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Resumo

Escherichia coli O157:H7 foi reconhecida oficialmente como patégeno de origem
alimentar no inicio dos anos 80, quando ocorreram vdrios surtos, principalmente nos
Estados Unidos, incluindo casos fatais. E. coli O157:H7 provoca uma colite hemorrigica
grave, que pode agravar-se para um quadro de sindrome hemolitica urémica (HUS) ou
purpura trombocitopénica trombdética (PTT), com alta taxa de mortalidade. Os primeiros
surtos reconhecidos foram provocados pelo consumo de produtos carneos, principalmente
hamburguer, mas os vegetais sdo hoje reconhecidos como outro importante veiculo da
infeccdo. No Brasil sdo raros os dados sobre a ocorréncia desse microrganismo em
alimentos, havendo grande interesse das industrias de alimentos e dos 6rgdos reguladores

por informacdes sobre o assunto.

Na primeira etapa da pesquisa (Capitulo 2) foi feita uma avaliacdo da ocorréncia de E.coli
O157:H7 em 886 amostras de hamburgueres produzidos por 8 frigorificos localizados no
sul e sudeste do Brasil, no periodo de janeiro a setembro de 1997. Nao foi detectada a
presenca do patégeno em nenhuma das amostras analisadas, embora 17 (1,9%) tenha
apresentado a presenca de cepas de E.coli com aglutinagdo com o antisoro O157. Essas
cepas ndo foram confirmadas por apresentar, na identificacdo posterior, fermentacao
positiva do sorbitol, incapacidade de aglutinar com antisoros de outras marcas comerciais e
nao producdo de verotoxinas. Foi também observada uma alta taxa de falsos presuntivos
com cepas de enterobactérias, tanto isoladas pelo método cultural quanto pelo kit de
imunoensaio enzimdtico da 3M Company, utilizados na realizacdo das andlises. Essa alta
taxa de falsos presuntivos deveu-se principalmente ao fato de a triagem inicial das cepas
sorbitol negativas ter sido feita em Agar Vermelho de Fenol Sorbitol MUG (PRS-MUG),

que mostrou-se inadequado para essa finalidade.

A segunda fase da pesquisa (Capitulo 3) foi dedicada a avaliacdo dos métodos disponiveis

para a andlise de produtos carneos. Foi verificada a ocorréncia de Escherichia coli



O157:H7 em 340 amostras de produtos cirneos e ambiente industrial, provenientes de
frigorificos do sul e sudeste do Brasil, no periodo de abril/98 a abril/99. A presenca de
E.coli O157:H7 ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas e os resultados da
avaliacdo da sensibilidade dos métodos de detec¢do evidenciaram que tanto o método
cultural quanto o método de imunoensaio da Neogen (Reveal E.coli O157) foram capazes
de detectar a presenga de E.coli O157:H7 (em cultura pura) em concentragdes iniciais de

menos de 0,5 Log UFC/ml do caldo de enriquecimento.

Na terceira etapa da pesquisa (Capitulo 4) foi feito um estudo da ocorréncia de E.coli
0O157:H7 em vegetais que sao normalmente consumidos crus no Brasil e uma avaliacdo da
sua resisténcia aos sanitizantes disponiveis no mercado para desinfeccdo de verduras,
equipamentos e utensilios, incluindo compostos clorados e compostos de amdnio
quaterndrio. Na avaliacdo da ocorréncia em vegetais foram analisadas 869 amostras, ndo
sendo detectada a presenca do patégeno. Os imunoensaios utilizados nas andlises (Reveal
E.coli O157 Neogen e EHEC Test Kit 3M Company) apresentaram uma taxa de falsos
resultados presuntivos 13,6 e 11,8%, respectivamente, ndo confirmados como E.coli O157
nos testes bioquimicos posteriores. Na avaliacdo da resisténcia aos sanitizantes pelo método
960.9 da AOAC, observou-se que os tratamentos com 100 e 200ppm de hipoclorito de
sodio, dicloroisocianurato de sodio e cloreto de benzalconio/30s se mostraram eficazes
contra E.coli O157:H7 ATCC 43890, promovendo mais de 5 reducdes decimais nas

populagdes alvo.

Assim, em resumo, no periodo de janeiro de 1997 a outubro de 1999 foram analisadas
2.095 amostras de alimentos (1.111 de produtos cérneos, 115 do ambiente industrial e 869

de vegetais), ndo sendo detectada a presenca de E. coli O157:H7.



Summary

Escherichia coli O157:H7 was recognized as a foodborne pathogen at the beginning of the
‘80s, when several outbreaks occurred in the United States, including fatal cases. E. coli
O157:H7 causes haemorrhagic colitis, which may result in haemolytic uraemic syndrome
(HUS) and thrombotic thrombocytopaenic purpura (TTP), with a high fatality rate. Meat
and meat products, mainly hamburgers, were involved in the initial outbreaks, but
vegetables are now recognized as another important vehicle of infection. In Brazil, data
about the occurrence of E.coli O157:H7 in foods are rare, but is of great interest for the

food industry and regulatory agencies.

In the first step of the research (Chapter 2) the occurrence of E. coli O157:H7 was
evaluated in 886 samples of hamburgers produced by 8 manufacturers in the south and
southeast of Brazil, from January to September of 1997. The pathogen was not detected in
any of the samples analysed, although 17 (1.9%) showed the presence of E. coli strains
which presented agglutination with O157 antiserum. These strains were not confirmed,
since they were shown, in the subsequent identification, to be fermentation positive for
sorbitol, incapable of agglutination with the antisera of other commercial brands and non-
producers of verocytotoxins. A high rate of false presumptive positive samples was
observed with strains of enterobacteria, both when isolated by the culture method and when
using the 3M enzymatic immuno-assay, which was used in these analyses. This high rate of
false presumptive positives was probably due to the fact that the initial screening for
sorbitol negative strains was carried out using Phenol Red Sorbitol MUG Agar (PRS-

MUG), which had shown to be inadequate for this purpose.

The second step (Chapter 3) was dedicated to the evaluation of the analytical methods
available for meat products analysis. The occurrence of E. coli O157:H7 was verified in
340 samples of meat products and industrial environment of mean manufactures from the

South and Southeast regions of Brazil, from April, 1998 to April, 1999. The pathogen was



not detected in any of the samples analysed, and the sensibility evaluation of the studied
detection methods, showed that both, culture and immuno-assay methods (Neogen Reveal
E.coli O157) detected E.coli O157:H7 in pure culture in initial population levels of 0.5 Log
CFU/ml of enrichment broth.

In the third step (Chapter 4), a study of E.coli O157:H7 occurrence in fresh vegetables that
are usually consumed raw in Brazil was carried out as well as an evaluation of its resistance
to the sanitizers available on the market for disinfection of green vegetables, equipment and
utensils, including chlorine and quaternary ammonium compounds. In the evaluation of the
occurrence in vegetables, 869 samples were analyzed, without the presence of the pathogen
being detected. The immunoassay used in the analyses (Reveal E.coli O157 Neogem e
EHEC Test Kit 3M Company) presented a false presumtive rate of 13,6 and 11,8%,
respectively, not confirmed as E.coli O157 in the subsequent stages of identification. In the
evaluation of the resistance to the sanitizers using the AOAC method 960.9 it was observed
that the treatment with 100ppm and 200ppm of sodium hypochlorite, sodium
dichloroisocyanurate and benzalconium chloride/30s showed effectiveness against E.coli
ATCC 11229 e E.coli O157:H7 ATCC 43890, with more than 5 decimal reductions over

the population.



Introducao e
justificativa

Esse trabalho foi desenvolvido como parte das atividades do Programa de Seguranga
Alimentar do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL/Campinas/SP), que contempla,
dentre outras atividades, o monitoramento de patégenos emergentes em alimentos.
Seguranca Alimentar é um tema estratégico para o Brasil hoje, porque envolve ndo sé o
aspecto de satide publica no mercado interno, mas também, e cada vez mais, o aspecto de
competitividade do pais no mercado externo. A partir de 1995, quando foi firmado o
Acordo SPS (Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures) da
Organizacao Mundial do Comércio (OMC), esses dois aspectos se tornaram insepardveis. O
acordo objetiva impedir que, com a progressiva redu¢do das barreiras tarifarias no comercio
internacional, os paises utilizem barreiras sanitdrias e fitosanitdrias como forma de proteger
seus mercados. A principal decisdo do acordo foi estabelecer que o livre comércio de
alimentos entre paises ndo pode ser impedida, exceto quando for comprovado que colocam
em risco o Nivel Apropriado de Protecdo ao Consumidor (Appropriate Level of Consumer
Protection — ALOP), que cada pais deve definir, com base na Anélise de Risco do Codex

Alimentarius.

A andlise de risco € uma ferramenta de gerenciamento e controle de doencas de origem
alimentar (DTAs), tanto dentro dos paises como no mercado internacional. Foi
desenvolvida pela FAO (Food and Agriculture Organization), OMS (Organizacao Mundial
da Saude) e Codex Alimentarius, envolvendo 3 aspectos bésicos do controle de doengas: a

Avaliacdo do Risco Microbioldgico (Risk Assessment), o Gerenciamento do Risco (Risk



Management) e a Comunicacdo do Risco (Risk Communication). O Gerenciamento e a
Comunicag¢do do Risco sdo atividades predominantemente governamentais, exercidas pelas
autoridades sanitdrias. A Avaliacdo de Risco Microbioldgico, primeira etapa desse
processo, envolve tanto os 6rgaos governamentais quanto a comunidade cientifica, pois é
uma sistemdtica que retne e organiza os dados disponiveis sobre cada microrganismo
patogénico, em cada tipo de alimento, para criar um modelo estruturado que permita fazer
previsdes sobre o efeito desse alimento sobre a saide de uma dada populag@o. Seu objetivo
¢ auxiliar na tomada de decisdes, permitindo antecipar o impacto de diferentes medidas de
controle sobre a probabilidade de ocorréncia de DTAs. Um exemplo: qual € a melhor op¢ao
para reduzir o risco de salmoneloses transmitidas pelos ovos? Medidas para erradicacdo de
Salmonella nas aves? Exigéncia de pasteurizagdo de todos os ovos antes da
comercializa¢gdo? Ou uma campanha para informar os consumidores do risco de consumir

ovos mal cozidos?

A Avaliacdo de Risco Microbiolégico comeca a partir da identificagdo do perigo (hazard
identification), ou seja, definicdo de qual microrganismo em qual alimento serd objeto da
avaliacdo. A etapa subsequente € a caracterizacdo do perigo (hazard characterization), que
retine todos os dados sobre o comportamento do microrganismo no alimento, doencas
provocadas, dose infectiva e outras caracteristicas relevantes na transmissdao de doencas.
Deve ser também determinada a taxa de exposi¢do da populagido a esse microrganismo
(exposure assessment), através da andlise de produtos, levantamento de dados da literatura
e aplicacdo de modelos preditivos de crescimento ou morte, abrangendo toda a cadeia
produtiva (da matéria prima ao consumidor final). Finalmente, todos esses dados sdo
combinados na criagdo de um modelo matemdtico que permita caracterizar o risco (risk
characterization), ou seja, estimar a probabilidade de ocorréncia de DTAs. Caracterizado o
risco, € possivel que cada pais estabeleca o Nivel Apropriado de Prote¢do ao Consumidor,
definindo padrdes microbiologicos e implantando medidas para atingir esse grau de

protecdo.

Na Avaliacdo de Risco Microbioldgico, o monitoramento de patégenos nos alimentos é

uma atividade essencial para a determinacdo da taxa de exposicdo. No Brasil,



microrganismos cuja patogenicidade ja estd bem estabelecida sdo rotineiramente
monitorados pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF), pela Agéncia de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), pelos Centros de Vigilancia Sanitdria (CVS) estaduais. O monitoramento de
patégenos emergentes, ao contrdrio, é bastante dependente das universidades e centros de
pesquisa, para que se acumulem os dados iniciais de prevaléncia e se estabelecam os

métodos mais adequados de andlise.

Assim estd ocorrendo com E.coli O157:H7, que foi pela primeira vez implicada em surto
no ano de 1982 e, rapidamente, se tornou motivo de preocupagdo dos principais 6rgaos
internacionais relacionados com a saide putblica. O ndmero de DTAs cresceu
vertiginosamente em varios paises do mundo, em surtos explosivos com centenas de
individuos afetados. No Brasil, quando esse trabalho foi iniciado, os dados sobre a
ocorréncia em alimentos eram praticamente inexistentes. Hoje, continuam escassos,
considerando-se o volume da producgdo brasileira e a diversidade de condi¢des em que
operam as industrias, nas diferentes regides do pais. Assim, consideramos plenamente

justificados os objetivos do trabalho, apresentados a seguir.



Objetivos

. Verificar a ocorréncia de E.coli O157:H7 em hamburguer produzido no

Brasil para o mercado interno e externo.

. Verificar a ocorréncia de E.coli O157:H7 em outros produtos cirneos € no

ambiente industrial.

. Verificar a ocorréncia de E.coli O157:H7 em vegetais consumidos na

forma de saladas cruas.
. Determinar o limite de sensibilidade dos métodos utilizados.

. Verificar a eficiacia de desinfetantes usados em restaurantes, cozinhas

industriais e induastrias alimenticias contra E.coli O157:H7.



Capitulo 1

Revisdo
da literatura
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INTRODUCAO

A existéncia de cepas patogénicas de Escherichia coli foi descoberta em 1980, quando se
determinou sua associacdo com diarréias em bezerros. Estudos desenvolvidos nas décadas
de 1920 e 1930 ja sugeriam seu envolvimento com diarréias infantis, mas foi apenas na
década de 1940 que o conceito de E. coli como agente etioldgico de diarréia em humanos

foi efetivamente aceito [29].

E. coli ¢ um membro da familia Enterobacteriaceae, que reine as bactérias Gram negativas
anaerobias facultativas e oxidase negativas. As principais caracteristicas que distinguem

essa espécie dos demais membros da familia sdo, segundo KRIEG & HOLT [58]:

a) O metabolismo fermentativo da glicose, que se dd por fermentagdo dcido mista e resulta
em uma quantidade significativa de dcidos como produtos finais (dcido ldtico, acético e
formico). Essa caracteristica é evidenciada no teste positivo de vermelho de metila (VM),
que verifica se o pH final do meio de cultura atinge valores abaixo de 4,5.
Consequentemente, o teste de Voges Proskauer (VP), que verifica a producdo de
butilenoglicol (butanodiol) como produto final de fermentacio da glicose, é negativo para
E. coli. Outra caracteristica importante do metabolismos fermentativo é a capacidade de
hidrolizar parte do d4cido férmico produzido, resultando em diéxido de carbono e
hidrogénio (produgdo de gds). Sdo raras as cepas anaerogénicas, que nao produzem géis a

partir da glicose.

b) As cepas de E. coli podem utilizar acetato, glicose, lactose e varios outros compostos
como fonte de carbono, mas ndo utilizam o citrato, caracteristica bastante explorada na
identificacdo da espécie. A capacidade de fermentacdo da lactose com produgdo de gés,
tanto a 35 quanto a 45°C, € amplamente utilizada na sua quantificacdo, através da analise de

coliformes fecais pelo método do Niimero Mais Provavel.

¢) Caracteristicamente, E. coli produz indol e a enzima B-glicuronidase, mas ndo produz
sulfeto de hidrogénio nem hidroliza a uréia. A B-glicuronidase é produzida por 96% das

cepas, incluindo as anaerogénicas, mas ndo pelos outros membros da familia
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Enterobacteriaceae, exceto Shigella (44%) e Salmonella (29%). Um dos substratos mais
utilizados para verificar a presenca da P-glicuronidase é o 4-metilumbeliferil-B-D-
glicuronideo (MUG), composto ndo fluorescente que, quando degradado pela [-
glicuronidase, resulta na 4-metilumbeliferona, fluorescente sob luz UV. O MUG ou seus
similares cromogénicos (cujos produtos de reac@o sdo coloridos sob luz normal) tém sido
amplamente utilizados numa nova geracdo de meios de cultura, para quantificacdo
diferencial de E. coli em 4dgua e alimentos. Podem ser adicionados ao Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST) ou ao Caldo E. coli (EC), para quantificacdo direta pelo método do NMP,
ou a0 Agar Vermelho Violeta Bile (VRB), para quantifica¢io em placas. O VRB contendo
um substrato cromogénico da P-glicuronidase foi utilizado pela 3M Company no
desenvolvimento do Petrifilm coliformes/E. coli, que permite a quantificacao diferencial de

E. coli e coliformes totais.

d) E. coli, assim como todos os membros da familia Enterobacteriaceae, ndo é uma
bactéria esporogénica, logo, ndo € resistente aos tratamentos térmicos brandos como a

pasteurizacao.
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SOROLOGIA DE E. COLI

Segundo DESMACHELIER and GRAU [25], a distin¢do soroldgica entre as cepas de E.
coli enteropatogénica foi importante nos primeiros estudos, mostrando o predominio de
certos sorotipos nas ocorréncias de diarréias infantis ou de “diarréia de verdo”. A
sorotipagem ¢ baseada nas diferencas antigénicas encontrada em certas estruturas
superficiais das células, particularmente o envelope celular ou cdpsula (antigenos K), a
parede celular (antigenos O) e os flagelos (antigenos H). Os antigenos de fimbrias formam

um quarto sistema de sorotipagem, para as cepas que apresentam essas estruturas.

Os antigenos K foram originalmente descritos como parte do envelope celular que
mascara o antigeno O, impedindo ou reduzindo sua aglutinacdo pelos antissoros O. Essa
inibicdo pode ser evitada pelo aquecimento das células [82] e, baseado parcialmente na
estabilidade térmica, 3 diferentes antigenos K foram inicialmente distinguidos (A, B e L).
Essa divisdo ndo € mais utilizada e hoje o antigeno K € definido como um polissacarideo
capsular ou microcapsular, independente do antigeno O, havendo mais de 70 grupos

reconhecidos até o momento.

Os antigenos O tém sua base quimica na diversidade de polissacarideos da parede
celular das bactérias Gram negativas. A parede celular € composta de uma camada interna
de peptidoglicano, seguida de uma dupla camada lipidica mais externa. Essa dupla camada
lipidica apresenta uma face composta de lipoproteinas e fosfolipidios, conectada ao
peptidoglicano e, no lado mais externo, uma face composta de lipopolissacarideos (LPS),
embebida na camada lipidica. Os lipopolissacarideos, por sua vez, apresentam uma por¢ao
lipidica interna, chamada de lipidio A e, estendendo-se para fora da superficie da célula,
uma camada polissacaridica intermedidria (core) e outra camada polissacaridica externa,
que constitue a regido antigénica O. Essa regido contém seqiiéncias de 1 a 50 unidades
repetidas de oligossacarideos, ligados covalentemente ao polissacarideo do core [15]. Os
antigenos O sdo termoestdveis (100 ou 120°C/2h) e atualmente ha mais de 170 grupos
sorolégicos reconhecidos. De acordo com MAURER et al. [68], essa diversidade ¢ um

reflexo das variagdes na sequéncia de DNA do operon rfb, que codifica as enzimas
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responsaveis pela sintese, polimerizacdo e ligacdo do antigeno O ao core. O nimero de
genes presentes no operon rfb € varidvel e responde pela composi¢do e complexidade do
antigeno O nas cepas de Salmonella e E. coli [106]. Na E. coli O157 o operon rfb contém
genes para enzimas que sdo exclusivas desse sorotipo [13] ou que, mesmo sendo comuns a
outros sorotipos, apresentam divergéncias evoluciondrias suficientes para servir de
marcador molecular para a O157 [68].

Os antigenos H sio derivados do flagelo das cepas mdveis, sendo atualmente
reconhecidos 53 grupos. Sdo termossensiveis (ndo resistem a temperatura de 100°C/1h) e a
proteina flagelar (flagelina, uma subunidade do filamento helicoidal que forma o flagelo)
carrega os fatores antigénicos determinantes do grupo H. Os genes responsdveis pela sua
codificagdo estdo localizados no locus fliC [64, 65, 93] e, nas cepas de Salmonella enterica
e E. coli, as regides terminais da proteina sdo conservadas, enquanto a regido central varia,

dando origem aos grupos soroldégicos especificos [56, 65, 86, 119].
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PATOGENICIDADE DE E. COLI

Atualmente ha 6 grupos de E. coli patogénicas reconhecidos: 1) E. coli enteropatogénica
(EPEC), 2) E. coli enterotoxigenica (ETEC), 3) E. coli enteroinvasiva (EIEC), 4) E. coli
enteroagregativa (EAggEC ou EAEC), 5) E. coli de aderéncia difusa (DAEC) e 6) E. coli
Shiga Toxigénica (STEC) [25].

E. coli Enteropatogénica (EPEC). Entende-se por EPEC, também conhecida como
“attaching and effacing” E. coli (AEEC), a classe de E. coli pertencente a alguns
sorogrupos  epidemiologicamente  associados a  gastroenterites, que ocorrem
predominantemente em criangas com menos de um ano de idade. Atualmente ja existem
dados indicando que adultos podem também apresentar essa sindrome. Essa classe de E.
coli recebe frequentemente a denominagdo de E. coli enteropatogénica cldssica, por terem
sido as primeiras E. coli implicadas em diarréia. A doenca causada por EPEC é uma
gastroenterite, caracterizada por diarréia aquosa ou sanguinolenta. O mecanismo da diarréia
ainda ndo estd completamente elucidado, mas é decorrente da ades@o do microrganismo ao
epitélio do intestino e subseqiiente destrui¢dao das microvilosidades, resultando em alterag¢do

fisica da integridade do intestino [85].

E. coli Enterotoxigénica (ETEC). Entende-se por ETEC a classe de Escherichia coli
associada a doenga diarréica em individuos de todas as idades. A diarréia é conseqiiéncia da
acdo de enterotoxinas produzidas por essas bactérias no intestino do individuo infectado.
No momento sdo conhecidas pelo menos duas enterotoxinas diferentes, com pelo menos
duas variantes cada. Todas agem estimulando enzimas envolvidas na manutencdo do
equilibrio hidrossalino da mucosa intestinal. Esse estimulo resulta em uma menor absor¢ao
de sédio pelas células das microvilosidades intestinais e maior excre¢do de cloretos e
bicarbonatos, com conseqiiente acimulo de liquido no Iimen intestinal e diarréia. Devido a
acdo das enterotoxinas o sintoma mais caracteristico da doenca causada por ETEC ¢ a
diarréia aquosa abundante, semelhante a da coélera. Outros sintomas incluem dores
abdominais, febre baixa, nduseas e mal-estar geral. Nos paises em desenvolvimento, a

ETEC estd associada a diarréia conhecida como diarréia dos viajantes [85, 107].
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E. coli Enteroinvasiva (EIEC). Entende-se por EIEC a classe de Escherichia coli
que causa uma infeccdo intestinal muito semelhante a causada por Shigella. A infecgao é
resultante da penetracdo das bactérias nas células da mucosa intestinal, e conseqiiente
penetracdo nas células adjacentes. Ha intensa proliferacdo dentro dessas células, que leva a
sua morte. Nao hd produ¢cdo de nenhum tipo de toxina. Como nas shigeloses, a infec¢cao
causada por EIEC consiste em inflamacao e necrose da mucosa do colon (intestino grosso).
Clinicamente, as infec¢des se manifestam por diarréia sanguinolenta ou ndo, com a
presenca de leucdcitos e muco, frequentemente acompanhada de dores abdominais e febre.
As infecgdes por EIEC sdao mais frequentes em criancas maiores de dois anos e em adultos.
A caracteristica de invasividade, tanto da EIEC como da Shigella, est4 associada a presenga

de um plasmideo [85].

E. coli Enteroagregativa (EAggEC ou EAEC). Entende-se por EAEC a classe de
Escherichia coli associada a diarréia aquosa. O mecanismo pelo qual a doenga é provocada
ainda ndo € conhecido, mas a autdpsia de criancas atingidas mostrou lesdes no ileo [76]. A
principal caracteristica das cepas EAggEC € a producdo de um padrio de aderéncia
exclusivo em células hepteliais HEp-2, denominado adesdo agregativa. Neste padrio, as
bactérias dispdem-se lado a lado, formando agregados heterogéneos que lembram tijolos
empilhados, ou distribuindo-se em forma de corddes, tanto nas superficies celulares como
nas laminulas de suporte, em regides livres de células [2]. As cepas EAggEC carregam
ainda um plasmideo de 60 Mda, que codifica a producdo de uma toxina termoestdvel
(EAST1), também € encontrado entre as cepas ETEC e EHEC [101]. A superficie das
EAggEC € hidrofébica e essa caracteristica parece estar associada a uma camada superficial
densa em elétrons e a presenga de uma proteina de 38 kDa ndo encontrada em qualquer

outra cepa de E. coli [116].

E. coli de Aderéncia Difusa (DAEC). As cepas do grupo DAEC podem ser isoladas
tanto de individuos sdos como de pessoas com diarréia, sendo mais importantes em criancas
de 4 a 5 anos. O principal sintomas € a diarréia aquosa, sem sangue e sem leucdcitos. As
cepas DAEC ndo formam microcolonias quando aderem as células Hep-2. Pouco se sabe

sobre seu mecanismo de patogenicidade, porém, foi caracterizada uma fimbria de
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superficie, conhecida como F1845, envolvida no fendmeno de aderéncia difusa. Os genes
que codificam esta fimbria podem estar localizados no cromossomo ou em um pladsmidio. O
fenomeno de aderéncia difusa também parece estar associado a uma proteina de 100 kDa da
membrana externa, encontrado em uma cepa do sorotipo 0126:H27. Os genes que
codificam essa proteina ja foram sequenciados, porém, foram encontrados em apenas
algumas cepas DAEC isoladas. Ao realizar-se ensaios “in vitro” em células CaCo e Hep-2,
as cepas DAEC apresentam a capacidade de induzir a formacao de estruturas protuberantes,
semelhantes a dedos, que conferem prote¢do as células bacterianas. A presenga dessas

estruturas, entretanto, ainda nao foi demonstrada “in vivo” [97].

E. coli Shiga Toxigénica (STEC). Também chamadas de E. coli enterohemorragicas
(EHEC) ou de E. coli verotoxigénicas (VTEC), essa classe compreende as cepas de E. coli
produtora de verotoxinas (incluindo a E. coli O157:H7), associada a enterocolite
hemorrdgica em individuos de todas as idades. A sindrome € decorrente da adesdo as
células epiteliais intestinais e a acdo de citotoxinas produzidas no intestino do individuo
infectado. No momento sdo conhecidas pelo menos duas citotoxinas diferentes, chamadas
de verotoxinas (VT I e II) devido ao seu efeito citopdtico irreversivel sobre células Vero
(linhagem de células do rim do macaco verde africano Cercopithecus aethiops) [31].
Também sdo chamadas de toxinas shiga ou “shiga-like” toxinas (SLT I e II), devido a

semelhang¢a com a toxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo I [118].
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DOENCAS PROVOCADAS PELA E. COLI SHIGA TOXIGENICA
(STEC)

Héa atualmente cerca de 200 sorotipos de E. coli produtoras de verotoxinas [121],
responsdveis por um amplo espectro de doencas, que vao de diarréias brandas a colite
hemorrdgica e doencas mais graves como a sindrome hemolitico-urémica (HUS) e a

purpura trombocitopénica trombotica (PTT) [31].

Colite hemorragica

De acordo com a FDA/CFSAN [37], a colite hemorragica provocada pelas cepas STEC ¢é
caracterizada por dores abnominais severas e diarréia, inicialmente aquosa e posteriormente
sanguinolenta. Ocasionalmente ocorre vomito ou febre baixa. A doenga é geralmente auto-
limitada, durando cerca de 8 dias e, em alguns individuos, apresenta apenas diarréia aquosa.
A dose infectiva € ainda desconhecida mas, de acordo com dados obtidos de surtos, parece
ser similar a da Shigella (10 células). Outras fontes relatam valores na faixa de 10 a 10.000
células por grama ou mililitro do produto consumido [18, 62]. A populacdo alvo pode ser
de qualquer faixa etéria, sendo maiores os riscos para idosos, criangas menores de 5 anos,
individuos imunodeprimidos ou com problemas renais [118]. A transmissdo pode ocorrer
por contato direto (contato com gado infectado ou suas fezes e contato pessoa-pessoa) ou

indireto, através do consumo de alimentos contaminados [114].

Sindrome hemolitico-urémica (HUS)

De acordo com a literatura, cerca de 10% dos casos de colite hemorragica podem agravar-
se, provocando um quadro conhecido como sindrome hemolitico-urémica (HUS),
geralmente diagnosticado de 2 a 14 dias apés o inicio da diarréia. E caracterizada pelo
desenvolvimento de anemia hemolitica microangiopdtica, trombocitopenia, insuficiéncia
renal aguda e manifestacoes do sistema nervoso central como letargia, dor de cabeca
severa, convulsdes e encefalopatia [31]. A anemia hemolitica decorre de um baixo nimero
de glébulos vermelhos no sangue, resultante da sua desintegracdo prematura no interior dos

vasos sangiiineos. A hemoglobina ndo aproveitada € filtrada e expelida pelos rins, deixando
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a urina escura. Se o volume de destrui¢do for minimo, o resultado serd a letargia; se for
aguda, a doenga poderd acarretar a morte [32]. A trombocitopenia decorre da redugdo do
numero de plaquetas no sangue, causada por disturbios na sua producao, distribuicdo ou
destrui¢do. Provoca purpura, que sdo manchas na pele, ocasionadas pelo sangramento de
pequenos vasos sangiiineos proximos da superficie. Quando as manchas de puarpura sdo
muito pequenas sdo chamadas de petéquias, quando sdo grandes, equimoses [33, 60]. A
insuficiéncia renal afeta a grande maioria dos pacientes de HUS, cerca de 25% deles
apresentando hipertensdo arterial e manifestagdes neuroldgicas como irritabilidade, letargia,
convulsdes e coma. Alteracdes em outros 6rgaos como o pancreas € o coracao também tém

sido relatadas com bastante freqiiéncia [31].

A HUS pode ocorrer em pacientes de qualquer faixa etdria, mas criangas e idosos parecem
ser mais suscetiveis. No Brasil a incidéncia ndo € conhecida, mas, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude, hd vdrios anos tem sido a causa mais comum de
insuficiéncia renal em criancas na Argentina, onde cerca de 250 novos casos sdo relatados
anualmente [120]. A taxa de mortalidade encontra-se na faixa de 2 a 7%, mas em alguns
surtos, especialmente entre os idosos, chega a 50% [120]. Outra conseqiiéncia grave desta
doenca € o nimero significativo de sobreviventes que apresentam seqiielas permanentes,
como insuficiéncia renal cronica, hipertensao e problemas neurolégicos [87]. Como ndo ha
uma terapia especifica para a HUS, a maioria dos pacientes requer tratamento prolongado,
envolvendo didlise, transfusdo de sangue ou transplante dos rins [114, 118], com custos

significativos [120].
Purpura trombocitopénica trombética (PTT)

PTT € outra complicacdo extra intestinal que pode ocorrer nas infec¢des causadas pelas
cepas EHEC. E uma doenca mais rara, caracterizada por cinco sinais e sintomas: anemia
hemolitica microangiopdtica, trombocitopenia, sinais neuroldgicos, febre e alteracdes
renais. Os sintomas neuroldgicos podem ser cefaléia, confusdo, afasia e alteragdes da
consciéncia (da letargia ao coma) [96]. A TTP inclui todas as caracteristicas da HUS,
embora o dano renal seja menos severo e o envolvimento neurolégico mais proeminente.

Geralmente € diagnosticada em adultos [90].
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SOROTIPOS DE E. COLI SHIGA TOXIGENICA MAIS
ENVOLVIDOS EM SURTOS

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saude [122], o sorotipo O157:H7 € o mais
freqiientemente associado a surtos relatados e documentados de colite hemorrdgica e HUS.
H4, entretanto, indicacoes claras de que o envolvimento de cepas de outros sorotipos estd
crescendo. Os dados epidemioldgicos disponiveis sugerem que o sorotipo O157:H7 ¢é
predominante nos Estados Unidos, Canada, Reino Unido e Japdo, enquanto na América do

Sul, Australia e Europa continental os sorotipos ndo-O157 sdo mais comuns.

Dados desse mesmo relatério indicam que, em individuos com diarréia, as cepas nao-O157
tém sido isoladas com freqiiéncia média 4 vezes maior do que a O157, embora tenha sido
observada uma grande varia¢io nessa propor¢do, de uma regido geografica para outra. Nos
Estados Unidos, ao contrario, a O157 € encontrada com freqii€éncia duas vezes maior do que
as demais STEC. Com relag@o ao casos de HUS estudados em todo o primeiro mundo, as
cepas ndao-O157 responderam, em média, por 25% das cepas STEC implicadas nas
ocorréncias. Também nesse caso, essa propor¢cdo apresentou grandes diferencas de uma

regido para outra, variando de 7 a 90% [122].

No Brasil, levantando-se apenas os casos de diarréia em humanos, a frequéncia de
isolamento de cepas STEC € muito baixa [17, 46, 54], porém, comparédvel a observada em
outras partes do mundo [12, 52, 92]. Desde 1989 o sorotipo O111:NM € o mais frequente
em nosso ambiente [46], porém, dois casos de doenga associados com os sorotipos
0157:H7 e O26:H11 ja foram identificados [47, 53]. Em reservatorios animais, ao contério,
as cepas STEC sao bastante comuns [19, 20], embora poucos dos sorotipos isolados sejam

reconhecidos como patégenos.

Um fato importante a destacar é que, embora o isolamento de cepas ndo-O157 seja bastante
comum em todo o mundo, nem todos os sorotipos STEC ocorrem com a mesma frequéncia.
Dentre os quase 200 existentes, cerca de 50 t€m sido isolados de pacientes [75] e, em

muitos casos, ndo € certo que tenham sido a causa da doenga, sendo também encontradas
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em individuos sdos. Além disso, ha varios relatos de pacientes apresentando cepas nao O-
157 nas fezes e, a0 mesmo tempo, altos niveis de anticorpos contra o antigeno O157 [112],

sugerindo a presenca desse sorotipo como causa dos sintomas, embora ndo detectado.

O fato € que distinguir as cepas STEC verdadeiramente patogénicas nio € tao simples, uma
vez que a mera produgdo das verotoxinas ndo € suficiente para conferir viruléncia, havendo
outros fatores envolvidos. Isso teve reflexos sobre a nomenclatura desse grupo, sendo
reconhecida atualmente a seguinte situac@o [75]: STEC e VTEC sdo termos equivalentes e
ambos se referem a todas as cepas de E. coli que produzem uma ou mais verotoxinas.
Como ndo estd claro se a simples presenca dos genes que codificam essas toxinas é capaz
de conferir patogénicidade, na auséncia de outros fatores de viruléncia (descritos no
préximo item, abaixo), o termo E. coli enterohemorrhagica (EHEC) fica reservado as cepas
que provocam colite hemorrdgica, HUS ou PTT, produzem toxinas shiga, aderem as células
do epitélio intestinal, provocando lesdes A/E (“‘attaching and effacing”) e possuem o
plasmidio pO157, associado a producdo de enterohemolisinas e potenciais fatores de
aderéncia. Dessa forma, EHEC denota um subgrupo da classe STEC e inclui uma
conotacdo clinica ndo extensiva a todo o grupo. De acordo com essa defini¢cdo, todas as
cepas EHEC sdo patogénicas, sendo seu pricipal representante o sorotipo O157. Os outros
sorotipos que tém sido associados as manifestacdes clinicas mais graves sdo o
O111:H8/NM (predominante na Austrélia), o O26:H11, o O103:H2 e 0 O113:H21 [31, 45,
122].
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FATORES DE VIRULENCIA DA E. COLI ENTEROHEMORRAGICA
(EHEC)

Nos dltimos anos houve um avango significativo na compreensdo da patogénese da
infeccdo causada pelas cepas EHEC, embora ainda ndo completamente elucidado. De
acordo com COOCKSON [23], cepas patogénicas de E. coli, em geral, podem ser
subdivididas de acordo com os fatores de viruléncia envolvidos nas manifestacdes clinicas.
Virios desses fatores foram adquiridos por mecanismos evoluciondrios, envolvendo a
transferéncia horizontal de material genético. Nas EHEC isso pode ser observado na
frequéncia com que os fatores de viruléncia (descritos baixo) s@o mediados por plasmidios

e bacteridfagos.

Toxinas shiga
O principal fator de viruléncia das EHEC é a produgdo das toxinas shiga (Stx),
extremamente potentes e responsaveis por muitos dos sintomas observados nos pacientes
infectados [75]. A familia Stx apresenta dois grupos principais, imunologicamente distintos
e ndo passiveis de reagdes cruzadas, chamados de Stx1 e Stx2 (ou VT1 e VT2). Uma cepa
EHEC pode expressar apenas a Stx1, apenas a Stx2, ambas ou multiplas formas da Stx2.
Dados espidemioldgicos sugerem que a Stx2 é mais importante que a Stxl no
desenvolvimento de HUS [44]. Virios relatos indicam que as cepas de E. coli O157:H7 que
expressam apenas a Stx2 tém maior probabilidade de provocar HUS do que as que

expressam apenas a Stx1 ou, curiosamente, ambas [91].

As toxinas shiga pertencem ao grupo das toxinas tipo A/B, isto €, apresentam uma
subunidade do tipo A, que € enzimdtica, e 5 subunidades do tipo B, que sdo oligdmeros
constituidos de 5 proteinas idénticas [105]. Essa estrutura bisica A/B é comum a todas as
toxinas shiga e a Stx1 da EHEC € praticamente idéntica a Stx da Shigella dysenteriae 1,
algumas cepas apresentando diferenca em apenas um residuo e outras ndo apresentando
qualquer variacao na sequéncia [77, 110]. Entre si, a Stx1 e Stx2 da EHEC apresentam 55%
de homologia na sequéncia da subunidade A e 57% na sequéncia da subunidade B [55]. A

estrutura da Stx1 € altamente conservada entre as cepas EHEC mas hd variacdes na
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sequéncia da Stx2. Essas variantes sdo designadas Stx2c, Stx2v, Stx2vhb, Stx2e, etc., e a
designacdo dessas multiplas formas € totalmente intercambidvel entre a nomenclatura Stx

ou VT utilizada [16].

As subunidades B mediam a ligagcdo da toxina a celula hospedeira, através de receptores
especificos. Na maioria dos casos esse receptor € a globotriacilceramida (Gb3), um
glicolipidio presente na superficie das células eucariéticas, enquanto a variante Stx2 utiliza
0 Gb4 como receptor. Uma vez ligada a célula, a subunidade A da toxina, que é uma N-
glicosidase, remove um unico residuo de adenina do rRNA 28S, inibindo a sintese de
proteinas. Essa inibicdo leva a morte de células endoteliais renais, células epteliais
intestinais, células Vero, células HeLLa ou qualquer outra que contenha Gb3 (ou Gb4 no

caso da Stx2e) [75].

Também ja foi bem documentada, “in vivo” e “in vitro”, a inducdo de apoptose pelas
subunidades B das Stx. De acordo com VASCONCELOS [115], apoptose é um tipo de
morte celular programada, que requer energia e sintese protéica para a sua execucio. Essa
"autodestrui¢do celular", quando ocorre naturalmente, ¢ um fenoméno desejivel e
necessdrio, que participa na formagdo dos 6rgios e que persiste em alguns sistemas adultos
como a pele e o sistema imunolégico. E um processo ripido, que se completa em
aproximadamente 3 horas e ndo € sincronizado por todo o 6rgdo. Portanto, diferentes
estagios de apoptose coexistem em diversas seccoes dos tecidos e, devido a taxa rdpida de
destrui¢do celular, ndo é necessirio mais do que 2 a 3% das células em apoptose, em
determinado momento, para que se obtenha uma regressao de até 25% do tecido por dia. A
subunidade B purificada das toxinas shiga ja se mostrou capaz de matar células epiteliais,
sugerindo-se que sua ligacdo aos receptores Gb3 pode ativar um sinal de transdugdo que
culmina com a apoptose. A inibi¢do da sintese de proteina provavelmente induz um
sinergismo com a via dependente de Gb3, evitando a sintese de inibidores da apoptose.
Embora estas toxinas sejam citotoxicas “in vitro”, o significado da indu¢@o “in vivo” ainda
ndo estd claro. As células renais e do sistema nervoso central sdo ricas em receptores Gb3,
0 que poderia explicar a localizagdo especifica das seqiielas da infec¢do. Os macréfagos,

que ndo expressam Gb3, ndo sdo suscetiveis a estas toxinas [74].
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Os genes responsaveis pela codificacdo das subunidades A e B das toxinas shiga da EHEC
(stxAB, também chamados de s/fAB ou v&xAB na literatura) estdo organizados em operons,
codificando primeiro a subunidade A e depois a subunidade B. Os da Stx1 sdo carreados
por bacteri6fagos e os da Stx2 podem ser encontrados tanto em bacteriéfagos como no
cromossomo [75, 87, 105]. A produgdo da Stx1 é reprimida pelo ferro e pela redugdo da

temperatura, mas a expressao da Stx2 ndo ¢é afetada por esses fatores [75].

Intimina
As cepas EHEC sido capazes de aderir fortemente as células epteliais, através da produgdo
de uma proteina superficial (denominada intimina) e de um receptor (Tir) que, uma vez
secretado na célula hospedeira, aloja-se na membrana e serve como ponto de ancoragem
para a intimina [6, 22, 27, 28, 35]. Esse processo provoca na célula hospedeira o que se
chama de lesdes A/E (“attaching and effacing”), causadas pela deformacgdo de algumas
microvilosidades, desestruturacdo de outras e formacdo de uma estrutura em pedestal, na
qual a membrana epitelial envolve a bacteria [72, 98]. A intimina e o Tir sdo codificados
pelos genes eae e tir, respectivamente, presentes numa regido do DNA chamada LEE
(“locus of enterocyte effacement”) [1]. A sequéncia de aminodcidos das intiminas
produzidas pelas diferentes cepas EHEC sdo altamente divergentes na extremidade
carboxila e, com base nessas variagoes, sdo classificadas em 5 subgrupos (o, B, 7, 9, and €).

Na E. coli O 157:H7 ocorre o tipo v [42].

Existe uma forte associacdo entre a producdo da intimina e a ocorréncia de colite
hemorragica e HUS [24, 87]. Diversos estudos mostram que gene eae € muito comum
dentre as cepas isoladas de pacientes com essas doencgas, mas dentre as cepas isoladas de
reservatérios animais, s6 € frequente nos sorotipos reconhecidos como patdgenos [5, 10, 11,

63, 100, 123].

Plasmidio pO157

As cepas O157:H7 e a maioria dos demais sorotipos da STEC isoladas de humanos

apresentam um plamidio altamente conservado, chamado pO157 [9, 61], cujo tamanho
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varia de 93,6 a 104 kb [104]. Também relatado na literatura como plasmidio 60-MDa [72,
87, 95], esse plasmidio contém o gene ehxA (ou hlyA), que codifica uma hemolisina,
chamada de enterohemolisina ou hemolisina de E. coli enterohemorrdgica (EHEC Hly) [72,
95, 102]. A hemolisina pertence a familia RTX (repeat in toxin) de citolisinas formadoras
de poros, também encontradas em cepas de E. coli uropatogénica, Pasteurella haemolytica
e outros patégenos humanos e animais [7]. O gene ehxA presente no plasmidio 60-MDa
apresenta 60% de homologia com o gene hlyA, envolvido na codificacdo da hemolisina da

E. coli uropatogénica [7, 103].

O papel da enterohemolisina ainda € objeto de especulagdo, podendo estar associado a lise
de eritécitos “in vivo”, liberando heme e hemoglobina [43, 75]. Isso estimularia o
crescimento da O157:H7, porque essas cepas apresentam um sistema de transporte de ferro
altamente especializado, que permite utilizar heme e hemoglobina como fonte de ferro [59,
73, 113]. Havendo limitacdo de ferro, uma proteina de membrana de 69-kDa € sintetizada,
codificada pelo gene chuA (E. coli heme utilization gene). Um gene homologo ao chuA é
encontrado em cepas de Shigella dysenteriae tipo 1 mas ndo em qualquer outra Shigella ou

E. coli produtora de shiga toxina [73, 113].

O pO157 também codifica outros produtos potencialmente patogénicos, dentre
eles encontrando-se a) uma proteina (KatP) altamente homéloga a familia
bifuncional catalase-peroxidase, b) uma serina protease (EspP) capaz de clivar a
pepsina e o fator V de coagulacao humana, ¢) um conjunto de 13 genes (etpC-0),
altamente homdlogo ao que codifica a via de secrec¢ao tipo Il das bactérias Gram
negativas e estd envolvido na secrecdo de fatores patogénicos, d) uma toxina
(ToxB) que apresenta 20% de homologia com a toxina B de Clostridium difficile,
reconhecido agente de enterocolite induzida por antibiéticos e e) um gene (tagA),
que codifica uma lipoproteina de membrana e que pode estar relacionado a
patogenicidade, porque € homélogo ao encontrado nas cepas de Vibrio cholerae
[43, 49, 66].
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Enterotoxina termoestavel EAST-1
Outro fator de viruléncia identificado nos sorotipos O157:H7, O26:H11 e alguns outros
EHEC € a presenca da EAST-1, enterotoxina termoestdvel caracteristica da E. coli
enteroagregativa. A EAST-1 € codificada pelo gene astA e um estudo de SAVARINO et al.
[101] detectou esse gene em 75 cepas O157:H7 avaliadas (100%), usualmente com duas
cOpias no cromossomo. O gene também foi encontrado em em 8 de 9 cepas O26:HI11
(89%) e em 12 de 23 outras cepas nao-O157 (52%) analisadas. O significado dessa toxina
na patogenicidade da EHEC € desconhecido mas tem-se sugerido que esteja envolvida com

a diarréia aquosa que se observa nos primeiros estdgios da infeccao [87].

Adesina Saa
A adesina Saa também € outro fator de viruléncia recentemente identificado, detectada em
cepas eae negativas de STEC. O gene saa, que codifica esta adesina, apresenta localiza¢io
plasmidial. Este fator de viruléncia estd associado com a adesdo da bactéria e, em culturas
de células, apresenta um padrdo de aderéncia semi-localizada. Cepas contendo este gene
foram isoladas de pacientes com HUS [89] e sua presenca estd sendo utilizada como um

marcador de viruléncia em testes diagndsticos [88].
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ECOLOGIA DE E. COLI O157:H7

O trato intestinal de ruminantes, particularmente bovinos e ovinos, parece ser o principal
reservatorio das cepas entero-hemorrdgicas de E. coli O157:H7 e E. coli O157:NM. Nesse
tipo de animais, a incidéncia em fezes varia na faixa de 0 a 10%, conforme mostrado no
Tabela 1, uma variagdo ampla que pode ser devida a diferencas na sensibilidade dos
métodos de deteccdo empregados [99], embora seja também relacionada com a idade dos
animais, que apresentam incidéncia maior quando jovens. Em suinos e aves, a presenca

parece ndo ser comum, embora j4 tenha sido isolada do intestino desse tipo de animal [69].

Tabela 1. Dados de ocorréncia de E. coli O157:H7 em fezes de bovinos e ovinos em
diferentes paises [25].

Pais Animal N° amostras 9 positivos
Canada Vacas leiteiras 886 0,5%
Bezerros leiteiros com menos de 3 meses 592 1,5%
Inglaterra Bovinos 2.103 4%
Rebanho leiteiro implicado em surtos 105 9,5%
Ovinos 700 2.6%
Alemanha Touros 212 0,9%
Vacas leiteiras 47 0
Escocia Bovinos 1247 0,4%
Ovinos 450 0
Espanha Bezerros com diarréia 78 1,3%
Estados Vacas leiteiras adultas 662 0,15%
Unidos Novilhas leiteiras 394 3%
Gado leiteiro 351 6,8%

Ovinos 105 12,4%
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Ja foram incriminados em surtos, dentre outros alimentos, a carne bovina mal-cozida e
outros produtos a base de carne (rosbifes, hamburgueres e salsichas tipo “hot-dog”), o leite
cri, os vegetais (especialmente aqueles consumidos crus), os molhos preparados para
saladas, a maionese e o suco de macga. No geral, pode-se dizer que a carne bovina é uma das
principais fontes potenciais de E. coli O157:H7, uma vez que o trato gastrointestinal de
bovinos € o reservatorio desses microrganismos [57]. Dados levantados por
DESMARCHELIER & GRAU [25] revelaram contaminac¢do em 0 a 3,7% das amostras de
carne testadas em vdrios paises do mundo (Tabela 2) e, segundo o USDA [114], a

contaminacdo (cruzada), se dd na hora do abate, se houver contato das visceras com a carne

e com a superficie dos equipamentos e utensilios da planta de processamento.

Tabela 2. Dados de ocorréncia de E. coli O157:H7 em carne e leite [25].

Alimento N° amostras % positivas
Carcagas de bovinos 2.081 0,2%
Carne bovina moida 107 2,.8%

164 3,7%
1.000 0
Carne de porco 264 1,5%
Carne de porco moida 260 0
Carne de carneiro 205 2%
Aves 263 1,5%
300 0
Leite cru 603 0
115 10%

A carne bovina moida, de maneira especial, tem sido o principal agente de surtos
registrados nos Estados Unidos e outros paises da Europa, presumindo-se que a operagdo de
moagem transfira os microrganismos da superficie para todo o interior da massa de carne,

aumentando assim a drea de contato para o desenvolvimento bacteriano. Segundo KNIGHT
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[57], pesquisas em supermercados americanos revelaram que E. coli O157:H7 esta presente
em 1 a 2,5% das amostras de carne testadas, embora exista a possibilidade de a
contaminacdo ter ocorrido no proprio ponto de venda. O Programa de Monitoramento do
FSIS/USDA (Food Safety and Inspection Service/United States Department of Agriculture)
coletou, de 1994 a 2001, quase 100.000 amostras de produtos de carne bovina moida em
fabricas e pontos de venda nos Estados Unidos, encontrando contaminag¢do em 0,36%
(Tabela 3). Nesse periodo a porcentagem de amostras contaminadas aumentou

progressivamente, passando de 0,05% em 1995 para 0,85% em 2000/2001 [41].

Tabela 3. Dados de ocorréncia de E.coli O157:H7 em produtos de carne bovina moida crua
nos Estados Unidos, determinada no Programa de Monitoramento do FSIS/USDA (Food
Safety and Inspection Service/United States Department of Agriculture) no periodo de

1994 a 2001 [41].

Ano Niimero de amostras Numero de amostras positivas para
analisadas E.coli O157:H7

1994 1.782 0

1995 10.814 6 (0,05%)

1996 11.442 8 (0,07%)

1997 12.130 8 (0,07%)

1998 16.160 28 (0,17%)

1999 15.572 64 (0,41%)

2000 12.748 109 (0,85%)

2001 14.018 118 (0,84%)

Total 94.666 341 (0,36 %)
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DETECCAO DE E. COLI 0157:H7 EM ALIMENTOS

Ha basicamente 3 tipos de métodos para detec¢dao de E. coli O157:H7 em alimentos: os
métodos culturais cldssicos, com vdrias etapas de subcultura, os métodos imunoldgicos,
disponiveis comercialmente na forma de kits completos e os métodos moleculares,

particularmente os baseados na reagdo de polimerase em cadeia (PCR).

No desenvolvimento desses métodos sdo exploradas as principais caracteristicas que
distinguem o sorotipo O157:H7 das demais cepas de E. coli, que sdo [67, 69, 79, 107]: a)
fermentacdo do sorbitol negativa, enquanto 80 a 93% das outras E. coli sdo positivas, b)
producio da enzima B-glicuronidase negativa, enquanto 92 a 96% das demais sdo positivas,
¢) crescimento pobre ou nulo a 44-45°C, d) presenca do gene eae (attaching and effacing

gene), e) presencga do plasmidio pO157.

METODOS CULTURAIS DE DETECCAO

Os métodos culturais apresentam basicamente 5 etapas — enriquecimento seletivo,
plaqueamento diferencial, confirmacao soroldgica e bioquimica e confirmagdo da producao
de verotoxinas. A principal diferenca entre eles sdo a selecdo dos meios de cultura no
enriquecimento e plaqueamento seletivo diferencial e a selecdo das provas bioquimicas
utilizadas na confirmacdo. Os mais utilizados sdo o da Food and Drug Administration
(FDA) [36] e o do Food Safety and Inspection Service (FSIS) do United States Department

of Agriculture (USDA) [26], descritos no Tabela 4.
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Tabela 4. Métodos culturais de deteccdo Escherichia coli O157:H7 em alimentos
recomendados pela FDA (Food and Drug Administration) e USDA (United States
Department of Agriculture).

Método Enriquecimento Plaqueamento Confirmagao Confirmacao definitiva
seletivo seletivo diferencial preliminar
FDA (BAM)'  EEB - 37°C/6h TC-SMAC - Indol (+) e API 20E ou VITEK
(agitag@o) + 18h 37°C/24h sorologia O157 (BioMerieux) - sorologia
sem agitacao H7 e verotoxinas
USDA/FSIS  mECn MSA-BCIG - EMB e PRS-MUG TSI, Indol, VM, VP citrato,
(MLG)* 35°C/18-24h 42°C/24h 35°C/18h sorbitol, celobiose, ornitina

e lisina descarboxilase,
crescimento em caldo

Sorologia 0157 descarboxilase base e
motilidade — sorologia H7 e
verotoxinas

"Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, 8" Ed., Revision A.[36].

? United States Department of Agriculture/Food Safety and Inspection Service - Microbiology Laboratory Guidebook, 3™ Ed. [26].
Observacao: essa metodologia foi utilizada até setembro de 1999, quando foi substituida por um método imunoldgico de detecgdo.

EEB = EHEC Enrichment Broth (Caldo Tripticase de Soja suplementado com 0,05mg/1 de cefixima, 10mg/l de cefsulodina e 8mg/l de
vancomicina).

EMB = Eosin Methylene Blue Agar Levine (comercial).

HC = Hemorrhagic Colitis Agar (20g/1 Triptona, 1,12g/1 sais biliares N° 3, 5g/1 NaCl, 20g/I sorbitol, 0,1g/l MUG, 0,015g/1 pirpura de
bromocresol, 15g/1 Agar).

mECn = Modified EC Novobiocin Broth (20g/1 triptona, 5g/1 lactose, 1,12g/1 sais biliares N° 3, 4g/1 K;HPOy; 1,5g/1 KH,POy, 5g/1 NaCl e
20mg/l novobiocina sédica).

MSA-BCIG = MacConkey Sorbitol Agar suplementado com 0,1g/1 de 5-bromo-4-cloro-3indoxil-B-D-glicuronideo.

m-TSB = Modified Trypticase Soy Broth (Caldo TSB suplementado com 1,5g/1 de sais biliares N° 3, 20mg/l de novobiocina sédica e
1,5g/1 de fosfato dipotdssico).

PRS-MUG = Phenol Red Sorbitol MUG Agar (Base Agar Vermelho de Fenol suplementado com 0,005% de 4-metilumbeliferil-B-D-
glucuronideo e 0,5% de sorbitol).

SMAC = Sorbitol MacConkey Agar (comercial)

TC-SMAC = Tellurite Cefixime Sorbitol MacConkey Agar (Agar MacConkey Sorbitol suplementado com 2,5mg/l de telurito de potdssio
e 0,05mg/1 de cefixima).

Enriquecimento seletivo

O meio mais amplamente utilizado para o enriquecimento seletivo de E. coli O157:H7 é
Caldo EC Modificado Novobiocina (mECn) incubado a 35°C/18-24h, conforme
recomendado na 3° edi¢do (1998) do MLG (Microbiology Laboratory Guidebook) do
FSIS/USDA (Food Safety and Inspection Service/United States Department of Agriculture)
[26]. A composi¢do inclui triptona (20g/1), lactose (5g/l), sais biliares N° 3 (1,12g/1),
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K,HPO, (4g/1), KH,POy4 (1,5g/1), NaCl (5g/1) e novobiocina sédica (20mg/l). As diferencas
em relacdo ao Caldo EC sdo, além da adi¢do da novobiocina sédica, a reducdo da

quantidade de sais biliares (de 1,50 para 1,12¢g/1) e a substituicao da triptose pela triptona.

A FDA recomenda o Caldo EEB (EHEC Enrichment Broth), que € o Caldo Tripticase de
Soja (TSB) suplementado com 0,05mg/l cefixima, 10mg/l cefsulodina e 8mg/l
vancomicina, incubado a 37°C por 6 horas sob agitag¢io e 18 horas adicionais em

incubadora estatica [51].

Outras alternativas recomendadas sdo o Caldo Tripticase de Soja suplementado com 1,5g/1
sais biliares N° 3, 20mg/l novobiocina sédica e 1,5g/1 fosfato dipotdssico (mTSB), incubado
a 37°C/24h [30], o caldo mTSB suplementado com acriflavina e hidrolizado dcido de
caseina [84], a Agua Peptonada Tamponada suplementada com vancomicina, cefsulodina e
cefixima (BPW-VCC), incubag¢do a 37°C/6h [21] e o caldo TSB no lugar da Agua
Peptonada Tamponada, suplementado com esses mesmos antibiéticos, incubacio a 37°C/6h

[118].

Plaqueamento seletivo diferencial
O meio mais amplamente utilizado para o plaqueamento seletivo diferencial é Agar
MacConkey Sorbitol (MSA), meio seletivo para enterobactérias que diferencia as cepas de
E. coli O157:H7 através da ndo fermentacao do sorbitol (colonias brancas) apds 18-24h de
incubac@o a 35 ou a 42°C. Mais recentemente tém sido introduzidas nesse meio uma série
de modificagdes, incorporando componentes para aumentar sua seletividade ou explorar
caracteristicas fenotipicas tipicas das cepas de E. coli O157:H7. A FDA recomenda o uso
do TC-SMAC, que é o Agar MacConkey Sorbitol suplementado com telurito de potdssio
(2,5mg/l) e cefixima (0,05mg/l) [51], para inibir Proteus e outros géneros de
enterobactérias nio fermentadores do sorbitol, como Providencia e Aeromonas [124]. A 3°
edicao (1998) do MLG FSIS/USDA [26] recomenda o uso do MSA-BCIG, que € o Agar
MacConkey Sorbitol suplementado com 0,1g/l de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-
glicuronideo, substrato cromogénico da B-glicuronidase. Também tem sido utilizado o

MSA-MUG, que incorpora o substrato fluorogénico da enzima (4-metilumbeliferil-B-D-
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glucuronideo) [78, 80], bem mais barato do que o BCIG. Uma outra alternativa também
bastante utilizada € o Petrifilm coliformes/E. coli da 3M Company, que contém um
substrato cromogénico para a enzima P-glicuronidase, mas, ao contrdario do MSA-BCIG,
ndo tem como base o Agar MacConkey Sorbitol. O meio seletivo utilizado no Petrifilm é o
Agar Vermelho Violeta Bile (VRB), que contém lactose, em lugar de sorbitol. Assim,
utilizando-se o Petrifilm, a triagem inicial de E. coli O157:H7 deixa de ser feita pela
fermentacdo do sorbitol, baseando-se exclusivamente na auséncia de atividade da [-

glicuronidase.

Confirmacao soroldgica

A confirmacdo do grupo sorolégico O157 é feita pelo teste padrdao de aglutinacdo em
lamina ou utilizando-se os “kits” de aglutinacdo em latex. No teste de aglutinacao em latex
mistura-se, sobre uma cartela de papeldo branco, uma gota da suspensio do
microrganismos com uma gota do antissoro O157 ligado a pérolas de litex coloridas. Na
presencga do antigeno a reacdo de aglutinacdo ocorre em poucos minutos e a vizualizagdo é
mais facil do que no teste em lamina, devido ao desenvolvimento de cor no fundo branco.
A desvantagem do teste em latex é que varios “kits” exigem a confirmagao dos resultados
positivos, repetindo-se 0 ensaio com o reagente controle, para eliminar casos de
autoaglutinacdo [14]. Também € importante preparar a suspensdo a partir de uma udnica
coldnia do microrganismo, porque indculos pesados podem resultar em falsos resultados
positivos [109]. Para a confirmacdo do grupo sorolégico H7, o mais comum € a utilizagao
de “kits” de aglutinacdo em latex, cujo principio é o mesmo do O157, substituindo-se o
antissoro. Entretanto, é importante lembrar que a expressio do antigeno H pode ser
varidvel, uma vez que algumas cepas sao imdveis no isolamento. Assim, € necessario que
se faca a indug¢do de motilidade antes do teste soroldgico flagelar [40, 109]. Também ¢é
importante que se use indculo pesado nesse ensaio (material de vdrias coldnias), porque a

quantidade presente em uma tnica colOnia ndo € suficiente para aglutinar com o antissoro

H7 presente no reagente de latex.
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Confirmacao bioquimica

Na confirmacdo bioquimica as caracteristicas mais recomendadas para confirmar a
suspeita de E. coli O157:H7 encontram-se descritas no Tabela 5. Sdo consideradas
particularmente Tteis, além da atividade de [B-glicuronidase e fermentagcdo do
sorbitol, negativas, o crescimento na presenga de KCN (-), a fermentacdo da
celobiose (-) e a producdo de pigmento amarelo (-). A producdo de pigmento
amarelo € caracteristica de Escherichia hermannii, que frequentemente provoca

falsos positivos no plaqueamento diferencial em MSA e no teste soroldgico

somatico com o antisoro O157 [48, 94].

A 3° edigdo (1998) do MLG FSIS/USDA [26] recomenda uma etapa de confirmagio
preliminar em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) e Agar Vermelho de Fenol
Sorbitol Metil Umbeliferil-B-D-Glicuronideo (PRS-MUG), verificando se a
cultura apresenta caracteristicas tipicas de E. coli no EMB (coldnias vermelhas com
brilho verde metdlico) e no PRS-MUG (sorbitol negativas, brancas e B-glicuronidase
negativas, sem fluorescéncia sob luz UV) no PRS-MUG. As culturas tipicas nesses
dois meios sdo entdo submetidas a confirmagdo bioquimica completa, através das
provas de crescimento em Agar Triplice Acticar Ferro (TSI) (fermentagio da glicose
positiva, fermentacdo da lactose e/ou sacarose positiva, producdo de H,S negativa,
producio de gds positiva), crescimento em Agar Lisina Ferro (LIA)
(descarboxilacdo da lisina positiva, produ¢do de H,S negativa), fermentacdo do
sorbitol e da celobiose em caldo (negativas), testes de indol (+), VM (+), VP (-),
citrato (-), descarboxilagcdo da lisina e ornitina em caldo (positivas), crescimento no
Caldo Descarboxilase Base (positivo) e motilidade (positiva). O FDA recomenda a
utilizacdo de “kits” miniaturizados de identificagdo, apresentando uma lista de

produtos comerciais como referéncia, resumida no Tabela 6.

Tabela 5. Caracteristicas bioquimicas das cepas de E. coli O157:H7, em comparacdo com

as cepas comuns de E. coli [48, 94].
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% de cepas positivas % de cepas positivas

Caracteristica Caracteristica

(48h incubacio) E. coli E. coli (48h incubacgio) E. coli E. coli
O157:H7 comum O157:H7 comum

B-glicuronidase 0 96% Glicose (4cido) 100% 100%

Sorbitol 0 80-95% Glicose (gas) 98% 92%
KCN 0 E.hermannii (+)  Indol 100% 96-99%

Pigmento amarelo (-) E.hermannii (+)  Arabinose 100% 99%
Celobiose 0 0-1% Trehalose 100% 98-99%
Esculina 0 31% Manitol 100% 98-99%
Salicina 0 0 Lactose 100% 88-92%
Arginina 0 16% Maltose 100% 91-98%
Adonitol 0 1-3% Rhamnose 100% 84-91%
Inositol 0 1% Xilose 100% 83-97%
Celobiose 0 0-1% Lisina 100% 81-92%
Urease 0 0 Ornitina 100% 58-74%
Citrato 0 0 Rafinose 100% 20-49%
Sacarose 87% 42-54% Dulcitol 100% 49-50%

Tabela 6. Kits miniaturizados de provas bioquimicas disponiveis para identificacdo de

enterobactérias [51].

“Kit” Fabricante Microrganismos identificados
API 20E BioMerieux Enterobacteriaceae
BBL Crystal Becton Dickinson Enterobacteriaceae e Gram negativos nao fermentadores
Cobas IDA Hoffmann LaRoche Enterobacteriaceae
Cobas Micro-1D Becton Dickinson Enterobacteriaceae e Gram negativos nao fermentadores
Micro-ID Remel Enterobacteriaceae
Enterotube 11 Roche Enterobacteriaceae
Minitek Becton Dickinson Enterobacteriaceae
RapID Innovative Diagnostics ~ Enterobacteriaceae
Spectrum 10 Austin Biological Enterobacteriaceae
Vitek (automatizado) BioMerieux Enterobacteriaceae

Producao de verotoxinas
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O Bacteriological Analytical Manual (BAM) da Food and Drug Administration [36]
recomenda verificar a producdo de verotoxinas através de ensaios de citotoxicidade em
cultura de tecidos (células Vero), utilizando sondas genéticas especificas para os genes que
codificam as verotoxinas I e II ou utilizando a técnica de PCR (polimerase chain reaction)
com iniciadores (“primers”) também especificos para as verotoxinas I e II. Podem ainda ser
utilizados “’kits” de imunoensaios enzimaticos (ELISAs) como o Verotest da MicroCarb
(USA) e o Premier EHEC da Meridian (USA), ou “kits” de ensaios soroldgicos de
aglutinagdo passiva reversa em latex (RPLA), como VTEC-RPLA da Oxoid (Inglaterra) e o
Verotox-F, da Denka Seiken (Japao) [71].

METODOS IMUNOLOGICOS DE DETECCAO

Os métodos imunoldgicos exploram a reagdo de complexacgdo antigeno/anticorpo e podem
apresentar vdrios formatos, sendo mais comuns os imunoensaios enzimdticos do tipo
ELISA, os ensaios de imunoprecipitacio e os métodos baseados na separacao

imunomagnética (IMS) [34].
Imunoensaios enzimaticos

De acordo com SILVA [108], os imunoensaios enzimdticos (EIAs) aplicdveis a deteccdo de
antigenos somadticos de bactérias em alimentos sdo do tipo heterogéneo, isto €, EIAs em que
a atividade enzimdtica do marcador ndo sofre alteracdo quando da formagao do complexo
antigeno/anticorpo marcado. Nesse tipo de EIA, o excesso de anticorpo marcado que ndo
foi complexado pelo antigeno deve ser removido, para ndo interferir na etapa de reacdo
enzima/substrato imediatamente posterior. Essa remoc¢do pode ser feita de diversas
maneiras, sendo mais comum a imobilizagdo de um dos imunorreagentes em um suporte
s6lido, que pode ser lavado apds a etapa de complexagdo. Esse formato de EIA caracteriza
0 Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), cujos suportes sélidos podem ser filtros
membranas, particulas metdlicas removiveis magneticamente, particulas centrifugdveis de

latex, sepharose, celulose ou hidroxido de titdnio, pérolas de poliestireno ou poliacrilamida,
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particulas de ouro coloidal ou, ainda, plastico rigido usado na confeccao de agulhas e placas

de microtitulagao.

A seqiiéncia de etapas de complexacdo antigeno/anticorpo, bem como a selecio do

imunoreagente que fica fixado a fase s6lida caracterizam os ELISAs como [108]:

ELISAs indiretos - envolvem duas etapas de complexagdo antigeno/anticorpo. Na primeira,

o antigeno, imobilizado na fase sélida, reage com anticorpos ndo marcados, induzidos em
um determinado tipo de animal. Esses anticorpos passam entdo a atuar como antigeno na
etapa seguinte, para um segundo tipo de anticorpos (induzidos contra os primeiros em um

tipo diferente de animal) marcados com a enzima.

ELISAs diretos - envolvem uma unica etapa de complexacao, na qual o antigeno, fixado na

fase sdlida, reage diretamente com os anticorpos marcados.

ELISAs competitivos - envolvem a competi¢cdo entre o antigeno presente na amostra € um
antigeno padrdo previamente fixado na fase sélida. Os anticorpos marcados sio incubados
na presen¢a da amostra e do antigeno padrdo e, apés a complexacdo, todo o material

complexado € removido, para a posterior adi¢do do substrato da enzima.

ELISAs de captura ou sanduiche - apresentam duas etapas de complexacdo, ambas

envolvendo o antigeno bacteriano. Na primeira etapa os anticorpos ndo marcados, fixados
na fase solida, reagem com o antigeno presente na amostra, promovendo a sua captura e
imobilizacdo. Na segunda etapa, o antigeno capturado reage com o mesmo tipo de
anticorpos, porém, marcados com a enzima. Dessa forma, o antigeno permanece envolvido

pelos anticorpos, na configuracdo chamada de sanduiche.

Na deteccdo de E. coli O157:H7, bem como de outros géneros e espécies de bactérias
comuns em alimentos, os ELISAs mais utilizados atualmente sdo os de captura, porque
apresentam uma vantagem essencial em relacdo aos demais — o imunorreagente fixado a
fase so6lida € o anticorpo, tarefa que pode ser realizada previamente, sem a presenca da
amostra, sem a interferéncias dos componentes dos alimentos e de forma muito mais
uniforme. Essa caracteristica conferiu aos ensaios de captura maior facilidade para o

desenvolvimento de “kits”, que foram essenciais a popularizacdo da técnica. Atualmente,
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ha vérios “kits” de ELISA disponiveis no mercado para deteccdo de E. coli O157:H7 em
alimentos, apresentados no Tabela 7. A maioria detecta o antigeno somadtico de parede
O157 de E. coli, exceto o EHEC TEK da Organon Teknika, que tem anticorpos para
detectar os antigenos somdticos O157 e 026 e os antigenos flagelares H7 e HI11. Os
resultados sdo presuntivos, devendo ser confirmados através do isolamento das cepas e
identificacdo bioquimica. Além disso, nenhum desses “kits” objetiva a quantificagdo da
populacdo de E. coli O157, sdo ensaios qualitativos e ndo tém sensibilidade para aplicacao
direta no alimento, exigindo uma etapa de pré enriquecimento para levar a populacdo a

niveis detectaveis [71].

Tabela 7. “Kits” de imunoensaios enzimédticos disponiveis no mercado para detec¢do de E.
coli O157:H7 em alimentos [71].

Nome comercial Antigeno alvo Formato do ensaio Fabricante
PETRIFILM EHEC 0157 Blot-ELISA 3M, St. Paul, MN
EZ COLI 0157 Tube-ELISA Difco, Detroit, MI
ASSURANCE 0157 ELISA BioControl
TECRA 0157 ELISA TECRA, Redmond, WA
E. COLI O157 0157 ELISA LMD Lab., Carlsbad, CA
E. COLI 0157 0157 ELISA Meridian, Cincinnati, OH
PREMIER EHEC O157:H7/NM ELISA Meridian, Cincinnati, OH
VIDAS 0157 Automated ELISA  BioMerieux, St.Louis, MO
EHEC-TEK O157:H7 & O26:H11 ELISA Organon Teknika, Durham, NC

Ensaios de imunoprecipitacao
A técnica de imunoprecipitacdo popularizou-se com o desenvolvimento de “kits” para teste

de gravidez e, atualmente, ¢ amplamente utilizado na detec¢do de patdgenos em alimentos.
Também € um imunoensaio do tipo sanduiche, porém, em lugar de marcar os anticorpos
com enzimas, a conjugagdo € feita com materiais precipitdveis, como particulas de latex

coloridas ou ouro coloidal [34]. Uma aliquota do caldo enriquecido ¢ depositada no
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dispositivo, sobre uma matriz cromatografica contendo os anticorpos conjugados com as
particulas precipitdveis. Os anticorpos capturam os antigenos e fixam as células as
particulas, que migram através da matriz até atingir uma regido de reacdo, contendo um
segundo tipo de anticorpos. Esses anticorpos aglutinam o antigeno capturado pelas
particulas e a reacdo de aglutinagdo provoca a precipitacdo do material, formando uma
banda colorida visivel a olho nu. O ensaio é extremamente rdpido (5 a 10 minutos) e
simples, ndo exigindo qualquer lavagem ou manipulacdo. No entanto, assim como 0s
ELISAs, ndo tem sensibilidade para a deteccdo direta a partir dos alimentos, exigindo uma
etapa de pré enriquecimento para levar a populacio a niveis detectdveis. Os resultados sdo
presuntivos e devem ser confirmados através do isolamento das cepas e identificacao
bioquimica. Ha vérios “kits” de imunoprecipitacio disponiveis no mercado para detec¢ao

de E. coli O157:H7 em alimentos, apresentados no Tabela 8.

Tabela 8. “Kits” de imunoprecipitagdo disponiveis no mercado para detec¢do de E. coli
O157:H7 em alimentos [71].

Nome comercial Antigeno alvo Fabricante
REVEAL 0157 Neogen, Lansing, MI
VIP 0157 BioControl, Bellview, CA
NOW 0157 Binax, Portland, ME
IMMUNOCARD 0157 Meridian, Cincinati, OH
QUIX 0157 Universal Health Watch, Columbia, MD

Separacao imunomagnética (IMS)

Na separa¢do imunomagnética sao utilizadas microesferas magnéticas recobertas com os
anticorpos, adicionadas ao caldo de enriquecimento. O microrganismo alvo € capturado
pelos anticorpos presentes nas esferas que, em seguida, sdo removidas magneticamente.
Para a remoc¢do um ima € posicionado na parede do frasco, separando as células do meio de
cultura, que € descartado. As esferas sdo lavadas e a suspensdo purificada pode ser entdo

utilizada no plaqueamento seletivo diferencial ou em outros ensaios [34].
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Em setembro de 1999 o FSIS adotou essa metodologia para deteccdo de E. coli O157:H7
em produtos cdrneos, utilizando as microesferas da Dynal Biotech, Lake Success, NY

(Dynabeads 710.04 E. coli O157).

Seqiiéncia da andlise [26]: pré enriquecimento em caldo mECn 35°/20-24h = verificagdo
inicial da presenca com um “kit” de ELISA O157:H7/NM = ELISA positivo — filtrar 1ml
do caldo, adicionar as dynabeads e manter sob agitacio 10-15min para captura =
separacdo imunomagnética = lavagem das microesferas e ressuspensdo em tampao =
plaqueamento da suspensdo e diluicdes em Rainbow Agar O157 (Biolog Inc., Hayward,
California) = colonias tipicas (pretas ou cinza) — teste de agutinacdo em latex com
antissoro 0157 = aglutinagio positiva — purificar as colonias em Agar Sangue =
confirmagdo bioquimica utilizando um “kit” de identificacdo = culturas confirmadas —
teste de aglutinagdo em ldtex com antissoro O157:H7 = aglutinagc@o positiva — testar

producdo de verotoxinas com um “kit” comercial.

METODOS MOLECULARES BASEADOS NOS ACIDOS NUCLEICOS

Os métodos moleculares mais amplamente utilizados na detecgéo de patégenos
em alimentos sdo as sondas genéticas e a reagdo de polimerase em cadeia

(PCR), popularizados através do desenvolvimento de “kits” comerciais [71].

Sondas genéticas

De acordo com HILL et al. [50], a deteccdo por sondas genéticas ¢ fundamentada na
presenca ou auséncia de genes especificos do microrganismos alvo e a base fisica dos testes
€ a propria estrutura de dupla fita do DNA. A estabilidade da conformacdo em fita dupla é
conferida pelas pontes de hidrogénio estabelecidas entre a adenina (A) de uma fita e timina
(T) da outra, ou entre a guanina (G) de uma e a citosina (C) de outra. As pontes de
hidrogénio podem ser quebradas elevando-se o pH (acima de 12) ou a temperatura (acima
de 95°C), o que desnatura o DNA e resulta em fitas simples. Quando o pH ou a temperatura

retornam ao normal, as pontes de hidrogénio sdo restabelecidas e a molécula volta a
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conformacdo de fita dupla. A fonte das fitas simples que se alinham na formagao da dupla
hélice € irrelevante, se houver complementaridade entre elas. Se cada fita for origindria de
fontes diferentes, a molécula resultante é chamada hibrida e o processo é chamado
hibridizacdo de DNA. Quanto maior for a homologia entre a sequéncia de bases de cada fita

simples complementar, maior serd a estabilidade da molécula hibrida.

Uma sonda genética é um fragmento de DNA marcado, que contém a seqiiéncia total ou
parcial de um gene especifico com fun¢do conhecida. Colocadas em contato com o DNA
dos microrganismos presentes em uma amostra, podem hibridizar com uma seqiiéncia
homologa complementar, sinalizando a presenga do microrganismo alvo. Na deteccao de E.
coli O157:H7 dois tipos de sondas tém sido utilizadas, as que detectam os genes das toxinas

shiga e as que detectam o gene da -glicuronidase.

Para os genes das toxinas shiga o BAM/FDA [50] destaca 2 oligodeoxirribonucleotideos
sintéticos, preparados a partir dos dados da sequéncia da subunidade A da Stx1 e Stx2,
incluindo os nucleotideos 473-490 e 472-490, respectivamente. O método de
enriquecimento recomendado é o de DOYLE & SCHOENI [30] e o meio para
plaqueamento diferencial ¢ o HC (Hemorrhagic Colitis) Agar descrito no BAM [36],
incubado a 37 ou 43°C.

No caso do gene da B-glicuronidase (uidA), é interessante notar que, embora E. coli
O157:H7 ndo expresse essa caracteristica, o gene também se encontra presente nas cepas
desse sorotipo [38]. A andlise da sequéncia do uidA nessas cepas mostrou varias mutacgoes,
uma delas servindo de base para o desenvolvimento da sonda PF-27, recomendada pelo
BAM/FDA [50]. A PF-27 € considerada especifica para E. coli O157:H7, ndo hibridizando

com outras cepas EHEC, outras cepas de E. coli ou outras enterobactérias [39].

Reacao de polimerase em cadeia (PCR)

De acordo com O’SULLIVAN [83], a técnica de PCR, na sua forma mais simples, é
utilizada para amplificar regides (seqiiéncias) especificas de DNA em bilhdes de vezes,
usando uma polimerase termoestdvel (usualmente Tag, a DNA polimerase de Thermus

aquaticus), deoxinucleotideos (dNTP) e dois iniciadores, cujas seqiiéncias sdo
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complementares entre si e a seqiiéncia alvo (“template”). A amplificacdo € obtida
aplicando-se multiplos ciclos de PCR, geralmente 30 a 40 e, durante cada ciclo, ocorre a
seguinte seqiiéncia de reagdo: aquecimento a aproximadamente 94°C, para desnaturar a fita
dupla do DNA, resfriamento a menos de 55°C (condigdo tipica), para que os iniciadores
hibridizem com as sequéncias que lhes s@o complementares nas fitas simples obtidas,
reaquecimento a 72°C, para que a polimerase sintetize a copia do DNA na regido entre 0s
dois iniciadores. Como cada fragmento gerado torna-se o alvo do préximo ciclo de PCR, a
amplificacdo é exponencial e uma simples copia pode ser potencialmente amplificada a 2",
onde “n” é o ndmero de ciclos de PCR. Assim, num PCR tipico de 35 ciclos, podem ser
geradas aproximadamente 3,4 x 10" c6pias da seqiiéncia alvo. Também & possivel utilizar
mais de um conjunto de iniciadores, diferentes entre si, para permitir a amplificacdo
simultanea de mais de uma seqiiéncia alvo, na técnica de Multiplex PCR. Apés a

amplificacdo os fragmentos obtidos sdo separados por eletroforese em gel de agarose,

gerando um perfil de fragmentos caracteristico das cepas testadas [83].

A especificidade do método na deteccdo de um microrganismos alvo € baseada na
utilizac@o de iniciadores que amplifiquem especificamente seqiiéncias caracteristicas desse
microrganismo. Se houver conhecimento de uma ou mais sequéncias que sejam exclusivas
do DNA do alvo, o resultado do ensaio serd definitivo, ndo exigindo confirmagdo. Se as
sequéncias ndo forem exclusivas, devem ser pouco comuns em outras cepas do mesmo
ambiente e o resultado do ensaio serd presuntivo. A combinagdo de vdrias sequéncias alvo
no multiplex PCR aumenta muito a especificidade do ensaio, diminuindo a taxa de falsos
positivos. No caso da E. coli O157:H7 as sequéncias de vdrios genes t€m sido utilizadas em

ensaios de PCR, isoladas ou em combinag¢ao, incluindo [75, 117]:

Genes das toxinas shiga (stx1, stx2, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f)
Gene da enterohemolisina presente no plasmidio pO157 (hiyA),
Gene da intimina (eaeA)

Gene que codifica o antigeno somatico do sorotipo O157 (rfbE),

Gene que codifica o antigeno flagelar do sorotipo H7 (f1iC)

vV V V V VYV V

Gene da B-glicuronidase (uidA)
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Para a andlise de alimentos encontram-se disponiveis no mercado, atualmente, dois “kits”
comerciais que fornecem os reagentes na forma pronta para uso, o BAX " da

Dupont/Qualicon e o TagMan da Applied Biosystems.

O BAX utiliza um jogo de iniciadores especificos para E. coli O157:H7, selecionadas a
partir da analise do genoma de 113 cepas O157:H7 e 176 nao-O157:H7. Esse conjunto
iniciador amplifica uma sequéncia de DNA de 530 bp em 99% das cepas O157:H7 e em
zero das ndo-O157. O método tem sensibilidade para detectar 10° UFC/ml de E. coli
0O157:H7 na amostra enriquecida, na presenca de uma microbiota acompanhante de até 10°
UFC/ml [4]. Foi validado pela AOAC em 1999 [3], para a andlise de carne moida crua,
com limite de detec¢do de 1,8 UFC/25g. O sistema é todo automatizado e os reagentes
acompanham o “kit” na forma de tabletes, ndo exigindo qualquer preparacio. E requerida
uma etapa de enriquecimento, nas condigdes normalmente utilizadas pelo laboratdrio,
seguida de uma etapa de lise e aplicacio do PCR. A grande vantagem do BAX € que os
resultados, obtidos em 24 horas, sdo definitivos e ndo exigem qualquer etapa subsequente

de confirmacao.

O TagMan utiliza um par de iniciadores que amplifica uma sequéncia de DNA de 633 bp,
incluindo o gene eaeA e uma regido adjacente. O ensaio € presuntivo e, nos testes
realizados por MENG er al. [70], detectou 67 cepas de E. coli O157:H7, 2 cepas de E. coli
O157:NM e 7 de 11 E. coli O55:H7 e O55:NM testadas. Nao foram detectadas 34 cepas de
outros 29 sorotipos de E. coli nem 25 cepas de outras 8 espécies de bactérias testadas. A
quantidade minima do DNA alvo detectada foi 5pg e o nimero minimo de células foi de 25

a 38 UFC.
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1. INTRODUGCAO

Escherichia coli 0157:H7 pertence ao grupo das E.coli entero-hemorragicas (EHEC)
produtoras de verotoxina (VT), também conhecida como toxina shiga (ST), similar a
produzida pela Shigella dysenteriae tipo I [9]. A VT provoca uma doenca chamada de
colite hemorrdgica que, em casos mais graves, resulta em um quadro conhecido como
sindrome urémica hemolitica (HUS) [6]. De acordo com WILLSHAW et al.[10], as cepas
EHEC podem pertencer a diferentes grupos sorolégicos somaticos, mas a maioria das
linhagens associadas a HUS sdo do sorotipo O157:H7. Essas cepas diferem das demais
cepas de E.coli em algumas caracteristicas, sendo mais importantes a ndo fermenta¢do do
sorbitol e a ndo-producdo da enzima B-glicuronidase [8]. A colite hemorrégica caracteriza-
se como uma diarréia sanguinolenta acompanhada de dores abnominais severas, que pode
agravar-se para o quadro de sindrome urémica hemolitica (HUS) em cerca de 10% dos
casos, principalmente idosos e criancas [9]. O trato intestinal de bovinos e ovinos parece ser
o principal reservatorio das cepas E.coli O157:H7, com incidéncia nas fezes variando de 0
a 10% e maior frequéncia observada em animais jovens [1]. Em suinos e aves, a presenca
parece ndo ser comum [1]. J4 foram incriminados em surtos, dentre outros alimentos, a
carne bovina mal-cozida e outros produtos a base de carne (rosbifes, hamburgueres e
salsichas tipo “hot-dog”), o leite crd, os vegetais, os molhos para saladas, a maionese e o
suco macga. A carne bovina moida, de maneira especial, tem sido o principal agente de
surtos registrados nos Estados Unidos e outros paises da Europa, com ocorréncia variando

de 0 a 3,7% nesse tipo de produto [1].

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de hamburguer foram coletadas em oito frigorificos localizados nas regides sul
e sudeste do Brasil, responsdveis pelo suprimento da maior parte do produto exportado e
comercializado no mercado interno. A amostragem foi feita semanalmente, no periodo de

janeiro a setembro de 1997 e parte das amostras foi analisada utilizando-se o imunoensaio
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enzimatico da 3M Company (HEC TEST KIT 6477) e parte utilizando-se metodologia
cultural tradicional descrita por JOHNSONS, ROSE et al.[2]. Descri¢dao dos métodos:

Método cultural

25g da amostra foram homogeneizadas com 225ml de Caldo EC Modificado Novobiocina
(mECn), incubadas por 6 horas em shaker com temperatura controlada a 37°C e, em
seguida, incubadas em incubadora estética por mais 18 horas a 37°C. Foram preparadas
dilui¢des em série do caldo mECn enriquecido e 1,0ml das dilui¢des 10, 107 e 10 foram
inoculados em Petrifilm coliformes E.coli (3M Company). Os petrifilms foram incubados a
42°C/18-24h e 8 coldnias tipicas de cada amostra foram selecionadas para confirmagdo. As
colonias foram transferidas para placas de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB Levine -
DIFCO) e Agar Vermelho de Fenol Base (DIFCO) suplementado com 0,5% de Sorbitol e
0,005% de 4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo (PRS-MUG), distribuidas em 8 setores
demarcados em cada placa. As placas foram incubadas a 35°C/18-24h e as culturas com
caracteristicas tipicas no par de placas (coldnias sorbitol negativas, sem fluorescéncia em
PRS-MUG e colonias purpura com ou sem brilho metdlico em EMB) foram submetidas a
confirmagdo. Na confirmacdo as culturas foram submetidas ao teste de sorologia com o
antisoro O157, utilizando-se o método de aglutinagdo em latex (Oxoid Latex Test) e, em
caso positivo, purificadas e identificadas através do kit de identificacdo da Becton Dickson
(BBL CRYSTAL Enteric/Non Fermenter Identification Kit). As culturas identificadas
como FE.coli foram consideradas suspeitas e submetidas ao teste de producdo de
verotoxinas, utilizando-se o método de aglutinacdo passiva reversa em latex (OXOID

RPLA TEST KIT).

Método de imuno-ensaio enzimatico (ELISA)

25g da amostra foram homogeneizadas com 225ml de Caldo EC Modificado Novobiocina
(mECn) e incubadas por 6 horas em shaker com temperatura controlada a 37°C. As
dilui¢des 10", 102 e 10” foram inoculados em Petrifilm coliformes E.coli (3M Company),

incubados a 42°C/18-24h e, no caso de presenca de colOnias tipicas, submetidos ao
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imunoensaio enzimatico, seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante. Todas as
coldnias sinalizadas pelo imunoensaio foram submetidas a confirmagao, seguindo 0 mesmo

procedimento utilizado no método cultural, incluindo-se o teste de aglutinacao em latex.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia de E.coli O157 em hamburgueres

Na Tabela 1 pode-se observar que, na avaliacdo preliminar, foi observada a ocorréncia de
cepas suspeitas de E.coli do sorotipo O157 em 1,9% das amostras analisadas, tendo sido
isoladas 21 cepas para confirmacgdo. Na etapa posterior, entretanto, nenhuma dessas cepas
foi confirmada, em fungcdo de vdrias caracteristicas atipicas: a) todas apresentaram
fermentacdo positiva do sorbitol no Kit de identificagdo, embora tenham sido previamente
selecionadas como sorbitol negativas nas placas de dgar PRS-MUG. Esse resultado parece
demonstrar que as placas de PRS-MUG ndo sdo uma alternativa adequada para a triagem
inicial das cepas sorbitol negativas, sendo mais recomenddvel, segundo os trabalhos
publicados até o momento, o Agar MacConkey Sorbitol; b) nos testes subsequentes de
confirmacdo soroldgica, que incluiram a aglutinagdo com outros antisoros O157 produzidos
no Brasil (antisoro O157 da Probac e do Instituto Adolfo Lutz) e a repeticdo dos testes de
ELISA e Latex, nenhuma aglutinou com os demais antisoros e oito ndo aglutinaram na
repeticdo do teste com o antisoro original; ¢) apenas uma apresentou producdo de
verotoxinas (ST1 e ST2), porém quando o teste foi repetido posteriormente o resultado foi
negativo. E provdvel, em se tratando de uma caracteristica intermediada por fagos
temperados, que os genes tenham sido perdidos nos repiques da cultura. Segundo KARCH
et al [4], a perda desses genes € relativamente freqiiente nas cepas de E.coli O157:H7,
tendo sido observada por esses autores em 8 (4,5%) de 174 cepas produtoras da ST1 (VT1)
e em 10 (6,7%) de 149 cepas produtoras da ST2 (VT2).
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Tabela 1. Ocorréncia de cepas de E.coli do sorotipo O157 em hamburguer produzido no

sul e sudeste do Brasil, no periodo de janeiro a setembro de 1997.

Empresa Amostras Amostras Amostras Amostras
analisadas negativas1 suspeitas2 confirmadas’
A 90 87 3(3,3%) 0
B 189 189 0 0
C 117 114 3(2,6%) 0
D 110 107 3(2,7%) 0
E 88 85 3 (3,4%) 0
F 145 142 3(2,1%) 0
G 99 98 1 (1,0%) 0
H 48 47 1(2,1%) 0
Total 886 869 17 (1,9%) 0

' Amostras nas quais nio foi detectada a presenga de E.coli do sorotipo O157.
* Amostras nas quais foi detectada a presenca de cepas do sorotipo 0157 identificadas como E.coli.

’ Amostras nas quais a cepas suspeitas apresentaram todas as caracteristicas tipicas de E.coli O157:H7
(fermentacd@o negativa do sorbitol, auséncia da enzima B-glicuronidase, produgdo de verotoxinas)

Comparacao entre o método cultural e o imunoensio enzimatico da 3M

Numa comparacdo entre os resultados obtidos a partir das amostras analisadas pelo método
cultural e os obtidos das amostras analisadas pelo método do imunoensaio da 3M,
observamos que 50% das amostras analisadas pelo método cultural apresentaram resultado
presuntivo positivo em Petrifilm, com uma média de 7 coldnias/amostra tendo que ser
submetidas a confirma¢@o. No método de imunoensaio esses nimero foram reduzidos a
apenas 8% das amostras analisadas, com 4 coldnias presuntivas/amostra. Assim, o KIT de
imunoensaio da 3M apresentou um numero muito menor de amostras com falsos resultados
presuntivos, eliminando grande parte das amostras negativas nas etapas iniciais da andlise.

Isso representou uma vantagem significativa em relagdo ao método cultural, em termos de
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reducdo do tempo e do trabalho despendido na identificagdo de cepas com reacdo de

aglutinagdo positiva com o soro O157.

Por outro lado, cabe salientar que ambos os métodos apresentaram uma alta taxa de falsos
presuntivos (aglutinagdo positiva com o antisoro O157) devidos a cepas de enterobactérias,
que no método cultural representaram 78% das cepas isoladas e no método de imunoensaio
83%. As enterobactérias mais freqlientemente isoladas foram Enterobacter sp (33%
particularmente E.cloacae), Klebsiella sp (22,5% particularmente K.pneumoniae e
K.oxytoca), Citrobacter sp (10% particularmente C.freundii), Serratia sp (6,3%
particularmente S.rubidaea), Hafnia alvei (5%), Pantoea agglomerans (3,7%), Kluyvera
ascorbata (2,5%), E.hermannii e E.fergusonii (2,5%) e enterobactérias nio identificadas
(6,3%). Esses valores, embora bem maiores do que os esperados, quando comparados com
a ocorréncia na andlise de Salmonella, por exemplo, ndo foram considerados

surpreendentes, considerando-se os seguintes fatos:

Método de imunoensaio - Kit HEC da 3M. Nossos resultados ndo diferiram

significativamente dos obtidos por outros pesquisadores, conforme relatos de MARTIN et
al. [5], que isolaram 21 cepas a partir de sinais obtidos nos discos reativos, nenhuma
confirmada, e OKREND et al. [7], que isolaram 17 cepas, 12 (70,5%) ndo confirmadas.
Quando comparamos o ELISA da 3M com outros imunoensaios, verificamos que a alta
taxa de falsos positivos parece ser inerente a esses métodos de maneira geral. O Kit da
Organon Teknica (EHEC-TEK), avaliado por JOHNSON, DURHAM et al [3], apresentou
taxa de falsos positivos de 70% (97 cepas ndo confirmadas em 139 isoladas) em um teste e
de 75% (15 cepas ndo confirmadas em 20 isoladas) em outro teste. JOHNSON, ROSE et al
[2], que utilizaram o kit da 3M e um segundo imunoensaio na andlise de produtos cdrneos
implicados em um surto nos Estados Unidos, relataram que a ocorréncia de falsos positivos

€ bastante comum, embora ndo tenham determinado a porcentagem.

Meétodo cultural - Kit Latex Test Oxoid. O teste de sorologia em latex da Oxoid foi

desenvolvido e recomendado para a triagem de cepas sorbitol negativas isoladas a partir do
Agar MacConkey Sorbitol, conforme descri¢io do préprio catilogo do produto. Nessas

condicoes, foi avaliado por diversos pesquisadores, com taxa de falsos positivos
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relativamente baixa e restrita, na maioria dos casos, a cepas sorbitol negativas de
Escherichia hermanii, Enterobacter sp, Hafnia alvei e E.coli de outros sorotipos que ndo o
O157. Em nosso trabalho, a triagem inicial das cepas suspeitas seguiu um procedimento
diferenciado, iniciando com o Petrifilm coliformes/E.coli, que ndo distingue as cepas
sorbitol negativas das demais enterobactérias, passando para o Agar Vermelho de Fenol
Sorbitol-MUG, que revelou-se inadequado para distinguir as cepas sorbitol negativas,
embora excelente para confirmagdo da B-glicuronidase. Assim, a populacéo selecionada em
nossas andlises foi muito mais variada do que a normalmente avaliada nos trabalhos
anteriores, o que provavelmente explica a grande diferenca de resultados observada.
Comparando-se a taxa de falsos positivos dos nossos testes em latex com os dos
imunoensaios apresentados acima, em que o tipo sorolégico também é determinado antes
de uma selecio prévia em Agar MacConkey Sorbitol, verificamos uma grande
concordancia, levando a crer que a incidéncia de enterobactérias capazes de reagir com o

antisoro somatico O157 é realmente alta.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli O157:H7 pertence a um grupo de cepas patogénicas de E.coli, conhecidas
como entero-hemorrdgicas (EHEC) ou produtoras de verotoxina (VTEC). Essas linhagens
caracterizam-se pela produ¢do de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou toxina shiga
(ST), similar a produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo 1 [15]. A VT provoca uma
doenca chamada colite hemorragica que, em casos mais graves, resulta em um quadro
conhecido como sindrome urémica hemolitica (HUS) [10]. As cepas EHEC podem
pertencer a diferentes grupos soroldgicos somadticos, mas a maioria das linhagens
associadas a HUS sdo do sorotipo O157:H7 [16]. Essas cepas diferem das demais cepas de
E.coli em algumas caracteristicas, sendo mais importantes a ndo fermentacao do sorbitol, a
ndo produgdo da enzima B-glicuronidase e o crescimento pobre ou nulo a 44°C [9, 10, 11,

12].

O trato intestinal de ruminantes, particularmente bovinos e ovinos, parece ser o principal
reservatorio das cepas entero-hemorragicas de E.coli O157:H7 e E.coli O157:NM. J4 foram
incriminados em surtos, dentre outros alimentos, leite cru, carne bovina mal cozida e outros
produtos a base de carne (rosbifes, hamburgueres e salsichas tipo “hot-dog”), frutas e
vegetais (alface, meldo, suco de maca e diversos tipos de saladas) e maionese
industrializada [3,6,14]. No geral, pode-se dizer que a carne bovina é uma das principais
fontes potenciais de E.coli O157:H7, uma vez que o trato gastrointestinal de bovinos é o

reservatorio desses microrganismos [7].

E. coli O157:H7 é reconhecida como patégeno de origem alimentar desde 1982,
respondendo por milhares de casos de diarréia e sindrome hurémica hemolitica (HUS) nos
Estados Unidos, Europa e Japao. No Brasil, os resultados de nossa avaliacdo anterior, com
886 amostras de hamburgueres provenientes de frigorificos do sul e sudeste, analisadas no
periodo de janeiro a dezembro de 1997, ndo detectou a presenga desse patogeno. O presente
estudo complementou esses resultados, verificando a ocorréncia em outros produtos
carneos e no ambiente industrial. Também foi feita uma avaliagdo da sensibilidade dos
métodos com cultura pura de E. coli O157:H7, injuriada e ndo injuriada, acompanhada ou

nao de uma cepa competidora comum de E. coli.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

As amostras de produtos carneos diversos e ambiente industrial foram coletadas em

frigorificos localizados nas regides sul e sudeste do Brasil, no periodo de abril/98 a abril/99.

2.2. METODOS DE ANALISE

Na determinagdo da ocorréncia foi utilizado o método de imunoprecipitacdo da Neogem
(Reveal E.coli O157 Test Kit ). Na avaliacao da sensibilidade o imunoensaio foi comparado

com o método cultural, ambos descritos abaixo.

2.2.1. Método cultural - 25g da amostra foram homogeneizadas com 225ml de Caldo
EC Modificado Novobiocina (mECn), incubadas por 6 horas em shaker com temperatura
controlada a 37°C e, em seguida, incubadas em incubadora estdtica por mais 18 horas a
37°C. Uma al¢ada do caldo enriquecido foi estriada em placas de Agar McConkey Sorbitol
e, apds incubagdo a 35°C/24h foram selecionadas coldnias tipicas para confirmagdo, que foi
feita através do teste soroldgico de aglutinacdo em lamina com antisoro O157 (Probac do
Brasil), atividade de B-glicuronidase em Caldo Lauril Sulfato Triptose suplementado com
4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo (LST-MUG), teste de crescimento em Agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA) e, a partir dos tubos de TSI, provas bioquimicas
utilizando-se o kit da BioMerieux (API 20E).

2.2.2. Ensaio de imunoprecipitacao (Neogem Reveal E.coli O157) - 25¢ da
amostra foram homogeneizadas com 225ml do Caldo Neogem para E.coli O157 (Reveal
media 8 hours 9760), incubadas por 8 horas em shaker com temperatura controlada a 41°C.
O imunoensaio foi realizado com uma aliquota do caldo enriquecido, submetida a fervura,
conforme instru¢des do fabricante. Todas as amostras sinalizadas pelo imunoensaio foram
submetidas a confirmacao, estriando-se uma al¢ada do caldo de enriquecimento original (8h
de enriquecimento), em placas de Agar McConkey Sorbitol. Apés incubagdo a 35°C/24h

foram selecionadas colonias tipicas para confirmacgdo, que foi feita seguindo o mesmo
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procedimento utilizado no método cultural, incluindo-se o teste soroldgico de aglutinacao

em lamina com antisoro O157 (Probac do Brasil).

2.3. Determinacao do limite de sensibilidade dos métodos

Foram feitos varios tipos de avaliagdes para determinar o limite de sensibilidade do método
da Neogem, sempre em paralelo com o método cultural. Para a determinacdo preliminar do
limite de sensibilidade do ensaio de imunoprecipitacdo propriamente dito, o imunoensaio
da Neogem foi realizado com a cepa pura de E.coli O157:H7 suspensa em Caldo Neogem,
com concentracdes variando de 9,0 a 3,0 Log UFC/ml. Para a determinag@o do limite de

sensibilidade da seqiiéncia completa do método foram feitas as seguintes avalia¢des:

a) Avaliacao com cultura pura nao injuriada - foi feita utilizando-se uma cepa
de E.coli O157:H7 (ATCC 43890) inoculada nos caldos de enriquecimento antes do inicio
da andlise, em concentracdes iniciais variando de 6,5 a menos de 0,5 Log UFC/ml de caldo.
A seqiiéncia da andlise seguiu as mesmas etapas descritas nos itens 2.2.1.e 2.2.2.,

dispensando-se a confirmacao.

b) Avaliacdo com cultura pura injuriada - foi feita utilizando-se o mesmo

procedimento seguido para a cepa ndo injuriada, com indculo inicial variando de 2,1 a

menos de 0,1 Log UFC/ml de caldo.

¢) Avaliacdo com cultura mista nao injuriada - foi feita utilizando-se a cepa de
E.coli O157:H7 ATCC 43890 inoculada em concentragdes iniciais variando de 5,5 a 3,5
Log UFC/ml de caldo, acompanhada de uma cepa de E.coli comum competidora (ATCC
25922), inoculada em concentragdes iniciais variando de 1 a 100 vezes a da cepa de E.coli
O157:H7. A sequéncia das andlises seguiu as mesmas etapas descritas nos itens 2.2.1. e

2.2.2, dispensando-se as provas bioquimicas em API 20E.

d) Avaliacao com cultura mista injuriada — foi feita seguindo-se o mesmo
procedimento utilizado na avaliacdo com cultura mista ndo injuriada, porém, em

concentracdes iniciais da cepa competidora de 50 a 5.000 vezes a da cepa de E.coli

O157:H7.
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Em todos os casos a simulacdo de injuria foi feita por choque térmico sub-letal (banho-
maria a 60°C/5min) e a quantificacdo da populacdo final de E.coli O157:H7 e E.coli
comum apds o periodo de enriquecimento foi feita em Petrifilm coliformes/E.coli (3M

Company).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Ocorréncia de E.coli O157:H7 em produtos carneos e ambiente
industrial

Os resultados encontram-se sumariados no Quadro 1. Foram analisadas 340 amostras, ndo
sendo detectada a presenga de E.coli O157:H7 em nenhuma das amostras analisadas. Esses
dados atestam, sendo a auséncia, pelo menos uma baixa freqiiéncia desse patégeno em

nossa produgdo.

Quadro 1. Ocorréncia de E.coli O157:H7 em amostras de produtos cdrneos e ambiente
industrial, coletadas em frigorificos do sudeste do Brasil no periodo de abril de 1998 a abril
de 1999.

Tipo amostra N° amostras analisadas N° amostras positivas
Hamburguer 77 0
Lingiiica 148 0
Ambiente 115 0
Total 340 0

3.2. Determinacao do limite de sensibilidade dos métodos utilizados

3.2.1. Na avaliacdo preliminar do limite de sensibilidade do ensaio de imunoprecipitacio
propriamente dito, o imunoensaio da Neogem foi realizado com a cepa pura de E.coli
O157:H7 suspensa em Caldo Neogem, sendo a captura das células feita a partir de uma

pequena aliquota (5 gotas) do caldo de enriquecimento. Observou-se que, para emissao de
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um sinal claro, foi necessdria uma contagem de E.coli O157:H7 na faixa de 10%-10%
UFC/ml, valor similar aos normalmente relatados para Salmonella, que também encontra-se

na faixa de 10°-10%/ml [13].

3.2.2. Os resultados da avaliacio da sensibilidade dos métodos com cultura pura,
utilizando-se uma cepa de E.coli O157:H7 ndo injuriada, adicionada ao caldo de
enriquecimento com contagens iniciais variando de 4,5 a menos de 0,5 Log UFC/ml,

encontram-se sumarizados no Quadro 2.

QUADRO 2. Resultados da avaliacdo do limite de sensibilidade do método cultural e do
imunoensaio da Neogem (Reveal E.coli O157) na deteccao de E.coli O157:H7 em cultura

pura, utilizando-se in6culo ndo injuriado.

Método cultural . .
INGCULO Eniquecimento em Im.unoer.lsalo Reveal E.coli O157
INICIAL Enriquecimento em Caldo Neogem
Caldo mECn
ADICIONADO AO
CALDO DE Contagem Recuperagio Contagem . Recuperagao
ENRIQUECIMENT no Agar . Imunoensaio no Agar
final (Log final (Log
o (LoG UFC/ml) * MacConkey UFC/ml) © MacConkey
UFC/ML) Sorbitol ” Sorbitol ”
4.5 5.8 + 9.0 + +
3.5 4,7 + 8,9 + +
2,5 3.8 + 9.0 + +
1.5 3,0 + 9.0 + +
0.5 1.9 + >8.,8 + +
<0.5 1.0 + >7.8 + +

“Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitacao seguido de 18h a 35°C sem agitago.
YEstrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a partir de uma al¢ada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do

caldo enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitacdo

No caldo EC Modificado Novobiocina (mECn) a contagem E.coli O157:H7 elevou-se em

menos de dois ciclos logaritmicos apds o periodo de enriquecimento, porém, mesmo assim,
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em todos os casos foi possivel a recuperacdo de coldnias tipicas no Agar MacConkey
Sorbitol. No caldo Neogem a contagem elevou-se a valores acima de 8,0 log UFC/ml em
todos os casos, podendo-se obter um sinal positivo no imunoensaio e também a recuperacao
de coldnias tipicas na Agar MacConkey Sorbitol. Comparado com o caldo mECn, os
resultados evidenciaram que a velocidade de crescimento de E.coli O157:H7 foi muito
maior no Caldo Neogem, permitindo levar a populagdo aos niveis de detec¢do do

imunoensaio mesmo a partir de contagens iniciais abaixo de 0,5 Log UFC/ml.

3.2.3. Os resultados da avaliacio da sensibilidade dos métodos com cultura pura,
utilizando-se uma cepa de E.coli O157:H7 submetida a injuria sub-letal (choque térmico a
60°C/5min), adicionada ao caldo de enriquecimento com contagens iniciais variando de 2,1

a menos de 0,1 Log UFC/ml, encontram-se sumarizados no Quadro 3.

QUADRO 3. Resultados da avaliacdo do limite de sensibilidade do método cultural e do
imunoensaio da Neogem (Reveal E.coli O157) na deteccao de E.coli O157:H7 em cultura
pura com indculo injuriado por injdria sub-letal (choque térmico em banho-maria a 60°C
por 5 minutos).

. Metgdo cultural Imunoensaio Reveal E.coli O157
. Enriquecimento em Caldo . .
INOCULO Enriquecimento em Caldo Neogem
mECn
INICIAL
ADICIONADO AO
CALDO DE
ENRIQUECIMENT
0 Recuperacgido Recuperacgdo
(LoG UFC/ML) Contagem no Agar (;ontagem Imunoensaio no Agar
final (Log final (Log
UFC/ml) * MacConkSy UFC/m) ¢ MacConkSy
Sorbitol Sorbitol
2,1 3.3 + 7.4 + +
L1 2,5 + 6,1 + +
0.1 1,0 + 6.1 ; +
<0,1 0,4 + 5,1 - pobre

“Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitacao seguido de 18h a 35°C sem agitago.
PEstrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a partir de uma al¢ada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do

caldo enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitagdo.
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No caldo EC Modificado Novobiocina (mECn) a contagem E.coli O157:H7 elevou-se em
no maximo um ciclo logaritmico, porém, ainda assim, em todos os casos foi possivel a
recuperagdo de coldnias tipicas no Agar MacConkey Sorbitol. No caldo Neogem a
contagem elevou-se em mais de 5 ciclos logaritmicos, em todos os casos, porém, com
indculo inicial abaixo de 0,1 Log UFC/ml, nao foi possivel a obten¢do de um sinal positivo
no imunoensaio e a recuperacdo no Agar MacConkey Sorbitol foi muito pobre, com
desenvolvimento de um nimero reduzido de coldnias tipicas. Nesse caso € possivel que o

in6culo transferido na algcada tenha sido muito pequeno.

3.2.4. Na avaliacdo da sensibilidade dos métodos com cultura mista sem injiria (Quadro 4)
foi utilizado indculo inicial de E.coli O157:H7 variando na faixa de 3,5 a 1,5 Log UFC/ml e
propor¢do de 1:100, 1:10 e 1:1 entre as cepas de E.coli O157:H7 e E.coli comum.

QUADRO 4. Resultados da avaliacdo do limite de sensibilidade do método cultural e do
imunoensaio da Neogem (Reveal E.coli O157) na detec¢do de E.coli O157:H7,
acompanhada de uma cepa de E.coli comum (ATCC 25922) competidora, com indculos
ndo injuriados.

In6culo inicial Método cultural . .
dicionado ao . . Imunoensaio Reveal E.coli O157
a Enriquecimento em . .
caldo de Caldo mECn Enriquecimento em Caldo Neogem
enriquecimento
(Log UFC/ml)
E.coli E.coli | Contagem final Recuppragéo Contagem final ) Recupgragﬁo
0O157:H7 comum | E-coli O157:H7 no Agar E.coli O157:H7  Imunoensaio no Agar
(log UFC/ml) “  MacConkey (log UFC/ml)* MacConkey
Sorbitol ” Sorbitol ”
35 55 5,7 + 7.7 + +
3,5 4.5 5,2 + 8,7 + +
3’5 375 4,9 + 9,1 =+ +
2,5 4.5 3,0 + 7.7 + +
2,5 35 3,7 + 8.8 + +
2,5 2,5 3,8 + 8,9 + +
L5 3.5 2,5 + 7,0 ¥ +
L5 2,5 2,7 + 8,9 + +
1,5 1,5 2,6 + 8,6 8,6 +

“Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitacao seguido de 18h a 35°C sem agitago.
PEstrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a partir de uma al¢ada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do

caldo enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitagfo.
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Em todas as situagdes testadas os dois métodos permitiram uma boa recuperagdo da cepa no
Agar MacConkey Sorbitol e o imunoensaio da Neogem foi capaz de sinalizar a presenca de

E.coli O157:H7 mesmo na presenga de uma populacido competidora 100 vezes maior.

3.2.5. Nos testes com inoculagio das duas culturas injuriadas (Quadro 5) foi mantida a

faixa de in6culo inicial da E.coli O157:H7 mas a propor¢do entre as cepas passou para

1:5000, 1:500 e 1:50.

QUADRO 5. RESULTADOS DA AVALIACAO DO LIMITE DE SENSIBILIDADE DO METODO
CULTURAL E DO ENSAIO DE IMUNOPRECIPITACAO DA NEOGEM (REVEAL E.coLi O157) NA
DETECCAO DE E.coLI O157:H7, ACOMPANHADA DE UMA CEPA DE E.coLI COMUM (ATCC
25922) COMPETIDORA, COM INOCULOS INJURIADOS POR INJURIA SUB-LETAL (CHOQUE
TERMICO EM BANHO-MARIA A 60°C POR 5 MINUTOS).

INOCULO INICIAL Método cultural I o R | E coli 0157
ADICIONADOAO | - Enriquecimentoem  Caldo Enriquecimento em Caldo Neogem
CALDO DE mECn q g
ENRIQUECIMENTO
(LoG UFC/ML)
E.coli E coli Contagem final Recuperagdo | Imunoensaio Contagem final Recuperagdo
o1 '567?137 CO% 1 E coli O157:H7 no Agar E.coli O157:H7 no Agar
: comum 4 156 UFC/ml)*  MacConkey (log UFC/ml)°  MacConkey
Sorbitol Sorbitol
3,5 7,2 >2,0 + fraco 6,3 +
3,5 6,2 >2.0 + + 6,3 +
3,5 5,2 2,8 + + 6,6 +
2,5 6,2 2,0 + - >6,0 +
2,5 5,2 2,7 + + 6,0 +
2,5 42 2,0 + + 6,4 +
1,5 5,2 2,6 + - >5,0 +
1,5 4,2 1,5 + + >5.,0 +
1,5 3,2 1,1 + + 5,7 +

“Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitaciio seguido de 18h a 35°C sem agitacdo. "Estrias em Agar
MacConkey Sorbitol feitas a partir de uma al¢ada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 41°C por 8

horas sob agitagdo.
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Nesse caso, a populacdo final de E.coli O157:H7 no Caldo Neogem manteve-se em faixas
10 a 1.000 vezes menores do que as obtidas com a cepa sem injuria e, no Caldo mECn, esse
dado ndo pode ser bem avaliado porque as contagens finais ficaram abaixo das iniciais. A
explicagdo provavel para esse resultado é o fato de a elevagdo da populacdo de E.coli
0157:H7 no Caldo mECn néo ser muito acentuada, dificultando a competicdo com a cepa
de E.coli comum nas placas de Petrifilm. Ainda assim, os resultados mostraram que, em
todas as combinagdes testadas, tanto o caldo Neogem quanto o caldo mECn permitiram a
recuperacdo da E.coli O157:H7 no Agar MacConkey Sorbitol, porém, o imunoensaio da
Neogem nao conseguiu sinalizar a presenga da cepa nas combinagdes com propor¢do acima
de 1:500. Cabe lembrar que, nos alimentos mais susceptiveis a contaminagdo por E.coli
O157:H7, como hamburgueres, lingiliicas e outros produtos cdrneos crus, a contagem de
coliformes fecais temotolerantes (E.coli) permitida pela legislacdo brasileira é de 5,0x10°/g
[1], de forma que, numa amostra no limite de tolerancia, a presenca de menos de 10 UFC/g
de E.coli O157:H7 poderia nao ser detectada pelo método da Neogem. Cabe ainda lembrar
que a menor dose infectiva de E.coli O157:H7 conhecida encontra-se na ordem de 10
células/g [2, 4, 8], evidenciando o risco de ndo deteccdo do patégeno em produtos

potencialmente capazes de provocar a doenca.

4. CONCLUSOES

Nao foi detectada a presenca de E.coli O157:H7 nas amostras analisadas. Embora esse
resultado ndo possa ser interpretado como garantia da auséncia nos produtos cdrneos
brasileiros, atesta que a ocorréncia no Brasil é, certamente, mais baixa do que nos Estados
Unidos, Europa e outros Japao, onde amostragens similares t€ém detectado a presenca em

0,2 a 3,7% do total de amostras analisadas nos diferentes estudos [5].

O ensaio de imunoprecipitacio da Neogem exigiu contagens minimas de 10° a 10° UFC de
E.coli O157/ml para a emissdo de um sinal positivo inequivoco, deixando claro que, assim
como todos os imunoensaios de captura desenvolvidos para Salmonella ou Listeria, até o
momento, ndo tem sensibilidade para aplicacdo direta na amostra, sendo essencial a etapa

de enriquecimento, para levar a contagem aos niveis de deteccao.



77

Tanto o método cultural quanto o imunoensaio da Neogem foram capazes de detectar a
presenca de E.coli O157:H7 em cultura pura, injuriada ou ndo, em concentragdes iniciais de

menos de 0,5 Log UFCml do caldo de enriquecimento.

Tanto o método cultural quanto o imunoensaio da Neogem foram capazes de detectar a
presenca de E.coli O157:H7 em cultura mista com E.coli comum competidora, injuriada ou
ndo, em concentragdes iniciais de 1,5 Log UFCml do caldo de enriquecimento, até

concentracdes 500 vezes maior do competidor.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli é um habitante normal do trato intestinal dos animais (incluindo o homem)
e exerce um efeito benéfico sobre o organismo, suprimindo a multiplicacdo de bactérias
prejudiciais e sintetizando uma considerdvel quantidade de vitaminas. Dentre as cepas de E.
coli, entretanto, hd um grupo capaz de provocar doengas em individuos humanos,
coletivamente chamadas de E. coli enteropatogénicas (EEC). Essas cepas ocupam hoje o
segundo lugar entre os principais agentes doencas de origem alimentar nos Estados Unidos,
onde responderam por 7,4% dos surtos e 28,6% das mortes provocadas bactérias naquele

pais, no periodo de 1993 a 1997 [35].

Atualmente ha seis classes de E. coli enteropatogénicas reconhecidas, dentre elas as cepas
de E. coli O157:H7, que pertencem ao grupo das E. coli entero-hemorragicas (EHEC) ou
produtoras de verotoxina (VTEC). A patogenicidade das cepas EHEC parece estar
associada a uma série de fatores, incluindo a producdo de vdrias citotoxinas, coletivamente
chamadas de verotoxinas (VTs) ou toxina shiga (Stx), similares a toxina produzida pela
bactéria Shigella dysenteriae tipo I [20, 42]. As VTs provocam uma doenca chamada de
colite hemorrdgica que, em casos mais graves, resulta em um quadro conhecido como
sindrome urémica hemolitica (HUS) [31]. A colite hemorrdgica tem um periodo de
incubacdo de 3 a 10 dias e duracdo de 2 a 9 dias. Os sintomas sdo diarréia sanguinolenta e
dores abdominais severas e, de acordo com a literatura, cerca de 10-15% dos casos
agravam-se até o quadro de HUS [19], situacdo em que ocorre destrui¢do de eritrdcitos e
falha aguda dos rins, levando a necessidade de didlise, transplante dos rins ou morte [41,
42]. A dose infectiva € ainda desconhecida mas, através da compilacdo de dados de surtos
investigados nos Estados Unidos, parece encontrar-se na faixa de 10 células por grama ou

mililitro do alimento consumido [19].

O grupo EHEC tem mais de 60 sorotipos que produzem SLT, porém, de acordo com
KARMALI [26], o sorotipo O157:H7 predomina, sendo o mais freqiientemente associado a
surtos de colite hemorragica e HUS. As principais caracteristicas que distinguem E.coli
O157:H7 das demais cepas de E.coli sdo o crescimento pobre ou nulo a 44°C e a

incapacidade de utilizar o sorbitol e produzir a enzima B-glicuronidase [29, 31, 33, 38]. Em
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funcdo dessas diferencas, nio sdo detectadas nas andlises de coliformes fecais pelo método
do niimero mais provdvel (NMP), que utiliza a fermentacdo da lactose a 44,5°C como
caracteristica confirmativa, nem nas andlises diretas de E.coli utilizando substratos para a

enzima B-glicuronidase.

Alimentos envolvidos em surtos

Nos Estados Unidos, de acordo com os dados do CDC (Center for Disease Control and
Prevention) [35], os alimentos mais freqiientemente implicados em surtos provocados por
cepas de E.coli enteropatogénica, no periodo de 1993 a 1997, foram a carne bovina (25%) e
as frutas, vegetais e saladas (20%). A US Food and Drug Administration [19] acredita que
dentre as cepas enteropatogénicas envolvidas, E.coli O157:H7 seja a mais freqiiente,
representando hoje o segundo agente etioldgico de diarréia bacteriana nos Estados da costa

do Pacifico.

E.coli O157:H7 foi implicada pela primeira vez em surto de doenca de origem alimentar
em 1982 e, nos anos seguintes, mais de 30 surtos foram registrados s6 nos Estados Unidos
[22]. Em 1993 um grande surto envolvendo mais de 700 pessoas atingiu 4 estados norte
americanos, com 51 casos de HUS e 4 mortes. O surto foi provocado pelo consumo de
hamburguer mal cozido em uma rede regional de restaurantes tipo “fast food”, chamando a
atencdo para a carne como fonte potencial desse microrganismo. A partir dai as pesquisas
demonstraram que o trato intestinal de ruminantes, particularmente bovinos e ovinos,
parece ser o principal reservatério das cepas entero-hemorrigicas de E.coli O157:H7 [27].
Nesse tipo de animais, a incidéncia em fezes varia de 0 a 10% [16] e a carne bovina moida
(hamburguer), de maneira especial, tem sido o principal agente de surtos registrados nos

Estados Unidos [19, 20] e paises da Europa.

Nos dltimos 10 anos, entretanto, aumentou significativamente o ndmero de surtos
associados com outros veiculos além da carne, particularmente as frutas, os sucos de frutas,
os vegetais e as saladas preparadas com vegetais. Em 1991 ocorreu um surto nos Estados

Unidos em que 23 pessoas foram atingidas através do consumo de cidra de macd ndo
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pasteurizada [20]. Aparentemente, a cidra foi produzida com magas recolhidas do chao e

contaminadas com esterco de bovinos.

Em 1993 ocorreu um surto no Estado do Oregon, EUA, provocado pelo consumo de
meldes e outros itens da mesa de saladas de um restaurante, aparentemente atingidos por

contaminacdo cruzada através de produtos carneos manipulados na cozinha [20].

Em 1995, 92 pessoas foram atingidas por um surto em Montana, EUA, provocado pelo

consumo de alface contaminada com dgua de irrigagdo [4].

Em 1996 ocorreram dois surtos nos Estados Unidos, provocados pelo consumo de
suco de macad nao pasteurizado. O primeiro atingiu pelo menos 70 pessoas,
espalhadas por varios estados do oeste, com 3 casos de HUS e 1 morte [11]. O
segundo atingiu 45 pessoas dos estados da California, Colorado, Columbia
Britanica e Washington, com 12 casos de HUS e nenhuma morte [10].

Em 1996 também foram registrados 4 surtos em escolas primdrias do Japao, envolvendo o
consumo de saladas [3]. O maior deles ocorreu na cidade de Sakai, com mais de 5.500
pessoas atingidas pelo consumo de broto de rabanete, com 3 mortes registradas. Os demais
ocorreram nas cidades de Gifu, com 379 pessoas atingidas pelo consumo de salada,
Morioka, com 47 atingidos pelo consumo de salada e frutos do mar e Obihiro, com 157

atingidos também pelo consumo de salada.

Em 1997 ocorreram dois surtos nos Estados Unidos, provocados pelo consumo de broto de
alfafa [12], um no estado de Michigan, com 60 pessoas atingidas (2 casos de HUS) e outro
no Estado da Virginia, com 48 pessoas atingidas e nenhum caso de HUS. Em 2000,
novamente nos Estados Unidos, mais 58 pessoas foram atingidas por E.coli O157:H7,

através do consumo de salada [4].

Resisténcia aos agentes de desinfeccao de verduras e frutas

A freqiiéncia de implicacdo das frutas e vegetais em surtos provocados por E.coli O157:H7
levantou uma série de questdes sobre a eficicia dos procedimentos de desinfec¢do desses

produtos e foram realizados muitos trabalhos para avaliar a resisténcia das cepas de E.coli



83

O157:H7 aos principio ativos mais comuns. Um levantamento geral desses estudos mostra
uma variacdo muito grande nas condi¢cdes dos ensaios que, além de ndo relatar
acuradamente a metodologia utilizada, ndo padronizam varidveis importantes como o tipo
de desinfetante, a concentracdo utilizada, o tempo de contato, a temperatura de contato, a
forma de preparacdo do indculo, a superficie inoculada e a forma de quantificar os

sobreviventes, dentre outras.

TAKEUCHI & FRANK [39], por exemplo, avaliaram o efeito do hipoclorito de sddio
(200ppm de cloro residual livre/5min/22°C) sobre E.coli O157:H7 inoculada na superficie
intacta e em cortes de folhas de alface, observando 0,3 e 0,4 reducdes decimais,
respectivamente. Os autores relataram uma variacdo experimental significativa nesse
estudo, que atribuiram a diferencas fisiologicas entre as folhas de alface utilizadas nas

repeticoes.

BEUCHAT et al [8], em estudo similar, obtiveram 0,87 reducdes decimais e, segundo
TAKEUCHI & FRANK [39], essa diferenca em relacdo as 0,3 e 0,4 reducdes obtidas em
seu estudo podem ser atribuidas ao fato de o experimento de BEUCHAT et al. ndo ter
utilizado uma etapa de neutralizacdo do cloro, apds o tempo de contato, bem como a
variacOes no nivel inicial do inéculo e tempo de contato das folhas com a suspensdo

contaminante.

BEUCHAT et al.[9] avaliaram o efeito do tratamento de sementes de alfafa com Ca[OCl],
(200ppm de cloro residual livre/22°C/15min) e observaram 1,3 reduc¢bes decimais na
populacdo de E.coli O157:H7 artificialmente inoculada. Elevando a concentragdo de cloro
residual livre para 20.000ppm, nas mesmas condi¢des, o nimero de reducdes decimais

passou para 2,6.

TAORMINA & BEUCHAT [40] também avaliaram o efeito do tratamento com 20.000ppm
de cloro residual livre (10min de contato) sobre E.coli O157:H7 artificialmente inoculada
em sementes de alfafa e obtiveram resultado similar, com 2,8 reducdes decimais. Com

100ppm de cloro residual livre, nas mesmas condicdes, obtiveram 2,2 redugdes.
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Conforme destacado pelos préprios autores, a comparagdo dos resultados desses trabalhos é
complicada e dificulta sobremaneira a conclusdo sobre a eficicia dos desinfetantes. Em
2001 BEUCHAT e um grupo de pesquisadores de diversas instituicdes de pesquisa norte
americanas publicaram um artigo de interesse geral no Journal of Food Protection [6],
alertando para a necessidade de padronizacdo de métodos para determinagdo da eficicia de

desinfetantes contra microrganismos patogénicos em frutas e vegetais.

A AOAC dispde de dois métodos para determinacdo da atividade bactericida de
desinfetantes, os métodos de dilui¢do de uso e suspensdo, cuja principal diferenca é a forma
como 0s microrganismos sao expostos a acdo do desinfetante. No método de diluicdo de
uso as células sdo fixados e secados em um suporte sélido (carreador) e no método de
suspensao sdo suspensos na prépria solucdo desinfetante. As principais vantagens desses
métodos em relagdo a inoculacdo direta de frutas e vegetais € que todo o procedimento é
criteriosamente padronizado, permitindo comparar resultados obtidos em qualquer
laboratério do Brasil ou do exterior. O método de suspensdo € mais simples, menos
trabalhoso e mais barato do que o método de diluicdo de uso, razdo pela qual foi
selecionado para a realizacdo desse trabalho, cujos objetivos foram efetuar um
levantamento da ocorréncia de E.coli O157:H7 em vegetais crus e avaliar sua resisténcia ao
desinfetantes mais amplamente utilizados na desinfeccao de verduras e de equipamentos e

utensilios de restaurantes e cozinhas industriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ocorréncia em vegetais

A amostragem foi feita em colaboracdo com trés fornecedores de vegetais do CEASA
Campinas (SP), coletando-se cerca de 30 amostras de vegetais por semana, no periodo de
maio a outubro de 1999. Foram selecionadas para o trabalho amostras de alface, ricula e
chicdria, que sdo normalmente consumidos na forma de salada crua. As amostras foram

analisadas utilizando-se os “kits” de imunoensaio da 3M Company (EHEC Test Kit 3M
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6477) ou da Neogem Corporation (Reveal E.coli O157 Test Kit), obedecendo ao seguinte

procedimento:

2.1.1. ELISA 3M (EHEC Test Kit 3M 6477) - 25g da amostra foram

homogeneizadas com 225ml de Caldo EC Modificado Novobiocina (mECn), preparado de
acordo com a formulac¢do descrita por OKREND er al. [34]. O caldo foi incubado a 37°C
por 6 horas sob agitacdo e, em seguida, transferido para uma incubadora esttica por mais
18 horas a 37°C. Conforme orientacdo do fabricante, uma aliquota de Iml do caldo
enriquecido foi entdo inoculada em Petrifilm coliformes/E.coli (3M Company) e, apds
incubacdo a 41°C/24h, foi verificada a presen¢a ou ndo de coldnias tipicas de E.coli
O157:H7 (colonias glicuronidase negativas, vermelhas, com presenca de bolhas de gés).
Nos casos em que se observou a presenca de coldnias tipicas foi realizado o imunoensaio
enzimatico da 3M, seguindo a orientagdo dos fabricantes. Todas as amostras que
apresentaram ELISA positivo foram submetidas a confirmacdo, estriando-se o caldo de
enriquecimento original em placas de Agar McConkey Sorbitol (Difco 0079). Apéds
incubac@o a 35°C/24h foram selecionadas colOnias tipicas (sorbitol negativas, brancas) para
confirmacdo, que foi feita através do teste soroldgico de aglutinagdo em ldmina com o
antisoro O157 (Probac do Brasil), atividade de B-glicuronidase em Caldo Lauril Sulfato
Triptose suplementado com 4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo (LST-MUG Merck
12588), teste de crescimento em Agar Triplice Actcar Ferro (TSI Difco 0265) e teste de
crescimento em Agar Lisina Ferro (LIA Difco 0849). A partir dos tubos de TSI, as culturas
presuntivas foram submetidas a provas bioquimicas adicionais, utilizando-se o kit API 20E

da BioMerieux.

2.1.2. Imunoensaio Neogem (Reveal E.coli O157 Test Kit ) - 25g da amostra
foram homogeneizadas com 225ml do Caldo Neogem para E.coli O157 (Reveal media 8
hours 9760) e incubadas a 41°C por 8 horas sob agitagdo. O imunoensaio foi realizado com
uma aliquota do caldo enriquecido, submetido a fervura, conforme instrucdes do fabricante.

Todas as amostras que apresentaram resultado positivo foram submetidas a confirmagao,
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estriando-se o caldo de enriquecimento original (8h de incubagio) em placas de Agar
McConkey Sorbitol (Difco 0079). Apés incubagéo a 35°C/24h foram selecionadas coldnias
tipicas para confirmagdo, que foi feita seguindo o mesmo procedimento utilizado no

método da 3M.

2.2. Avaliagéo da eficacia antimicrobiana de desinfetantes contra E.coli 0157:H7

O teste de eficdcia antimicrobiana foi feito de acordo com o método de suspenséo N 960.9
da Association of Official Analytical Chemists [5]. A eficédcia foi verificada contra a cepa
de E.coli O157:H7 ATCC 43890 e, para comparagdo, também contra E.coli ATCC 11229
(ndo patogénica), uma das cepas padrdo no Brasil para teste de desinfetantes usados na
inddstria de alimentos [1]. Na realizacdo dos testes foram utilizados os seguintes

desinfetantes:

» Solugdo hipoclorito de s6dio a 100 e 200mg/l (ppm), preparada em agua destilada
estéril a partir do produto comercial 4gua sanitdria Brilhante®. A concentragdo de cloro
residual livre foi determinada por titulacdo com tiossulfato de sédio, de acordo com

técnica descrita por EATON et al [17].

» Solugdo de dicloroisocianurato de sédio a 100 e 200mg/1, preparada em dagua destilada
estéril a partir de produto comercial Aquatabs®. A concentrag¢do de cloro residual livre

foi determinada conforme descrito anteriormente.

» Solugdo de cloreto de benzalcdnio a 100 e 200mg/1, preparada em agua destilada estéril
a partir do produto comercial “Cloreto de Benzalconio” P.A. (Vetec Cdodigo 1126). A
concentracdo do principio ativo na solucdo foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no Manual da Qualidade 65.3210.014 do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Satde (INCQS) [25].
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1. Ocorréncia em vegetais

Os resultados do estudo da ocorréncia de E.coli O157:H7 em vegetais encontram-se
sumariados na Tabela 1. Foram analisadas 869 amostras, das quais 113 (13%) apresentaram
teste presuntivo de imunoensaio positivo, sendo consideradas suspeitas. Nos testes
bioquimicos e soroldgicos posteriores, entretanto, a presenca do patdgeno nessas amostras
nao foi confirmada, representando uma taxa de falsos presuntivos de 13,6% nas anélises
realizadas com o Reveal E.coli O157 da Neogem e 11,8% das analises realizadas com o

EHEC Test Kit da 3M.

Tabela 1. Ocorréncia de E.coli O157:H7 em amostras de vegetais crus comercializados na

regido de Campinas (SP), no periodo de maio a outubro de 1999.

Meétodo Tipo de amostra  Ndmero de amostras Numero de Ntimero de amostras
analisada analisadas amostras suspeitas’ confirmadas’
Reveal Alface 289 43 (14,9%) 0
E.coli O157 Chicéria 174 13 (7,5%) 0
Neogem
Rucula 101 21 (20,8%) 0
Total 564 77 (13.6%) 0
EHEC Test Kit Alface 109 12 (11%) 0
3M Company Chicéria 97 11 (11,3%) 0
Rucula 99 13 (13,1%) 0
Total 305 36 (11.8%) 0
Total 869 113 (13%) 0

! Amostras que apresentaram imunoensaio positivo.
? Amostras nas quais a presenca de E.coli O157:H7 foi confirmada através de provas sorolégicas e bioquimicas tradicionais.

E importante destacar que a base de dados do API 20E nio diferencia as cepas 0157 das
demais cepas de E.coli, tendo sido utilizada, na interpretagdo dos resultados, a orientagdo
de HALDANE et al. [23], segundo a qual a combinagdo mais tipica dessas cepas nos 21
primeiros testes da cartela de resultados do API 20E (Figura 1) € “5144172” (91,9% das
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cepas), podendo também ocorrer as combinacdes “5144152” (cepas sacarose negativas,

2,7%) e “5144162” (cepas rhamnose negativas, 5,4%).

+ - + + - - - - + - - + + - - + + + - +
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
ONPG ADH LDC oDC CIT H.S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA (04
5 1 4 4 1 7 2

Figura 1. Caracteristicas tipicas das cepas de E.coli O157:H7 no “Kit”’API 20E da

BioMeérieux [23].

ONPG = orto-nitro-fenil-B-D-galactopiranosideo (atividade de B-galactosidase), ADH = atividade de arginina dehidrolase, LDC =
atividade de lisina descarboxilase, ODC = atividade de ornitina descarboxilase, CIT = utiliza¢do de ciitrato, H,S = produg¢do de H,S,
URE = atividade de urease, TDA = atividade de triptofano deaminase, IND = producao de indol, VP = produgao de acetoina (teste de
VP), GEL = atividade de gelatinase, GLU = fermentacdo/oxidacdo da glicose, MAN = fermentac¢do/oxidacdo do manitol, INO =
fermentagdo/oxidagdo do inositol, SOR = fermentag¢do/oxidagdo do sorbitol, RHA = fermenta¢do/oxida¢do da rhamnose, SAC =
fermentagdo/oxidagdo da sacarose, MEL = fermentacao/oxidac@o da melibiose, AMY = fermentag¢ao/oxidag¢do da amigdalina, ARA
= fermentagdo/oxidagao da arabinose, OX = atividade de citocromo oxidase. Os nimeros que acompanham o teste sdo os pontos a
serem atribuidos quando o resultado for positivo, para compor a combina¢io numérica.

Levantamentos sobre a ocorréncia de E.coli O157:H7 em alimentos sdo raramente
encontrados na literatura, sendo mais comuns os relatos diretamente relacionados com
surtos. Segundo KNIGHT [27] pesquisas em supermercados americanos revelaram E.coli
O157:-H7 em 1 a 2,5% das amostras de carne testadas (bovina, suina e de aves) e um
levantamento realizado no México revelou contaminagdo em 19% dos vegetais analisados
[6]. Numa compilacdo apresentada por DESMARCHELIER & GRAU [16], relatos de
diferentes partes do mundo indicaram contaminacdo em 0,2% das carcacas de bovinos
analisadas, 0 a 3,7% da carne bovina moida, 0 a 1,5% da carne de porco, 2% da carne de

carneiro € 0 a 1,5% da carne de aves.

No Brasil nao ha dados sistemédticos que possam indicar a situa¢do da ocorréncia de E.coli
O157:H7 em alimentos. Nosso trabalho inicial, com 886 amostras de hamburgueres e 340
amostras de produtos cdrneos e ambiente industrial, produzidos por frigorificos do sul e
sudeste, ndo detectou a presenca de E.coli O157. Somados aos dados do levantamento com
vegetais, revelam uma baixa freqiiéncia desse patégeno em nossos produtos, porém, devem
ser interpretados cuidadosamente: Em primeiro lugar, assim como todos os dados de

amostragem, ndo devem ser entendidos como garantia de auséncia porque, ainda que o
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tamanho das amostras seja da mesma ordem de grandeza encontrada em levantamentos
similares fora do Brasil, estd muito longe do tamanho da producdo do pais. Em segundo
lugar, a qualidade microbioldgica dos vegetais varia muito de regido para regido, sendo
afetada pelas condicdes de cultivo, tratamento da dgua de irrigacdo, tratamento de esgotos e
sistema de distribuicdo. Em nosso trabalho a amostragem foi feita apenas na cidade de
Campinas, onde os vegetais apresentam, segundo dados de NASCIMENTO [32], boa

qualidade sanitdria e baixa contaminacao por coliformes fecais, E.coli e Salmonella.

Além disso, o Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sao Paulo (CVE/SP) [15]
registrou, no periodo de 1998 a 2000, 15 casos de HUS em hospitais publicos do Estado,
com histdrico anterior de diarréia e possivel associacdo com E.coli O157:H7. Nos casos em
que foi feita a coprocultura a presenga de E.coli foi detectada mas o agente ndo foi isolado
e/ou sorotipado para confirmacdo. Também no Rio Grande do Sul, um estudo retrospectivo
de casos de HUS ocorridos no Hospital Universitdrio da Universidade Federal de Santa
Maria, no periodo de marco de 1997 a agosto de 1999, apontou a existéncia de 31 casos da
doenca em criancas com idade de 2 a 57 meses [15]. Esses relatos atestam a existéncia de
HUS no pais e deixam clara a necessidade de monitoramento dessa bactéria em diferentes
produtos e regides, porque a experiéncia tem demonstrado que, num mercado globalizado,
patégenos emergentes podem ser rapidamente disseminados pelo mundo, considerando-se a
intensa movimentacdo internacional de pessoas e mercadorias. O CVE jd implantou um
sistema de vigilancia ativa no Estado de Sao Paulo e, considerando-se que a maioria dos
surtos relatados na literatura internacional foram veiculados por alimentos, é de grande
interesse para a saude publica que estudos de ocorréncia continuem a ser efetuados em

todas as regides do pais.

3.2. Resisténcia aos sanitizantes

Os resultados dos testes de resisténcia de E.coli O157:H7 (ATCC 43890) e E.coli comum

(ATCC 11229) aos sanitizantes encontram-se sumariados na Tabela 2.
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O método utilizado nas andlises (teste de suspensio AOAC 960.9) preconiza como eficaz,
na concentracdo testada, os sanitizantes que apresentarem 5 ou mais reducdes decimais na
populacdo alvo, apés 30 segundos de contato. De acordo com esse critério, todos os
desinfetantes testados se mostraram eficazes contra E.coli O157:H7, nas concentragdes de
100 e 200ppm. Esses resultados concordaram com os obtidos contra E.coli ATCC 11229
(cepa padrao recomendada pela AOAC para testes de eficdcia antimicrobiana de
desinfetantes de uso na industria de alimentos), demonstrando que, nos testes realizados, as
duas cepas apresentaram comportamento equivalente quanto 4 resisténcia a esses agentes
de desinfeccdo. Esse resultado é importante para os profissionais responsaveis pelo controle
de qualidade em restaurantes e cozinhas industriais, porque a andlise de coliformes fecais e
E.coli € relativamente simples e comum nos laboratdrios das empresas, o que ndo acontece

com a analise de E.coli O157:H7.

CHESCA [13] realizou um estudo comparativo da eficdcia antimicrobiana de diversos
desinfetantes contra as mesmas cepas de E.coli O157:H7 ATCC 43890 e E.coli comum
ATCC 11229, artificialmente inoculadas em amostras de alface, observando que o
tratamento com 200ppm de hipoclorito de s6dio/15min promoveu uma média de 4,09
redugdes decimais na populacio de E.coli comum e 2,70 redug¢des decimais na populacio
de E.coli O157:H7. O tratamento com 200ppm de dicloroisocianurato de s6dio/15min
promoveu uma média de 3,69 redugdes decimais na populacdo de E.coli comum e 2,57
redugdes decimais na populacdo de E.coli O157:H7. A andlise estatistica ndao evidenciou
diferenca significativa entre os resultados obtidos contra E.coli O157:H7 e E.coli comum,
comprovando que as duas cepas apresentaram resisténcia semelhante aos tratamentos de
desinfec¢do com compostos de cloro. Por outro lado, esses valores de reducdo decimal sdo
menores do que os obtidos em nosso trabalho, variagdo provavelmente devida a diferenca
na forma de exposi¢c@o das células ao desinfetante, em suspensiao, no nosso caso e fixadas

as folhas de alface, no caso de CHESCA.
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Tabela 2. Eficdcia antimicrobiana de compostos de cloro e amonio quaterndrio contra
E.coli comum (ATCC 11229) e E.coli O157:H7 (ATCC 43890), empregando-se o
método AOAC 960.9.

Contagem inicial, final e nimero de reducdes decimais *

Concentragdo e

Desinfetante tempo de E.coli O157:H7 ATCC 43890 E.coli ATCC 11229
I (log UFC/ml) (log UFC/ml)
Inicial Final  Redugdes*  Inicial Final = Redugdes*
L 100ppm/30s 9,1 <3,0 >6,1 8,8 <3.0 >5.,8
Dicloroisocianurato
de sodio 200ppm/30s 9.3 <3,0 >6,3 96 <3.0 >6.6
100ppm/30s 93 <3,0 >6,3 9,7 <3,0 >6,7
. . 9.4 <3,0 >6,4 9,7 <3,0 >6,7
Hipoclorito
de sdio 200ppm/30s 93 <30 >6,3 97 <30 6,7
9.4 <3,0 >6,4 9,7 <3,0 >6,7
100ppm/30s 9.3 3.8 5.5 96 <3.0 >6.6
9,7 3.9 5.8 9,7 <3.0 >6,7
Cloreto de
benzalconio 200ppm/30s 8,3 <30 >5,3 7.9 2,0 5,9
9,7 <3,0 >6,7 9,7 <3,0 >6,7

* O nimero de reducdes decimais ¢ definido como [Log UFC da populag@o inicial — Log UFC da populacéo final].

E importante considerar, na interpretacdo de resultados obtidos pelo método de suspensio
AOAC 960.0, as vantagens e as limitacdes da técnica. A principal vantagem € que o
método é padronizado e reconhecido internacionalmente, de forma que os dados podem ser
comparados, permitindo verificar se as cepas avaliadas apresentam diferenca na resisténcia
aos desinfetantes testados. A principal desvantagem é que o método ndo reproduz as
condi¢des de adesdo e formagao de biofilmes que se observa na pratica de desinfec¢do de
vegetais. Nessas condigdes, os resultados da literatura deixam claro que a eficdcia dos
desinfetantes, aplicados tanto a microbiota natural quanto a cepas de microrganismos
artificialmente inoculadas em superficies de frutas e verduras, € muito menor do que nos

testes de suspensdo. Além disso, mesmo que a caracteristica de resisténcia das cepas aos

diferentes principios ativos dos desinfetantes seja similar, as diferencas nas caracteristicas
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de adesividade e formacgao de biofilmes podem interferir na eficicia dos desinfetantes [2,

14, 21, 24, 28, 30, 36, 37, 43]

Outro fator importante a considerar € o fato de desinfetantes com o mesmo principio ativo,
porém, de marcas comerciais distintas, apresentarem diferenca na eficicia antimicrobiana
[18]. Assim, é imprescindivel o monitoramento periédico da qualidade dos produtos

disponiveis no mercado, para garantir seguranca dos tratamentos de desinfec¢@o aplicados.

Considerando-se ainda a crescente participacdo dos vegetais na transmissdo de E.coli
O157:H7 e as evidéncias de que, no Brasil, casos de HUS podem estar sendo veiculados
por alimentos, € importante que sejam conduzidos novos estudos para avaliar a resisténcia
de outras cepas de E.coli O157:H7 aos diferentes desinfetantes disponiveis no mercado.
Ainda mais importante é que esses estudos sejam conduzidos com métodos padronizados,
que reproduzam as condi¢des experimentais, de forma que os resultados possam ser
comparados e utilizados na tomada de decisdes pelos agentes de satide e controle de

qualidade.

4. CONCLUSOES

Nao foi detectada a presenca de E.coli O157:H7 em nenhuma das amostras de vegetais
analisadas, corroborando resultados ji obtidos para produtos carneos. Embora esses
resultados ndo possam ser interpretados como garantia de auséncia desse patdgeno no paifs,

atesta que a ocorréncia em nosso meio €, certamente, mais baixa do que em outros paises.

Nosso estudo demonstrou que tanto o cloreto de benzalconio quanto o hipoclorito e o
dicloroisocianurato de sodio s@o eficazes na destrui¢do de E.coli O157:H7 em suspensio,
nas concentracdes de 100 e 200ppm, apds 30s de contato. Demonstrou também que a
resisténcia da cepa de E.coli O157:H7 ATCC 43890 a esses desinfetante € similar a
resisténcia da cepa padrio AOAC para ensaios de eficdcia antimicrobiana, E.coli ATCC
11229. Assim, € razodvel supor que, no monitoramento dos processos de desinfeccio de

verduras em restaurantes e cozinhas industriais, acompanhar a reducdo na contagem de
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E.coli ou coliformes fecais depois da desinfec¢do seja suficiente para avaliar a seguranga

dos tratamentos.
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Conclusoes

No total, nosso monitoramento de E. coli O157:H7 analisou, no periodo de janeiro de 1997
a outubro de 1999, 2.095 amostras de alimentos, incluindo 1.111 de produtos carneos, 115
do ambiente industrial e 869 de vegetais. Em nenhuma amostra foi detectada a presenga de
E. coli O157:H7. Essa amostragem € pequena, comparada com o volume de producio do
pais, mas os resultados indicam que a ocorréncia no Brasil deve ser bem mais baixa do que
em outros paises, onde amostragens similares t€ém detectado a presenca em 0,2 a 3,7% das

amostras analisadas.

Na realizacdo dos ensaios se observou que vdrias enterobactérias sdo capazes de
aglutinacdo com o antissoro O157 (reagdes cruzadas), resultando em falsos presuntivos.
Nossos resultados mostraram que esse problema pode ser bastante reduzido se o teste
sorolégico for feito apds uma triagem das cepas sorbitol negativas. O meio de cultura que

se mostrou mais adequado para isso foi o Agar MacConkey Sorbitol.

Como conseqiiéncia das reagdes cruzadas, em 8,2% das amostras foram detectadas
enterobactérias capazes de aglutinacdo com o antisoro O157. Essas cepas ndo foram
confirmadas como E.coli O157:H7 na identificacdo posterior, representando uma taxa de
falsos presuntivos de 6,1% nas andlises realizads pelo método cultural cldssico, 6,3% nas
andlises realizadas pelo imunoensaio enzimatico da 3M Company (EHEC Test Kit 6477) e
13,2 nas andlises realizadas pelo imunoensaio enzimdatico da Neogem (Reveal E.coli O157

Test Kit).

Nossos resultados mostraram que o ensaio de imunoprecipitacdo da Neogem nio tem
sensibilidade para aplicacdo direta nos alimentos. A contagem minima de células exigida
para emissdo de um sinal positivo foi 10° a 10° UFC de E.coli O157/ml, tendo sido

essencial uma etapa de enriquecimento, para levar a contagem aos niveis de detecgdo.
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Os resultados também mostraram que o método cultural e o imunoensaio da Neogem sao
capazes de detectar E.coli O157:H7 em cultura pura (injuriada ou nao) em concentragdes
iniciais de menos de 0,5 Log UFCml do caldo de enriquecimento. No caso de culturas
mistas, sdo capazes de detectar a presenca em concentragdes iniciais de 1,5 Log UFCml do
caldo de enriquecimento, na presenca de concentragdes até 500 vezes maior dos

competidores.

Finalmente, nosso estudo demonstrou que o cloreto de benzalconio e os compostos de cloro
(hipoclorito e o dicloroisocianurato de s6dio) sdo eficazes na destruicdo de E.coli O157:H7
em suspensdo, nas concentragdes de 100 e 200ppm, apds 30s de contato. Demonstrou
também que a resisténcia de E.coli O157:H7 a esses desinfetante é similar a da E. coli

comuin.



