo O que pode ser
observado na Tabela 1. O maior nimero de amostras coletadas foi durante os meses do
verdo (estagdo das chuvas), e a Unica amostra STEC isolada portando o gene para a
toxina stx2 foi também durante o periodo das &guas e em todas as fases de coletas a
contaminacdo durante o periodo das aguas foi maior do que o periodo da seca o qual
tem sido associado com um pico na frequéncia de contaminagdo por E. coli e
colonizacdo por STEC em bovinos (VAN DONKERSGOED et a., 1999).

Na Tabela 1 pode-se observar que em todas as coletas na fase de pré-evisceragdo
a carcaca possuia uma contaminagdo inicial e também que contaminagéo
aumentou depois da fase da evisceragdo, indicando gue houve uma contaminagdo da
carcaca pelas bactérias da microbiota do animal. Entretanto também houve em todas as
coletas uma diminuicdo da contaminagdo das carcacas anaisadas apos a fase de pos-
processamento indicando que apesar de ocorrer em todas as coletas, a transferéncia das
bactérias da microbiota do animal para a carcaca durante a fase de evisceragdo a
contaminacdo final foi pequena, indicando que o nivel de higienizagdo do frigorifico se
mostrou eficiente, diminuindo essa contaminacdo. GILL & BRYANT, (1997)
analisaram amostras de fezes de animais, da pele e das carcagas durante todo o

processamento e verificaram uma diminuicdo do nimero de isolados principamente



nos Ultimos est&gios quando a carcaga estava sob refrigeracdo, o que coincide com os
resultados deste trabal ho.

Em maio/junho de 1992 casos de infeccdo com E. coli O157:H7 produtora de
Vero toxina (VT+) foram associados ao consumo de carne de um abatedouro em
Yorkshire. Durante a investigacdo no abatedouro foram coletadas amostras de fezes
diretamente do reto de bovinos utilizando “swab”, amostras de carne e “swab” da
superficie da carcaca. Amostras de E. coli O157:H7 foram isoladas de 84 amostras das
2103 amostras de fezes coletadas do reto, de 7 das 23 amostras de carcagas analisadas.
Esse estudo demonstrou que 0 gado bovino pode ser um reservatorio para a E. coli
0157:H7 e que a contaminagdo da carcaga durante o abate e processamento da carne
pode ser a explicagcdo do porqué os bifes (hamburguer) se tornaram contaminados,
podendo transmitir esse organismo para o homem (CHAPMAN et al., 1993).

N&o apenas do bovino contaminado, mas também do bovino aparentemente
saudavel foi possivel o isolamento de E. coli O157:H7 em amostras de fezes (GRIFFIN
& TAUXE, 1991) de rebanhos dos Estados Unidos, Canada, Inglaterra e Alemanha. A
porcentagem de isolamento foi em torno de 1% em gado saudavel e em maior
proporcdo em gado com diarréia. Nao somente a E. coli 0157, mas também outras E.
coli produtoras de toxina Shigalike foram isoladas, incluindo sorogrupos
reconhecidamente patogénicos para a espécie humana como 026 e O111.

Conclusdes

Este estudo sugere que o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos por
cepas STEC ndo 0157 deve ser um motivo de preocupacdo no Brasil e fazse
necess&rio entender como as cepas de STEC desenvolveram resisténcia a multiplos
antibioticos, para isso s80 hecessarios mais estudos para definir os mecanismos de

resisténcia e assim minimizar o seu desenvol vimento.
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