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Introducéo

A toxina Shiga (stx) € o fator de viruléncia definidor da Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC). Essa
toxina possui dois tipos principais, sendo elas stx1 e stx2 que sao divididas em varios subtipos (Bergan et al.,
2012). Elas podem causar danos a células intestinais, levando desde a diarreia sanguinolenta até a sindrome
hemolitico-urémica e morte.

STEC é um dos patégenos mais importantes em doencas transmitidas por alimentos atualmente, e possui mais de
400 cepas, sendo os sorogrupos 0157 e as big six ndo 0157 (026, 045, 0103, 0111, 0121 e 0O145) (Conrad et
al., 2014). A presenca STEC em carne bovina representa um risco a saude Unica podendo apresentar resisténcia
a antibiéticos, adesdo a superficies (formacgéo de biofilme) e tolerancia a estresses ambientais (Figueiredo et al.,
2019).

O principal hospedeiro e disseminador de STEC s&o os bovinos, os quais podem atuar também como reservatorio
primério e assintomatico do patégeno (Smith; Fratamico; Gunther, 2004). Dentro desse contexto, destacam-se 0s
bovinos classificados como Super-shedding. Eles excretam altas concentra¢gdes da bactéria, elevando o risco de
contaminacdo ambiental e, consequentemente, a transmissdo ao longo da cadeia produtiva de carne (Chase-
Topping et al., 2007).

Vérias metodologias tém sido propostas para detecc¢édo e isolamento de STEC em amostras de alimentos e
ambientais. Desde as técnicas tradicionais de isolamento microbioldgico (Verstraete et al., 2010) até abordagens
moleculares, como PCR ou gPCR (Castro et al., 2021) apresentam limitagdes ou inconsisténcias.

O monitoramento de riscos biolégicos na producdo de alimentos é imprescindivel para a seguranca alimentar.
Apesar da importancia do estado de Mato Grosso na pecuaria de corte, estudos sobre a presenca de STEC em
bovinos e carne ainda séo escassos, evidenciando a necessidade de maior investigagéo local.

Objetivo

* Isolar e cultivar cepas de STEC a partir de carne bovina;
» Padronizar método molecular para deteccao e identificacdo de STEC 0157 e das big six;
» Realizar o sequenciamento completo do genoma de STEC cultivadas, identificando os genes responsaveis
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pela capacidade de formagédo de biofilme, resisténcia antimicrobiana e ilhas gendmicas relacionadas a resisténcia
térmica e sanitizante.

Material e Métodos

Seré realizada a coleta de 200g carne em pedaco e moida em estabelecimentos comerciais, no Estado de Mato
Grosso. As amostras serdo transportadas ao Laboratério de Microbiologia para processamento.

As amostras serdo processadas conforme protocolo de isolamento descrito por Castro et al. (2019).
Resumidamente 10g das amostras de carne serdo acondicionadas em um homogeneizador de amostras
(Stomach), adicionado 90mL de Caldo TSB modificado (sem novobiocina) e incubadas a 41,5°C por 24h. Em
seguida, as culturas serdo semeadas em agar MacConkey suplementado com cefixima e telurito e incubadas a
37°C por 24h. Cinco colbnias incolores suspeitas de STEC serédo purificadas em &agar tripticase com extrato de
levedura (incubadas novamente a 37°C por 24h) e repicadas em agar eosina azul de metileno (novamente
seguindo a incubacao a 37°C por 24h). As colbnias de coloragéo preta, com ou sem brilho verde metélico, serdo
transferidas para tubos de agar nutriente e submetidas aos testes bioquimicos classicos (indol, vermelho de metila,
Voges-Proskauer e citrato) para confirmacéo de E. coli.

O DNA gendmico sera extraido de acordo com Castro et al. (2021), a partir da semeadura das cepas em caldo LB
usando o kit Blood & Tissue DNeasy®, seguindo as recomendag¢8es do fabricante. A quantificacdo seré feita no
fluorimetro Qubit 2.0. Ser& realizado um screening através da qPCR utilizando o kit RapidFinder™ STEC
Screening Assay de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As amostras positivas para STEC entdo, passardo por PCR convencional para agrupamento e classificacdo de
acordo com os sorotipos encontrados. A metodologia e os primers utilizados seguirdo os parametros descritos por
Scheutz et al. (2012)

Futuramente, as amostras de interesse passardo por sequenciamento gendmico para confirmacéo das cepas. As
sequencias obtidas serdo comparadas com as disponiveis na plataforma NCBI.

Resultados e Discussédo

Contribuicdes esperadas

Espera-se que este estudo contribua para a padronizagéo e consolidacdo de uma metodologia melecular para
deteccdo e identificacdo de Escherichia coli Shiga-toxigénica (STEC) O157 e dos principais sorogrupos ndo-0157
(big six). A uniformizacdo dos procedimentos laboratoriais permitird maior confiabilidade no monitoramento desses
patégenos em carne bovina.

Os resultados fornecerdo dados sobre a ocorréncia e diversidade genética de STEC em carne bovina no Mato
Grosso, regido estratégica para a pecuaria nacional. A caracteriza¢cdo das cepas isoladas permitird determinar
guais os sorotipos circulantes em Mato Grosso e qual é o predominante.

O sequenciamento gendmico completo das cepas de interesse permitira realizar analises comparativas com
isolados nacionais e internacionais, favorecendo o rastreamento de linhagens e a compreensao da variabilidade
genética desses microrganismos.

Com base nesses achados, serd possivel subsidiar estratégias de controle sanitario, fortalecer a vigilancia
epidemiologica e orientar politicas publicas voltadas a seguranga alimentar. A pesquisa também ampliard o
conhecimento no contexto da Satde Unica, ao integrar aspectos da satde animal, humana e ambiental.

Concluséo

Consideracdes finais
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O projeto visa entregar a padronizacdo de um protocolo reprodutivel para isolamento e identificacdo de
Escherichia coli STEC (0157 e big six), um conjunto de dados gendmicos de referéncia para STEC em carne
bovina no Mato Grosso e andlises direcionadas de fatores de viruléncia, biofilme e resisténcia
(térmica/sanitizante/antimicrobiana), o que devera reduzir a variabilidade analitica entre laboratérios, facilitar a
incorporacdo do método em rotinas de vigilancia e controle e fortalecer a resposta sanitaria regional.

Agéncia de Fomento
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