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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR
DE Escherichia coli EM AMOSTRAS DE ALFACES E DE SUAS AGUAS DE
IRRIGACAO

Autor: Patricia Augusto de Oliveira Thiney
Orientador: Dr. Fumio Yokoya

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar as condi¢des higiénico-
sanitarias de alfaces e de suas aguas de irrigacao, isolar e identificar os perfis
bioquimicos de Escherichia coli, bem como averiguar a ocorréncia de E. coli
portadoras de genes que codificam a produgdo de verotoxinas.

Foram coletadas 27 amostras de aguas brutas de irrigagdo e 34 amostras
de alfaces em 9 hortas na regido de Campinas. Em 2 hortas (horta 1 e 2),
realizou-se a determinagdo e isolamento de coliformes totais, coliformes fecais
e E. coli através de placas de Petrifilm EC e da técnica dos tubos multiplos
(NMP). Foram isoladas 32 col6nias tipicas de E. coli em placas de Petrifilm
EC e 210 através da técnica do NMP.

Na horta 1, a média do numero de coliformes totais em 10 amostras de
agua de irrigagdo obtidas pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP) foi de
171 bactérias/mL, niamero 17 vezes maior do que o recomendado pelas
normas da CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n° 20 de 10 de
junho de 1986 para agua de irrigacdo de hortaligas consumidas cruas. Em
nove amostras os valores observados para coliformes fecais variaram de 4-49
bactérias/mL, valores superiores ao recomendado. Os valores observados para
a determinacdo presuntiva de E. coli variaram de 4-23 bactérias/mL com
excecdo de 3 amostras que apresentaram numeros menores ou iguais a 2
bactérias/ml.

Na horta 2, as médias do namero de coliformes totais e fecais em 10
amostras de agua de irrigagdo obtidas pela técnmica do NMP foram de
respectivamente 25 e 2,6 bactérias/mL; valores estes superiores aos
recomendados. Os valores observados para a determinagdo presuntiva de E.
coli variaram de 0,2-2 3 bactérias/mL.
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Apesar das médias do nimero de coliformes totais verificadas em 10
amostras de alface nas hortas 1 e 2 serem de respectivamente 6,0x10° e
3,3x10° bactérias/mL aproximadamente, ¢ de os niameros observados para a
determinagdo de coliformes fecais variarem de <2-79 (com exceg¢do de uma
amostra da horta 2), a maioria dessas amostras apresentou valores de E. coli
satisfatorios pelos padrdes da PHLS (Public Health Laboratory Service) para
alfaces no ponto de venda, ou seja, menores do que 20 bactérias/mL.

Coldnias vermelhas (B - glicuronidase-negativas) provenientes das
placas de Petrifilm EC foram testadas quanto a capacidade de fermentagao do
sorbitol em meio Sorbitol Maconkey Agar (SMAC) para isolamento de
eventuais cepas de E. coli O157:H7. Nenhuma das col6nias vermelhas,
sorbitol-negativas, apresentaram colOnias tipicas de E. coli em meio Agar
Eosina Azul de Metileno.

Foi realizada a caracterizagdo bioquimica de 136 isolados, Gram-
negativos, lactose-positivos, provenientes das hortas 1 e 2 atraves da galeria
bioquimica api 20E. Desses 136 isolados, 9 apresentaram perfil bioquimico
inaceitavel para E. coli. Nos outros 127 isolados, verificou-se um total de 15
perfis bioquimicos diferentes com predominancia de ocorréncia de um mesmo
perfil bioquimico tanto para isolados de amostras de agua de irrigagdo como
para isolados de amostras de alfaces. Duas culturas isoladas, sorbitol-
negativas na galeria bioquimica api 20E, foram testadas contra o antissoro
O157. Ambas nio apresentaram aglutina¢do positiva com 0 mesmo.

Nas hortas 3, 4, 5, 6, 7, 8, ¢ 9, obteve-se o isolamento de 61 cepas de E.
coli através da incubagdo em meio EC por 24 horas a 42°C. Esses isolados
foram submetidos a coloragdo de Gram, fermentagdo da lactose e crescimento
em meio TSI e LIM para a confirmagdo de E. coli. Posteriormente, foram
testados em meios de cultura seletivos para E. coli O157:H7 (O157:H7-ID e
SMAC). Nenhum dos isolados apresentou coldnias tipicas deste patégeno nos
meios de cultura utilizados.

Foram submetidos a técnica de reagdo em cadeia por polimerase os 181
isolados confirmados como E. coli através da galeria api 20E (127 isolados)
ou dos testes TSI/LIM (54 isolados). Com os primers utilizados nenhum
isolado apresentou genes que codificam a produgéo de verotoxinas.
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Isolation and characterization biochemical and molecular of
Escherichia coli on lettuce and their water of irrigation

Author: Patricia Augusto de Oliveira Thiney
Adviser: Dr. Fumio Yokoya

SUMMARY

This research had the aim to verify the higienic sanitary conditions of
lettuces and their irrigation’s water, to isolate and identify the Escherichia coli
biochimical profiles, as well to verify the occurance of E. coli that carrie genes
for the production of verotoxins.

Twenty-seven samples of no treated irrigation’s water and thirty-four
samples of lettuce where collected in nine green fields in Campinas’s regions.

In the green field 1, the average of the number of total coliforms in 10
irrigation water’s sample obtained by the MPN technique were of 171
bacteria/mL, number 17 times bigger than the recommended by the standard
of CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) in the case of
irrigation’s water for vegetables eating raw. In 9 samples the values observed
for fecal coliforms varied from 4-49 bacteria/mL, values superior than the
recommended. The values observed for E. coli determination varied from 4-23
bacteria/mL with the exception of 3 samples that showed values minor or
equal to 2 bacteria/mL.

In the green field 2, the average of the number of total and fecal
coliforms in 10 irrigation’s water samples obtained by the MPN technique
were rtespectively 25 and 2.6 bacteria/mL; values superior than the
recommended. The values observed for the determination of E. coli varied
from 0.2-2.3 bacteria/mL.

In spite of the number of total coliforms verified in 10 samples of
lettuce in the green field 1 and 2 were respectively 6.0x10° and 3.3x10°
bacteriaymL, and that the numbers observed in the fecal coliforms
determination varied from <2-79 (with the exception of 1 sample in the green
field 2), the majority of these samples showed values of E. coli satisfatory by
the PHLS (Public Health Laboratory Service) standards for fresh vegetables in
the point of sale (<20 bacteria/mL).
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Red colonies (B-glucuronidase-negatives) from Petrifilm EC were
tested for the capacity to ferment sorbitol in Sorbitol MaConkey Agar
(SMAC) in order to isolate eventual E. coli O157:H7 strains. None of the red
colonies, sorbitol-negatives, showed FE. coli typical colonies in Eosin
Methylene Blue Agar.

It was carmied out the biochemical characterization of 136 isolates,
Gram-negatives, lactose-positives, from the green fields 1 and 2 by the
biochemical gallery api 20E. From these 136 isolates, 9 showed a biochemical
profile inaceptable for E. coli. In the others 127 isolates, it was verified a total
of 15 differents profiles, with the predominance of a single profile as for
irrigation’s water as for lettuce isolates. Two isolates sorbitol-negative in api
20E gallery were tested against O157 antibody. Both didn’t react positive with
these antibody.

From the green fields 3, 4, 5, 6, 7, 8, e 9, it was obtained the isolation of
61 E. coli strains by the incubation in EC medium for 24 hr. at 42°C. These
isolates where submitted to Gram stain, lactose fermentation, and growth in
TSI/LIM media for the confirmation of E. coli. Later, they were tested in
selective media for E. coli O157:H7 (0O157:H7-ID and SMAC). None of the
isolates showed colonies typical for this pathogen in the media used.

A total of 181 isolates confirmed as E. coli by api 20E (127 1solates) or
by TSI/LIM (54 isolates), were submitted to the polymerase chain reaction.
With the primers utilized none isolate showed genes for the codification of the
verotoxin’s production.



1. INTRODUCAO

Produtores e consumidores geralmente consideram frutas frescas e
saladas de vegetais, alimentos seguros para serem consumidos. Por esse
motivo, despreocupam-se com algumas precaucdes que normalmente sdo
tomadas para outros produtos. Os alimentos associados a surtos de intoxicagao
alimentar geralmente sdo carnes de boi, frango, frutos-do-mar e laticinios.
Porém, uma revisao dos casos de toxinfecgdes ocorridas no periodo de 1973 a
1987 realizada pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) dos
EUA, indicou que frutas e vegetais representam um risco de fonte de
contaminagdo similar ao de outros produtos. Por exemplo; camme bovina, suina,
aves e frutos do mar foram responsaveis por respectivamente 9%, 7%, 3% e
6% das doengas alimentares, e as frutas e vegetals (ndo necessariamente
frescos) foram atribuidos 5% dos casos. No periodo de 1988-1991 foram
relatados mais do que o dobro de surtos associados a estes mesmos produtos
no periodo de 1973-1987 (BEAN & GRIFFIN, 1990).

Produtos de origem vegetal apresentam alto potencial para crescimento
de microrganismos patogénicos devido as condigdes de cultivo, colheita,
armazenamento e distribuicdo dos mesmos. MADDEN (1992), apontou como
fonte de contaminagao microbiana e condigdes de risco no consumo de frutas e
vegetais, a contaminac¢do da agua de irrigagdo; 0 manuseio; a contaminacédo de
caixas; os adubos organicos; os animais domésticos ou selvagens presentes nas
proximidades de hortas e pomares; a lavagem pos-colheita; o cozimento e/ou
temperatura apos cozimento inadequados; o armazenamento improprio; as
novas tecnologias de empacotamento; falhas no processo de empacotamento ¢
a contaminag¢do cruzada com outros alimentos.

Alguns pesquisadores apontam as condigdes sanitdrias de vegetais
frescos, disponiveis em restaurantes ou vendidos prontos para consumo, como
motivo de preocupagdo (BARNARD et al., 1982; MADDEN, 1992; ABDUL-
RAOQUF et al., 1993; ALBRECHT et al., 1995; BEUCHAT, 1995; FAIN, 1996
e TAUXE et al., 1997). ALBRECHT et al, (1995), apresentam como fonte
potencial para contaminagdo microbiana de saladas, o manuseio no preparo € a
exposi¢do do alimento por longo periodo de tempo a temperaturas inadequadas.



Além do mais, esses alimentos sdo ingeridos crus, sem nenhum tratamento
térmico prévio que possa eliminar os contaminantes.

A variedade de microrganismos patogénicos e veiculos alimenticios
relatados em anos recentes, sugere que sdo necessarias novas estratégias de
prevengdo as doengas alimentares. Contudo, a identificagdo e controle de
riscos das etapas desde o plantio até a ingestdo dos vegetais, diminuem os
riscos de ocorréncia de doengas dentre consumidores de produtos frescos
(TAUXE et al., 1997).

A caracteriza¢do de microrganismos patogénicos relacionados a doengas
transmitidas por consumo de produtos frescos € de grande importéancia a fim de
se minimizar os riscos de contaminag¢do alimentar.
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2. OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo:

- Verificar as condigdes higiénico-sanitarias de alfaces e suas aguas de
1rrigacao,

- Isolar ¢ identificar os perfis bioquimicos de Escherichia coli,

- Averiguar a nivel molecular a ocorréncia de E. coli portadoras de genes
que codificam a produgéo de verotoxinas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Introducao

Nos tltimos vinte anos foi observado nos EUA e em outros paises do
mundo um aumento no consumo de frutas e vegetais frescos devido, muitas
vezes, a uma maior importa¢do. Paralelamente, cresceram os surtos de doengas
associadas a ingestdo de produtos frescos, o que levou a uma maior
preocupagdo, ja que estes alimentos poderiam ser a causa de gastroenterites
humanas (TAUXE et al., 1997 e BEUCHAT, 1995).

Algumas vezes os surtos de doengas alimentares aumentam durante o
verdo. Tais surtos, nem sempre sdo bem compreendidos, mas € provavel que
estejam relacionados a frutas frescas e vegetais, ja que seus consumos
aumentam nesta época (BEUCHAT, 1995).

Os microrganismos patogénicos capazes de promover doengas
alimentares por consumo de saladas frescas sdo bactérias, virus € parasitas.
Contudo, as bactérias sdo a maior preocupagdo em termos de doengas graves €
nimero de pessoas com risco de infec¢do a nivel mundial (BEUCHAT, 1995);
além disso, o freqiiente isolamento de bactérias do solo evidenciam que este
seja a principal fonte de patogenos de frutas e vegetais (MADDEN, 1992).
Trés géneros destes microrganismos, Listeria, Yersinia e Aeromonas, sio
psicrotroficos e portanto capazes de crescer em temperaturas de refrigeragdo
(FAIN, 1996).

Existem muitos pontos na cadeia de produgao de alimentos frescos que
sao fonte potencial de contaminagdo microbiana. A contaminag¢do pré-colheita
pode ser resultado do uso de 4gua contaminada na irrigagdo, emprego de
adubos orgénicos, ou fezes humanas ou de animais. J4 a contaminagdo pos-
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colheita ocorre como resultado de uso de agua de lavagem ndo potavel,
manuseio improprio, presenga de animais ou outra fonte de patégenos no meio,
emprego de caminhdes ou caixas contaminados e contamina¢do cruzada com
outros produtos (TAUXE et al., 1997).

Durante e ap6s a finalizagdo do processo de produ¢do do alimento,
higiene basica, controle de temperatura de armazenamento e condigdes de
transporte sdo importantes; além disso, a qualidade da 4gua usada na produgao
e no processo, também deve ser observada, devido ao potencial de
amplificagdo que pode ocorrer caso a agua de lavagem esteja contaminada
(TAUXE et al., 1997). FAIN (1996), citou que os fatores que intensificam os
riscos de contaminagdo alimentar causados por salada sdo o alto contetudo de
umidade nas saladas frescas, a auséncia de tratamento térmico e a exposi¢do a
temperaturas inadequadas.

Os valores médios de contetido de agua (88%), carboidratos (8,6%),
proteinas (1,9%), gorduras (0,3%) e cinzas (0,84%) encontrados nos vegetais
revelam que do ponto de vista de contetido nutricional, os vegetais sdo capazes
de permitir o crescimento de fungos, leveduras e bactérias. O alto conteudo de
agua favorece o crescimento de bactérias e o baixo conteudo de carboidratos e
gorduras sugere que muita desta agua encontra-se em forma disponivel para o
crescimento microbiano. Os limites de variagdo do pH de muitos vegetais
encontram-se dentro de uma faixa que permite o crescimento de muitas
bactérias. O alto potencial de oxi-redugdo dos vegetais sugere que os tipos
aerdbios e anaerdbios facultativos apresentam vantagens para crescimento
(JAY, 1996).

TAUXE et al. (1997) citaram quatro fatores como determinantes na
sobrevivéncia, crescimento ¢ inativagdo de microrganismos em produtos
frescos. Sio eles: as caracteristicas do microrganismo, o estado fisiolégico do
tecido vegetal e sua resisténcia aos processos metabélicos microbiologicos, as
caracteristicas do meio ambiente ao redor do tecido vegetal (p. ex.: pH,
atividade de 4gua, composi¢do atmosférica), e o efeito do processo de
producio na populagdo microbiana ou no metabolismo da planta.

Organismos indicadores sdo utilizados para se verificar a pureza da agua.
Os niveis de Escherichia coli sdo freqiientemente usados para monitorar as



condigdes sanitarias sob as quais os alimentos sdo processados (ODUMERU et
al., 1997). Esses sdo microrganismos associados com o trato intestinal, cuja
presen¢a na agua indica que a mesma recebeu contaminagdo de origem
intestinal. O indicador mais largamente utilizado sdo os microrganismos do
grupo  dos coliformes fecais que compreendem uma variedade de
microrganismos; na maioria de origem intestinal. Na pratica, 0s microrganismos
deste grupo sdo quase sempre membros do grupo das bactérias entéricas. Os
coliformes fecais podem ser usados como indicadores porque eles sdo
habitantes comuns do trato intestinal de humanos e animais de sangue quente,
onde geralmente estdo presentes em grande quantidade (BROCK et al., 1994).

3.2.1. Coliformes totais

Este grupo inclui as bactérias na forma de bastonetes Gram negativos,
nio esporogénicos, aerobios ou anaerobios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com producdo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C. Em geral, o grupo dos
coliformes é presentado por 4 géneros da familia Enterobacteriaceae:
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella. Ocasionalmente linhagens
de Arizona hinshawii e Hafnia alvei fermentam lactose, mas geralmente nao
dentro de 48 horas e algumas linhagens de Pantoea agglomerans s@o lactose
positivas dentro de 48 + 3 horas (JAY, 1996). A presenga de coliformes totais
em alimentos processados ¢ considerada uma indicag@o util de contaminagdo
pds-sanitizagdo ou pos-processo, evidenciando praticas de higiene e sanitizagao
aquém dos padrdes requeridos para o processamento de alimentos (SILVA et
al., 1997).

A defini¢do é a mesma da de coliformes totais, porém, restringindo-se
aos membros capazes de fermentar a lactose com produgdo de gas, em 24 + 2
hrs. a 44,5-45,5°C. Este grupo inclui pelo menos trés géneros, Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella, dos quais dois (Enterobacter e Klebsiella) incluem
linhagens de origem nao fecal (SILVA et al., 1997).



Dentre as bactérias de habitat reconhecidamente fecal, dentro do grupo
dos coliformes fecais, a £. coli é a mais conhecida e a mais facilmente
diferenciada dos membros ndo fecais. SCHARDINGER (1892 citado por JAY,
1996) foi o primeiro a sugerir 0 uso deste microrganismo como indicador da
poluigdo fecal. Segundo SILVA et al. (1997), a E. coli ¢ o melhor indicador de
contaminagéo fecal conhecido até o momento.

Os microrganismos do grupo dos coliformes crescem em uma ampla
faixa de temperatura, ja tendo sido observado crescimento em temperaturas
extremas de -2°C a 50°C. Em alimentos, o crescimento costuma ser muito lento
a 5°C, embora muitos autores tenham verificado crescimento entre 3-6°C. A
faixa de pH que permite o crescimento deste grupo de microrganismos € de
4.4-9.0. E. coli pode crescer em um meio minimo contendo somente uma fonte
orgénica de carbono, como glicose ¢ uma fonte de nitrogénio como (NH,),SO4
e outros minerais, sendo também capaz de crescer na presenga de sais biliares
que inibem o crescimento de bactérias Gram positivas; caracteristica esta
utilizada na composi¢do de meios seletivos. Os coliformes crescem bem em
4dgar nutriente e produzem coldnias visiveis dentro de 12-16 horas a 3TC
(JAY,1996).

3.3. A espécie Escherichia coli
3.3.1. O organismo e suas caracteristicas

Escherichia é o género tipo da familia das Enterobacteriaceae e E. coli €
a espécie tipo do género (ADAMS & MOSS, 1995). O género Escherichia
compreende as espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii e E.
vulneris (HOLT et al., 1994); porém, a unica espécie de importancia pratica € a
E. coli (TRABULSI, 1991).

As E. coli sio pequenos bacilos, Gram negativos, ndo esporulados,
freqiientemente moveis, aerobios ou anaerobios facultativos, catalase positivos
e oxidase negativos, que fermentam os agucares com produgdo de gas e
apresentam crescimento mesofilico de 7-10°C a 50°C com temperatura otima
de crescimento ao redor de 37°C, embora ja tenha sido relatado o crescimento
de E. coli enterotoxigénica a 4°C. Além disso, as E. coli ndo apresentam alta



resisténcia térmica, com um valor D a 60°C na ordem de 0,1 minuto ¢ podem
sobreviver refrigeradas ou congeladas por longos periodos de tempo. Um pH
proximo do neutro é considerado otimo para crescimento, mas sob condig¢oes
favoraveis podera haver crescimento mesmo em pH 4,4. A atividade de agua
(Aa) minima para crescimento ¢ de 0,95 (ADAMS & MOSS, 1995). A Tabela
1 apresenta as caracteristicas bioquimicas verificadas na maioria das E. coli.

Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas da maioria das £. coli.

Caracteristicas Reagdes

Utilizacdo do citrato =

Hidrolise de gelatina -

Produgao de H,S i

Producgdo de urease -

Reacdo de Voges-Proskauer =

Oxidase

Fermenta¢@ao do manitol

Fermentagdo da lactose

+ 1+ |+

Fermentacio da glicose com produgio de
gas

Fermentag¢do do sorbitol

Produgao de indol

Produgdo de lisina descarboxilase

Reacdo de vermelho de metila

Motilidade

+ 4+ |+ ]+

Fonte: Adaptado de KELLY et al. (1985)

3.3.2. Patogenicidade e sorologia

Linhagens de E. coli ndo patogénicas constituem parte da microbiota de
anaerobios facultativos normalmente encontrados no trato intestinal de
humanos e animais de sangue quente (DOYLE et al., 1997). Contudo, algumas
E. coli podem ser patogénicas quando encontram oportumidade; assim, essa
bactéria é considerada um patdgeno oportunista. Como patogeno, a £E. coli



pode causar diarréia, infecgdo no trato urinario, septicemia, apendicite e
meningite neonatal tanto no homem como em animais (MOLENDA, 1994).

Esta espécie, compreende grande nimero de grupos e tipos soroldgicos,
identificados por meio de antissoros preparados contra as 3 variedades de
antigenos de superficie que ocorrem na espécie: antigenos O (somatico), H
(flagelar) e K (capsular, onde K vem da palavra alemd kapsel que significa
capsula). Nem todas as amostras de E. coli apresentam os 3 tipos de antigenos
ao mesmo tempo. Por exemplo, uma variavel das amostras € rugosa e portanto
ndo tem o antigeno O, muitas ndo possuem o antigeno K e outras sdo imoveis,
isto é, ndo possuem flagelos; por exemplo, O111:H-, onde o sinal - indica
auséncia de flagelos (TRABULS]I, 1991).

Dentre uma minoria de linhagens de E. coli que s@o patogénicas para o
homem, pode-se subdividi- las em 6 grupos, baseando-se nas propriedades de
viruléncia, mecanismos da patogenicidade, sintomas da doenga, diferengas
epidemiologicas, seu efeito em certas células de cultura e diferengas
sorologicas, sdo estes: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica
(EPEC), enteroagregativa (EAggEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC) (PADHYE & DOYLE, 1992; JAY, 1996) e de
aderéncia difusa (DAEC) (DOYLE et al., 1997).

Frutas e vegetais podem ser contaminados com um ou mais desses
grupos enquanto no campo ou durante o manuseamento pos-colheita
(BEUCHAT, 1999).

3.3.2.1. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

As ETEC sdo o agente causal da diarréia aquosa, semelhante a cdlera, na
qual ocorre aderéncia das bactérias as células epiteliais do intestino delgado,
produzindo uma ou mais enterotoxinas termoldbeis ou termoestaveis. As
primeiras sdo conhecidas pelas siglas LT I e LT II e as segundas, pelas siglas
Sta e Stb. As amostras isoladas de seres humanos raramente produzem as
enterotoxinas LT II e nunca a STb. Além de produzir as enterotoxinas LT I e
Sta, as ETEC apresentam fimbrias, cuja fungdo € fixd-las @ mucosa do intestino

T AR DY
N nn g



10

delgado. Estas fimbrias, também conhecidas como fatores de colonizagdo, sao
proteinas imunogénicas (TRABULSI, 1991).

Nos paises em desenvolvimento, as ETEC estdo associadas a diarréia
conhecida como “diarréia dos viajantes” (PADHYE & DOYLE, 1992;
SHUTHERLAND et al., 1995 citado por SILVA et al., 1997). Muitos estudos
foram realizados em grupos de americanos que viajaram ao Meéxico. Tais
estudos mostraram que a taxa de infecgdo por estes microrganismos ¢
freqiientemente alta, maior do que 50% e que Os primeiros veiculos s@o os
alimentos crus, tais como salada de alface e a agua (BROCK et al., 1994).

Um estudo de casos de “diarréia dos viajantes™ na cidade do México,
revelou as ETEC como fonte de contaminagio em 45% dos casos. A doenga foi
associada ao consumo de saladas contendo vegetais crus (MERSON et
al.,1976).

Em 1993, em Rhode Island, EUA, 47 passageiros de uma companhia
aérea contaminaram-se apos o consumo de salada verde composta por 3
diferentes tipos de alface e cenoura ralada. O agente causador da doenga foi
determinado como sendo ETEC. Neste mesmo ano, 78 hospedes em New
Hampshire, adoentaram-se apos a ingestdo de salada composta por cebola,
cenoura, pimenta, brocoli, fungo e tomate (ABDUL-RAOUF et al.,1993;
FAIN, 1996 ¢ TAUXE et a/.,1997). Em ambos os casos, isolou-se ETEC
sorotipo O6: ndo moével (NM), que produz tanto toxinas estaveis como
instaveis ao calor. O perfil do plasmideo dessas linhagens era indestinguivel
entre eles, mas diferia daquele de outras linhagens também ETEC O6: NM,
sugerindo que os dois surtos estariam ligados. Este caso, ilustra bem a
importancia da subtipificagdo molecular em investigagdo epidemioldgica
(TAUXE et al., 1997).

Os principais sorogrupos O associados & patogenicidade nesta categoria
sd0 os seguintes: 6, 8, 15, 20, 25,63, 78,115,128 ¢ 148 (TRABULSI, 1991).

3.3.2.2. E.coli enteropatogénica (EPEC)
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As EPEC sdo o agente causal da diarréia infantil e de recém-nascidos.
Muitos adultos sdo portadores e raramente expressam sintomas da doenga, logo
acredita-se que a imunidade seja adquirida com o passar do tempo (PADHYE
& DOYLE, 1992).

JAY (1996) citou que embora causem diarréia, estas linhagens
geralmente ndo produzem enterotoxinas. Porém, CLEARY et al. (1985) citado
por PADHYE & DOYLE (1992), verificaram que algumas linhagens de EPEC
produzem toxinas, particularmente verotoxinas, diferentes de enterotoxinas de
ETEC.

Os principais sorogrupos associados a patogenicidade nesta categoria
incluem 055, 086, O111ab, 0119, O125ac, 0126, 0127, O128ab, 0142 ¢
0158 (DOYLE et al., 1997, TRABULS], 1991).

Viarios estudos demonstraram que em cada sorogrupo O, somente
determinados biosorotipos sdo regularmente associados a diarréia. No Brasil,
os mais comuns sio O111:H-, O111:H2 e O119:H6 (TRABULSI, 1991).

3.3.2.3. E. coli enteroagregativa (EAggEC)

Este grupo, também designado por enteroaderente, relaciona-se as EPEC
porém, as fimbrias de aderéncia sdo unmicas deste grupo. A caracteristica
clinica que distingue as EAggEC ¢ a persisténcia de diarréia por mais de 14
dias, especialmente em criangas (COHEN et al., 1993 citado por JAY, 1996).
Essas linhagens s3o produtoras de toxina termoestavel € 0 mecanismo pelo qual
causam diarréia aquosa ndo esta elucidado. Ainda permanece incerto se
membros deste grupo sdo patogenos alimentares (JAY, 1996).

3.3.2.4. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Provoca diarréia através da invasdo das células epiteliais do intestino
grosso, causando necrose no tecido epitelial do colon e diarréia sanguinolenta.
Os sintomas sdo semelhantes ao da shigelose e a caracteristica de invasividade,
tanto da EIEC como da Shigella, esta relacionada a presenga de um grande
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plasmideo de 140 Mda (DuPont et al., 1971 citado por PADHYE & DOYLE,
1992).

Os sorogrupos desta categoria mais associados a doenga sdo: O28ac,
029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 e O167. Dentre esses, 0
sorogrupo 0124 €é o mais freqiiente (DOYLE et al., 1997).

3.3.2.5. E. coli de aderéncia difusa (DAEC)

Esse grupo de bactérias tem sido associado com diarréia em criangas no
México. Podem produzir diarréia branda sem sangue ou leucdcitos fecais e sao
identificadas por um padrio de aderéncia difusa em células Hep-2 (linhagem de
células epiteliais de ratos) ou HeLa (células de mamiferos usadas para verificar
tipo de aderéncia).

As DAEC geralmente ndo produzem toxinas ou possuem plasmideos que
codificam fatores de aderéncia (DOYLE et al., 1997).

3.3.2.6. E. coli enterohemorragica (EHEC)

Desde que em 1982 a E. coli O157:H7 foi pela primeira vez
reconhecida como um patogeno em alimentos (RILEY et al, 1983), muitos
surtos ocorreram relacionados a este microrganismo, ou a sorogrupos de E. coli
incluindo O26:H11, 0103, 0104, O111, O113:H21, O153, 0163 ¢ O157:H-
sorbitol positivo, que por estarem associadas a casos de diarréia sanguinolenta,
também fordo identificadas como EHEC (NAGANO et al., 1998). Embora a
maioria desses surtos tenham sido associados ao consumo de carne bovina,
alguns foram associados ao consumo de frutas e vegetais. Aguas rurais, tanto
para beber como para recreago, estio cada vez mais sendo reconhecidas como
veiculos importantes de transmissdo de EHEC O157 (GRIFFIN et al., 2000).

A bactéria E. coli O157:H7 tem sido citada por muitos autores como
agente causador de surtos de gastroenterites decorrentes da ingestdo de
produtos frescos, sendo por isso, reconhecida como um microrganismo
patogénico emergente (DEL ROSARIO & BEUCHAUT, 1995; STEELE et al.,
1982: ACKERS et al.,1996 ¢ MERMIN et al., 1996 citado por TAUXE e/ al.,
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1997). E sabido que esses surtos ocorreram provavelmente devido a
contaminag¢ido cruzada com EHEC proveniente de outros produtos, tal como
carne bovina.

Ruminantes, particularmente os bezerros, sdo o principal reservatorio
animal de F. coli O157:H7. Possiveis fontes de contaminagdo sdo: a rag@o
amimal, agua, animais contaminados no rebanho, humanos ou animais selvagens
infectados ou equipamentos do abatedouro contaminados com fezes.
Predominantemente, as E. coli O157:H7 sdo isoladas de animais jovens, com a
maior taxa de isolamento sendo encontrada em bezerros recém desmamados
(ZHAO et al., 1995). Porém, em animais, este microrganismo nio causa
diarréia ou alguma doenga aparente (CRAY & MOON et al., 1995).

A excre¢do em gados € maior durante o verdo e inicio do outono,
coincidindo com o pico sazonal das infecgdes em humanos. Segundo WANG et
al. (1996), a E. coli O157:H7 pode sobreviver por muitas semanas em fezes
bovinas € no adubo.

Linhagens de E. coli O157:H7 bem como de EHEC ndo0-O157 tém sido
isoladas de fezes de ovelhas, cabras, cavalos, cervos e gaivotas. A excrecdo de
linhagens ndo-0157 é particularmente mais freqiiente em ovelhas e cabras, mas
foi também encontrada em menor freqii€éncia em suinos, gatos e cachorros.
Contudo, a maioria das linhagens de EHEC nao-O157 isoladas destes animais
ndo possuem o gene eae requerido para a expressdo da patogenicidade desta
bactéria em humanos. Embora essas linhagens devam ser menos virulentas,
linhagens de EHEC eage-negativas foram identificadas na Alemanha em 34,5%
de pacientes com enterites € em 4,3% de pacientes acometidos de HUS
(Sindrome Urémica Hemolitica) (BOCKEMUHT et al, 1997 citado por
KARCH et al., 1999).

MARTINS et al. (2000), estudaram as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas associadas ao processo patogénico de 91 isolados de E. coli
obtidos de fezes normais ou diarréicas de suinos recém-nascidos (0-11 dias de
idade) coletadas em 3 estados do Brasil; Sdo Paulo, Minas Gerais ¢ Parana.
Genes para a produgdo de toxinas (LT-I, STa, SLT-I, SLT-II, SLT-IIv)
individualmente ou combinados foram encontrados na maioria (65,7%) das
linhagens isoladas de fezes diarréicas e em 42,8% das linhagens isoladas de
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fezes normais. O gene eae foi observado em 25,7% e 9.5% dos isolados de
fezes diarréicas e normais respectivamente. Esses mesmos autores, acreditam
que as linhagens de E.coli de origem suina, isoladas no Brasil, abrigam uma
grande variedade de fatores de patogenicidade e que devido as condigbes
sanitirias empregadas no trato com esses animais, este patogeno pode ser
transmitido para outros hospedeiros, como gados e frangos. MARTINS et al.
(2000), sugerem que no Brasil, os suinos, podem agir como um reservatorio de
transmissdo de linhagens de E. coli para outros animais.

As estirpes de E.coli O157:H7 sdo organismos anaerobios facultativos
mesofilos, que crescem na faixa de pH proxima a neutralidade. A maioria das
reagdes bioquimicas de E.coli O157:H7 sdo tipicas de E. coli, porém uma das
diferengas relaciona-se a fermentagdo do sorbitol (WELLS et al., 1983) e a
atividade da B-glicuronidase (DOYLE & SCHOENI, 1984). Aproximadamente
93% das E. coli, isoladas de origem humana, fermentam o sorbitol dentro de 24
horas; contudo, a E.coli 0157:H7 ndo o faz; adicionalmente, 93% das estirpes
de E. coli possuem a enzima B-glicuronidase (WELLS et al., 1983), mas a
atividade desta enzima ndo ¢ fenotipicamente expressa por E.coli O157:H7
(PADHYE & DOYLE, 1992). Outras caracteristicas importantes s3o a
descarboxilagdo dos aminoacidos lisina e ornitina (HALDANE ef al.,1986) e a
néo-fermentagdo da rafinose e do dulcitol (DOYLE & SCHOENIL, 1984).

Estudos de crescimento em Caldo Tripticase de Soja (TSB) indicaram
que as EHEC crescem rapidamente entre 30-42°C e que a 44-45°C o
crescimento ¢ muito lento (DOYLE & SCHOENI, 1984); sendo assim, a E.
coli O157:H7 provavelmente ndo seria detectada em prova para coliformes
fecais com procedimento padrdo de incubagdo a 44,5°C (RAGHUBEER &
MATCHES, 1990).

O intervalo de temperatura para multiplicagdo de E. coli O157:H7 ¢
produgdo de gas em meio EC em 48 h é de 19,3-41°C. Crescimento sem
produgio de gas foi observado a 16,4 ¢ 42,5 °C (DOYLE, 1991).

Estudos sobre a sensibilidade térmica de E. coli O157:H7 em came
bovina revelaram que o patégeno ndo apresenta resisténcia incomum ao calor,
com valores D a 57.2; 60; 62.8 e 64,3°C de 270, 45, 24 ¢ 9,6 segundos,
respectivamente (DOYLE & SCHOENI, 1984), sendo que a pasteuriza¢do do



15

leite (72°C/16,2 s) mata mais do que 10 células de E. coli O157:H7/mL
(D’AOUST et al., 1988). O aquecimento de alimentos de origem ammal a uma
temperatura interna de pelo menos 68,3°C ¢ um importante ponto critico de

controle para se assegurar a inativagdo destes microrganismos (DOYLE ef al.,
1997).

O mecanismo pelo qual as E. coli O157:H7 provocam doengas nédo foi
ainda totalmente elucidado; no entanto, varios fatores tém sido associados com
a viruléncia deste microrganismo. Um deles é a produgdo de uma ou mais
verotoxinas (VT).

As linhagens enterohemorragicas de E. coli produzem fatores citotoxicos
para células do rim (Vero) de macacos verdes africanos, que foram descritos
como verotoxinas ou Shiga-like toxinas (SLT) devido a similaridade entre VT1
e Shigatoxinas (Stx) produzidas pela bactéria Shigella dysenteriae tipo I
(WEAGANT et al., 1995, DOYLE et al., 1997).

Na E. coli O157:H7 a VT1 ¢é imunologicamente indistinguivel da Stx e
é também idéntica quanto as atividades biologicas, ou seja, citotoxicidade a
células Hel a, letalidade em camundongos e enterotoxicidade observada em
alca ligada de coelhos. Devido a estas similaridades, o termo toxina “Shiga-
like” (SLT) € utilizado para referir-se a toxina, a qual ¢ denominada Stx ou
VT1 (PADHYE & DOYLE, 1992).

Outra VT produzida por E. coli O157:H7 é antigenicamente diferente da
VTI1, ndo € neutralizada por antitoxina Shiga e recebe a denominagdo STII ou
VT2. Esta toxina ¢ uma molécula mais distinta com somente 56% de
aminoacidos homologos a toxina VT1. Apesar de suas diferengas imunologicas,
VT1 e VT2 sdo semelhantes em suas atividades biologicas, apresentando o
mesmo mecanismo de agdo (PADHYE & DOYLE, 1992). Ambas as toxinas
sdo codificadas por um bacteriéfago inserido no cromossomo da E. coli O157
(MEAD & GRIFFIN, 1998).

Muitas variantes da verotoxina VT2 foram relatadas, caracterizadas e
nomeadas VT2vha (isolada de paciente com HUS), VT2vhb (isolada de
paciente com HUS), VT2vpl (isolada de suinos) e VI2vp2 (isolada de crianga
com diarréia). Foram desenvolvidos primers especificos para a identificagdo
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dos genes VI2vpl, VI2vha e VT2vhb através da técnica do PCR. LIN ef al.
(1993), desenvolveram primers comuns para os genes V11, VI2 e suas
variantes, possibilitando a detecgao de todas essas verotoxinas com um Unico
par de primers.

A produgdo de verotoxinas por si sO ndo € suficiente para causar a
doenga. Outro fator que contribui para a viruléncia de E. coli O157 inclui um
plasmideo de 60Mda, responsavel pela aderéncia do patdgeno as células do
intestino (PADHYE & DOYLE, 1992).

Um outro plasmideo, de aproximadamente 90 Kilobases (Kb) (pO157)
esta presente na maioria dos isolados clinicos de E. coli O157:H7 e muitos
estudos foram realizados para se determinar a fungdo do pO157 (LEVINE et
al., 1987), porém, enquantos alguns estudos revelaram que este plasmideo
estaria envolvido na aderéncia da bactéria, outros ndo puderam confirmar essas
observagdes.

O sorogrupo EHEC geralmente abriga o plasmideo que carrega o gene
ehx que codifica uma hemolisina. Esta hemolisina esta associada a isolados de
E. coli produtoras de Shiga-toxina (STEC) em humanos mas seu exato papel na
patogenicidade de STEC permanece desconhecido (BOERLIN et al., 1999).

As bacténias E. coli O157:H7 parecem causar a doenga através da sua
habilidade de adesdo as membranas das células do hospedeiro (possivelmente
invadindo-as) e entdo produzindo VT1 e/ou VT2. Fatores de aderéncia, VT1 e
VT2, sdo criticos na patogenicidade da infecgdo por estes microrganismos
(DONNENBERG & KAPER, 1992).

O patogeno coloniza as células do intestino através de um mecanismo
denominado A/E (attachament/effacement). Esta lesdo € caracterizada por uma
ligagdo intima entre as bactérias e as células do intestino. A aderéncia €
mediada pela intimina, uma proteina de membrana externa de 94-KDa
codificada pelo locus eae4 (DONNENBERG & KAPER, 1992). As proteinas
de membrana externa de E. coli O157:H7 parecem servir como adesinas que
se ligam as células do hospedeiro (SHERMAN et al. 1991).



A intimina é o produto do gene eaed de E. coli O157:H7. Ela ¢
necessaria para ligagdo intima desta bactéria as células do intestino levando a
formagdo da lesdo A/E. Porém, o gene eaed sozinho ndo pode levar a lesdo
AJ/E, fatores adicionais da bactéria e outros genes também parecem participar
deste processo.

O gene eaeA esta localizado em uma regido do cromossomo (ilha de
patogenicidade) denominada LEE, Locus Enterocyte Effacement. Esta regido €
o local de inser¢do de genes que codificam fatores de viruléncia (FRANKEL ez
al., 2000).

O termo fator de viruléncia ndo é precisamente definido ja que um Umico
componente pode ndo ser suficiente para transformar uma linhagem ndo
patogénica em uma patogénica, mas somente poderia fazé-lo em combinagdo
com outros determinantes de viruléncia. KUHNERT et al. (2000), utilizaram o
termo fator de viruléncia para determinantes que tém uma contribuigdo
majoritaria para o potencial patogénico de uma determinada linhagem.

As analises de surtos alimentares relacionados a STEC principalmente as
do sorogrupo O157:H7 estabeleceram trés principais rotas de transmissdo:
alimentos ou agua contaminados, transmissdo pessoa-pessoa, € contato com
animais (KARCH et al., 1999).

Trés principais manifestagdes de doengas tém sido atribuidas a E. coli
O157:H7: colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica (HUS) e purpura
trombocitopénica trombética (PADHYE & DOYLE, 1992).

As caracteristicas da colite hemorragica s3o: o aparecimento subito de
dores abdominais, seguidas por diarréia aquosa que persiste por 24 horas e
posteriormente se torna sanguinolenta. Pode ocorrer vomito, porém febre €
rara. O periodo de incubagdo varia de 3 a 9 dias (PADHYE & DOYLE, 1992).
A colite hemorragica, em 10% dos casos, principalmente em criangas, resulta
no quadro conhecido como HUS no qual os eritrocitos sdo destruidos
comprometendo o funcionamento dos rins (MENG et al., 1994). A média de
ocorréncia de morte nesta doenga € de 2-7% dos pacientes
(FEATHERSTONE, 1997).



Purpura trombocitopénica trombdtica ¢ similar a HUS, porém na
primeira ha o comprometimento do sistema nervoso central. Outras
complicagdes clinicas associadas as infecgdes causadas por E. coli O157:H7
incluem cistite hemorragica, convulsio e anemia (PADHYE & DOYLE, 1992).

Uma analise retrospectiva de alimentos associados a surtos de infecg¢do
de E. coli O157:H7, revelou que a dose infectiva deste microrganismo € baixa.
Por exemplo, entre 0,3 e 15 células de E. coli O157:H7/g foram encontradas
em lotes de came bovina congelada associados com um grande surto de
infecgdo alimentar nos EUA (GRIFIN et al., 1994 ¢ ZHAO et al., 1994 citados
por DOYLE et al., 1997). Similarmente, 0,3 a 0,4 células de E. coli O157:H7/g
foram detectadas em salames empacotados que foram associados com surtos de
infecgdo alimentar (CENTER OF DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
1995 citado por DOYLE et al., 1997) Esses dados sugerem que a dose de
infecgdo de E. coli O157:H7 é baixa, < do que 100 células. Evidéncia adicional
para uma baixa dose de infecgdo é a capacidade de transmiss3o deste
microrganismo de pessoa para pessoa.

A habilidade deste patogeno para tolerar condigdes acidas
provavelmente permite sua sobrevivéncia no meio acido do estémago (DOYLE
etal., 1997).

E. coli O157:H7 é capaz de multiplicar-se em vegetais prontos para o
consumo como alface, pepino e cenoura; em temperaturas que variam de 12-
21°C e em cubos de meldo a 25°C. A 5°C esta bactéria pode sobreviver em
cubos de meldo por 34 horas e por mais 14 dias nas amostras de alface, pepino
e cenoura (ABDUL-RAOUF e al., 1993; DEL ROSARIO & BEUCHAUT,
1995).

As bactérias mundialmente mais isoladas de pacientes com HUS sao as
E. coli produtoras de verotoxina (VTEC) do sorotipo O157:H7; porém, outros
sorogrupos foram relacionados a esta doenga (026, O55, 0103, O111, e O128)
(TARR & NEILL, 1996, BLANCO et al., 1996), mas ¢ provavel que as suas
incidéncias sejam subestimadas, pois o isolamento de VTEC ndo-O157:H7,
ainda permanece um desafio. Ao contrario da maioria dos isolados de
O157:H7, a maior parte das linhagens de VTEC ndo-O157:H7 fermentam o
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sorbitol e portanto ndo podem ser isoladas através de crescimento em meios
como sorbitol-MacConkey-agar (BONNET ez al., 1998).

Segundo BLANCO et al. (1996), apesar dos surtos de infec¢do alimentar
estarem associados a somente 7 sorotipos O?:H19, Ol111:H-, O117:H4,
O121:H19, O145:H-, O157:H7 ¢ O157:H-, as EHEC causadoras de infecgdes
em seres humanos pertencem a varios sorotipos, tendo-se detectado a produgao
de verotoxinas em linhagens pertencentes a aproximadamente 50 sorogrupos O
diferentes (Tabela 2). Estes mesmos autores citaram que as EHEC dos
sorotipos O26:H11, O103:H2, Ol11:H- e O113:H21 sdo as que adquirem
maior importancia clinica depois das do sorotipo O157:H7.

O diagnostico microbiologico de STEC ndo-0157 € complicado devido a
auséncia de propriedades bioquimicas ou de crescimento que permitam sua
distingdo de linhagens de E. coli da biota entérica normal e devido sua larga
diversidade (JOHNSON et al., 1996). Como a produgdo de Shiga toxina € a
tinica caracteristica comum a todas STEC nio0-O157, os métodos para
rastreamento ¢ isolamento dessas linhagens sd3o baseados na detecgdo desta
toxina ou de genes stx. Métodos baseados na produgdo de Shiga toxina
apresentam a vantagem de detectar tanto linhagens de STEC O157 sorbitol-
positivo como sorbitol-negativo (KARCH ef al. 1999).

Segundo JOHNSON et al. (1996), o avango de técnicas moleculares
para identificar sequéncias génicas stx ¢ de técnicas imunoldgicas para detectar
a expressdo deste gene, leva ao reconhecimento de um aumento do numero de
surtos € casos esporadicos de infecgdo humana causada por STEC ndo-O157.
Esses mesmos autores acreditam que a severidade das infecgoes causadas por
STEC e o aumento do nimero de casos constatados mundialmente tormam as
bactérias do sorogrupo O157:H7 e ndo-O157:H7 preocupantes com respeito a
saude publica.
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Tabela 2. Sorotipos de EHEC isalados de criangas e adultos com diarréia, colite hemorragica. sindrome
urémica hemolitica ou colite ulcerosa.

Diarréia e/ou colite Sindrome Hurémica Colite ulcerosa
Hemorragica®® Hemolitica (HUS) ¢ outros
02:H1,H6 H29 O1:H? Colite ulcerosa
04:H10,H- 0O2:H5.H6

05 05:H- 02:H5
06:H28 H- 06:H- 07:K7

020 08:H14 091:H14
022:H16 (09ab:H-

023:H7,H16 015:H- QOutros®
026:H11 H- O18:H?

038:H21 022:H1.H8 O1:H-

044 025:K2:H2 02:H7
045:H2 H- 026:H11.H? H- 04:H5

050 055:H6,H7 . H10,H- 035:Hl16
052:H19.H25 0O75:H5 06:H1
0535:H6,H7 H19 091:H21 H- 018:H7 H-
068:H- 0O101:H- 025:H-
073:H34 0103:H2 026:H32
075:K100:H- 0104:H2 H- 039:H4

086 0105ac:HI8 050:H7
091:H21.H- 0O111:H8 H- 082:H8
0100:H32 0113:H21 0O84:H2
O101:H9 0114 O111:H30,H34
0103:H2.H25 H- 0O115:H10 0O113:H7
0105ac:H18 0O117:H4 0114:H48
0O110:H19 0119:H6 0118:H2 H16,H30
O111:H2.H8 H21.H- O121:H19 0121:H-
0112ab:H21 0125 0125:H8 H-
0O113:H21 (0128ab:H2. H25 H- 0126:H8 H-
0O114:H4 0145:H25,H28 H- 0146:H21
0O117:K1:H7 0153:H25 0165:H
0118:H12 0157:H7 H-

0119:H6.H- 0163:H19

0121 0165:H19,H25

0125 0168:H-

0126:H11 H21 H27 OX3:H2

0127

0128ab:H2 H8,H12 H25,
H31,H-

0132:H-

0145:H-

0153:H2 H1l
0157:H7.H-

0165:H25
0166:H12 H15 H28

Fonte: BLANCO ez ai. (1996). * Subscrito aparecem 0s sorotipos mais freqiientes. ° Quase todos os pacientes
infectados por EHEC apresentaram diarréia sanguinolenta. © Isolados de amostras humanas sem determinar
se eram de individuos com diarréia. colite hemorragica ou uremia hemolitica.
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Segundo JOHNSON et al. (1996), o avango de técnicas moleculares
para identificar sequéncias génicas stx ¢ de técnicas imunoldgicas para detectar
a expressdo deste gene, leva ao reconhecimento de um aumento do numero de
surtos e casos esporadicos de infec¢do humana causada por STEC ni0-O157.
Esses mesmos autores acreditam que a severidade das infecgdes causadas por
STEC e o aumento do namero de casos constatados mundialmente tornam as
bactérias do sorogrupo O157:H7 e nd0-O157:H7 preocupantes com respeito a
saude publica.

3.4. Dados epidemiologicos

As EHEC 0157 sio a causa estimada de 73.000 doengas, 2.000
hospitalizagdes e 60 mortes nos EUA a cada ano (GRIFFIN et al., 2000).

Fm 1988 ocorreu na Bavaria, Alemanha, um surto de HUS onde foram
isoladas linhagens de VTEC do sorotipo O157:H- (n3o moével) que
fermentavam o sorbitol e exibiam atividade da B-glicuronidase. Desde entéo,
esses microrganismos tém sido identificados como causa significativa de
diarréia e HUS neste pais (GUNZER et al., 1992). Baseado nas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas e nos padroes de eletroforese em campo de gel
pulsante (PFGE) VTEC O157:H- que fermentam sorbitol (SF VIEC O157:H-)
foram identificadas como um novo clone dentro do sorogrupo O157 que
apresenta caracteristicas de patogenicidade comuns as VTEC O157:H- que
nio fermentam sorbitol (NSF VTEC O157:H-).

Dois surtos de contaminagdo alimentar associados a transmissdo de E.
coli O157:H7 através da agua foram reportados nos EUA. Um ocorreu em
Missouri em 1989 e relacionou-se a algumas paradas no sistema de distribui¢do
de 4gua e baixa dosagem de cloro. Das 243 pessoas afetadas, um tergo
apresentou diarréia sanguinolenta, 32 foram hospitalizadas, 2 desenvolveram
HUS e 4 morreram. O outro surto, com 80 casos, foi associado com 4gua de
recrea¢do em um lago de Oregon em 1991. Acredita-se que a contaminagao
pelas fezes dos nadadores e falta de troca de 4gua no lago tenham sido os
fatores contribuintes para este surto (MOE, 1997).
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Em 1991, um surto de infecgdo alimentar por EHEC, afetou 23 pessoas
que consumiram cidra de ma¢d em Massachusetts. A contaminagdo parece ter
ocorrido antes ou apds colheita, pelo contato das magas com fezes bovina ou
de veado. Desde entdo se considera possivel o crescimento de EHEC em pH
abaixo de 4,0 e sob temperatura de refrigeragio de 8°C (BESSER et al., 1993).

ABDUL-RAOUEF et al. (1993), apontaram o perigo de EHEC ser capaz
de crescer a 8°C, ja que esta temperatura esta abaixo da qual geralmente as
saladas sdo expostas por longo periodo de tempo em buffes de restaurantes ou
mesmo nos supermercados.

Este mesmo patdgeno também foi responsavel por um surto ocorrido em
Waco, Texas em 1994 envolvendo 26 casos. Neste incidente suspeitou-se de
contaminagdo cruzada dos ingredientes das saladas com carne bovina
(BARNETT et al., 1995).

Em 1995, um surto de infecgdo alimentar relacionado a alface
contaminada com EHEC, afetou pelo menos 40 pessoas em Montana. As
alfaces foram irrigadas na forma de spray, recebendo dgua na superficie € as
investigacdes no local de compra das mesmas, revelaram métodos mnadequados
de manuseio. O possivel mecanismo de contaminagao foi apontado como sendo
o método de lavagem onde alfaces picadas de diferentes origens eram imersas
em uma agua de lavagem comum (TAUXE et al., 1997).

Um grande surto alimentar ocorrido na Australia em 1995 evidenciou o
potencial patogénico e importancia na saide publica de linhagens STEC ndo-
O157:H7. Mais de 200 pessoas foram infectadas com STEC do sorotipo
O111:H. A maioria dos pacientes apresentou diarréia aquosa ou sanguinolenta,
vinte e duas criangas desenvolveram HUS e quatro adultos foram
diagnosticados com purpura trombocitopénica trombdtica. Salsichas
fermentadas semi-secas com menos de uma E. coli O111:H/10 g do produto
foram relacionadas a este surto alimentar (PATON e? al. 1996).

Em Julho de 1996, um surto afetando aproximadamente 6.000 pessoas
manifestando diarréia hemorragica e/ou sindrome hemolitica urémica, ocorreu
em Sakai, Japdo. O crescimento de broto de rabanete em condigdes
hidropénicas foi incriminado como o veiculo transmissor de E. coli O157:H7



(World Health Organization, 1996 citado por Hara-Kudo et a/., 1997; National
Adwvisory Committee on Microbiological Criteria for Foods-NACMCF, 1999).
Um outro surto ocorreu no Japdo em 1997 relacionado a este mesmo veiculo de
transmissdo. Neste surto, uma mesma cepa de E. coli O157:H7 foi isolada de
126 pacientes e¢ de brotos de rabanetes obtidos da geladeira de um dos
pacientes (GUTTERREZ, 1997 e NACMCEF, 1999).

A maioria dos surtos alimentares na América do Norte e no Reino Unido
foi associado com o consumo de hamburger e outros produtos carneos. Esses
veiculos ndo foram identificados em surtos alimentares na Europa Continental
(KARCH et al., 1999). Ao mnvés disso, as infecgdes foram relacionadas na
Republica Tcheca ao consumo de leite cru de cabra (BIELASZEWASKA et
al., 1997 citado por KARCH et al, 1999), na Franga aos queijos
(DESCHENES et al., 1996 citado por KARCH et al. 1999), na Holanda e
Finlandia a recreacdo em lagos abertos (CRANSBERG et al., 1996 citado por
KARCH et al., 1999), ¢ na Alemanha ao consumo de leite de vaca cru
(BOCKEMUHL et al., 1990 citado por KARCH et al. 1999).

Segundo PRADO (2000), as infecgdes associadas as EHEC sdo
problemas significativos de saide puiblica no cone sul da América Latina. As
infec¢des alimentares associadas as EHEC parecem ser mais freqiientes na
Argentina, Chile e Uruguai, onde a incidéncia de HUS em criangas menores do
que 5 anos de idade € de 23, trés e cinco/ 100.000/ano respectivamente. EHEC
é responsavel por aproximadamente 40% dos casos de diarréia sanguinolenta
nesses paises, superando os casos de Shigella. As estirpes isoladas com maior
freqiiéncia dentre as EHEC s3o as n30-O157 e a freqiiéncia de isolados de
O157:H7 dentre os pacientes com HUS varia de 3-30% na Argentina e de 9-
12% no Chile. Os maiores reservatorios identificados para EHEC no Chile
foram os bovinos e suinos, com taxas de colonizagdo de 29% e 69%
respectivamente.

Um estudo realizado por CERQUEIRA et al. (1997) verificou uma alta
freqiiéncia de E. coli potencialmente patogénica em produtos bovinos na cidade
do Rio de Janeiro. Esses mesmos autores consideraram que a alta freqiiéncia de
E. coli produtoras de SLT e outras E. coli causadoras de diarréia, por eles
encontradas em produtos bovinos crus, podem representar um risco potencial
para a saude publica no Brasil.
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GONZALEZ et al. (2000) avaliaram animais sadios, em 6 regides
geopoliticas do Estado do Rio de Janeiro, quanto a ocorréncia de EHEC.
Foram coletadas 539 amostras de fezes de animais, em 22 fazendas, agrupados
pela idade (bezerros e adultos) e tipo de produgdo (animais de corte e de
laticinio) que foram testadas pela técnica de reagdo em cadeia por polimerase
(PCR) para se verificar a presenga ou ndo de seqiiéncias génicas de six/, stx2 e
eae. As amostras positivas para genes que codificam a produgdo da toxina Stx
foram testadas para E. coli O157 por separagdo imunomagnética (IMS) e
também submetidas a isolamento por hibridizagdo das colénmias. Foram
verificadas a presenga de seqii€ncias génicas de stx em 259 (48%) dos animais
com a predominancia de stx/ (44%). Simultaneamente, observou-se a presenga
de eae genes em 98 (38%) das amostras fecais stx-positivas. A freqiiéncia foi
levemente maior em bezerros (52%) do que em animais adultos (48%), bem
como em animais de corte (49%) do que de laticinios (48%). Linhagens do
sorogrupo 0157 foram isoladas de 3 animais de laticinio. Foram isoladas 96
estirpes STEC, sendo 23 (24%) eae-positiva. Através deste estudo, foi
confirmada uma larga ocorréncia de STEC em bezerros no Estado do Rio de
Janeiro, a presenga de EHEC O157:H7 e de outras estirpes STEC stx/eae
potencialmente patogénicas.

Os desafios para se alcangar maior seguranga alimentar incluem a
identificagio de medidas para diminuir o transporte pelos bovinos e
subseqiiente entrada das EHEC O157 nos abastecimentos de agua e alimentos;
diminuir a transmissdo em sucos, alfaces e brotos, através da diminuigcdo da
transmissdo pela agua e melhoramento da vigilancia sanitaria para EHEC O157
(GRIFFIN et al., 2000).

3.5. Isolamento e identifica¢do

3.5.1. Métodos bioquimicos e imunolégicos

A comparagdo das caracteristicas de microrganismos isolados ¢ uma
pratica util para a distingdo entre linhagens e também na analise epidemiologica

de surtos de contaminac¢do alimentar, ajudando nas determinagdes das causas €
disseminagdo das doengas (MURASE et al., 1995).
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Um método classico para a determinagdo de E. coli numa populagdo de
coliformes s3o as provas bioquimicas de indol, vermelho de metila (VM),
Voges-Proskauer (VP) e citrato, referida como IMVIC. Neste teste sdo
consideradas como E. coli todas as culturas com as caracteristicas de indol (+)
ou (-), VM (+), VP (-) e citrato (-); sendo que resultados + + - - designam F.
coli tipo I; E. coli tipo I séo - + - - (JAY, 1996).

Alguns exemplos de métodos rapidos para a contagem de coliformes ¢ E.
coli sao o ISO-GRID HGMF (QA Life Sciences Inc.), Petrifilm Coliformes
(3M) e Colilert (IDEXX Laboratories Inc.). O-ISO-GRID HGMF e o Petrifilm
Coliformes podem ser aplicados para amostras de alimentos em geral ¢ o
Colilert somente para amostras de agua (SILVA et al., 1997).

O principio cultural do ISO-GRID HGMF ¢ a diluigdo e
homogeneizagdo das amostras, seguida da filtragdo em filtro-membrana com
grade hidrofébica (HGMF) e transferéncia da membrana para agar seletivo
diferencial. O meio de cultura contém lanilina azul, que detecta lactose-
positivos com viragem para azul. A contagem e o calculo do nimero mais
provavel por grama de amostra ¢é feita em unidades de crescimento, contam-se
os quadrados azuis na grade hidrof6ébica para a enumeragdo de coliformes
totais. Para a contagem de E. coli a membrana precisa ser transferida para um
segundo meio, contendo MUG (4-metilumbeliferil B-D-glicuronideo), para
detecgdo da atividade de glicuronidase (SILVA et al. 1997).

Mais pratico de ser utilizado do que o ISO-GRID HGMF € o método
que emprega as membranas de Petrifilm. Este método € composto por dois
filmes estéreis, reidrataveis, impregnados pelo meio de cultura vermelho violeta
bile (VRBA) com substrato cromogénico para P-glicuronidase ¢ por
substancias geleificantes soliveis em agua fria. O filme inferior é inoculado

com 1 mL das diluigdes da amostra, coberto com o filme superior e incubado.
(SILVA et al., 1997).

O Colilert ¢ muito simples e rapido, porém aprovado somente para a
agua. O principio cultural deste método consiste em uma formula¢do pré-
distribuida em frascos estéreis, que consistém de sais, fontes de carbono e
nitrogénio, indicadores e nutrientes especificos para a detecg¢do simultdnea de
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coliformes totais e E. coli. A formulagdo contém o-nitrofenil-f-D-
galactopiranosideo (ONPG), para diferenciagdo dos organismos que
apresentam as enzimas de fermentacdo da lactose (B-galactosidase) e MUG,
para diferenciagdo de E. coli, que apresenta a enzima [B-glicuronidase. As
amostras de coliformes positivas sdo detectadas visualmente por
desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura, sendo a presenga de E.
coli detectada pela observagao de fluorescéncia azul sob luz UV (SILVA et al.,
1997).

Muitos métodos foram desenvolvidos para a detecgdo e isolamento de E.
coli O157:H7 em alimentos ou analise clinica. A maioria dos procedimentos
tradicionalmente usados para detectar coliformes fecais e subseqiientemente .
coli, empregam temperatura de incubagdo entre 44-45°C. Contudo, estudos
realizados por DOYLE & SCHOENI (1984), indicaram baixo crescimento de
E. coli O157:H7 nesta faixa de temperatura.

A enzima B-glicuronidase ¢ a base para o desenvolvimento de testes
rapidos para identificagdo de E. coli (FENG & HARTMAN, 1982). Estes
testes utilizam 4-metilumbeliferil B-D-glicuronideo (MUG) como um indicador
que ¢ hidrolisado pela agdo da enzima P-glicuronidase a um produto (4-
metilumbeliferona) fluorescente sob luz ultra-violeta (RIPPEY et al., 1987).
Esta enzima € caracteristicamente produzida por E. coli (96% das linhagens,
incluindo linhagens anaerogénicas), mas ndo pelos seus acompanhantes
habituais na andlise de aguas e alimentos (Enterobacteriaceae), exceto Shigella
(44%) e Salmonella (29%) (SILVA et al., 1997). E. coli O157:H7 ¢ MUG
negativa, indicando que a atividade da enzima p-glicuronidase ndo €
fenotipicamente expressa por esses microrganismos (PADHYE & DOYLE,
1992).

Um meio seletivo diferencial que se baseia nestes principios € o meio
0O157:H7-ID. Este meio contém dois substratos cromogénicos: um para a
detecgdo de PB-D-glicuronidase e um outro para a detecgdo de PB-D-
galactosidase. A diferenciagdo entre espécies do género Escherichia é baseada
na deteccdo de atividades enzimaticas por esses substratos cromogeénicos € o
uso de carboidratos. As colonias de E. coli O157:H7 apresentam coloragdo
azul esverdeada, enquanto as colonias de E. coli ndo O157:H7 apresentam
coloragdo violeta (Manual de utilizagdo do meio O157:H7-ID, bioMérieux,
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Marcy L’ Etoile).

Aproximadamente 93% das E. coli, isoladas de origem humana,
fermentam o sorbitol dentro de 24 horas; contudo, a E. coli O157:H7 ndo o faz
(WELLS et al, 1983). Meios que contém sorbitol, tais como o sorbitol-
MacConkey agar (SMAC) sdo usados como meio diferencial para a selegdo de
E. coli O157:H7 de outras bactérias entéricas (KLEANTHOUS et al., 1988).
Contudo, mais de 5% dos isolados clinicos, incluindo Escherichia hermanii ¢
algumas linhagens de E. coli O157:H16, séo sorbitol negativos (BORCZYK et
al., 1989). Portanto, a averiguagdo de linhagens sorbitol-negativas para a
caracterizagdo de E. coli O157:H7 pode levar a resultados falsos.

A seletividade do meio SMAC foi melhorada pela suplementagdo com
cefixima e telurito de potassio para compor o meio cefixima-telurito-SMAC
(CT- SMAC), que inibe largamente a biota fisiologica (ZADIK et al. 1993).
Contudo, linhagens de STEC O157:H-, sorbitol-positivas, sdo sensiveis a alta
concentragdo de telurito e ndo crescem neste meio (KARCH e al., 1996 citado
por KARCH et al., 1999).

A partir de coldnias sorbitol-negativas, deve-se proceder a confirmagao
de E. coli O157 através de teste de aglutinagido com o antissoro especifico.
Este mesmo procedimento é usado para identificar-se linhagens sorbitol-
positivas O157:H-. Os isolados de E. coli O157 devem ser posteriormente
testados quanto a produgdo de Stx pelo teste de citotoxicidade em células Vero
(KARMALI et al., 1985) e/ou presenga de genes stx pelo procedimento do
PCR (Reagdo em Cadeia por Polimerase) (KARCH & MEYER, 1989).

Como o numero de microrganismos E. coli O157:H7 nas fezes pode ser
extremamente baixo e portanto indetectavel por plaqueamento direto em meio
SMAC ou CT-SMAC, meios seletivos de enriquecimento de amostras fecais
tém demonstrado aumentar a taxa de isolamento deste patégeno. Um
procedimento extremamente util para enriquecimento seletivo de E. coli
0157:H7 em fezes humanas € a técnica de separa¢do imunomagnética (IMS)
(WRIGHT et al., 1994). Nesta técnica as amostras fecais sdo pré-enriquecidas
por vérias horas em meio tampdo peptonado com ou sem antibiéticos e entdo
incubadas com contas magnéticas (Dynabeads; Dynal, Oslo, Noruega)
recobertas com anticorpo anti-O157. As contas que se ligam as bactérias sdo
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posteriormente separadas por forga magnética ¢ plaqueadas em meio SMAC ou
CT-SMAC (KARCH et al., 1996 citado por KARCH et al., 1999).

Kits de ELISA (ensaio imunoabsorvente por ligagdo enzimatica) sdo
comercialmente disponiveis para rastreamento rapido do antigeno O157 em
amostras fecais, sendo sua sensibilidade comparavel ao do meio SMAC
(MACKENZIE et al. 1998). Esse método tem a vantagem de detectar tanto
linhagens de E. coli O157:H7/H- sorbitol-negativas, bem como linhagens
O157:H-, sorbitol-positivas (BIELASZEWSKA et al, 1998 citado por
KARCH et al., 1999).

HALDANE et al. (1986), descreveram marcadores bioquimicos
suplementares tais como a descarboxilagdo da omnitina e lisina em conjunto
com sorbitol 0 que aumentou a especificidade da triagem para E. coli O157:H7
baseada somente na fermentagdo do sorbitol. Esses mesmos pesquisadores
sugeriram que uma triagem sorbitol-lisina-ornitina seria particularmente
importante para os pequenos laboratérios que nio realizam sorologia.

Um teste rapido de aglutinagiio em latex (E. coli 0157 latex test, Oxoid,
Ltd., Hampshire, England) é comercialmente disponivel para detecgdes
presuntivas de E. coli pertencentes ao sorogrupo O157. Porém, BORCZYK et
al. (1990), demonstraram que este teste pode estar sujeito a resultados falso-
positivos para aquelas Escherichia sorbitol-negativas, incluindo E. hermanii, E.
coli O148:NM e E. coli O117:H27.

OKREND et al. (1990), descreveram um procedimento para detec¢ao de
E. coli O157:H7 a partir de carne bovina. O procedimento utilizou uma tela
onde pela realizagao do teste de ELISA detectou-se antigenos de O157:H7.
Este método envolveu inoculagdo das amostras em caldo de enriquecimento EC
modificado, incubagdo sob agitagdo a 37°C por 6-8 horas e inoculagdo das
diluicbes em placa de contagem 3M Petrifitm™ E. coli. As placas foram
incubadas a 42°C por 18 horas e as colonias foram replaqueadas (tela negativa
E. coli O157:H7) por contato de 2 minutos entre as telas. As coldnias crescidas
foram ento testadas para a presenga do antigeno O157 através de um ensaio
imunoenzimatico empregando antissoro contra E. coli O157. As coldémas que
reagiram com antissoro E. coli 0157 foram isoladas tanto do meio de
enriquecimento como diretamente das telas de Petrifilm e repicadas em meios
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seletivos diferenciais como SMAC (agar MacConkey sorbitol) e SMAC
suplementado com BCIG (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-D-glicuronideo). Este €
um método rapido que permite identificagdo presuntiva de E. coli O157:H7
dentro de 26-28 horas. O procedimento tem sensibilidade minima de 0,6 E. coli
O157:H7 por grama de alimento, com 0% de resultados falso negativos € 2%
falso positivos. Como o procedimento emprega antissoro O157 policlonal,
deve-se fazer a confirmagdo para E. coli O157:H7 com todas as amostras
positivas por isolamento do microrganismo; o que implica em mais 3-4 dias de
trabalho.

Um método alternativo de rastreamento para isolamento tanto de
linhagens STEC 0157 como de ndo-O157 € o agar de enterohemolisina. O
método é baseado no conhecimento de que uma porgéo significante de isolados
de STEC nio-0157 bem como quase todos os isolados de STEC O157 exibem
um fendtipo enterohemolitico caracteristico em agar sangue contendo
eritrocitos de cabra lavados e ions de célcio (BEUTIN ef al., 1989). A estreita
zona de turbidez que detecta a ocorréncia da hemolisina € evidente apos 18-24
h de incubagio a 37°C. LEHMACHER et al. (1998), sugeriram suplementagdo
com antibidticos (dgar sangue vancomicina-cefixima-cefsulodina) para
aumentar a seletividade do agar de enterohemolisina.

3.5.2. Métodos moleculares

Nos estudos epidemioldgicos de contaminagdo alimentar ha necessidade
de se empregar métodos eficientes € de confianga para a caracterizagdo de
isolados de um mesmo sorovar (JAY, 1996).

Os isolados de STEC devem ser caracterizados e subtipados utilizando-
se métodos fenotipicos e genotipicos. Os métodos fenotipicos s@o definidos
pelas propriedades que sd3o expressadas pelos genes, como 0O sorotipo
(BOCKEMUHL et al., 1992), o fagotipo 0157 (KHAKHRIA et al., 1990), o
padrio de resisténcia a antibiotico (KIM ez al., 1994), o fenétipo de produgdo
de shiga toxina (HII et al., 1991), ¢ a presenga de fatores de viruléncia
putativos (fenotipo enterohemolitico € propriedades de attaching/effacing). Os
métodos genotipicos usam caracteristicas moleculares especificas do



cromossomo, DNA plasmidial ou do fago e determinagdo dos genes de
viruléncia (KARCH et al. 1999).

Durante as ultimas décadas foram realizados varios estudos sobre o
mecanismo de patogenicidade da E. coli. Os dados genéticos encontrados
indicaram que de 10 a 20% da informagao gendmica verficada nas F. coli
patogénicas ndo estd presente na E. coli K-12, uma linhagem ndo patogénica
largamente utilizada em pesquisas cientificas. Muitos dos genes adicionais
encontrados em E. coli patogénicas codificam varios fatores de viruléncia.
Métodos de diagnostico usados atualmente baseiam-se na detecgdo de toxinas
especificas e seus atributos de viruléncia ou em genes especificos que permitem
a identificagdo do tipo patogénico (KUHNERT et al., 2000).

Um procedimento bastante empregado para andlise molecular de DNA
de patogenos ¢ a Reagdo em Cadeia por Polimerase (PCR). Este método tem o
potencial de detectar espécies microbianas pela amplificagdo de seqiéncias
genéticas unicas no microrganismo (SAIKI et al., 1987). Muitas técnicas
baseadas em PCR foram desenvolvidas para identificagdo de microrganismos
patogénicos presentes em alimentos, tais como: Shigella flexneri (LAMPEL et
al, 1990 e RAFIL et al., 1995), E. coli (WERNARS et al., 1991) Vibrio
cholerae (KOCH et al., 1993), e E. coli O157 (POLLARD et al., 1990 ¢
JINNEMAN et al.,1995), dentre outros.

A técnica do PCR foi criada por Kary Mullis da Cooperagdo Cetus em
1983 ¢ é atualmente uma técnica muito utilizada em microbiologia molecular,
com aplica¢des diretas na pesquisa de genética, diagnoses médicos e ciéncia
forence (KENDREW, 1994).

PCR ¢ uma técnica de amplificagdo in vitro de seqiiéncias especificas de
DNA. Comegando com pequena quantidade de uma seqiiéncia de acidos
nucleicos de qualquer origem, o PCR gera enzimaticamente milhdes ou mesmo
bilhoes de copias exatas (KENDREW, 1994).

A técnica do PCR requer que a seqiiéncia de nucleotideos de uma
determinada porgdo do gene desejado, gene alvo, seja conhecida. Isto ¢
necessario porque pequenos primers, oligonucleotideos complementares a



seqiiéncia do gene de interesse, s30 necessarios para a realiza¢do desta técnica
(BROCK et al., 1994).

A amplificagdo do DNA ocorre através dos seguintes passos: 1) Dois
primers que flanqueiam o DNA alvo sdo produzidos em um sintetizador de
oligonucleotideos e acrescentados em excesso ao DNA desnaturado por
aquecimento; 2) Com o resfriamento da mistura, 0 excesso de primers
referentes a0 DNA alvo assegura que a maioria das seqiéncias alvo vao se
anelar ao primer e ndo uma com as outras e 3) A enzima DNA polimerase €
entiio acrescentada e estende o primer usando a seqiiéncia alvo como molde.

Ap6s um periodo apropriado de incubagdo, a mistura é aquecida
novamente para desnaturagdo do DNA molde. A mistura € entao resfriada para
permitir a hibridizagdo dos primers as regides complementares dos DNAs
recém sintetizados e todo o processo é repetido (BROCK et al., 1994).

Assim, cada ciclo envolve: 1) Aquecimento proximo a temperatura de
ebulicio para desnaturagdo do DNA molde (94°C); 2) Resfriamento para
permitir o anelamento dos primers as segiiéncias do DNA molde (34°C) e 3)
Aquecimento moderado permitindo a extensdo dos primers anelados pela agao
da enzima DNA polimerase termoestavel duplicando 0 DNA alvo (45-72°C) e
4) Desnaturagdo, por aquecimento a 95°C, dos duplexes recém formados
retornando entdo a primeira etapa do ciclo (BROCK et al., 1994).

Um ciclo tem duragdo de 3 - 5 minutos e ¢ repetido de 25 - 40 vezes.
Assim, cada ciclo dobra o niimero de moléculas de DNA alvo, ja que cada
segmento novo sintetizado servira como DNA molde no ciclo seguinte. Com
este crescimento logaritmico do produto, ao final de 20 ciclos, teoricamente,
resultaria em um milhdo de vezes de amplificagdo de um fragmento de DNA
cujo comprimento é definido pelo final 5° do primer. Na pratica contudo, a
eficiéncia da reagio de amplificagdo € inversamente proporcional ao
comprimento do segmento amplificado (KENDREW, 1994).

O descobrimento de uma DNA polimerase termoresistente (Taq
polimerase), estavel a 95°C, isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus
e a automatizagdo do procedimento para PCR, facilitaram enormemente a
introducdo deste método em diagndsticos laboratoriais € conduziram a um



aumento exponencial do numero de aplicagdes de PCR (VAN BELKUM,
1994).

A técnica do PCR é o método molecular mais amplamente utilizado para
detectar-se genes que codificam a produgdo de shiga toxina em rastreamento de
amostras clinicas da STEC ndo-O157:H7.

A presenga de genes que codificam as Stx (genes Stx) podem ser
detectadas utilizando-se dois protocolos diferentes. No primeiro, utiliza-se
um unico par de primers para amplificar a por¢do do gene que codificam as
subunidades A da Stx1, Stx2 e variantes da Stx2 (KARCH & MEYER,
1989). Esse protocolo permite a detecgdo de todos os genotipos de Stx em
uma unica rea¢do. Neste caso a discriminagdo dentre os genes Stx ¢ feita
através da subseqiiente hibridizagdo dos produtos amplificados com sondas
especificas de nucleotideos para cada gene Stx (KARCH ef al., 1999). No
segundo, utilizam-se pares de primers especificos para cada um dos genes
que codificam as Stx1, Stx2 e variantes da Stx2. Os diferentes pares de
primers podem ser utilizados individualmente ou combinados na mesma
reagdo de PCR. Neste ultimo procedimento, os produtos da ampliagdo de
diferentes genes Stx, que diferem em tamanho, sd3o posteriormente
distinguidos por eletroforese em gel de agarose (RUSSMANN ez al., 1994).

POLLARD et al. (1990), verificaram que a técnica de PCR, detecta os
genes que codificam a verotoxina com uma sensibilidade de 1 ng do total de
acidos nucléicos e apontaram esta técnica como sensitivel e especifica, passivel
de ser empregada com eficacia em testes rapidos para triagem de E. coli
produtoras de verotoxinas.

A técnica do PCR pode ser realizada com lisados brutos, extratos de
DNA de uma unica col6nia, culturas de fezes ou diretamente a partir de extrato
de fezes (KARCH et al., 1996 citado por KARCH et al., 1999).

Embora a técnica do PCR seja muito util para o rastreamento de um
grande nimero de amostras, a falta de equipamentos apropriados e de primers
comercialmente vidveis correntemente impedem a aplicagdo rotineira deste
método em laboratorios de diagnostico (KARCH ef al. 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

Foram coletadas amostras de alfaces ¢ de suas aguas brutas de irrigagao
em 9 hortas na regido de Campinas. Em 2 hortas foram coletadas 10 amostras
de agua de irmigacdo e 10 amostras de alfaces/horta; nas outras 7 hortas foram
coletadas 1 amostra de agua de irrigagdo ¢ 2 amostras de alface/horta. A
numera¢ao das hortas, suas localizagdes e€/ou nomes € os numeros de
amostragem por horta podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Numeracdo das hortas, suas localizagGes e/ou nomes € os nimeros
de amostras de aguas e alfaces por horta.

Numeragdo das | Localizagdo e/ou | N°°. de amostras | N°°. de amostras
hortas nome das hortas de aguas de alfaces
1 Trés Marias 10 10
Santa Rosa (Rua
2 Aguapé, 523) 10 10
3 Santa Genebra 1 2
4 Santa Genebra 2
Sio Pedro
3 (Monte Mor) . -
Sao Cristovao
6 (Monte Mor) 1 2
7 Santa Genebra 1 2
8 Sousas 1 2
Bardo Geraldo
9 (Guara) 1 2
Total 27 34

Neste estudo, escolheu-se o alface como amostra de vegetal devido aos
varios casos de infec¢do alimentar reportados e ao grande consumo per capita
deste alimento (LITTLE, et al. 1999).
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As amostragens na horta de nimero 1 (Trés Marias) foram realizadas
em 3 etapas (27/02/1999, 7/03/1999 e 14/03/1999) sendo que na primeira e
segunda foram amostradas 3 unidades de agua de irrigagdo ¢ 3 de alface,
enquanto na terceira etapa foram amostradas 4 unidades de 4gua de 1rrigagdo e
4 de alface.

As amostragens na horta de numero 2 (Santa Rosa) foram realizadas em
2 etapas (21/03/1999 e 1/04/1999) sendo que em cada uma delas foram
amostradas 5 unidades de agua de irrigagdo e 5 de alface.

As amostragens nas hortas de numeros 3 e 4 foram realizadas em
27/07/1999, as amostragens nas hortas de niimeros 5 e 6 foram realizadas em
28/07/1999 e as amostragens nas hortas de niimeros 7, 8 e 9 foram realizadas
respectivamente em 28/07/1999, 30/07/1999 e 1/08/1999.

As amostras de aguas e alfaces foram coletadas respectivamente em
frascos de vidros estéreis e sacos plasticos. Ambas as amostras foram
transportadas para o laboratdrio refrigeradas em caixas de isopor € as analises
iniciadas de imediato.

4.2. Enumeracio e isolamento

Nas 2 hortas em que foram coletadas 10 amostras de agua de irmigagdo e
10 de alface/horta, procedeu-se 4 enumeragdo de coliformes totais, fecais e E.
coli utilizando-se Petrifilm para contagem de E. coli e coliformes - Petrifitm
EC (3M do Brasil Ltda.) e a Técnica do Numero Mais Provavel (NMP). A
Figura 1 apresenta os testes realizados com as amostras de agua de irrigacdo €
alface das hortas 1 e 2.

Para o isolamento de E. coli a partir das alfaces, 25 g destas foram
lavadas assepticamente por agitagdo com 225mL de solugdo salina peptonada
estéril. A seguir procedeu-se com a agua de lavagem das alfaces as mesmas
analises das aguas de irriga¢do, empregando-se a técnica de Petrifilm EC e a
dos tubos multiplos.
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Figura 1. Fluxograma dos testes realizados com as amostras de agua e alface de duas hortas
na regido de Campinas, S.P.
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4.2.1. Petrifilm EC

Inoculou-se o filme inferior da placa Petriflm EC com 1mL de 3
diluigdes decimais da amostra, cobriu-se com o filme superior sendo o inoéculo
espalhado imediatamente por leve pressdo manual, com um espalhador
apropriado que acompanha o Kit; a seguir, as placas foram incubadas a 35°C +
0,5°C/24h. Apos incubagdo, as colonias vermelhas com bolhas de gas e as
azuis também com bolhas de gas presentes na placa, foram enumeradas
respectivamente como coliformes e E. coli. A quantificagdo dos coliformes
totais deu-se pela somatoria das colonias vermelhas e azuis com gés.

De cada tela de Petrifilm EC isolou-se as colonias tipicas de E. coli
(azuis com produgio de gas) que foram transferidas para Nutriente Agar (NA)
e a seguir purificadas por estrias em superficie no meio Eosina Agar Azul de
Metileno (EMB). As culturas purificadas foram submetidas a coloragdo de
Gram e caracterizagdo bioquimica e molecular.

4.2.2. Técnica do Numero Mais Provavel (NMP)

Para teste presuntivo de coliformes, foram realizadas trés diluigdes
decimais sucessivas de cada amostra, ¢ adicionou-se 1,0 mL de cada diluigdo a
séries de 5 tubos contendo 10,0 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST).
Os tubos de LST foram incubados a 35°C + 0,5°C/24h e observados quanto a
produgdo de gas. Em caso positivo (crescimento e produgdo de gas) foram
realizados testes confirmativos para coliformes fecais e teste confirmativo para
coliformes totais. Em caso negativo (crescimento e/ou produg¢do de gas) os
tubos foram reincubados até completar 48 h e repetiu-se a leitura passando
para teste confirmativo nos casos em que houve crescimento com produgao de
gas.

Para o teste confirmativo de coliformes totais, de cada tubo de caldo
LST com crescimento e produgdo de gas, transferiu-se uma al¢ada da
suspensdo para tubos contendo 9.0mL de Caldo Verde Brilhante (VB). Os
tubos foram incubados a 35 °C + 0,1°C/24-48 h anotando os tubos com
crescimento e produgdo de gas.
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Para o teste confirmativo de coliformes fecais, de cada tubo de caldo
LST, transferiu-se uma algada da suspensdo para tubos contendo 9,0 mL de
caldo E. coli (caldo EC). Os tubos foram incubados em banho-maria a 44,5 +
0,1°C/24 h e observou-se o crescimento com produgdo de gas. A incubagdo
dos tubos de EC foi sempre acompanhada de um tubo inoculado com uma
cepa padrdo de E. coli e de um outro inoculado com uma linhagem padrio de
Enterobacter aerogenes. Nas condi¢des de incubagdo apenas a cepa de E.
coli produz gas. Qualquer alteragdo na temperatura do banho-maria pode ser
evidenciada pelo comportamento das linhagens padréo.

De cada tubo com caldo EC com produgdo de gas em 24 h, foi estriada
uma al¢ada da cultura em placas com meio Eosina Agar Azul de Metileno
(EMB). As placas foram incubadas a 35°C/24 h, e observou-se se houve
crescimento de colOmias tipicas de E. coli (nucleadas com centro preto com ou
sem brilho verde metalico). A partir das placas com colénias tipicas,
transferiu-se duas colonias bem isoladas de cada placa, para tubos inclinados
de Agar Padrio para Contagem (PCA). Apds crescimento das culturas a
35°C/24 h, adicionou-se Oleo mineral estéril e estocou-se as culturas sob
refrigeragdo a 16°C.

A partir das culturas puras em PCA, realizou-se a técnica de coloragdo
de Gram e provas de caracterizagdo bioquimica e molecular.

4.2.3. Isolamento de E. coli O157:H7

As tentativas de isolamento de possiveis linhagens de £. coli O157:H7
foram realizadas através das placas de Petrifilm EC utilizadas para a contagem
de coliformes totais e E. coli e a partir de amostras de agua e alface
provenientes de 7 hortas da regido de Campinas.

Nas placas de Petrifilm as colonias de £. coli O157:H7, ndo sdo
diferenciadas das colonias de coliformes pois ambas sdo B- glicuronidase
negativas € formam colonias vermelhas. Portanto, para o isolamento de
possiveis linhagens de E. coli O157:H7, isolou-se até 10 colonias vermelhas
escolhidas aleatoriamente nas placas de Petrifilm EC que apresentaram a
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diluicdo mais apropriada, ou seja, a diluigdo onde as colonias ndo estavam
aglomeradas, sendo assim vidvel o isolamento com a alga de platina. As
colonias foram inoculadas separadamente em tubos com agar nutriente e
incubadas a 35°C/24 h. Em seguida, as culturas foram estriadas em superficie
em placas com meio Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) e incubadas a
35°C/24 h. Apds incubagdo as colonias sorbitol-negativas foram estriadas em
superficie em meio EMB e incubadas a 35°C/24 h para confirmagdo de E. coli.

Foram também realizadas tentativas de isolamento de £. coli O157:H7 a
partir de amostras de aguas (1 amostra‘horta) ¢ alfaces (2 amostras/horta)
provenientes de 7 hortas da regido de Campinas. A Figura 2 apresenta um
fluxograma dos testes realizados com essas amostras.

{ O157H7ID

4

Figura 2. Fluxograma dos testes realizados com as amostras de agua de 1rrigagao e alface
de sete hortas na regiao de Campinas, S P
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De cada unidade de amostra de agua e de alface, respectivamente 25 mL
e 25 gramas, foram incubados em 225 mL de caldo LST a 35°C/24 h.
Posteriormente, transferiu-se 1 mlL para 3 tubos com 9 mL de caldo EC e
incubou-s¢ em banho-maria a 42°C/24 h. A partir dos tubos de EC com
crescimento e producdo de gas, estriou-se uma algada da cultura em placas de
EMB. De cada placa com coldnias tipicas de E. coli, transferiu-se uma col6nia
isolada para tubo contendo PCA para posterior confirmagdo de E. coli
0157:H7 nos meios seletivos diferencias SMAC e O157:H7 ID (bioMérieux,
Marcy L’ étoile, Franga).

4.3. Caracterizagdo das culturas puras

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Veterinaria da Universidade de Agricultura e Tecnologia
de Toquio, Japdo, sob orientagdo do Dr. Ken-ichi Kaneko.

4.3.1. Purificacdo e armazenamento

Verificou-se a pureza das culturas isoladas através de estrias em
superficie em placas contendo TSA. Apds purificagdo das culturas que
apresentaram contaminantes, todas foram armazenadas em meio estoque
(Difco, Detroit, EUA) a 10°C.

4.3.2. Coloragao de Gram

Realizou-se a técnica da coloragdo de Gram com todas as culturas puras
isoladas de alface e de suas aguas de irrigagdo. Cada coloragdo foi
acompanhada de um parametro para resultado Gram-positivo com cultura de S.
aureus ¢ de um parametro para resultado Gram-negativo com cultura de E.
coli.
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4.3.3. Fermentacio da lactose

Todas as culturas isoladas foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo lactose (Difco, Detroit, EUA) e tubos de Durhan.
Incubou-se os tubos de ensaio a 37°C/24-48 horas e observou-se o crescimento
e producdo de gas.

4.3.4. Galeria bioquimica api 20E

A confirmag¢do de E. coli e verificagdo dos perfis bioquimicos das
culturas puras isoladas pela técnica dos tubos multiplos ou Petrifilm EC foi
realizada através da galeria bioquimica api 20E (bioMérnieux, Marcy L’étoile,
Franga). Os teste foram realizados segundo as recomendagdes do fabricante.

4.3.5. Sorologia

As culturas puras que ndo fermentaram o sorbitol na galeria api 20E
foram testadas contra antissoro especifico para £. coli O157 (Denka Seiken
Co., Ltd. Téquio, Japdo).

Realizou-se o teste sorologico homogeneizando-se uma gota do
antissoro O157 com uma algada das culturas puras sobre uma lamina de vidro.
Em seguida, observou-se se houve rea¢do de aglutinagdo ou nfo entre o
antissoro O157 e o antigeno (cultura pura i1solada).

4.3.6. Testes em meio TSI e LIM

Realizou-se os testes de crescimento em meio agar triplice agucar (TSI)
(Nissui Co., Ltd., Toquio, Japao) ¢ lisina, indol, motilidade (LIM) (Nissui Co.,
Ltd., Toquio, Japao) para a confirmagdo de E. coli das culturas puras 1soladas
em EC a 42°C (item 4.2 .3.).

As culturas puras isoladas foram inoculadas em superficie inclinada e
por picada em profundidade em tubos de ensaio com o meio TSI e por picada
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em profundidade em tubos de ensaio com o meio LIM e incubadas a 37°C/24
h. Apds incubagdo observou-se a utilizagdo dos agucares glicose, sacarose €
lactose, a produgdo de H,S e formagdo de CO, e H; no meio TSI. No meio
LIM observou-se a motilidade, descarboxilagdo da lisina e produgio de indol.

4.3.7. Testes em meio O157:H7 ID e SMAC

Todas as culturas puras isoladas em LST com posterior crescimento e
producio de gas em EC quando incubadas a 42°C foram estriadas por
esgotamento em superficie nos meios seletivos/diferenciais O157:H7 ID
(bioMérieux, Marcy L’ etoile-Franga) e SMAC- Sorbitol MacConkey Agar
(Eiken Chemical Co., Ltda. Osaka-Jap&o). As placas de Petri foram incubadas
a 37°C/24 h. Apods incubagdo, observou-se a caracteristica fenotipica de
coloragdo das colonias em ambos 0s meios.

4.3.8. Caracterizacio molecular

Os isolados que tiveram a confirmagdo positiva de E. coli atraves
da galeria api 20E ou dos testes TSI/LIM foram submetidos a técnica de
Reacdo em Cadeia por Polimerase (PCR) para verificar a presenga de
genes que codificam a produgdo de verotoxinas.

4.3.8.1. Extracido dos DNAs

Os isolados foram estriados em superficie em placas com agar tripticase
de soja (TSA) e incubados por uma noite a 37°C. Transferiu-se uma col6nia
isolada de cada placa para tubos de ensaio contendo 10 mL de meto caldo
lactose (LB broth, Miller Difco laboratories) e incubou-se por uma noite a
37°C. Posteriormente 1,8mL de caldo lactose de cada tubo, foram transferidos
para tubos de centrifuga¢do (Eppendorf) e centrifugados a 15000 rpm/5min
(Tomy MC-15A). Apods a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e o
pelete homogeneizado levemente em agitador com rotagdo fraca com 200 pL
de TES (Tris EDTA Salina). Acrescentou-se 20 pul. de SDS (Sédio Dodecil
Sulfato) a 10%, homogeinizou-se novamente em agitador com rotagdo fraca e
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incubou-se os tubos de Eppendorf em banho-maria a 55°C/60min. A seguir,

acrescentou-se em cada tubo 10ul. de Rnase na concentragao de 20 mg/mL e
incubou-se em banho-maria por 37°C/15min.

Apods a incubag@o em banho-maria, acrescentou-se em cada tubo de
Eppendorf, 600uL de solugdo fenol-cloroférmio-isoamilalcool (25:24:1v/v),
homogeneizou-se invertendo o tubo e centrifugou-se a 15000 rpm/10min.
Retirou-se, com auxilio de pipeta com ponteiras estéreis, 0 sobrenadante
contendo os DNAs e transferiu-se para novo tubo de Eppendorf. Apos repetir-
se 3 vezes a extragdo com a solugdo fenol-cloroformio-isoamilalcool,
acrescentou-se 1 mL de etanol 99,5 vol.% (Wako Co., Ltd., Toquio, Japéo),
centrifugou-se a 15000 rpm/ 10 min, desprezou-se o sobrenadante e
acrescentou-se 58 ul. de TE (tampédo Tris-EDTA pH 8.0).

4.3.8.2. Amplificacdo dos DNAs

A amplificagdo dos DNAs foi realizada utilizando-se um par de primers
(sentido sense e ndo sense) genérico (produzido sob encomenda pela espec-
oligo Co., Ltd., Téquio, Japdo) capaz de detectar os diferentes genes que
codificam as verotoxinas. O primer no sentido sense possuia as seqiiéncias de
bases GAACGAAATAATTTATATGT e o primer nio sense as seqii€ncias
TTTGATTGTTACAGTCAT. Os primers utilizados neste estudo permitem a
amplificagdo dos genes que codificam shigatoxinas VT1, VI2 e as vanantes
VT2vha, VI2vhb, VT2vpl e VT2vp2.

Cada 1pL de DNA extraido dos isolados de E. coli foi homogeneizado
em uma solugdo (mistura para PCR) de volume final de 50 puL. composta de
29,75uL de agua deionizada estéril, Syl de tampdo reagente 10X, 4 uL de
dnTP-deoxinucleotideo trifosfato (contendo dATP, dCTP, dTTP e dGTP na
quantidade de 2,5 mM), 5ul de primer no sentido sense (5 uM), 5 pL de
primer no sentido ndo sense (SuM) e 0,25 pL de Taq polimerase (1,25 U).
Todos os componentes utilizados na mistura para PCR foram produzidos pela
Sawady Technology Co., Ltd., Toquio, Japao.

A amplificagdo dos DNAs foi realizada no ciclador térmico Sistema de
Programa de Controle de Temperatura PC-700 (ASTEC Co., Ltd., Téquio,
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Japdo) programado para realizar 40 ciclos de amplificagdo, cada ciclo
consistindo de 1 minuto de desnaturagdo a 94°C, 1 minuto ¢ meio de
anelamento a 43°C e um minuto € meio de extensdo a 72°C.

A amplificagdo dos DNAs foi sempre acompanhada de um controle
positivo (DNA extraido de uma linhagem de E. coli O157:H7) e um controle
negativo (mistura para PCR).

4.3.8.3. Eletroforese e coloragiao do gel

Realizou-se a eletroforese em gel de agar (Iwai Chemicals Co., Toquio,
Japdo) a 1,5% por 60 minutos a 50 volts e 30 mA (Minigel Eletroforese
System Mupid-2). Apos coloragdo com brometo de etila a 0,1% fez-se a
visualizagdo das bandas de DNA sob luz ultravioleta (254nn).

Como referéncia do peso molecular dos fragmentos de DNA

amplificados, utilizou-se o0 marcador de DNA de 1 Kb (0,1 pg/uL) da Gibco
BRL, NY, EUA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Enumeragao e isolamento

5.1.1. Petrifilm EC

Nas hortas de nimero 1 e 2, onde foram coletadas 10 amostras de agua
de irrigagdo e 10 de alface/horta, procedeu-se a enumeragéo de coliformes e
E. coli utilizando-se Petrifilm para contagem de E. coli e coliformes -
Petrifilm EC (3M do Brasil Ltda.) e a técnica do Numero Mais Provével

(NMP).

Nas placas de Petrifilm EC as col6nias azuis associadas a bolhas de gas
foram consideradas col6nias confirmadas de E. coli, coliformes ndo-E. coli
foram visualizadas como colonias vermelhas associadas a bolhas de gas. A
somatoria de todas as colonias vermelhas ou azuis associadas a bolhas de gas
forneceu o resultado da contagem total de coliformes.

A Tabela 4 mostra os resultados da contagem de coliformes totais
através da técnica do Petrifilm EC em 10 amostras de agua de irrigagdo e
alface em 2 hortas na regido de Campinas.

Tabela 4. Contagem de coliformes totais através do Petrifilm EC em 10
amostras de agua de irrigagio e 10 amostras de alface em 2 hortas
na regido de Campinas.

N’ de coliformes totais/mL ou g
N’ de amostras amostras de agua amostras de alface

Horta 1 Horta 2 Horta 1 Horta 2
1 800 120 2.4x10° 1,0 x10*
2 700 120 2.3 x10° 1,5 x10°
3 200 100 1.5 x10° 4.0 x10?
4 600 60 0 4,0 x10?
5 100 70 0 2.0 x10°
6 400 5 2.0 x10° 1.0 x10°
7 30 11 3,0 x10° 8,0x10°
3 30 7 1.0 x10° 1,3 x10°
9 70 3 1.0 x10° 3,0 x10°
10 40 6 4.0 x10° 3,0 x10°
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Poucas placas Petrifilm EC apresentaram coldnias tipicas de E. coli
(azuis associadas a bolhas de gas) em diluigdes vidveis para contagem (15-
150 colonias/placa). Geralmente essas colonias foram visualizadas em placas
onde o niimero de colonias era muito elevado dificultando o isolamento de E.
coli.

Foram isoladas todas as colOnias azuis associadas a bolhas de gas,
independentemente da diluigdo das amostras nas placas Petrifilm EC. Isolou-
se um total de 32 coldnias tipicas de E. coli, 24 provenientes de amostras de
agua bruta de irriga¢do e 8 de amostras de agua de lavagem de alface.

As placas de Petrifilm EC das amostras sem diluigdo (S/D), 10" e 107
proporcionaram o isolamento de colonias provenientes de amostras de agua,
enquanto que as diluigdes 10? e 10 mostraram-se mais adequadas para o
isolamento de colOnias provenientes de amostras de alface.

As placas de Petrifilm EC mostraram-se satisfatorias como um método
auxiliar para isolamento mas nao para contagem.

A 3M nio tem documentagio sobre o uso das placas Petrifilm EC para
outras industrias além das do setor alimenticio. Por, exemplo, a 3M ndo tem
documentagdo sobre o uso de placas Petrifilm EC para a analise de agua
(Manual de Utilizagdo do Petrifilm EC, 3M).

5.1.2. Técnica do Numero Mais Provavel (NMP)

Realizou-se a enumeragdo de coliformes totais, coliformes fecais, e E.
coli através da técnica do NMP com as 20 amostras de agua de irrigagdo e 20
amostras de alface coletadas nas hortas 1 e 2.

De acordo com a resolugdo da CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) n° 20, de 10 de junho de 1986, sdo estabelecidos os seguintes
limites e/ou condi¢bes para as aguas doces destinadas a mrigagdo de
hortalicas que sdo consumidas cruas: ndo devem ser poluidas por
excrementos humanos, ressaltando-se a necessidade de inspegdes sanitarias
periodicas. Ndo devera ser excedido um limite de 200 coliformes fecais/100
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mL. No caso de ndo haver meios disponiveis para o exame de coliformes
fecais, o indice limite serd de 1000 coliformes totais/100 mL.

Tomando-se como base esses valores, das 10 amostras de agua de
irrigagio da horta 1, 8 apresentaram NMP de coliformes totais (CT) superior
(17 — 490) ao valor maximo recomendado, sendo que a média foi de 171
bactérias/mL, niimero 17 vezes maior do que o recomendado (Anexo 1). O
NMP para coliformes fecais (CF) variou de 4 — 49 bactérias/mL, valor
superior ao recomendado, com excegdo de apenas uma amostra onde
observou-se valor menor do que 2 bactérias/mL (Anexo 2). Os valores
observados para a enumeragdo presuntiva de E. coli variaram de 4-23
bactérias/mL com excegdo de 3 amostras que apresentaram valores menores
ou iguais a 2 bactérias/mL (Anexo 3).

Na horta 2, a média do NMP de CT em 10 amostras de agua de
irrigagdo foi de aproximadamente 25 bactérias/mL, valor superior ao
recomendado. Metade das amostras apresentou valores de CT superiores ao
recomendado (22 — 79/mL). Na outra metade das amostras, observou-se
valores de CT que variaram de 0,9 — 4,9/mL (Anexo 4). Nesta mesma horta, a
média do NMP de CF em 10 amostras de agua de irrigagdo foi de 2,6
bactérias/mL, sendo que 4 amostras apresentaram enumeracao inferior (0,5 —
1,7 bactérias/mL) ao limite maximo recomendado. O maior namero de CF
nesta horta foi de 4.9 bactérias/mL (Anexo 5). Os valores observados para a
enumeragdo presuntiva de E. coli variaram de 0,2-2,3 bactérias/mL (Anexo
6).

De acordo com os padrdes para amostras de vegetais frescos no ponto
de venda estabelecidos pelas normas de procedimento microbiologico da
Public Health Laboratory Service - PHLS (LITTLE et al., 1999), o namero
de E. coli expresso por unidades formadoras de colonias por grama (UFC/g)
< 20 é considerado satisfatério, 20-<10? esta dentro do limite de
aceitabilidade, 10-<10* ¢ insatisfatério e >10* ¢ inaceitavel e considerado
potencialmente perigoso.

Na horta 1, a média do NMP de CT verificados em 10 amostras de
alface foi de aproximadamente 6,0x10° bactérias/g, sendo que os valores
variaram de 33 — 3,3x10" bactérias/g (Anexo 7). Os valores obtidos para CF
variaram de <2-79 bactérias/g, sendo que 7 amostras apresentaram valor
menor ou igual a 2 bactérias/g (Anexo 8). Os valores observados para a
enumeragdo presuntiva de E. coli nessas mesmas amostras (Anexo 9)
variaram de <2-79 bactérias/g, sendo que 8 amostras apresentaram valor
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menor ou igual a 2 bactérias/g, valor considerado satisfatorio pelos padrdes
da PHLS para nimero de E. coli em vegetais frescos no ponto de venda.

Na horta 2, a média do NMP de CT verificados em 10 amostras de
alface foi de aproximadamente 3,3x10° sendo que os valores observados
variaram de 460 — 1,7x10" (Anexo 10). A média do NMP de CF foi de
aproximadamente 800 bactérias/g, sendo que trés amostras apresentaram 2
bactérias/g e seis amostras apresentaram valores que variaram de 5 — 50
bactérias/g. O valor elevado da média do NMP de CF nessas amostras deve-
se ao fato de que em uma amostra obteve-se 7,9x10° bactérias/g (Anexo 11).
Os valores observados para a enumeragdo presuntiva de E. coli nessas
mesmas amostras variaram de <2-7,9x10°, sendo que somente uma amostra
apresentou valor superior a 20 bactérias/g (Anexo 12). Portanto, a maioria
dessas amostras apresentaram valores satisfatorios para a determinagdo
presuntiva de E. coli pelos padrdes da PHLS para alfaces no ponto de venda.

Organismos indicadores sdo globalmente usados como adverténcia de
possivel contaminagio e como um indice da qualidade de dgua. As bactérias
do grupo coliforme tém sido usadas com confianga para se determinar a
seguranga de aguas potaveis. Coliformes e outros organismos também sio
usados para sinalizar as condi¢des sanitarias em aguas recreacionais que

possam levar a conseqii€éncias de saude adversas (TORANZOS &
MCcFETERS, 1997).

A proximidade de um ambiente poluido pode resultar em
contaminagao de plantagdes através da transferéncia de bactérias patogénicas
mediada por animais ou mais generalizadamente através de agua de
superficie NGUEYEN-THE & CARLIN, 1994).

Segundo BEUCHAT (1999), a contaminagdo de vegetais crus e frutas
com E. coli O157:H7 pode ocorrer quando o gado, ou talvez outros
ruminantes, tais como cervo, inadvertidamente entram na plantagdo, ou
quando adubos improprios forem aplicados como fertilizantes. A agua
eliminada da pastagem e a aplicacdo de esgoto ndo tratado ou de agua de
irrigagdo ao solo também representam possiveis fontes de contaminagdo com
este microrganismo. Esse mesmo autor acredita que os mecanismos de
contaminagdo sd30 no momento um tanto quanto especulativos e que devem
ser melhor investigados antes de introduzir-se intervengdo apropriada para a
redugdo de riscos.
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O risco de contaminagdo do vegetal durante a colheita e processamento
¢ também uma funcdo da habilidade do patogeno de sobrevivéncia no solo
(NGUEYEN-THE & CARLIN, 1994). Segundo NICHOLS et al. (1971), a E.
coli pode sobreviver no campo por mais de 21 dias em alface irrigado com
agua poluida.

Com relagdo a vegetais e frutas minimamente processados (MPF),
NGUEYEN-THE & CARLIN (1994) relatam que a legislagio e
recomendagdes implementadas para assegurar boas higiene e qualidade
desses produtos, relacionam-se as condigées de produgdo, especificagdes
microbiologicas para o produto processado e armazenamento; mas que
deveria ser aconselhavel estender as boas praticas de producdo para o
suprimento de matéria-prima, particularmente para prevenir contaminagio
por agua de esgoto ou adubagdo durante o cultivo. Esses mesmos autores
acreditam que as boas praticas de produgéo e o sistema de analise de riscos e
pontos criticos de controle (HACCP) sdo necessarios para controlar fatores
relacionados a contaminagdo, sobrevivéncia e crescimento de
microrganismos em cada estagio da cadeia alimentar.

O crescimento na demanda de vegetais prontos para o consumo pelos
consumidores e servigos de alimentagdo tem resultado em um rapido
aumento deste comércio na América do Norte nos ultimos 5 anos e um
crescimento de 100% foi reportado nos EUA por NEFF (1994). GARRETT
(1996 citado por LIN et al., 1996) informou que o mercado de saladas
prontas para o consumo aumentou de 167 milhdes de dolares em 1991 para
507 milhdes em 1994 e que a estimativa para 1995 era de 900 milhdes de
dolares.

Nos EUA e em outros paises, o processamento de produtos frescos
prontos para o consumo ¢ uma industria emergente. HURST & SCHULER
(1992), em um estudo sobre a perspectiva da industria de processamento de
produtos frescos, citaram dois principais fatores a impulsionar este
crescimento. Primeiro, os consumidores vém os vegetais e frutas frescas
como alimentos saudaveis ¢ nutritivos além de praticos por ndo exigirem
maior preparo prévio. Segundo, os produtores se beneficiam da vantagem de
poder oferecer um produto padronizado com menos gasto de mao-de-obra.
Esses mesmos autores apontam o comércio de produtos prontos para o
consumo como um alvo para o mercado futuro.

Neste estudo fez-se a identificagdo presuntiva da enterobactéria E. coli
nas amostras de agua e alface. Sua presenga pode ser um indicador da
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polui¢do fecal. Como a presenga de E. coli tem importincia na higiene e
saude, deve-se tomar cuidado durante o processamento e preparo dos
vegetais para que 0s mesmos ndo sejam contaminados por esta bactéria.

Através da técnica dos tubos miltiplos foram isolados um total de 210
culturas de provaveis E. coli, sendo 114 provenientes de amostras de aguas
de irrigagdo e 96 provenientes de amostras de alfaces. A distribuig¢do do
numero de culturas isoladas por horta pode ser observada na Tabela S.

Tabela 5. Distribuigdo do numero de provaveis E. coli 1soladas através da
técnica do NMP a partir de amostras de aguas e alfaces em 2
hortas na regido de Campinas.

‘Numeragio| N°._ de culturas isoladas
| dashortas| _ Total | amostras de aguas | amostras de alfaces
1 72 34 E 38
2 | 138 80 | 58
Total | 210 114 96

5.1.3. Isolamento de £. coli O157:H7

As tentativas de isolamento de possiveis linhagens de £. coli O157:H7
foram realizadas a partir de col6nias vermelhas das placas de Petrifilm EC e
das amostras de agua e alface provenientes de 7 hortas da regido de
Campinas.

Nas placas de Petrifilm EC, as colonias de E. coli O157:H7 nao sédo
diferenciadas das col6nias de coliformes pois ambas sdo B- glicuronidase
negativas e formam coldnias vermelhas. Portanto, para o isolamento de E.
coli O157:H7 isolou-se até 10 coldnias vermelhas, escolhidas aleatoriamente
nas placas de Petrifilm EC que apresentaram diluigdes apropriadas, ou seja,
diluigdes onde as colonias ndo estavam aglomeradas, sendo viavel o
isolamento com a alga de platina. Procedeu-se o teste de fermentagdo do
sorbitol em meio Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) e posterior confirmagao
de E. coli das linhagens sorbitol-negativas em meio EMB.

Nenhuma das colonias vermelhas, isoladas de Petrifilm EC que néo
fermentaram o sorbitol no meio SMAC, apresentaram colomas tipicas de E.
coli em meio EMB.
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Através das tentativas de isolamento de E. coli O157:H7 a partir de
amostras de agua (1 amostra‘horta) e alface (2 amostras/horta) provenientes
de 7 hortas da regido de Campinas foram isoladas 24 culturas provenientes
das amostras de aguas de irrigagdo e 37 provenientes das amostras de alfaces,
totalizando portanto 61 isolados que posteriormente foram levados a testes
bioquimicos € molecular para averiguar-se a presenga de E. coli O157:H7. O
numero de provaveis E. coli isoladas a partir de amostras de agua e alface de
acordo com o local de amostragem pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Numero de provaveis E. coli obtidas através de isolamento em
meio EC a 42°C de amostras de agua e alface em 7 hortas na
regiao de Campinas.

Numeragao N°. de culturas isoladas
Das hortas amostras de aguas amostras de alfaces
3 7 20
4 - 10
5 13 -
6 - 3
7 - -
8 4 3
9 - 1
Total 24 37

5.2. Caracterizagéo das culturas puras

5.2.1.Coloragdo de Gram

Trezentas e trés culturas isoladas (210 isolamentos através do NMP, 32
através do Petrifilm EC e 61 em meio EC a 42°C) foram submetidas a
coloragio de Gram. Todas apresentaram caracteristica morfologica de E. coli,
coco-bacilos Gram negativo.
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5.2.2. Fermentacao da lactose

Dentre as 303 culturas isoladas, caracterizadas como coco-bacilos Gram
negativas, 3 ndo fermentaram a lactose em caldo lactose a 37°C/24-48 h e
portanto foram desprezadas. Essas 3 culturas lactose-negativas foram
isoladas em meio EC a 42°C a partir de amostras de alface.

5.2.3. Galeria bioquimica api 20E

A confirmagdo de E. coli e verificag@o dos perfis bioquimicos das culturas
puras isoladas pela técnica dos tubos muiltiplos ou Petrifilm EC foi realizada
através da galeria bioquimica api 20E.

Como o isolamento de E. coli pelo método do NMP deu-se em duplicata,
ou seja, de cada placa em meio E M B com col6nias tipicas de E. coli
transferiu-se 2 coldnias isoladas para tubos inclinados de PCA (totalizando
210 isolados), para este teste trabalhou-se com apenas uma das colonias de
cada placa (totalizando 104 isolados). Portanto, 136 culturas foram
submetidas a galeria bioquimica api 20E sendo 32 culturas isoladas através
da técnica do Petrifilm EC e 104 culturas isoladas pela técnica do NMP.

Nove isolados (5 provenientes do teste do NMP sendo 4 isolados de agua
e 1 de alface e 4 isolados de agua a partir de placas de Petrifilm EC)
apresentaram perfis bioquimicos inaceitdveis para E. coli. Dos 5 isolados
provenientes do teste do NMP que ndo foram confirmados como E. coli, dois
apresentaram possibilidade de ser Enferobacter sakazakii; um apresentou
baixa discriminagdio para E. coli (amilose positivo), com 84% de
possibilidade de ser do género Kluyvera, um obteve identificagdo ndo valida
(citrato positiva, lisina descarboxilase negativa, produgdo de H,S positiva,
inositol e amilose positivas) com 41% de possibilidade de ser Citrobacter
koseri/farmeri ¢ um isolado (indol negativo) apresentou 83% de possibilidade
de ser Citrobacter freundii. Dentre os quatro isolados obtidos de amostras de
4gua em placas Petrifilm EC que nio foram confirmados como E. coli, trés
(amilose pesitivo) apresentaram 84% de probabilidade de ser do género
Kluyvera e um isolado (indol negativo) apresentou baixa discriminagdo
(49%) para E. coli.

Dentre os outros 127 isolados foram verificados um total de 15 perfis
bioquimicos diferentes (Tabela 7). Entre os isolados provenientes de
amostras de agua, a variabilidade de perfis bioquimicos encontrada foi maior
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(14 perfis bioquimicos) do que entre os isolados provenientes de amostras de
alface (6 perfis bioquimicos).

Tabela 7. Perfis bioquimicos verificados através da galeria api 20E em 20
amostras de agua de irrigagdo ¢ em 20 amostras de alfaces em 2
hortas na regido de Campinas.

. N°. de culturas isoladas
Codigos | ol amostras de agua | amostras de alface
1 1 0 1(2,10)
2 97 61 (77,20) 36 (75,00)
3 3 3 (3,79) 0
4 8 1(1,27) 7 (14,50)
5 1 1(1,27) 0
6 5 3 (3,79) 2 (4,20)
7 2 1(1,27) 1(2,10)
8 1 1(1,27) 0
9 2 1(1,27) 1(2,10)
10 1 1(1,27) 0
11 1 1(1,27) 0
12 L3 2(2,52) 0
13 1 1(1,27) 0
14 1 1(1,27) 0
15 1 1(1,27) 0
Total 127 79 (100,00) 48 (100,00)

() porcentagem; valores ajustados para 100%.

Dos 14 perfis bioquimicos verificados em isolados provenientes de
amostras de agua, apenas 5 (codigos 2, 4, 6, 7 e 9) foram também observados
em isolados provenientes de amostras de alface. Um perfil bioquimico
observado em um isolado proveniente de amostra de alface (c6digo 1) néo fo1
observado em agua, indicando que a origem desta bactéria no vegetal pode
ser outra que da agua de 1rrigagao.

O perfil bioquimico de cddigo 2, foi o predominante tanto nos isolados de
amostras de agua de irrigagdo (77,20%) como nas amostras de alface
(75,0%). O perfil bioquimico dos isolados de codigo 2 representa as bactérias
com atividade da B-galactosidase positiva (+); descarboxilagdo da arginina
negativa (-); descarboxilagdo da lisina e ornitina (+); utilizagdo do citrato
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como (mnica fonte de carbono (-); producdo de H,S (-); atividade da urease (-);
atividade da triptofano desaminase (-); produgdo de indol (+); produgéo de
acetoina (-); atividade da gelatinase (-); fermenta¢do da glicose, manitol,
sorbitol, rafinose, sacarose, melibiose e arabinose (+); fermentagdo do
inositol ¢ amigdalina (-) e citocromo-oxidase (-) (ONPG+, ADH-, LDC+,
ODC+, CIT-, H,S-, URE-, TDA-, IND+, VP-, GEL-, GLU+, MAN+, SOR+,
RHA+, SAC+, ML+, ARA+, INO-, AMY- e OX-).

5.2.4. Sorologia:

Das 127 culturas confirmadas como E. coli através da utilizagdo da
galeria bioquimica api 20E, 2 isolados (1,6% dos isolados), ambos
provenientes de col6nias azuis em placas Petrifilm EC a partir de amostras de
agua de irrigagdo, ndo fermentaram o sorbitol.

Segundo WELLS et al. (1983), 93% das E. coli isoladas de origem
humana, fermentam o sorbitol dentro de 24 horas. Como ¢ sabido que a
maioria das E. coli sdo sorbitol-positiva ¢ que as linhagens de E. coli
0157:H7 sio sorbitol-negativas (WELLS et al. 1983; PADHYE & DOYLE,
1992 ¢ WARE et al., 2000), realizou-se o teste sorologico de aglutinagdo
contra o antissoro O157 para verificar-se a ocorréncia de linhagens deste

SOrogrupo.

As duas linhagens de E. coli sorbitol-negativas testadas ndo
apresentaram reac¢do de aglutinagdo contra o antissoro O157.

5.2.5. Testes em meio TSI e LIM

Realizou-se os testes de crescimento em meio TSI (agar triplice
agticar) e LIM (lisina, indol, motilidade) para a confirmagdo de E. coli das
culturas puras isoladas em meio EC a 42°C, caracterizadas como coco-
bacilos, Gram negativas e lactose positivas.

Das 61 culturas puras isoladas através de incubagdo em meio EC a
42°C, 58 foram testadas em meios TSI e LIM, as outras 3 foram desprezadas
pois ndo fermentaram a lactose em caldo lactose a 42°C/24-48h.
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Das 58 culturas 1soladas testadas nos meios TSI e LIM, 4 (provenientes
de amostras de alface) ndo produziram gas e apresentaram o fundo do tubo
escuro em meio TSI, indicando produg¢do de H,S, gas sulfidrico. Essas
mesmas culturas, apresentaram resultados negativos para a descarboxilagédo
da lisina, produgdo de indol e motildade; sendo portanto descartadas pois
esses resultados ndo correspondem aos padrdes de reagdes bioquimicas
caracteristicos de E. coli.

5.2.6. Testes em meio O157:H7 ID e SMAC

Para averiguar-se a presenga de E. coli O157:H7, estriou-se em
superficie em meios seletivos as 54 culturas puras obtidas de amostras de
aguas de irrigagao (24) e de amostras de alfaces (30) confirmadas como E.

coli pelo teste de crescimento em meio TSI e LIM. Foram utilizados os meios
SMAC e O157:H7 ID.

Neste estudo, nenhuma das 54 culturas isoladas apresentou colonias
tipicas de E. coli O157:H7 em ambos os meios testados.

Embora extremamente 1til, o isolamento e identificagdo de E. coli
0157:H7 baseado na auséncia de fermentagdo do sorbitol apresenta algumas
limitagdes. Outras bactérias entéricas, tais como Escherichia hermanii e
Hafnia spp., também apresentam este mesmo fenétipo mostrando portanto
colonias semelhantes as dos sorotipo O157:H7 em meios contendo sorbitol.
Igualmente, estirpes de O157, de sorotipo ndo H7 que ndo sdo patogénicas e
que ndo fermentam o sorbitol foram ocasionalmente isoladas de alimentos
(WILLSHAW et al., 1993). Devido a presenga de espécies fenotipicamente
semelhantes, os isolados sorbitol negativo devem ser confirmados
sorologicamente com antissoro O157:H7 (PADHYE & DOYLE, 1992).

PARK et al. (1998), também alertaram para o fato de que uma vez as
colonias suspeitas em meio SMAC tenham sido identificadas, faz-se
necessaria a confirmagio do isolado como O157:H7 através da identificagdo
bioquimica de linhagens de E. coli e demonstragao da presenga de antigenos
somaticos e flagelares (O157, H7). Segundo esses mesmos autores, €sses
passos s30 necessarios ja que outras bactérias podem possuir antigenos que
sejam idénticos ou que apresentem reagdo cruzada com cepas O157. Tal
grupo inclui outros sorovares de E. coli, Yersinia enterocolitica, Salmonella
grupo N, Brucella abortus, Vibrio cholerae Ol, muitas espécies do género
Citrobacter e Escherichia hermanii.
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Os meios contendo sorbitol podem também excluir o isolamento de
outros sorovares de E. coli patogénicas, muitos dos quais fermentam o
sorbitol. Mesmo sendo o sorotipo O157:H7 o patégeno predominante
mundialmente € sabido que um amplo nimero de outros sorovares também
produzem Shigatoxina. Embora muitos desses ndo tenham sido relacionados
a doencas ou sejam conhecidos por causarem somente diarréias ndo
sanguinolentas, alguns estudos verificaram que estirpes produtoras de
Shigatoxina, do sorovar ndo O157:H7 devem ter sido responsaveis por casos
de colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica na Europa (GUNZER
et al., 1992; MARIANI-KURKDIJIAN et al., 1993).

A freqiiéncia de infecgdes causadas por bactérias EHEC-ndo O157,
estimadamente, € similar aquelas causadas por EHEC O157. Porém, os testes
clinicos com habilidade limitada para se estimar a verdadeira freqiiéncia de
EHEC-ndo O157, resultam na baixa detec¢do destas bactérias em surtos e
casos de infec¢do alimentar. Por exemplo, em 1999, somente 3% dos
laboratorios clinicos da rede alimentar (Food Net) reportaram sempre realizar
imunoensaios para Shigatoxina em exames de fezes. A maioria dos
sorogrupos das EHEC-ndo O157 isolados de humanos em 1999 foram 026,
O111, O103 e O121; esses 4 grupos representam 62% das EHEC-nao O157
(GRIFFIN et al., 2000).

Uma descoberta relevante com fortes implicagdes com relagdo a
confianga na fermentagdo do sorbitol na identificagdo de patdgenos, foi
verificada por FRATAMICO et al. (1993) em um estudo que demonstrou que
isolados do sorovar O157:H7 podem sofrer mutagdo do fenotipo sorbitol-
negativo (ndo fermentam o sorbitol) para sorbitol-positivo (fermentam o
sorbitol). Segundo estes mesmos autores, os métodos de rastreamento que
utilizam o meio SMAC podem nio ser suficientes para a detecgdo de todos os
organismos de E. coli dos sorotipos O157:H7 e O157:NM (n3o movel), ja
que algumas linhagens podem fermentar o sorbitol ou o organismo pode
sofrer mutagdo mostrando um fendtipo sorbitol-positivo tanto em produtos
alimenticeos como se cultivado em meio contendo sorbitol. Além do mais, o
uso do meio SMAC ndo seria util na detec¢gdo de outras EHEC sorbitol-
positivas, como por exemplo as do sorotipo O26:H11.

Devido a emergéncia de E. coli como um importante patogeno
alimentar, faz-se urgentemente necessario o desenvolvimento de métodos
seguros para a detec¢do deste microrganismo em amostras de alimentos € em
espécimes de pacientes. ne R *
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Técnicas de biologia molecular e imunologia utilizadas para a detecgao
da toxina (VT) e de seus genes promotores, sdo os métodos mais adequados
para a identificagdo destes patogenos em espécimes clinicos (BONNET er al.,
1998).

5.2.7. Caracterizagdo molecular

Neste estudo, realizou-se a técnica do PCR a fim de verificar-se a
presenga ou nio de genes que codificam a produgdo de verotoxinas.

Foram submetidos a técnica do PCR os 181 isolados que tiveram a
confirmagdo positiva de E. coli através da galeria api 20E (127 isolados,
sendo 99 obtidos através da técnica dos tubos multiplos e 28 através do
Petrifilm EC) ou dos testes TSI/LIM (54 isolados).

Com os primers utilizados nenhuma das 181 amostras submetidas a
amplificagio de DNA apresentaram genes que codificam a produgdo de
verotoxinas, ou seja, ndo foram observadas bandas de DNA semelhantes as
bandas do controle positivo de E. coli O157:H7 (Figura 3).

Os métodos convencionais para identificar as VTEC incluem detecgdo
sorologica das verotoxinas de isolados de E. coli ap0s determinagdo das
caracteristicas bioquimicas dos mesmos. Para a detec¢do das VT, muitos
pesquisadores ja relataram a especificidade da amplificagdo dos DNAs do
gene que codificam as verotoxinas pela técnica do PCR ( FRATAMICO e
al., 1995: MENG et al., 1997 e NAGANO et al., 1998).

Devido ao vasto conhecimento das bases genéticas da viruléncia de E.
coli os métodos genéticos sdo cada vez mais aplicados na detecgdo e
tipificagdo de E. coli. Esses métodos apresentam alta resolu¢do, um bom
potencial para automatizagdo e sob certas condi¢bes podem até evitar as
etapas de cultura de bactérias. A reagdo de polimerase em cadeia permite uma
detecgdo rapida e direta dos genes de viruléncia em uma amostra mesmo sem
cultivo prévio do organismo. Além disso, esta técnica € particularmente util
para a detecgio de um baixo niimero de contaminagdo em alimentos e
também para a analise de amostras clinicas. Outra vantagem ¢ a sua
especificidade e capacidade de determinar certas variantes do gene alvo
presente em determinadas linhagens. Seqiéncias génicas especificamente



ampliadas pela técnica do PCR podem ser usadas para detecgdo e
identificagdo mais precisa das E. coli (KUHNERT, 2000).

LIN et al. (1993), acreditam que a técnica do PCR é um método
rapido, especifico e sensitivo para a detecgdo de genes que codificam a
produgdo de verotoxinas € que o par de primers comuns por eles
desenvolvidos podera ser muito util em estudos epidemiolégicos e clinicos de
infecgdo por este patdgeno.

As linhagens verotoxigénicas do sorovar enterohemorragico O157:H7
possuem algumas caracteristicas que as diferenciam das outras EHEC e
facilitam seu cultivo e detec¢do. Porém, para se detectar as EHEC que
diferentemente das do sorotipo O157:H7 fermentam o sorbitol ¢ sdo P-
glicuronidase positivas, precisa-se investigar a produgdo de verotoxinas por
técnicas fenotipicas (citotoxidade em células Vero ou Hela), genotipicas
(hibridizagdo, PCR) ou imunologicas (ELISA e separagdo imunomagnética-
SIM) (BLANCO et al., 1996).

Embora dados na literatura tenham apontado que estirpes do sorotipo
0157:H7 crescem pobremente em temperaturas acima de 44°C (DOYLE &
SCHOENI, 1984), outro estudo mais recente (PALUMBO et al., 1995)
demonstrou que quase todas estirpes O157 testadas cresceram a 45°C. Desta
forma, parece provavel que a metodologia utilizada neste estudo em um dos
métodos de isolamento, com incubagio a 44,5°C em meio EC (item 4.2.2),
ndo tenha sido um fator limitante para a ocorréncia de estirpes do sorotipo
O157:H7.

BLANCO et al. (1996), relata que o isolamento de EHEC em amostras
com um baixo contetido de E. coli por grama pode levar a conclusdes praticas
interessantes. A presenga de E. coli em alimentos em numeros
suficientemente elevados (> 10%g em carne fresca) indica uma provavel
contaminag¢do fecal e a presenga de outros microrganismos patégenos como,
por exemplo, salmonelas. Mas, como enteropatdgena que pode ser, 0s
nimeros geralmente aceitaveis, adquirem um novo significado, ja que
somente a presen¢a de uma bactéria de E. coli O157:H7 por grama seria
suficiente para representar um grave risco de infec¢do alimentar.

Atualmente, nos Estados Unidos da América e no Canada, estdo
revisando as leis sanitarias e acredita-se que quando encontrar-se disponivel
uma técnica rapida e segura para aplicar-se rotineiramente nos Laboratorios
de Microbiologia de Alimentos, introduzir-se-a na legislagdo o requisito de
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auséncia de E. coli O157:H7 em 25 g, tal como se exige hd anos para
Salmonella e Shigella (BLANCO et al., 1996).

Figura 3. Eletroforese em gel de agar a 1,5% de DNAs amplicados por PCR.
M, marcador de DNA de 1 Kb; linha 1, E. coli O157:H7, linhas 2-

17, culturas isoladas.
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6. CONCLUSOES

Considerando os objetivos inicialmente propostos e os resultados
experimentais alcangados, esta pesquisa permitiu as seguintes conclusdes:

- Qs valores obtidos na determinagdo de coliformes totais e fecais pela
técnica do NMP em 10 amostras de agua de irrigagdo das hortas 1 e 2
foram na sua maioria superiores aos valores recomendados pelas normas da
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°20 de 10 de junho
de 1986, para aguas de irrigag@o de hortaligas consumidas cruas.

- Os valores obtidos na determinagio presuntiva de E. coli pela técnica do
NMP em 10 amostras de alface das hortas 1 e 2 foram na sua maioria
satisfatérios pelos padrdes da PHLS (Public Health Laboratory Service)
para alfaces no ponto de venda.

- Entre os isolados provenientes de amostras de agua observou-se uma maior
variabilidade de perfis bioquimicos (14 perfis bioquimicos) do que entre os
isolados provenientes de amostras de alface (6 perfis bioquimicos).

- Dos 14 perfis bioquimicos verificados em isolados provenientes de
amostras de agua, apenas S5 foram também observados em isolados
provenientes de amostras de alface. Um perfil bioquimico observado em
um isolado proveniente de amostra de alface ndo foi observado em agua,
indicando que a origem desta bactéria no vegetal pode ser outra que da
agua de irrigagdo.

- A maioria dos isolados, tanto de amostras de alface, como de amostras de
agua de irrigagdo sdo de um mesmo perfil bioquimico.

- Nos meios seletivos para E. coli O157:H7 utilizados nenhum isolado
apresentou coldnias tipicas deste patogeno.

- Com os primers utilizados nenhum dos 181 isolados submetidos a técnica
do PCR apresentou genes que codificam a produgdo de verotoxinas.
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8. Anexos

Anexo 1. Determinagdo de coliformes totais através da técnica do Nimero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 1 em 10 amostras de dgua de irrigagdo.

Amostras Diluigdes Tubos positivos®/ NMP/mL"
Tubos analisados
VB

10" 5/5

1 102 4/5 130
107 0/5
107 5/5 ;

2 10° 175 400
10 1/5

. 10" 5/5

3 102 4/5 280
10° 3/5
107 5/5

4 10° 25 420
107 0/5
10" 5/5 A

2 102 4/5 150
1072 0/5
10 5/5

9 107 4/5 150
107 /5
107 3/5

7 107 0/ 8
10% 0/5
10" 4/5

8 102 1/5 I
107 0/5
10 3/5

2 107 0/5 8
107 0/5
107 4/5

10 10° 1/5 17
107 0/5

*Tubos positivos: com produgdo de gis e mrvagio. VB= caldo verde brilhante.
® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984.
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Anexo 2. Determinagido de coliformes fecais através da técnica do Namero Mais Provavel (NMP) na horta de

numero 1 em 10 amostras de agua de irngagao.

Tubos positivos”/
Amostras Diluigdes tubos analisados NMP/mL"
EC

10" 3/5

1 102 0/5 8
10° 0/5
107 5/5

bl

= 167 0/5 =
10° 0/5

= 10‘{ 2/5 7

2 107 0/5
107 1/5
10 5/5

4 102 25 £
107 0/5

_ 10" 3/5

2 102 1/5 M
1073 0/5
10" 5/5

6 10° 1/5 %
107 0/5
107 0/5

7 102 0/5 2
10° 0/5
10" 1/5 ;

B 102 1/5 4
102 0/5
10" 3/5

? 10 0/5 -
107 0/5
10" 3/5

10 102 0/5 .
10° 0/5

“Tubos positivos: com produgdo de gas e lurvagdo. EC= caldo EC.

® Interpretacio da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984.
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Anexo 3. Determinagdo presuntiva de £. coli através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta de
nmamero 1 em 10 amostras de dgua de irmgacao.

Tubos positivos’/
Amostras Diluigdes tubos analisados NMP/mL"
EMB
10" 2/5
: 102 0/5 3
10° 0/5
107 3/5
2 102 0/5 8
10° 0/5
10" 0/5
3 102 0/5 =
- 107 0/5
10 4/5
4 102 0/ 13
107 0/5
107 2/5
3 102 0/5 ¢
102 0/5
10 5/5
6 102 0/5 23
107 0/5
- 107 0/5
; 107 0/5 =
103 0/5
10" 1/5 _
8 102 1/5 4
107 0/5
10" 3/5
9 102 0/ 8
10° 0/5
10" /5
10 102 0/5 2
102 0/5

“Tubos posilivos: confirmados em placas com meio Eosina Azul de Metileno (EMB).
® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analylical Manual-FDA, 1984.
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Anexo 4. Determinagao de coliformes totais através da técnica do Niimero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 2 em 10 amostras de dgua de irrigacao.

Tubos positivos”/
Amostras Diluigdes (ubos analisados NMP/mL"
VB
107 5/5
1 102 s 49
107 0/5
10? 5/5
2 102 1/5 46
107 1/5
10" 5/5
3 102 1/5 33
107 0/5
10 5/5
4 10?2 3/5 n
107 0/5
S/D° 5/5
3 107 4/5 22
107 2/5
SD 5/5
6 10" 25 A
102 0/5
SD 5/5
? 10" 1/5 3.3
10° 0/5
% S/D 5/5 53
107 1/5 *
10° 0/5
SD 2/5
2 10" 2/5 0.9
10° 0/5
SD 5/5
10 10" 25 4.9
107 0/5

® Tubos positivos: com produgio de gas e turvagdo. VB= caldo verde brilhante.
® Interpretacio da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA,1984.
©S/D = sem diluigdo.
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Anexo 5. Determinagdo de coliformes fecais através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 2 em 10 amostras de agua de irrigagdo.

Amostras Diluigdes Tubos positivos™/ NMP/mL"
Tubos analisados
EC
S/D°
i 10" 3/5 17
1 0-2 2]”5
1/5
S/D 4/5
2 10" 3/5 &7
107 0/5
S/D 5/5
3 10" 2/5 4.9
107 0/5
S/D 5/5 ‘
4 10° 25 43
10 0/5
S/D 5/5
5 10° 2/5 Al
107 0/5
S/D 4/5
6 10 2/35 2%
107 0/5
S/D 3/5
7 10 1/5 11
102 0/5
S/D 5/5 .
= 10" 0/5 2,3
107 0/5
S/D 2/5
9 107 0/5 0.5
10 0/5
S/D 2/5
10 10™ 0/5 92
102 0/5

*Tubos positivos: com produgdo de gas e lurvagdo. EC= caldo EC.
® Interprelagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA. 1984.
¢S/D = sein diluigio.



Anexo 0. Determinacdo presuntiva de £. coli através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 2 em 10 amostras de dgua de irrigagio

Amostras Diluigdes Tubos positivos®/ NMP/mL”
tubos analisados
EMB
S/D°
1 10" 2 1.0-1.1
102 2/5 o
1/5
S/D 2/5
2 10 3/5 1.2
102 0/5
. S/D 3/5 11
7 10 1/5 »
102 0/5
S/D 3/5
4 10” 1/5 L1
107 0/3
) S/D 4/5
2 10" 2/5 22
107 0/5
S/D 3/5
6 10° 2/5 1A
10° 0/5
S/D 3/5
7 10" 1/5 1.1
102 0/5
S/D 5/5 .
8 107 0/5 23
107 0/5
S/D 1/5
9 10" 0/5 0%
107 0/5
S/D /5
10 10" 0/5 0.2
102 0/5

*Tubos positivos: confirmados em placas com meio Eosina Azul de Melileno (EMB).
® Interpretagio da tabela de NMP pelo Bacieriological Analytical Manual-FDA, 1984,
©S/D = sem diluicio.
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Anexo 7. Determinagao de coliformes totais através da técnica do Niimero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 1 em 10 amostras de alface.

Amostras ) Diluigdes " Tubos positivos/ NMP/g"
Tubos analisados
VB
-~ 4
1 107 5/5 33x10
10° /5
10 0/5
107 5/5
2 10* 0/5 23x 10°
107 0/5
10° 5/5 4
3 10” 4/5 1,5% 10
10° 0/5
107 5/5 1490
4 10° 2/5
10* 0/5
) 107 5/5 3
5 16 u 1.7x 10
107 /5
1) 5 5/5 13
6 10° 4/5 17x10
107 1/5
4 10 5/5 230
10° 0/5
107 0/5
107 5/5 490
§ 10 25
1} 0/5
10" 5/5 .
9 107 /5 33
1072 0/5
103 5/5 :
10 107 3/5 79x 10°
10° 0/5

*Tubos positivos: com producdo de gas e turvagdo. VB= caldo verde brithante.
® Interpretagio da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984.
¢S/D = sem diluigao.
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Anexo 8. Determinacdo de coliformes fecais através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta de
namero 1 em 10 amostras de alface.

Amostras Diluigdes Tubos positivos”/ NMP/g"
Tubos analisados
EC
10" 0/5
1 102 0/5 e
107 0/5
" 10" 4/5
¢ 10?2 /s =
102 0/5
10 /5
. 10 o/ :
103 0/5
107 0/5
4 1072 0/5 <2
107 0/5
. 10° 1/5 )
2 107 0/5 =
107 0/5
10" 5/5
6 102 3/5 »
107 0/5
5 10’ 0/5
! 1072 0/5 =2
10° 0/5
107 0/5
8 102 073 <2
107 0/5
10" 1/5
9 107 0/5 2
107 0/5
10 4/5
10 10 0/5 @
10° 0/5

“Tubos posilivos: com producdo de gas e turvacdo. EC= caldo EC.
® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984,
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Anexo 9. Determinacdo presuntiva de E. coli através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 1 em 10 amosiras de alface.

Amostras | Diluig;des I Tubos posiﬁ\'osal T ONMP g°
Tubos analisados
EMB
10" /5
1 10 0/5 <2
10° 0/5
10" 0/5
2 102 0/5 <@
107 0/5
10 1/5
3 102 0/5 2
10° 0/5
10" 0/5
4 107 0/5 52
10° 0/5
10" 0/5
5 102 0/ 2
107 0/5
10 5/5
6 102 3/5 79
10° 0/5
10 0/5
t 102 0/5 <2
107 0/5
10" 0/5
8 102 0/5 e
107 0/5
10 0/5
9 102 0/5 <2
107 0/5
10 3/5
10 107 0/5 8
10° 0/5

*Tubos positivos: confirmados em placas com meio Eosina Azul de Metileno (EMB).
® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984.
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Anexo 10. Determinagdo de coliformes totais através da técnica do Nimero Mais Provavel (NMP) na horta de
numero 2 em 10 amostras de alface.

Amostras Diluigdes Tubos positivos’/ NMP/g"
tubos analisados
VB
107 5/5
10 0/5
103 5/5 3
2 10% 2/ 7.0x 10
10" 1/5
3 107 a6 1.3x10°
10 4/5 %
107 “0/5
4 10” ' 515 4,6 x 10°
10 1/5 2 E
10° /5
107 5/5 5
3 10° 3/5 790
10 0/5
10 5/5
6 10° 25 490
107 0/5
~ 107 5/5 1.7 x 10°
? 10™ 4/3 X
10° 1/5
107 5/5
8 10° 15 460
107 /5
10 5/5
2 10° 25 4%
3 0/5
i 107 5/5 490
10° 2/5
107 0/5

*Tubos positivos: com produgdo de gas e turvagio. VB= caldo verde brilhante.
® Interpretagdio da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA, 1984.
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Anexo 11. Determinagdo de coliformes fecais através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na horta

de mimero 2 em 10 amostras de alface.

Amostras Diluigdes Tubos positivos’/ NMP/g°
fubos analisados
EC
{ 10" 3/5
10”2 0/5 g
102 0/5
5 10 2/5
107 0/5 50
10" 0/5
3 107" 1/5
10% 0/5 4
107 0/5
i 10 4/5
10* 1/5 i
10 0/5
5 107 1/5
107 0/5 5
10° 0/5
5 10 /5
107 0/5 5
107 0/5
7 102 5/5
10° 3/5
10_5 0/5 7,9 X 103
g 107 5/5
102 0/5 2
10° 0/5
9 10 2/5
10° 0/5 5
10% 0/5
107 /5
10 10 0/5 -
0% 0/5

*Tubos positivos: com produgdo de gas e turvagdo. EC= caldo EC.

® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA. 1984.



Anexo 12. Determinacéo presuntiva de E. coli através da técnica do Nimero Mais Provavel (NMP) na horta
de nimero 2 em 10 amostras de alface.

Amostras '” Diluigdes Tubos positivos’/ NMP/g"
tubos analisados
EC
10" 1/5
! 102 0/5 2
107 0/5
102 0/5
2 10 0/5 2
10* 0/5
10" 1/5
3 102 0/5 2
10° 0/5
10" /5
¢ 102 1/5 2
107 0/5
10" 1/5
5 107 0/5 2
10° 0/5
10’ 1/5
8 102 0/ 2
10° 0/5
10° 5/5 5
7 107 3/5 79x 10
10° 0/5
10 4/5
5 10° 0/5 13
107 0/5
10" 0/5
2 102 0/5 5%
103 0/5
102 /5
107 0/5

*Tubos positivos: confirmados em placas com meio Eosina Azul de Metileno (EMB).
® Interpretagdo da tabela de NMP pelo Bacteriological Analytical Manual-FDA. 1984.
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