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O Amor quando se revela

“O amor, quando se revela,
Nao se sabe revelar,
Sabe bem olhar p'ra ela,
Mas nao lhe sabe falar.
Quem quer dizer o que sente
Nao sabe o que ha de dizer.
Fala: parece que mente
Cala: parece esquecer

Ah, mas se ela adivinhasse,
Se pudesse ouvir o olhar,

E se um olhar lhe bastasse
P’ra saber que a estdo a amar!
Mas quem sente muito, cala;
Quem dizer quanto sente
Fica sem alma nem fala,
Fica s6, inteiramente!

Mas se isto puder contar-lhe
O que nao lhe ouso contar,
Ja nao terei que falar-lhe
Porque lhe estou a falar...”

Fernando Pessoa

Ao inesquecivel
Prof. Dr. Anténio de Melo Serrano

A Deus, por ter-me dado
José e Aracy, pais admiraveis
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RESUMO

A etapa inicial deste trabalho consistiu na avaliacdo da resisténcia de uma
cepa de Escherichia coli O157:H7 e da microbiota contaminante de queijo Minas
frescal a antibioticos utilizados para conferir seletividade a meios de isolamento
dessa bactéria. Observou-se que E. coliO157:H7 mostrou sensibilidade a
concentracées de novobiocina superiores a 30 mg/L, sendo desaconselhavel o
uso de 100 mg/L, conforme preconizado em alguns meios de isolamento. Como o
microrganismo mostrou-se menos tolerante a combinagao de trés antibidticos
(cefixima a 0,05 mg/L, cefsulodina a 10 mg/L e vancomicina a 8 mg/L) do que a
microbiota contaminante do queijo frescal, tornou-se questionavel a indicagao do
uso desses antibioticos para conferir seletividade aos meios de isolamento da
bactéria. Em outra etapa foram avaliados os meios seletivos MacConkey sorbitol
modificado, HC de acordo com Szabo et al (1986), Rainbow 0157,
EMB modificado e SD39 modificado, suplementados ou ndo com cefixima (0,05
mg/L) e telurito de potassio (2,5 mg/L), na contagem de E.coli O157:H7, inoculada
experimentalmente em amostras de queijo Minas frescal e de leite, submetidas ou
nao a tratamento térmico. Os resultados revelaram a inadequagao de todos esses
meios nas contagens de amostras apresentando elevada contaminagéo (sem
tratamento térmico). Nas amostras com contaminagdo baixa (tratadas
termicamente), os meios HC e SD39 modificado, ambos suplementados,
revelaram desempenho superior na analise de queijo (959 e 950 % de
recuperacao, respectivamente). Na analise de leite, o HC foi o mais eficiente,
levando a 85,3% de recuperacao. A técnica do Numero Mais Provavel revelou-se
deficiente e pouco pratica na contagem de E. coli 0157:H7 em amostras de queijo,
nao representando, portanto, uma alternativa recomendavel. Na avaliagao
qualitativa de E.coli O157:H7 foram avaliados os enriquecimentos em caldo
BPW + 3 antibi6ticos, segundo Blanco ef al. (1996), em meio mEC+n segundo
Okrend & Rose (1989), em meio mTSB segundo Padhye & Doyle (1991), além do
método proposto pelo FDA (1998) e o método imunoenzimatico TECRA®.

Na analise de amostras de queijo Minas frescal inoculadas experimentalmente,



nenhum dos sistemas revelou desempenho altamente satisfatorio. No entanto,
entre as metodologias classicas testadas, a do FDA mostrou-se superior,
enquanto o método TECRA® foi aquele que, comparativamente, possibilitou a
maior porcentagem de isolamentos e menor indice de resultados falso-negativos.
Na analise de 60 amostras de queijo Minas frescal, submetidas ou nao a inspecgao
federal, nenhuma delas revelou a presenca de E. coli O157:H7. Os resultados
obtidos indicaram a necessidade de se aperfeicoar a metodologia para a pesquisa
deste patégeno em alimentos, principalmente naqueles cuja microbiota
contaminante apresenta-se em nimeros elevados.
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SUMMARY

In a first experiment, it was evaluated the tolerance of Escherichia coli
O157:H7 and natural contaminants found in Minas frescal cheese to antibiotics
used in selective culture media. It was noticed that E. coli O157:H7 exhibited low
tolerance to novobiocin concentrations above 30 mg/L, although the use of 100
mg/L is indicated in some isolation media. The microorganism was less tolerant to
antibiotic combination (cefixime at 0,05 mg/L, cefsulodin at 10 mg/L and
vancomincin at 8 mg/L) when compared to the natural contaminant cheese
microflora what could be a drawback concerning the use of these agents in
selective culture media. In a second experiment, the selective media MacConkey
sorbitol (modified), HC according to Szabo (1990), Rainbow 0157, modified EMB
and modified SD39, supplemented or not with cefixime (0,05 mg/L) and potassium
telurite (2,5 mg/L) were evaluated for E. coli O157:H7 counting, with the bacterium
inoculated in Minas frescal cheese and milk samples, both submitted or not to
thermal treatment. All the tested media were inadequate when used for bacterial
counts in the samples with high natural contamination (without thermal treatment).
However, when the cheese samples with lower contamination were analyzed, the
media HC and modified SD39, both supplemented, showed superior performance
(95,9 and 95,0% recovery, respectively). In milk analysis, HC medium was the
most efficient (85,3% recovery). The Most Probable Number technique showed an
inadequate performance for E. coli O157:H7 counts. For the qualitative evaluation
of E. coli O157:H7 it was evaluated BPW+3 antibiotics broth according to Blanco et
al. (1996), mEC+n (Okrend & Rose, 1989), mTSB (Padhye & Doyle, 1991), FDA
proposed method (1998) and the immunoenzimatic method TECRA®. None of the
tested methods showed superior performance for E. coli O157:H7 recovery in
inoculated cheese samples in the presence of the natural microflora. However the
FDA method was the most efficient among the classical ones, while the TECRA®
assay was the best concerning E. coli O157:H7 recovery and no false negative
results. The results suggest the need for improvment in the methodology for E. coli
0O157:H7 recovery mainly in foods with high contamination level.

vii



Introducéao

1. INTRODUGAO

Escherichia coli O157:H7 tem sido identificada como um patégeno
emergente em diferentes alimentos de origem animal, sendo o gado bovino um
dos principais veiculos desta bactéria. Ela é altamente infecciosa e pode causar
doengas graves no homem, sendo a sindrome urémica hemolitica (HUS) a mais
importante causa de deficiéncia renal aguda em criangas, enquanto que a parpura
trombocitopénica trombética geralmente acomete idosos, acarretando o

aparecimento de coagulos de sangue no cérebro destes individuos.

Levantamentos epidemioldgicos em varios paises tém revelado que o leite
cru & um veiculo importante na disseminagao de E. coli 0157:H7, sendo que o
aquecimento adequado e sua pasteurizagdo sdo métodos eficientes para a
destruicao desta bacteria. No entanto, este microrganismo permanece como um
risco potencial na contaminagao de produtos lacteos, seja pela sua capacidade de
permanecer viavel por longos periodos em ambientes acidos, bem como pela

possibilidade de contaminagdes cruzadas ao longo do processamento.

Até o momento, poucas sao as pesquisas sobre a incidéncia deste
microrganismo em produtos lacteos, bem como em relagdo a metodologia
adequada para a sua detecgao ou contagem. Os metodos propostos geralmente
baseiam-se no fato de que E. coli O157:H7 nao fermenta sorbitol, ndo produz a
enzima B-glucuronidase e nao apresenta bom crescimento a temperaturas acima
de 44°C.

Em fungdo destas caracteristicas, varios meios de cultura e técnicas de
isolamento e deteccao vém sendo pesquisados, muitos deles carecendo ainda de
melhor avaliacdo de desempenho. Além disso, métodos imunoenzimaticos
também vém sendo desenvolvidos, havendo, portanto, diferentes metodologias

alternativas para a pesquisa desta bactéria.



Introducéao

Em nosso meio, sao ainda bastante restritos os trabalhos voltados para a

ocorréncia de E. coli O157:H7 em alimentos, principalmente em produtos lacteos.

Sabe-se que nem sempre as condigdes higiénico-sanitarias de
processamento € manipulagdo destes produtos sdao adequadas, particularmente

no caso de queijos tipo Minas frescal.

Assim sendo, esta pesquisa foi desenvolvida procurando avaliar o
desempenho de métodos alternativos para contagem e isolamento de E. coli
0157:H7 em leite e derivados e estudar sua ocorréncia em queijo do tipo Minas

frescal.



Obijetivos

2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

2.3.

24.

2.5.

Avaliagado da resisténcia de E. coli O157:H7 (cepa fornecida pelo Instituto
Oswaldo Cruz) e da microbiota contaminante de queijo Minas frescal a
antibidticos utilizados para conferir seletividade a meios de isolamento.

Analise do desempenho de diferentes procedimentos e meios seletivos de
cultura na contagem ou deteccgao da cepa de E. coli 0157:H7, citada no item

acima, inoculada experimentalmente em leite e queijo tipo Minas frescal.

Influéncia da microbiota contaminante do leite cru e queijo Minas frescal no
isolamento da cepa de E.coli 0O157:H7 em estudo inoculada

experimentalmente.

Avaliagao comparativa de um método imunoenzimatico frente aos métodos

culturais classicos para detecg¢ao de E. coli O157:H7.

Avaliagao da ocorréncia de E. coli O157:H7 em amostras comerciais de queijo

Minas frescal de diferentes procedéncias.

(8]
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. O Microrganismo e suas Toxinas

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez por Escherich, em 1885
(Padhye & Doyle, 1992; Molenda, 1994; Madigan et al., 1997), pertencendo a
familia Enterobacteriaceae, a qual é constituida por mais de vinte géneros. E. coli
€ incluida no grupo dos coliformes, os quais se caracterizam como bastonetes
Gram-negativos, ndao formadores de esporos, que fermentam lactose com

produgao de acido e gas em 48 h a 35°C (Molenda, 1994).

E. coli faz parte da microbiota normal do trato intestinal do homem e de
outros animais de sangue quente, sendo que geralmente as cepas que colonizam
0 intestino humano sdo meros comensais. No entanto, algumas cepas sdo
patogénicas (Padhye & Doyle, 1992; Madigan et al., 1997). As infec¢bes causadas
por E.coli em humanos podem ser divididas em duas grandes categorias:
infecgdes intestinais, também chamadas diarréicas e infecgbes extra-intestinais,

incluindo doengas do trato urinario, meningite em recém-nascidos e septicemia
(Molenda, 1994).

As cepas de E. coli diarréica que tém sido associadas com doencas de
origem alimentar sado agrupadas em cinco categorias, com base nas propriedades
de viruléncia, patologias e caracteristicas sorologicas distintas (Padhye & Doyle,
1992; Molenda, 1994; Madigan ef al., 1997):

E. coli enteropatogénica (EPEC) é causadora de diarréia infantil em recém-
nascidos. Muitos adultos s@o portadores de EPEC, mas raramente apresentam
sintomas da doenca (Russel & Taylor citados por Ormenese ef al., 1999). Algumas
linhagens de EPEC produzem toxinas, particularmente verotoxinas, enquanto

outras invadem células epiteliais (Padhye & Doyle, 1992).
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As estirpes enteroinvasivas (EIEC) sao muito similares as shigelas. Estes
organismos invadem as células epiteliais do colon, resultando em diarréia
sanguinolenta (disenteria). A capacidade de invasdo das EIEC esta relacionada
com a presenca de um grande plasmidio de 140 MDa (Padhye & Doyle, 1992;
Ormenese et al., 1999).

E. coli enterotoxigénicas (ETEC) causam diarréia aquosa devido a adesao
as celulas do epitélio intestinal e subseqlente producdo de uma ou mais
enterotoxinas termolabeis (LT1 e LT2) ou termoestaveis (STa e STb). ETEC
provoca a chamada “diarréia dos viajantes™ (Padhye & Doyle, 1992; Ormenese et
al., 1999).

Cepas de E. coli enteroaderentes ou enteroagregativas (EAEC) tém a
capacidade de se aderirem as células Hep-2 (linhagem de células epiteliais de
ratos). O termo enteroaderente foi proposto por Mathewson e colaboradores em
1983 para descrever cepas de E. coli diferentes de EPEC e de ETEC (Molenda,
1994). Essas linhagens sao produtoras de toxina termoestavel e causam diarréia
aquosa através de mecanismo ainda ndo conhecido. Autdpsias em criancas
contaminadas por esta bactéria mostraram lesbes destrutivas do ileo (Ormenese
et al., 1999).

E. coli enterohemorragica (EHEC), a qual inclui E. coli O157:H7 e E. coli
026:H11, foi isolada pela primeira vez em 1975 de uma mulher na Califérnia
acometida de diarréia sanguinolenta (Padhye & Doyle, 1992). E. coli O157:H7
assemelha-se muito a E. coli 055:H7, uma linhagem enteropatogénica que causa
diarréia e muito disseminada em criangas (Mead & Griffin, 1998). Segundo
Whittam (1996) citado por Sheridan & McDowell (1998), o ancestral 055:H7 era
muito provavelmente uma E. coli enteropatogénica, a qual adquiriu genes
citotoxicos de Shigella dysenteriae tipo | como resultado de uma infecgao por um
fago e subsequente transferéncia dos genes de toxina Shiga durante a

transdugao. Esses fagos estao amplamente disseminados na natureza e podem

Ln
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ligar-se a um grande numero de bactérias entéricas, entre elas, Citrobacter

freundii, considerado um patdgeno emergente.

O mecanismo pelo qual E. coli O157:H7 provoca doengas nao foi ainda
totalmente esclarecido; no entanto, varios fatores tém sido associados com a
viruléncia deste organismo. Um deles € a produg¢ao de uma ou mais verotoxinas.
Este patégeno produz altos niveis de uma citotoxina ativa contra células Vero,
linhagem de células obtidas de rim de macaco verde africano. Na E. coli 0157:H7
a verotoxina (VT) € imunologicamente indistinguivel da toxina Shiga e & também
idéntica quanto as atividades biologicas, ou seja citotoxicidade a células Hela,
letalidade em camundongos e enterotoxicidade observada em alga ligada de
coelhos. Devido a estas similaridades, o termo toxina "Shiga-like” (SLT) é utilizado

para descrever a referida toxina, a qual € denominada STl ou VT1.

Outra VT produzida por E. coli O157:H7 é antigenicamente diferente da
VT1, nao é neutralizada por antitoxina Shiga e recebe a denominagao STII ou
VT2. Esta toxina € uma molécula mais divergente com somente 56% de
aminoacidos homélogos a toxina VT1. A maioria das linhagens de E. coli O157:H7
produz VT2. A porcentagem que também produz VT1 varia, dependendo do local
ou regiao do isolamento (< 25% em culturas isoladas na Europa a > 80% das
isoladas na América do Norte e Japao) (Mead & Griffin, 1998).

Ambas as toxinas sao compostas de 5 subunidades B e uma subunidade A
simples e sao codificadas por um bacteriéfago inserido no cromossomo da E. coli
0157. A subunidade B liga-se a globotriacsilceramida (Gb3), um glicolipideo de
funcao desconhecida encontrado em varios niveis nas membranas das células
eucarioticas. Apés a endocitose, a subunidade A inativa enzimaticamente a
subunidade ribossémica 60S, bloqueando assim a sintese protéica (Mead &
Griffin, 1998).

A producgao de toxinas Shiga nao é suficiente para causar a doenga. Outros

fatores que contribuem para a viruléncia de E. coli O157 incluem a presenga de



Revisao Bibliografica

um plasmidio de viruléncia de 60 MDa (pO157) e o “locus” de “effacement” do
eritrocito (LEE). O plasmidio de 60 MDa codifica uma hemolisina que, associada a
sistemas de transporte especializados, pode permitir que E. coli 0157 utilize o
sangue do intestino como fonte de ferro (Mead & Griffin, 1998).

As toxinas Shiga tém efeitos local e sistémico no intestino e sao
provavelmente criticas ao desenvolvimento da diarréia sanguinolenta. Alteragées
histopatologicas, associadas a infecgéo, incluem hemorragia e edema na lamina
prépria com areas de necrose superficial. Acredita-se que HUS pés-diarréica é
primariamente uma doenga da microvasculatura que se desenvolve quando as
toxinas Shiga, produzidas no intestino, entram no sangue e ligam-se as células
endoteliais, mediada pelas toxinas Shiga, pode desencadear-se a deposicao de
fibrina, levando a injuria de eritrocitos circulantes (hemolise) e oclusao da
microvasculatura renal (faléncia renal) (Mead & Griffin, 1998).

Uma terceira citotoxina que tem efeito sobre células Vero, um polipeptideo
de 64 KDa purificado a partir de uma cepa de E. coli O157:H7, apresenta ponto
isoelétrico de 5,2 e nao possui subunidades dissulfeto ligadas, segundo resultados
de eletroforese em gel. Esta toxina nao € neutralizada por antissoro contra toxina
Shiga (Padhye & Doyle, 1992).

A adesao de E. coli 0157:H7 as células intestinais pode ser um importante
aspecto do potencial patogénico deste microrganismo. Pacientes acometidos por
infeccao por E. coli O157:H7 nao apresentam ou tém pouca febre, sugerindo que
este microrganismo nao € invasivo € nao penetra no sistema circulatério. Tudo
leva a crer que a bactéria coloniza o trato intestinal, onde elabora suas toxinas, as
quais posteriormente atuam sobre o célon (Padhye & Doyle, 1992). A maioria das
E. coli O157:H7 possui um plasmidio de 60 MDa, responsavel pela aderéncia as
células do intestino (Padhye & Doyle, 1992).
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3.2. A Doen¢a no Homem

Trés principais manifestacbes de doenca tém sido atribuidas a E. coli
0157:H7: colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica (HUS) e puarpura
trombocitopénica trombética (Doyle, 1991; Padhye & Doyle, 1992; Mead & Giriffin,
1998).

As caracteristicas da colite hemorragica sdo o aparecimento subito de
dores abdominais, seguidas por diarréia aquosa que persiste por 24 horas e
posteriormente se torna sanguinolenta. Pode ocorrer vémito, porém febre é rara. O
periodo de incubagédo varia de 3 a 9 dias, com média de 4 dias (Padhye & Doyle,
1992). Alguns autores sugerem que o longo periodo de incubacéao € consequéncia

de uma dose infecciosa pequena (Riley, 1987; Sivela, 1995).

Em um surto ocorrido no Reino Unido, pode-se estimar que o Numero Mais
Provavel (NMP) de E. coli O157:H7 no alimento incriminado foi inferior a 2
organismos em 25 g de amostra analisada. Acredita-se que apenas 10

organismos sao necessarios para que ocorra a infecgao (Sivela, 1995).

Em alguns casos, um exame radiolégico do paciente pode revelar uma
aparéncia de um pseudo tumor no colon. A doenga se distingue da disenteria
descrita em shigeloses ou gastroenterite causada por EIEC devido a auséncia de

febre.

A sindrome urémica hemolitica (HUS) é a mais importante causa de
deficiéncia renal aguda em criangas. Ela involve anemia hemolitica,
trombocitopenia e deficiéncia renal. Normalmente, as pessoas que adquirem HUS
necessitam de dialise e transfusdo de sangue (Padhye & Doyle, 1992, Mead &
Griffin, 1998).

Parpura trombocitopénica tromboética € similar a HUS, exceto que na
primeira ha o comprometimento do sistema nervoso central. Esta sindrome ocorre

geralmente em idosos e consiste de anemia hemolitica microangiopatica,



Revisdo Bibliografica

trombocitopenia profunda, sinais neurolégicos oscilantes, febre e azotemia.
Freqlientemente desenvolvem-se coagulos de sangue no cérebro e morte (Riley,
1987; Padhye & Doyle, 1992).

Outras complicacoes clinicas associadas com infec¢éo causada por E. coli

0157:H7 incluem cistite hemorragica, convulsées e anemia (Riley, 1987; Padhye
& Doyle, 1992).

3.3. Caracteristicas bioquimicas e comportamento frente a fatores
intrinsecos e extrinsecos

Cepas de E.coli 0O157:H7 possuem caracteristicas bioguimicas

semelhantes as da maioria das E. coli, como pode ser verificado na Tabela 1.

TABELA 1. Caracteristicas bioquimicas de E. coli

Teste Reagéo
reducao de nitrato +
fermentagdo de manitol +
fermentacao de lactose +

utilizagao de malonato -

producao de H,S -

producao de uréase -

utilizagao de citrato -

reacao de Voges-Proskauer -

produgao de indol +
fermentacdo de glucose com *
produgdo gas

produgao de lisina descarboxilase +
reacéo de vermelho de metila +

Fonte: FDA (1984)

Diferencas nas propriedades bioquimicas incluem auséncia de fermentagao

de sorbitol, auséncia de atividade da pB-glucuronidase e produgao de
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enterohemolisina. Mais de 90% dos isolados de E. coli de origem humana
fermentam sorbitol em 24 horas, ao passo que E. coli 0157:H7 nao fermenta este
alcool (Doyle, 1991; Sivela, 1995; Armstrong et al, 1996). Uma percentagem
superior a 90% das cepas de E. coli produz a enzima B-glucuronidase, a qual é a
base para um ensaio rapido fluorogénico para E. coli. O indicador 4-metil-
umbeliferil glucoronideo (MUG) utilizado neste teste € hidrolisado pela B-
glucuronidase resultando em um produto fluorogénico. As cepas de E. coli

0157:H7 nao produzem esta enzima.

Beutin e colaboradores, citados por Doyle (1991), descreveram um novo
tipo de hemolisina, denominado enterohemolisina, que pode ser detectada
somente em placas de sangue contendo eritrocitos lavados. De acordo com os
autores, a maioria das cepas de E. coli O157:H7 produz enterohemolisina,

enquanto que outras cepas de E. coli nao sao capazes de fazé-lo.

As cepas de E. coli 0157:H7 descarboxilam ornitina e lisina (Haldane et al.,
1986).

Uma outra importante diferenca de E.coli O157:H7 esta na sua
incapacidade de se multiplicar em temperaturas entre 44° e 45,5°C (Riley, 1987;
Doyle, 1991; Sivela, 1995), faixa de temperatura utilizada geralmente nos
procedimentos de detecgdo de coliformes fecais e subseqlientemente de E. coli

em alimentos (Padhye & Doyle, 1992).

O intervalo de temperatura para multiplicagao de E. coli O157:H7 e
produgdo de gas em meio EC em 48 h € de 19,3 a 41°C. Crescimento sem

produgao de gas foi observado a 16,4 e 42,5°C (Doyle, 1991).

Segundo Sivela (1995) a faixa de temperatura utilizada para recuperagao
de E. coli 0157:H7 varia de 35 a 43°C. Estudos de crescimento em caldo triptona

soja (TSB) revelaram que este organismo tem o6timo crescimento entre 30 e 42°C,
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com tempos de geragao variando de 0,49 horas a 37°C a 0,64 horas a 42°C
(Padhye & Doyle, 1992).

Apesar de varios surtos de infeccdo por E.coli O157:H7 estarem
relacionados com o consumo de carne moida, estudos de inativacdo térmica

revelaram que este microrganismo nao possui grande resisténcia ao calor.

Os valores D de Escherichia coli O157:H7 a 57,2; 60; 62,8 e 64,3°C séo
iguais a 270, 45, 24 e 9,6 segundos respectivamente (Doyle, 1991; Meng et al.,
1994), sendo que a pasteurizagdo do leite destréi mais do que 10* células de
E. coli O157:H7 por mililitro, isto &, tem efeito letal de, no minimo, 4D (Doyle, 1991;
Sivela, 1994).

A pasteurizacao inadequada ou a contaminagdo pos pasteurizagdo sao
fatores importantes para a infecgao por E. coli O157:H7 pelo consumo de leite
pasteurizado (Wang, Zhao & Doyle, 1997).

O congelamento de carne moida realizado a -80 e a -20°C nao causou
alteragao significativa no numero de células de E. coli O157:H7 em um periodo de
9 meses (Doyle, 1991).

Muitas pesquisas tém mostrado que E. coli O157:H7 pode sobreviver em
diferentes alimentos a pH 4,5 por mais de 2 meses e a pH 3,6 -39 de 5 a7
semanas a temperatura de 5°C (Siveld, 1995). O mecanismo exato da tolerancia
de EHEC a este fator intrinseco nao foi ainda esclarecido. Alguns pesquisadores
supdem que ele seja constitutivo, ndo sendo induzido pela exposi¢cao a ambientes
acidos. Por outro lado, verificou-se que muitas cepas selvagens de EHEC
produzem coldnias mucoides, com camadas viscosas de exopolissacarideo. Este
fenémeno explicaria, parcialmente, a tolerancia a acidos presentes em alimentos.
Alem disso, a camada viscosa atuaria como uma barreira de protegéo fisica contra
condigbes ambientais adversas, bloqueando ou dificultando a penetracao de

11
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ingredientes com atividade antimicrobiana nas células dos microrganismos
(Erickson et al., 1995).

E.coli 0O157:H7 também apresenta-se muito tolerante a altas
concentragbes de sal e resistente a subprodutos de fermentagao (Reitsma &
Henning, 1996).

Em alimentos e, em particular, nos produtos lacteos, Saad e colaboradores
(1999) avaliaram o potencial de multiplicagéo de E. coli O157:H7 em queijo Minas
frescal fabricado por diferentes processamentos e mantido sob refrigeragcéo. As
variaveis de processamento incluiram a matéria-prima (leite tipo B pasteurizado ou
cru), a adigdo ou nao de cultura latica e a adigao ou nao de sal. O monitoramento
deste patdgeno foi realizado apés 1, 2, 7 e 14 dias de armazenamento do produto
sob refrigeragao, empregando-se Petrifim Kit-HEC (3M) e agar Mac Conkey
sorbitol no isolamento. Observou-se que nas primeiras 24 horas houve um
aumento de 0,5 a 2 ciclos log no numero de células de E. coli O157:H7, e que este
manteve-se constante durante todo o periodo de armazenamento subsequente
sob refrigeracao, independentemente do tipo de processamento. Esses resultados
sugerem que a presenca de E. coli O157:H7 no leite pode representar um risco no
processamento de queijo tipo Minas frescal.

Um estudo realizado por Wang, Zhao & Doyle (1997) teve por finalidade
determinar a sobrevivéncia e as caracteristicas de crescimento deste patégeno em
leite cru (contagem total de 4,7 x 10° UFC/mL) e pasteurizado (contagem total de
2,3 x 10" UFC/mL) mantido nas temperaturas de 5, 8, 15 e 22°C por até 28 dias.
Dois niveis de inéculo (10° e 10° UFC/mL) de uma mistura de 5 linhagens
resistentes ao acido nalidixico foram utilizados. A temperatura de 5°C, E. coli
0157:H7 nao se desenvolveu e a populagao diminuiu cerca de 1,5 a 2,0 ciclos log
UFC/mL em 28 dias. O crescimento de E. coli O157:H7 ocorreu a 8°C, com 1 a 2
ciclos log UFC/mL nos 4 primeiros dias. A populagédo de E. coli O157:H7
aumentou aproximadamente de 3 a 5 ciclos log em 3 dias quando mantida a 15°C,

sendo que em 3 amostras de leite pasteurizado, este patdgeno continuou a se

12
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multiplicar até mais de 1,0 x 10® UFC/mL até o sétimo dia, permanecendo
constante durante o restante do periodo de incubacado. A 22°C, o pH decresceu
rapidamente para menos de 4,0 em 4 dias e o patébgeno atingiu valores nao
detectaveis em cerca de 14 dias. E. coli O157:H7 multiplicou-se mais lentamente
no leite cru, o qual tinha uma contagem global inicial de bactérias maior do que
nos leites pasteurizados, provavelmente devido a atividade antagdnica das
bactérias pré-existentes. Diante destes resultados, fica evidente que o leite deve
ser armazenado a temperaturas < 5°C para se evitar a mulitplicacao de E. coli
0157:H7.

3.4. Dados epidemiologicos de E. coli O157:H7

A infeccao humana por E. coli 0157:H7 tem sido relatada em mais de 30
paises, nos seis continentes. Taxas de incidéncia anuais de 8 por 100.000
habitantes ou maiores aparecem na Escocia, Canada e Estados Unidos. Elevadas
taxas também sao encontradas em regides da América do Sul, especialmente
Argentina, onde a HUS é endémica e tem uma incidéncia 5 a 10 vezes maior do
que na América do Norte (Mead & Giriffin, 1998).

Este microrganismo foi primeiramente identificado como patdégeno ao
homem em 1982, quando foi associado a dois surtos de enterocolite hemorragica
de origem alimentar relatados nos estados de Oregon (26 casos) e Michigan (21
casos) (Riley ef al, 1983). Ambos os surtos estavam relacionados
epidemiologicamente a ingestao de sanduiches de carne moida, e E. coli O157:H7
foi isolada de uma porcéo de carne crua moida congelada do mesmo lote de carne
implicado em um dos surtos (Wells et al., 1991). Desde entdo, muitos surtos de
infeccdo por esta bactéria tém sido reportados nos Estados Unidos, Canada,
Reino Unido, Egito, Japdo. No Brasil, ndo ha relatos de doengas causadas por

E. coli enterohemorragica.

Em setembro de 1984, um surto por E. coli 0157:H7 ocorreu em um asilo
para idosos nos Estados Unidos. Trinta e quatro dos 101 residentes tiveram

13
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diarréia, 14 foram hospitalizados com dores abdominais severas, distencao
abdominal e diarréia sanguinolenta intensa. Houve quatro mortes. O veiculo de

transmissao foi hamburguer (Ryan et al., 1986).

Uma grande epidemia ocorreu nos Estados Unidos entre novembro de
1992 e fevereiro de 1993, abrangendo os estados de Washington, Idaho,
Califérnia e Nevada. Mais de 500 infeccbes por E.coli O157:H7 foram
confirmadas laboratorialmente e quatro mortes ocorreram. Hamburgueres bovinos
preparados a 60°C ou menos foram identificados como veiculo do surto (Davis et
al., 1993).

Ainda que carne moida subprocessada seja a fonte mais comum de
infecgdo em humanos, leite cru, agua e até mesmo bebidas acidas, como por
exemplo cidra e iogurte também tém sido incriminados (Morgan et al., 1993; Ansay
& Kaspar, 1997; Hudson et al., 1997).

Surto associado com consumo de agua também ja foi relatado (Sivela,
1995), resultando em quatro mortes, 32 hospitalizagées e 243 casos de diarréia
documentados. O patégeno foi isolado das fezes de pacientes e a doenga
acometeu somente os individuos que utilizaram agua da rede publica. Deficiéncias
no sistema de distribuicdo da agua foram responsaveis pela contaminacao (Rice,
1993).

O primeiro relato de infec¢ao por E. coli O157:H7 associada ao consumo de
leite cru ocorreu no ano de 1986, em Minnesota, resultando em sindrome urémica
hemolitica em dois individuos. A bactéria foi isolada dos pacientes, do leite cru e
do gado leiteiro (Reitsma & Henning, 1996). Um surto similar ocorreu em Ontario,
Canada, envolvendo criangas que consumiram leite cru (Reitsma & Henning,
1996).

Um outro surto, devido ao consumo de leite pasteurizado foi documentado
no Reino Unido em 1994, acometendo mais de 100 pessoas, sendo 46 com

menos de 15 anos e 32 com 5 anos. Aproximadamente um terco foi hospitalizado.
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Nove criangas entre 9 meses e 11 anos desenvolveram HUS, sendo que 6 delas
necessitaram de didlise e uma pessoa idosa desenvolveu plrpura
trombocitopénica trombodtica. Cerca de 90% dos envolvidos haviam consumido
leite pasteurizado engarrafado, proveniente de um laticinio local. E. coli O157:H7
foi isolada da tubulagao e da engarrafadora do laticinio e mostrou-se idéntica aos
isolados humanos (Upton & Coia, 1994). Este foi o maior surto de infec¢do por
E. coli O157:H7 atribuido a leite e o primeiro relacionado com leite tratado
termicamente (Siveld, 1995).

No Egito, em 1994, trés criangas morreram e outras seis tiveram diarréia
severa em um surto de colite hemorragica. A infecgao foi epidemiologicamente

atribuida a hamburgueres, "koshari” e produtos lacteos (Abdul-Raouf et al., 1996).

No Japéao, houve um grande surto de infec¢cao causada por E. coli O157:H7
que atingiu mais de oito mil pessoas, sendo a maioria criangas. Pelo menos 460
alunos da rede de ensino de primeiro grau tiveram que ser hospitalizados. Houve
quatro mortes. Sushi de enguia, carne de porco, figado e frango foram apontados
como veiculos da doencga (Andnimo, 1996; Swinbanks, 1996). Brotos de rabanete
cultivados hidroponicamente foram implicados em varios surtos naquele pais,
incluindo um grande episodio na cidade de Sakai, em 1996 e outro de extensao

menor, nas cidades de Yokohama e Gamagori, em 1997 (ltoh et al., 1998).

Os bovinos sdo considerados importante reservatorio de E. coli O157:H7
(Doyle & Schoeni, 1987; Stavric & Speirs, 1989; Wells et al., 1991; Meng et al.,
1994). Alguns autores afirmam que o gado leiteiro, especialmente os animais mais
jovens sao portadores deste microrganismo (Riley, 1987; Doyle, 1991; Armstrong
et al., 1996), sendo que geralmente a bactéria &€ excretada por periodos mais

longos pelos bezerros do que por animais adultos (Armstrong et al., 1996).

As técnicas de manejo do gado influenciam na proliferagdo de E. coli
0157:H7 no ramen. O trato gastrointestinal do gado bem alimentado nao favorece

o crescimento desta bactéria, quando comparado ao gado que sofreu privagao
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alimentar, possivelmente devido as altas concentragoes de acidos graxos volateis
e menor pH encontrados no ramen do gado bem alimentado. Rasmussen et al.
citados por Pell (1997) e por Harmon (1999) alertam para os seguintes fatos: a)
para reduzir a probabilidade de contaminagdo pelo patégeno na planta de
processamento de carne, 0os animais que sao enviados ao abatedouro nao devem
estar em jejum e b) pesquisas conduzidas com gado bem alimentado podem néao
refletir a verdadeira prevaléncia de E. coli O157:H7.

Sob condigGes experimentais, bezerros inoculados com E. coli O157:H7
excretavam o patégeno nas fezes em quantidades variaveis, ou
intermitentemente, sem mostrar sinais de doenga (Harmon et al,, 1999). Além
disso, os bezerros desmamados excretavam maiores niveis de E. coli 0157:H7 do
que os que ainda estavam sendo amamentados ou do que os animais adultos
(Cray et al., 1998).

Dados recentes mostram a prevaléncia de E. coli produtora de toxina Shiga

like nas fezes do gado no abatedouro, comparativamente aquele nas pastagens
da fazenda (Harmon et al., 1999).

Com o intuito de confirmar a hipotese estabelecida por Diez-Gonzalez et al.
(1998) de que o gado alimentado com graos excreta um grande nimero de cepas
de E. coli acido-resistentes em suas fezes, enquanto que aquele alimentado com
feno/capim/alfafa ndo excreta tais linhagens, Hovde e colaboradores (1999)
desenvolveram um estudo para avaliar a duragao da excregao de E. coli O157:H7.
Assim, novilhas foram submetidas a 4 tipos de dietas: 62,1% de cevada-19,3%
milho; 90% de milho; 100% alfafa de média qualidade e 100% de capim de baixa
qualidade. Os resultados revelaram que o periodo médio de excrecao de E. coli
0157:H7 pelos animais alimentados com graos foi de 4 dias, enquanto aqueles
alimentados com alfafa ou capim excretaram a bactéria por 39 e 42 dias,
respectivamente, e, independentemente da dieta, E. coli O157:H7 mostrou-se
acido-resistente. Segundo Hovde e colaboradores (1999), a alimentagao do gado

com muita fibra pode aumentar o risco de infecgdo humana por E. coli O157:H7.
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Ja Diez-Gonzalez et al. (1998) postularam que os patéogenos presentes em
animais submetidos a dietas ricas em fibras seriam mortos pelo choque acido
similar as condi¢cdes do estdmago humano, diminuindo o risco de doengas de
origem alimentar. O ponto central de seu argumento € a extrapolagao na qual
E. coli O157:H7 seja semelhante as cepas genéricas nao patogénicas de E. coli

que eles analisaram.

Pesquisas realizadas em fazendas detectaram a presenca de E. coli
0157:H7 também nas fezes de veados, ovelhas, caes, cabras e de cavalo (Cray et
al., 1998).

Doyle & Schoeni (1987), analisando amostras de carne de boi moida, carne
de porco, ave e carneiro das segdes de refrigerados de diversas mercearias de
Madison, USA, concluiram que 3,7, 1,5, 1,5 e 2,0%, respectivamente, estavam
infectadas por E. coli O157:H7.

E. coli O157:H7 foi isolada em 6% das amostras de carne moida, 4% de

amostras de frango desossado, 4% de carne de carneiro e 6% de leite de vaca
nao pasteurizado em Assua- Egito (Abdul-Raouf et al., 1996).

3.5. Métodos de Isolamento de E. coli O157:H7

Varios métodos tém sido desenvolvidos para detecgcao e isolamento de
E. coli O157:H7 a partir de amostras de alimentos e clinicas (Padhye & Doyle,
1992). A maioria dos procedimentos tradicionalmente utilizados para detectar
coliformes fecais e posteriormente E. coli empregam temperaturas de incubagao
na faixa de 44-45°C. No entanto, E. coli 0157:H7 tem crescimento restrito neste

intervalo de temperatura (Doyle & Schoeni, 1984).

A incapacidade de fermentar sorbitol em 24 horas tem sido considerada
uma caracteristica fenotipica de E. coli 0157:H7, e meios contendo sorbitol, tais
como Agar MacConkey-sorbitol sdo utilizados como meios diferenciais para esta

bactéria em relacdo a outros organismos entéricos (Padhye & Doyle, 1992).
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Contudo, mais de 5% dos isolados clinicos, incluindo Escherichia hermanii e
algumas cepas de E. coli 0157:H16 sao sorbitol negativas (Wells ef al., 1991).

Com base nestas observagoes, Haldane et al. (1986) sugeriram a
realizacao de testes para descarboxilagéo de lisina e de ornitina para suplementar

0 ensaio que emprega sorbitol.

Uma metodologia preconizada pelo Compendium of Standard Methods for
Microbiological Examination of Foods - APHA (1992) recomenda a diluicao 1:10 da
amostra em solucao de peptona a 0,1%, seguida de diluicées seriadas adequadas
e inoculagdo de 1mL de cada diluigdo, em duplicata, na superficie de Agar
MacConkey Sorbitol. As placas sao incubadas a 35°C e lidas apos 18 horas. As
colénias que nao fermentam sorbitol (tipicas de E. coli O157:H7) apresentam-se
transparentes ou de coloragao palida quando comparadas as fermentadoras
(maioria das cepas de E. coli). A confirmacgao de colénias tipicas se faz através de
reagcao com antissoros O157 e H7. Este meio tem sido adotado para o isolamento
do microrganismo em amostras clinicas e alimentos; no entanto, altos niveis de
coliformes contaminantes podem interferir nos resultados (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992).

Szabo et al. (1986) desenvolveram um meio de isolamento de E. coli
0157:H7 a partir de alimentos, plaqueando diretamente homogeneizados de
amostras (em solucao peptonada 0,1%) em um meio contendo triptona, sorbitol,
cloreto de sodio, sais biliares n°3 , MUG e purpura de bromocresol, denominado
meio HC. A adic@o de cloreto de sodio permitiu aumentar o limite de temperatura
utilizada para crescimento. Uma concentracao de sais biliares menor do que a
usualmente empregada nos meios para sele¢ao de E. coli, porém ainda com agao
inibitéria sobre organismos nao entéricos, foi utilizada. A detecgao de E. coli
0157:H7 baseou-se na incapacidade do patégeno em hidrolisar MUG e fermentar
sorbitol em 24 horas, sendo as placas incubadas por 18 horas a 44,5°C. Nestas
condigcbes, as colbnias tipicas adquiriram tonalidade azul, nao fluorescendo sob

luz ultravioleta. Este procedimento permitiu recuperar de 10° a 10* células/g, mas

18



Revisao Bibliografica

nao atuou muito bem no isolamento do microrganismo em alimentos naturalmente
contaminados (Szabo et al., 1986; Meng et al., 1994).

Varios meios de cultura para plaguemento direto tém-se mostrado
adequados para a sele¢ao de E. coli 0157:H7, porém o agar MacConkey sorbitol
suplementado com MUG (MSMA) € o mais recomendado (Clavero & Beuchat,
1995). Contudo, Abdul-Raouf et al. (1993) citados por Clavero & Beuchat (1995)
relataram que o agar MSMA falhou na deteccdo de células de E. coli O157:H7
estressadas pelo calor em amostras de rosbife. Conner & Hal (1994), citados por
Clavero & Beuchat (1995), reportaram que MSMA foi inadequado para a
recuperagdo de células deste patégeno a partir de aves congeladas. Estas
observacoes tém aumentado a suspeita da inadequacao do meio MSMA para

contagem de rotina de E. coli O157:H7 em alimentos.

A semeadura direta em superficie dos meios agar eosina azul de metileno
de Levine modificado sem lactose (MEMB) e agar SD-39 modificado (MSD)
apresentou resultados satisfatérios quando foi utilizada para a recuperacéo de
células de E. coli O157:H7 presentes em hamburguer. Na composigao destes dois
meios de cultura nao havia sais biliares, sendo a inibigao de bactérias nao
entéricas feita através da adigdo de novobiocina. As coldnias tipicas de E. coli
0157:H7 no MEMB adquiriam coloragao vinho e as que nac eram 0157 ficavam
roseas. O microrganismo no MSD tinha cor rosea e nao fluorescia sob luz
ultravioleta, enquanto as cepas nao-0O157 ficavam amarelas (Clavero & Beuchat,
1995).

Abdul-Raouf et al. (1996) tentaram realizar contagem de E. coli O157:H7 a
partir de amostras de carne bovina, de ovelha, de aves e de leite cru em Assua -
Egito. Todas as amostras foram coletadas em um periodo de 3 meses e
armazenadas a -5°C até serem analisadas. Apds o descongelamento, cada
amostra foi dividida em 2 subamostras. Por¢gées de 25g, em duplicata, foram
combinadas com 225 mL de caldo triptona soja modificado (MmTSB) e

homogeneizadas em um homogeneizador de pistoes (“stomacher”) por 2 minutos.
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Os homogeneizados foram diluidos em série em solugdo peptonada a 0,1%.
Homogeneizados diluidos e n&o diluidos foram inoculados em superficie de agar
MacConkey sorbitol-MUG (MSMA). As placas foram incubadas por 16-18h a 37°C
antes das coldnias presuntivas serem contadas. A segunda subamostra também
foi dividida em porgdes de 25g e cada porgao combinada com 225 mL de mTSB,
incubada sob agitagao (150 rpm) por 24 h a 37°C. As culturas enriquecidas foram
diluidas em série em agua peptonada 0,1%, plagueadas em superficie de MSMA e
incubadas a 37°C por 16-18h. As coldnias suspeitas foram identificadas através de
testes bioquimicos em kit APl 20E e sorolégicos, por aglutinagao em latex. E. coli
0157:H7 foi isolada a partir de 3 amostras (6%) de carne bovina moida, 2 (4%) de
amostras de aves, 1 (4%) de carne de ovelha e 3 (6%) de leite cru. Apesar de
colénias sorbitol negativas terem sido detectadas em agar MSMA através do
plaqueamento direto, nenhuma destas colbnias foi identificada como E. coli
0157:H7. O enriguecimento foi necessario para a detec¢ao deste patégeno nas
amostras. As populacées em mTSB apods enriquecimento a 37°C por 16-18 h

variaram entre 3,16 a 6,03 log UFC/mL.

Um método desenvolvido e utilizado com éxito para isolar pequenas
populagdes (até 1,5 UFC/g) deste microrganismo a partir de alimentos como carne
bovina, aves cruas e leite € um ensaio imunologico baseado na detecgao de
células produtoras de verotoxinas VT1 e VT2. E feito um enriquecimento por 18-24
h a 37°C sob agitagdo (100 rpm) em meio seletivo (TSB+novobiocina). Apos
incubagao, dilui-se a cultura enriquecida em solugao de tampao fosfato e 1 mL de
cada diluicao é filtrado através de um filtro de membrana hidrofébica incubando-se
cada filtro sobre papel de nitrocelulose (com porosidade 0,45um) colocado sobre a
superficie de um agar seletivo (TSA+novobiocina) a 37°C por 24h (Doyle &
Schoeni, 1987; Meng et al., 1994). O imunoensaio € realizado empregando-se
antissoro VT1 e VT2, selecionando-se, a partir da membrana hidrofobica, as
colénias que correspondem a sitios positivos (areas azuis) e confirmando-se os

isolados através de testes bioquimicos, soroldgicos e de produgao de verotoxina.
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Este procedimento ndo € utilizado na rotina devido a sua grande complexidade e
alto custo (Padhye & Doyle, 1992; Meng et al., 1994).

Uma outra metodologia que emprega membrana hidrofoébica e um anticorpo
monoclonal especifico para E. coli O157:H7 & capaz de detectar uma quantidade
pequena de células deste patégeno, como por exemplo 10 UFC/g de alimento. A
amostra de alimento & misturada com solugdo peptonada, macerada em
"stomacher”, filtrada para remoc¢ao de particulas de alimento e, a seguir, filtrada
através de membrana hidrofobica. As membranas sa@o colocadas na superficie de
agar HC segundo Szabo et al. (1986) e incubadas a 43°C por 10-20 horas. As
colénias retidas na membrana sao submetidas a um imunoensaio, sendo
necessario confirma-las através de testes bioguimicos e sorologicos, porque o
anticorpo monoclonal reage com todas as cepas de E. coli O157 (incluindo cepas
diferentes de H7) e outras bactérias como as do grupo Salmonellae N (Padhye &
Doyle, 1992; Meng ef al., 1994).

Um outro procedimento de rastreamento para isolar E. coli O157:H7 de
carne moida envolve varias etapas. A carne moida €& adicionada a caldo EC
modificado (caldo EC com 1,2 g de sais biliares n°3 por litro e 20 mg de
novobiocina por litro) e incubada a 37°C/6 h, com agitacao de 100 rpm ou a 35°C
por 24h sob condigdes estaticas. Apos iﬁcubagéo, a cultura enriquecida € diluida
apropriadamente, espalhada sobre Agar MacConkey Sorbitol e as placas
incubadas a 42°C por uma noite. As coldnias sorbitol negativas sao estriadas em
agar eosina azul de metileno e em agar sorbitol vermelho de fenol com MUG. Os
isolados que forem sorbitol negativo e MUG negativo e apresentarem
comportamento tipico de E. coli em agar eosina azul de metileno (E. coli adquire
coloracao negra com ou sem brilho verde metalico) sdo confirmados bioquimica e
sorologicamente. A sensibilidade deste método é de 5 células de O157:H7 por
grama (Okrend et al., 1990 a; Vanderzant & Splittstoesser, 1992; Padhye & Doyle,
1992).
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Okrend et al. (1990 c¢) sugeriram a adicao de acido 5-bromo-4-cloro-3-
indoxil-B-D-glucurénico (BCIG) ao meio MacConkey Sorbitol para isolamento de
E. coli O157:H7 a partir de carne moida, com base na diferenciagao de colénias j-
glucuronidase positivas das negativas. A adigao deste acido causou uma
diminuigdo no numero de coldnias falso-positivas presentes no meio seletivo sem

este componente (Padhye & Doyle, 1992).

Outro procedimento descrito por Okrend et al. (1990 b) utiliza um ensaio de
ELISA que detecta antigeno E. coli O157:H7. O método envolve a inoculagao da
carne em Caldo EC modificado, incubagao, sob agitagao, por 6-8 h a 37°C e
inoculacdo de diluigées da cultura enriquecida em placas de Petrifilm 3M para
contagem de E. coli. A seguir, as placas sdo incubadas a 42°C por 18 horas,
sendo as coldnias replicadas em discos reativos e testadas para a presenca de
antigeno 0157, através de um imunoensaio usando antissoro ativado contra
E. coli 0157. As colbénias com resultados positivos sao isoladas diretamente do
Petrifilm e estriadas em MacConkey sorbitol e MacConkey sorbitol com BCIG.
Este método é rapido, permitindo identificagdo presuntiva do microrganismo em
26-28 horas, com sensibilidade de 0,6 E. coli O157:H7 por grama de alimento,
com 0% de falso-negativos e 2% de falso-positivos. Uma vez que o procedimento
emprega antissoro policlonal, todas as amostras positivas devem ser confirmadas
através do isolamento do organismo, dispendendo 3 a 4 dias para sua realizagéo
(Padhye & Doyle, 1992; Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

Segundo Weagant et al. (1995), as técnicas de separagao imunomagneética
resultam em grande sensibilidade, especificidade e rapidez na identificagdo de
microrganismos. Este método tem sido utilizado em conjunto com agar
MacConkey sorbitol desenvolvido por March e Ratnam (1989) e uma modificagao
deste meio contendo cefixima e telurito de potassio, o qual & mais seletivo e
facilita o reconhecimento de colénias E. coli 0157 (Zadik et al., 1993). Bolton et al.
(1995) descreveram um procedimento usando caldo triptona soja modificado

incubado a 42°C, com subseqiiente separagao imunomagnética e cultura em agar

22



Revisdo Bibliografica

MSCT, o qual recuperou, com sucesso, E. coli O157 a partir de amostras de
hamblrgueres e carne picada naturalmente contaminadas e inoculadas
experimentalmente. Em 1996, Bolton et al. demostraram que a combinagao de
enriquecimento em caldo triptona modificado incubado a 42°C por 6 horas,
seguido de separagdo imunomagnética e subcultura em agar MSCT foi o método
mais sensivel e seletivo para o isolamento deste patdégeno a partir de carne e
derivados crus (Bolton ef al., 1996; Vernozy-Rozand et al., 1997).

Cohen & Kerdahi (1996) avaliaram o sistema VITEK Imunodiagnostico
(VIDAS®) para uso na detecgdo de E. coli 0157:H7 inoculada experimentalmente
(2 a 4 UFC/25g e com 7 a 10 UFC/25g) em 65 amostras de queijos macios e
duros. O patégeno foi detectado através do VIDAS® em todas as amostras que
continham indculo alto, enquanto que em 5 queijos (7,7%) inoculados com baixa
quantidade de células, a bactéria nao foi detectada. Nao houve falsos-positivos e a
composigdo dos queijos nao causou interferéncia no método. Este método
apresenta as vantagens de triagem rapida, boa sensibilidade (detecta baixos
niveis de células), mas limita-se a detec¢do de apenas um sorogrupo. Apesar de
linhagens de E. coli enterohemorragica produtora de toxina pertencerem ao
sorogrupo O157:H7, outros sorogrupos, incluindo tanto cepas importantes como
irrelevantes clinicamente também produzem STs. Ja ocorreram surtos por
patégenos nao 0157 veiculados por alimentos, como exemplos: sorogrupo
0104:H21 foi responsavel por surto em Helena, USA e uma cepa fermentadora de
sorbitol do sorogrupo O111:NM (ndo movel) foi relatada em surto na Australia.
Estas cepas foram detectadas por PCR usando “primers” para os genes das
toxinas ST1 e ST2. Elas provavelmente deixaram de ser detectadas pelos
métodos baseados em anticorpos, os quais detectam antigenos da superficie

celular somente do sorogrupo O157:H7.

Vernozy-Rozand et al. (1997), na Franga, avaliaram os métodos de
separagao imunomagnética (SIM) e VIDAS® na deteccao de E. coli O157:H7

inoculada experimentalmente (8 UFC/g e 20 UFC/g) em 5 amostras de carne
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picada e em 5 amostras de queijo fabricado a partir de leite cru. O método de SIM
consistiu na homogeneizagao de 25 g da amostra com 225 mL de mTSB +
novobiocina para amostras de carne ou 225 mL de mTSB com acriflavina para
amostras de queijo, seguida de incubagao a 42°C por 6 h. Esferas recobertas com
anticorpos para E. coli 0157 (Dynabeads anti-E. coli 0157: Dynal, Dynalbeads,
Dynal France) foram utilizadas na imunocaptura. O procedimento de SIM foi
realizado de acordo com instrucdes do fabricante empregando-se 1 mL da cultura
enriquecida adicionada a 20uL de Dynabeads. Um volume de 50ulL de Dynabeads
ressuspensos foi utilizado para inocular o agar MSCT. As placas foram incubadas
a 37°C por 18-24h, seguido de confirmagdo de coldnias fermentadoras e nao
fermentadoras de sorbitol. A preparagao das amostras submetidas a técnica
VIDAS?® foi feita de acordo com o procedimento anterior, exceto que 1 mL do caldo
enriquecido foi adicionado a 1 tubo contendo 9 mL de caldo MacConkey cefixima
telurito (MSCT), seguido de incubagdo a 37°C/18-24h e testando-se para a
presenga de E. coli 0157:H7 segundo protocolo do fabricante. Os dois métodos
foram capazes de detectar o patégeno em carne inoculada com 8 e 20 UFC/g. No
entanto, apenas 3 queijos apresentaram-se positivos quando analisados por SIM
quando o inéculo era menor (8 UFC/g). A deteccdo da bactéria em menor
quantidade de amostras de queijo através de SIM comparativamente ao VIDAS
pode ter sido causada pela interferéncia da gordura. Posteriormente a este ensaio,
250 amostras de alimentos, tais como queijo a partir de leite cru, aves, linglicas
cruas e carne moida do comércio varejista francés foram analisadas empregando-
se os 2 métodos:; no entanto, o patégeno nao foi detectado em nenhuma delas.
Contudo, 6 amostras de alimentos forneceram resultados preliminares positivos
com o uso do VIDAS® e também através de SIM. Mais precisamente, 5 destas
amostras (4 de frango e 1 de linglica crua) continham E. coli movel, sorbitol
positiva, 0157 positiva, H7 negativa e nao produtora de verotoxina. Em 1 amostra
de carne moida foi encontrada E. coli mével, sorbitol negativa, 0157 positiva, H7
negativa e ndo produtora de verotoxina. Como ha uma crescente evidéncia

sugerindo que variagdes fenotipicas existem entre os isolados de E. coli 0O157:H7,
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colonias sorbitol negativas e positivas (presentes no agar MSCT apods SIM)
também foram testadas para antigeno O157 por aglutinacao em latex quando o
VIDAS® forneceu resultados positivos. Este estudo demonstrou que um método de
ELISA direcionado para o antigeno O157 tem uma maior chance de detectar
E. coli 0157 sorbitol positiva em amostras de alimentos comparativamente aos
métodos culturais, uma vez que a triagem feita pelos laboratorios busca
principalmente o fenétipo sorbitol negativo no isolamento de E. coli O157:H7
(Vernozy-Rozandi et al., 1997).

Uma desvantagem do método de ELISA s@o os resultados positivos
fornecidos por bactérias que exibem o antigeno 0157, como Citrobacter freundii,
Salmonella grupo N, Brucella abortus, Brucella melitensis, Yersinia enterocolytica
sorogrupo 0:9, Pseudomonas maltophilia 555 e E. coli O157 nao patogénica.
Estes resultados falso-positivos podem ser suprimidos pelo uso de meios de
enriquecimento contendo cefixima e telurito, porque a concentragao inibitoria
minima mostrou-se ser maior para E. coli O157:H7 do que para outras E. coli e
para muitos microrganismos entéricos nao fermentadores de sorbitol, tais como
Aeromonas ssp, Plesiomonas ssp, Morganella morganii, Providencia spp € Hafnia
alvei (Vernozy-Rozand et al., 1997).

Blanco et al. (1996) sugerem, para detec¢do de E. coli O157:H7 em
alimentos, a seguinte metodologia: 25 g do alimento séo adicionados a 225 mL de
agua tamponada peptonada (BPW) suplementado com 8 mg/L de vancomicina,
0,05 mg/L de cefixima e 10 mg/L de cefsulodina. Estes antibiéticos tém a fungao
de inibir o crescimento de bactérias Gram positivas e de Aeromonas e Proteus,
respectivamente. As amostras sdo homogeneizadas e incubadas a 37°C/6h. Apos
enriquecimento, segue-se a separagao imunomagnética com Dynabeads anti
E. coli 0157 (Oxoid) e depois semeadura em agar MSCT, incubando-se por 18 h a
37°C. As coldnias nao fermentadoras de sorbitol sdo submetidas a sorologia e a
testes de produgdo de verotoxinas por PCR. Recomenda-se a identificagao

completa de E.coli, uma vez que ja foram descritas reagdes imunoldgicas
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cruzadas entre o antigeno O157 e o de E. coli e certas cepas de Escherichia
hermanii, Brucella, Citrobacter freundii e Salmonella.

Em estudo realizado por Stephens & Joynson (1998), os caldos mTSB e
BPW foram suplementados com 20 mg/L de novobiocina; 10 mg/L de acriflavina;
uma mistura de vancomicina (8 mg/L), cefsulodina (10 mg/L) e cefixima (0,05
mg/L) ou uma mistura de vancomicina (8 mg/L), cefsulodina (2,5 mg/L) e cefixima
(0,0125 mg/L). A adicdo de sais biliares e fosfato ao caldo TSB para produzir
mTSB tornou o meio inibitério para a recuperagéo e crescimento de E. coli
0157:H7 submetida a estresse acido e por sal a 37°C. Ja a adi¢cao de novobiocina
ou acriflavina ao caldo mTSB causou nao teve efeito toxico sobre as ceélulas
injuriadas. Vancomicina, cefsulodina e cefixima aumentaram a toxicidade do meio
mTSB. A suplementagdo do BPW com os antibidticos novobiocina e acriflavina
ndo pareceu afetar significativamente a recuperacdo de E.coli O157:H7
estressadas por acido ou sal, enquanto que a suplementagao com vancomicina,
cefsulodina e cefixima do BPW causou inibigdo em mais de 1 ciclo logaritmico nas
células recuperadas quando comparados com BPW nao suplementado. A redugao
das concentracbes de cefsulodina e cefixima para um quarto diminuiu o poder
inibitério do meio, porém ainda 0,5 ciclo log de células deixaram de ser
recuperadas comparativamnte ao BPW n&o suplementado. A suplementagao do
BPW com os 3 antibioticos (cefixima, cefsulodina e vancomicina) aliada a
temperatura de incubagao de 42°C aumentou ainda mais a toxicidade deste meio.
O caldo contendo cefixima e cefsulodina em menor concentragdo pareceu nao ter
efeito inibitério a temperaturas de 37° e de 42°C. Nao houve nenhum efeito
significativo causado pelas adigoes de sais biliares, novobiocina e acriflavina ao
TSB na recuperacdo e crescimento a 37°C de E. coli O157:H7 nao injuriada. A
adicao de vancomicina, cefsulodina e cefixima ao BPW, no entanto, provocou uma
queda na recuperacdo e crescimento de 04 ciclos log das celulas nao

estressadas comparativamente ao caldo controle ndo suplementado.
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Em pequisa realizada por Flint & Hartley (1995), E. coli 0157:H7 foi isolada
a partir de uma variedade de produtos lacteos (leite em pé desnatado, integral e
infantil, queijos Cheddar e Gouda, caseina lactea e caseinato de sédio,
concentrados protéicos de soro) através de 2 métodos empregados
paralelamente: enriquecimento e semeadura seletivos de acordo com o FDA e
TECRA® E. coli visual. Amostras, em duplicata, de 25 g de alimento foram
homogeneizadas com os caldos de enriquecimento, a saber: caldo triptona
novobiocina (TNB) segundo FDA e caldo triptona soja modificado com acriflavina-
HCI (mTSB+A) para o TECRA®. As amostras receberam indculos de 0.4, 4 e 40
UFC/g de E. coli 0157:H7. O patdgeno foi detectado em todas as amostras e em
todos os niveis de indculo tanto pelo TECRA® como pelo FDA, nao havendo

resultados falsos-negativos ou falsos-positivos.

Enquanto métodos convencionais para deteccdo de E. coli O157:H7
envolvem isolamento e confirmagdo do isolado através de testes bioquimicos e
sorologicos, técnicas modernas tais como hibridizagdo de DNA e reagdo em

cadeia de polimerase (PCR) também vém sendo aplicadas (Meng et al., 1994).

3.6. Condi¢cdes Higiénico-Sanitarias do Leite Cru e do Queijo Tipo Minas-

Frescal

O leite cru, destinado a produgéo de queijo tipo Minas-frescal geralmente
nao apresenta qualidade higiénico sanitaria satisfatoria, podendo ser veiculo de
contaminagado por patdgenos caso nao seja adequadamente pasteurizado e
manipulado (Pereira ef al., 1991; Carmo et al., 1999).

O queijo Minas, produto amplamente consumido no Brasil, € geralmente
fabricado com leite cru, ndo recebendo tratamento algum para redugao da carga
microbiana (Sabioni ef al., 1988; Assis et al., 1991; Carmo et al., 1999), apesar da
legislagao brasileira exigir a utilizagdo de leite pasteurizado para o preparo do
mesmo (Pereira et al., 1991, Portaria n° 352/97 — MA/DIPOA; Carmo et al., 1999).
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Esta condigao se agrava com a falta de higiene durante a elaboragao do queijo,

transporte e armazenamento inadequados (Garcia-Cruz et al., 1994).

Em estudo realizado por Fonseca (1995) com queijo Minas produzido
artesanalmente, revelou-se que a totalidade das amostras continha fosfatase,
comprovando a utilizagdo de leite cru como matéria-prima. O aumento da
produgao leiteira, durante o periodo de safra € acompanhado da queda de preco
do leite e do queijo. O setor, diante deste quadro, utiliza como alternativa para
reduzir os custos de produgéo a politica de cotas, pagando menos pela materia-
prima excedente. Esta conduta reduz a renda do produtor, o qual passa a utilizar
alternativas diversas para contornar o problema e suprir suas necessidades
econdmicas. Assim, o leite excedente é destinado a fabricagdo artesanal de
produtos lacteos, principalmente de queijo Minas frescal. Diante dessa situagao,
formou-se um contingente populacional significativo envolvido com a produgao de
queijo Minas que, contudo, ndo consegue se inserir no mercado formal de
trabalho. Ha, portanto, um mercado marginal de produtos lacteos sem inspegao
sanitaria. com sérios riscos para os consumidores € que exige agoes especificas

dos servigos de vigilancia sanitaria.

Para queijo Minas frescal, a Portaria 451 - DINAL/MS de 1997 estabelece
um limite maximo permitido de coliformes fecais de 10° NMP (Numero Mais

Provavel) por grama.

Em trabalho referente a qualidade microbiolégica de queijo Minas-frescal
comercializado na cidade do Rio de Janeiro, Silva (1980) constatou que 78,33%
das amostras de queijo Minas apresentaram contagens de E. coli superiores a
10%g. Nesta mesma cidade, Raimundo et al. (1992) observaram contagens

superiores a 10° coliformes fecais/g em 39% das amostras.

Entre outubro de 82 e setembro de 83, foram examinadas 51 amostras de
queijos tipo Minas frescal de fabricagéo artesanal, sem marcas, procedentes de

fazendas proximas ou nao a cidade de Ouro Preto - MG. Em relagao as contagens
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de bactérias psicrofilas e mesofilas nao laticas, 52,94% e 80,39% das amostras
estavam entre 10" e 10® UFC/g e 10° e 10® UFC/g, respectivamente; para S.
aureus, 62,75% apresentaram contagens entre 10° e 10" UFC/g; para coliformes,
62,75% com contagens variando entre 10° a 10%g (NMP) e para coliformes de
origem fecal, 62,75% apresentaram populagbes entre 10° e 10%g (NMP). Nas
contagens de bolores e leveduras, 64,70% estavam entre 10" e 10°® UFC/g
(Nascimento et al., 1985).

Em Lavras - MG, de um total de 144 amostras de queijo Minas-frescal
obtidas no comércio, 63,9% tiveram contagens acima de 10° coliformes fecais/g
(Gomez et al., 1983).

Marinuzzi et al. (1990), em pesquisa feita na regido de Vigosa - MG
constataram que 95% das amostras de queijo Minas apresentavam mais que
2.4x10° coliformes fecais/g e que 47,5% estavam contaminadas com E. coli

enteropatogénica.

Garcia-Cruz et al. (1994) analisaram 11 amostras de queijo Minas na
cidade de Sao José do Rio Preto, sendo 7 de fabricagdo artesanal,
comercializadas em bares, mercados, agougues e supermercados de pequeno e
médio portes, 3 industrializadas de marcas diferentes (1 microtexturizada) e uma
produzida em laboratério sob estritas condigdes higiénicas. As amostras
artesanais apresentaram contagens de bactérias aerébias mesofilas entre 1,31 X
102 e 4,64 x 10° UFC/g, bolores e leveduras entre 7,50 x 10" e 2,20 x 10” UFC/g,
S. aureus de 2,60 x 10" a 1,87 x 10® UFC/g; coliformes totais e fecais > 1100 ,
sendo todas positivas para E. coli e 5 positivas para Salmonella sp. As amostras
industrializadas continham coliformes fecais entre 43 e 460 e somente a amostra

microtexturizada nao foi positiva para Salmoneila.

Pereira et al., entre 1996 e 1997, analisando 20 amostras de queijo tipo
Minas frescal em Belo Horizonte - MG com e sem SIF, ndo evideciaram presenca

de Salmonella sp nestas amostras, contudo constataram que 90% das amostras
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apresentavam contagens de coliformes fecais n&@o toleradas por lei. N&o foi
verificada diferenga significativa de qualidade entre amostras de queijo tipo Minas

frescal com e sem SIF.

Aratjo et al. (1997) analisaram 29 amostras de queijo Minas frescal de 3
marcas diferentes obtidas em padarias e supermercados da cidade do Rio de
Janeiro e 100% das amostras apresentaram coliformes fecais com confirmacgao
para E. coli em indices acima do estabelecido pelo Ministério da Saude (102
UFC/g), 62% apresentaram contagens acima de 10° UFC/g; Aeromonas spp foi
isolada em 27,5%.

Foram analisadas 31 amostras de queijo Minas comercializadas sem marca
ou qualidade especifica no mercado de Vigosa - MG, sendo que 60,6% das
amostras apresentaram indice de coliformes fecais acima do permitido pela
portaria 01/87 - MS. A presenga de E. coli foi constatada em todas as amostras
(Pinto et al., 1997).

Em pesquisa realizada em Belém do Para - PA, Sousa et al. (1999)
detectaram que, de 16 amostras de queijo Minas frescal analisadas, 68,75%
apresentaram contagens de coliformes fecais em desacordo com os padroes

legais vigentes.

Cunha et al. (1999) analisaram 32 amostras de queijo tipo Minas frescal
coletadas no Estado do Rio de Janeiro entre outubro de 1998 e margo de 1999
com e sem SIF. Estas foram analisadas quanto a presenga e enumeragao de
E coli e coliformes fecais: 50% das amostras apresentaram um grau de
contaminacao por coliformes fecais acima do tolerado por lei (>10°). Dessas, 75%
tinham SIF e entre as restantes (50% dentro da faixa de toleréncia), 81,75%
tinham SIF. E. coli foi isolada de 87,5% (14/16) e 81,25% (13/16) das amostras
com coliformes fecais > 10° e < 10° UFC/g, respectivamente. Os autores
concluiram que mesmo com SIF, 50% dos queijos sob estudo estavam improprios

para consumo humano.
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Sa Barreto & Pereira (1999) submeteram 22 amostras de diferentes marcas
de queijo Minas frescal consumidas no municipio do Rio de Janeiro a analises de
bolores e leveduras, coliformes totais e fecais, Salmonella e S. aureus. Verificaram
que 19 (86,36%) mostraram-se em desacordo com a legislacao vigente,
apresentando contaminagdo por coliformes fecais (100%) e destas, 6
apresentaram contaminag@o concomitante por S. aureus (31,57%). Apenas 3
amostras apresentaram-se dentro dos padrdes microbiologicos estabelecidos pela

legislagao.

Em estudo realizado por Pereira e colaboradores (1999), a presenca de
E coli foi detectada em todas as 128 amostras de queijo tipo Minas (7 de frescal,

42 de canastra e 79 de padronizado) apos 16 meses de armazenamento a -20° C

Estes resultados, obtidos pela analise de amostras processadas em
diferentes regides do Brasil, confirmaram a predominancia de condigdes higiénico-

sanitarias deficientes no processo produtivo deste tipo de queijo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL

4.1.1. Amostras
e leite cru adquirido de um sitio na cidade de Sumaré - SP

 queijo tipo Minas-frescal adquirido no comércio da cidade de Campinas - SP

Foram analisadas 30 amostras de queijo tipo Minas frescal (cinco unidades
de 6 marcas diferentes) com registro no Ministério da Agricultura e coletadas no
comercio varejista da cidade de Campinas, SP e 30 amostras de queijo Minas
frescal (5 unidades de 6 pontos distintos e de produtores diferentes)
comercializadas informalmente na regido de Campinas, SP e sem registro no

Ministério da Agricultura. A coleta dessas 60 amostras foi realizada ao acaso.

As amostras foram assim codificadas:

e« A B, C D, E e F para as com registro no Ministério da Agricultura, cujas datas

de fabricagao e de validade encontram-se na Tabela 2.

e G H, I J, KelL para as sem registro no Ministério da Agricultura. A amostra G
foi coletada em mercearia de Campinas, € as demais amostras informais foram

coletadas em chacaras e sitios da regiao de Campinas.

Durante a coleta e transporte, as amostras foram mantidas em caixas

isotérmicas contendo gelo, sendo analisadas no mesmo dia da coleta.
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TABELA 2. Datas de fabricacao e de validade das amostras de queijo
Minas frescal registradas no Ministério da Agricultura

CODIGO DA DATA FABRICACAO DATA DE VALIDADE
AMOSTRA

A 05/06/99 05/07/99

B 12/06/99 02/07/99

C 23/06/99 23/07/99

D 26/06/99 24/07/99

E 30/06/99 30/07/99

F 08/07/99 07/08/99

4.1.2. Meios de Cultura
¢ Caldo triptona e soja (TSB) - Difco
e Agar triptona e soja (TSA) - Difco

« Agar MacConkey sorbitol - Difco modificado (MSMA) segundo March & Ratnam
(1986)

o Agar HC segundo Szabo et al. (1986)
 Agar eosina azul de metileno de Levine (EMB) - Difco

o Agar eosina azul de metileno de Levine modificado sem lactose (MEMB)
segundo Clavero & Beuchat (1995)

o Agar SD-39 modificado (MSDA) segundo Clavero & Beuchat (1995)

o Agar Rainbow 0157 - Biolog com 20 mg/L de novobiocina

(Rainbow+novobiocina)

o Agar sorbitol vermelho de fenol + MUG (PRS+MUG), segundo Okrend et al.
(1990 b)
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Caldo EC modificado com novobiocina (mEC+n), segundo Okrend & Rose
(1989) citados por Johnson et al. (1995)

Agua tamponada peptonada com vancomicina, cefixima e cefsulodina (BPW + 3
antibiéticos), segundo Blanco et al. (1996)

Agar MacConkey sorbitol - Difco com cefixima e telurito de potassio (MSCT)
segundo Blanco ef al. (1996)

Solugao-tampao fosfato de Butterfield
Solugao-tampao citrato a 2%

Caldo triptona e soja modificado com casaminoacidos e 10 mg/L de acriflavina
(mTSB), segundo Padhye & Doyle (1991)

Agar HC segundo Szabo et al. (1986) suplementado com 0,05 mg/L de cefixima
e 2,5 mg/L de telurito de potassio (HCCT)

Agar eosina azul de metileno de Levine modificado sem lactose segundo
Clavero & Beuchat (1995) suplementado com 0,05 mg/L de cefixima e 2,5 mga/L
de telurito de potassio (MEMBCT)

Agar SD-39 modificado segundo Clavero & Beuchat (1995) suplementado com
0,05 mg/L de cefixima e 2,5 mg/L de telurito de potassio (MSDACT)

Agar Rainbow 0157 - Biolog com 20 mg/L de novobiocina suplementado com
0,05 mg/L de cefixima e 2,5 mg/L de telurito de potassio (Rainbow+nCT))

Caldo triptona e soja tamponado + 20mg/L de novobiocina - BTSB+n (segundo
TECRA® - Australia)

Caldo triptona e soja modificado suplementado com 20mg/L de novobiocina,
0,05mg/L de cefixima, 10mg/L de cefsulodina e 8mg/L de vancomicina (Caldo
de enriquecimento para EHEC- EEB) , segundo FDA, 1998.

=
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4.1.3. Reagentes

4-metil-umbeliferil-B-D-glucuronideo (MUG) - Sigma
e novobiocina sédica - Sigma

o cefixima - Merck

e telurito de potassio - Merck

e vancomicina - Lilly

e casaminoacidos - Difco

¢ acriflavina-hidrocloreto - Sigma

e cefsulodina - Sigma

monensina - Sigma
4.1.4. Outros

e Cepa de Escherichia coli O157:H7, obtida do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro e caracterizada previamente quanto a sua pureza e identidade por
testes de polimerase em cadeia - PCR, sorologia e provas bioquimicas

convencionais
e Sistema de identificacao BBL CRYSTAL Rapid Stool/Enteric ID KIT

e Imunoensaio visual (VIA) para E. coli 0157 - TECRA® - Bioenterprises Pty Ltd,
Roseville, NSW - Australia
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4.2. METODOS
4.2.1. Teste de resisténcia de E. coli O157:H7 a novobiocina

E. coli O157:H7 foi semeada em tubo contendo agar TSA inclinado e
incubada a 35°C por 24 horas. A seguir, transferiu-se uma algada da cultura para
10 mL de caldo TSB e incubou-se a 35°C por 24 horas. Apds esse periodo,
transferiu-se uma algada do caldo para outro tubo com 10 mL do mesmo meio e

incubou-se a 35°C por 24 horas.

Foram feitas diluigoes seriadas (1:10) do inéculo até 107, em tampao
fosfato de Butterfield.

Adicionou-se 0,1 mL, em duplicata, desse inéculo a tubos de 10 mL de
caldo TSB contendo diferentes concentragdes de novobiocina de sodio, conforme
Tabela 3. Os tubos foram incubados a 35°C por 24 h e o crescimento avaliado

pela evidéncia de turbidez.

Tabela 3. Caldo TSB com diferentes concentragdes de novobiocina

TUBO Concentragao de novobiocina (mg/L)
1 10
2 20
3 30
4 40
5 50
6
7
8
9

60
70
80
90
10 100
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4.2.2. Comportamento de E. coli 0157:H7 e da microbiota de queijo Minas-
frescal sob agao de antibioticos

O indculo de E. coli O157:H7 foi preparado conforme descrito em 4.2.1 e
transferindo-se uma algada do mesmo para tubos de caldo TSB contendo

diferentes concentragdes de antibidticos, conforme Tabela 4.

Uma aliquota de 25 g de queijo Minas frescal foi homogeneizada por 2
minutos em homogeneizador de pistdes (‘stomacher”) com 225 mL de tampao
citrato a 2%, seguido de transferéncia de uma algada desta diluicao (10™) para
tubos contendo 10 mL de TSB com diferentes concentracdes de antibiéticos, de

forma idéntica a descrita para a cultura de referéncia.

A segquir, os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas, com posterior

avaliacao visual do crescimento.

Tabela 4. Caldo TSB suplementado com diferentes concentracdes de
vancomicina, cefsulodina e cefixima

TUBO Concentragdo de Concentragao de Concentragao de
vancomicina (mg/L) cefsulodina (mg/L) cefixima (mg/L)

1 8 10 0,05
2 12 15 0,075
3 16 20 0,10
4 24 30 0,15
5 32 40 0,20
6 40 50 0,25
7 48 60 0,30
8 56 70 0,35
9 64 80 0,40
10 72 0 0,45
11 80 100 0,50
12 120 150 0,75
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4.2.3. Avaliagao de técnicas de contagem de E. coli 0157:H7 inoculada

experimentalmente em amostras de leite cru e de queijo Minas frescal

O estudo foi desenvolvido visando avaliar o comportamento de cinco meios
solidos e seletivos de cultura (HC, MSDA, MEMB, MSMA e Rainbow+novobiocina)
em relagdo ao seu desempenho na contagem de E. coli O157:H7 inoculada
experimentalmente em amostras de queijo tipo Minas-frescal e de leite cru, sem

redugao da microbiota contaminante original.

O in6culo foi preparado de forma idéntica a descrita em 4.2.1. Em
continuagao, foram feitas diluigdes decimais sucessivas do mesmo em solugao
tampao citrato a 2%, de forma a assegurar que as amostras inoculadas
recebessem uma populagéo de 10° UFC/g ou mL. A monitorizacao do inéculo foi
feita através de contagens em placas contendo TSA, incubadas a 35°C durante 24

horas.

Na execugao dos ensaios, porgdes de 25 g e 25 mL das amostras de queijo
e leite, respectivamente, foram inoculadas com 2 mL da suspensao de E. coli
O157:H7, homogeneizadas em homogeneizador de pistdes por 2 minutos e

deixadas em repouso a 4°C por 2 horas.

A seguir, as amostras de queijo foram diluidas em 225 mL de tampao
citrato 2% e novamente homogeneizadas em homogeneizador de pistdes por 2
minutos, resultando na diluigdo 10™". Diluicdes decimais foram preparadas até 10
e aliquotas de 1,0 mL (0,3, 0,3, 0,3 e 0,1) e 0,1 mL da diluigao 10" e 0,1mL da
diluicdo 102, em duplicata, foram espalhadas superficialmente nos meios MSMA,
MEMB, MSDA, HC e Rainbow+novobiocina.

Um mL (0,3, 0,3, 0,3 e 0,1) e 0,1 mL da amostra integral de leite e 0,1 mL,
em duplicata, da amostra diluida 1:10 em tampao citrato 2% foram espalhados na
superficie dos mesmos meios descritos anteriormente, que foram posteriormente
incubados a 35°C por 24-48 horas.
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As placas de MSMA, MSDA e HC foram observadas sob luz ultravioleta,
enquanto que as de MEMB e Rainbow, sob observagao direta.

Selecionaram-se 5 col6nias tipicas de cada meio de cultura, as quais foram
submetidas a testes preliminares de identificagdo em meios de agar PRS-MUG
(por estrias) e EMB-Levine (por picada), com as placas sendo incubadas a 35°C
por 24 horas e observadas quanto as caracteristicas tipicas: colnias de cor résea
e sem desenvolvimento de cor azul sob luz UV no PRS-MUG e de coloracao
escura com brilho verde metalico em EMB. Em continuagao, as colénias suspeitas

foram confirmadas bioquimicamente por inoculagéo em kit Crystal -BBL.
Foram efetuadas trés repeticdes desse ensaio.

4.2.4. Avaliacao do efeito da suplementagido de meios seletivos com cefixima
e telurito de potassio na contagem de E.coli 0157:H7 inoculada

experimentalmente em amostras de leite e de queijo Minas frescal

As amostras analisadas neste teste foram leite cru, leite submetido a
tratamento térmico a 68°C por 2 minutos, queijo Minas frescal e queijo Minas
frescal tratado termicamente (80°C por 5 minutos). Os tratamentos térmicos

realizados nas amostras visaram a destruicdo de grande parte da microbiota
naturalmente encontrada nestes alimentos.

Utilizando-se indculo preparado conforme descrito em 4.2.1, efetuaram-se
contagens nos varios meios de forma idéntica a descrita em 4.2.3, exceto que os
meios empregados foram adicionados de 0,05mg/L de cefixima e 2,5 mg/L de
telurito de potassio, conforme preconizado por Zadik et al. (1993) para utilizagéo

no agar MacConkey sorbitol.

Nas placas apresentando colnias suspeitas, procedeu-se ao isolamento e

identificagdo das culturas conforme descrito em 4.2.3.
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Para verificar se houve diferencas entre os ensaios, foi realizado o teste de
Tukey em nivel de significancia de 5%.

4.2.5. Avaliagao da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na contagem de
E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em amostras de queijo Minas
frescal

O indculo de E. coli 0157:H7 foi preparado conforme descrito em 4.2.1.

Aliquotas de 25 g de queijo Minas frescal tratadas termicamente (80°C
durante 5 minutos em banho-maria) e nao submetidas a tratamento térmico foram
inoculadas com 2,0 mL do inéculo (10> UFC/mL). A seguir foram deixadas em
repouso a 4°C durante 2 horas e, em continuagéo, foram homogeneizadas em 225
mL de tampéo citrato 2%, em homogeneizador de pistdes por 2 minutos. Fizeram-
se as diluicées decimais (até 10*) e 1 mL de cada diluicao foi inoculado em trés
tubos contendo 10 mL de caldo mEC (Okrend & Rose (1989), citados por Johnson
et al, 1995) e 10 mL de caldo mTSB (Padhye & Doyle, 1991), com incubagio a
35°C por 24-48 horas. Os tubos de caldo mEC foram observados quanto a

turvagao e produgao de gas e os de caldo mTSB, quanto a turvagao.

A partir dos tubos positivos, semearam-se por estrias de esgotamento em
placas contendo os meios de agar MSCT, MSDACT, HCCT, MEMBCT e
Rainbow+nCT, sendo as placas incubadas a 35°C por 24-48 horas. A confirmagao

das coldnias tipicas foi feita conforme descrito no item 4.2.3.
Este ensaio foi realizado com cinco repeticoes.

4.2.6. Avaliacao de técnicas de detecgdo de E.coli O157:H7, inoculada

experimentalmente em amostras de leite e queijo Minas frescal

A. Comparagao entre os meios mEC+n e BPW+3 antibiéticos)
O indculo foi preparado conforme descrito em 4.2.1. Quatro aliquotas de

259 de queijo, duas submetidas a tratamento térmico (80°C por 5 minutos) e as
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restantes sem tratamento térmico foram inoculadas com 2,0 mL da diluigao 10°° do
indculo (102 UFC/g). Uma amostra tratada termicamente e a outra sem tratamento
térmico foram homogeneizadas em 225 mL de Caldo mEC+n (Okrend & Rose
(1989), citados por Johnson et al.,1995) e as outras duas, em 225 mL de BPW+3

antibidticos (Blanco et al., 1996), todas contidas em frascos Erlenmeyer de 500
mL.

Amostras de leite, em numero de quatro, sendo duas delas submetidas a
tratamento térmico (68°C por 2 minutos) e duas sem tratamento térmico também
receberam 2,0 mL da diluigdo 10 do inéculo de E. coli 0157:H7, sendo a seguir
homogeneizadas com 225 mL de mEC+n e 225 mL de BPW+3 antibi6ticos, de

forma idéntica a descrita para os queijos.

Todas as amostras foram incubadas em agitador tipo orbital (“shaker’) a
120 rpm a 35-36°C por 6 horas. Apos esse periodo, os frascos foram transferidos

para estufa incubadora estatica e completado o enriquecimento a 35-37°C por 18

horas.

Terminada a incubagéo, as amostras foram diluidas em série em tampao
citrato 2% até diluigdo 10°. As diluicoes 10, 10° e 10° foram inoculadas, em
duplicata, na superficie de meios MSMA e MSCT e incubadas a 42°C e a 35°C,
respectivamente, por 24 horas. A confirmacao das colénias suspeitas foi efetuada
de maneira idéntica a descrita em 4.2.3.

Este experimento foi realizado 3 vezes para as amostras de queijo Minas e
quatro vezes para as de leite.
B. Comparacao entre os meios mEC+n e mTSB

O procedimento experimental foi idéntico ao descrito no ensaio 4.2.6.A,
exceto pela utilizagao do caldo mTSB em substituicao ao caldo BPW+3
antibidticos.
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Para detectar se houve diferengas entre os caldos de enriguecimento e os
meios solidos empregados na deteccéo de E. coli 0157:H7 foi empregado o teste
de Tukey em nivel de 5% de significancia.

4.2.7. Avaliagdo da sensibilidade do sistema TECRA E. COL/ VIA e dos
métodos de Okrend & Rose e da FDA na deteccao de E. coli O157:H7
inoculada experimentalmente em amostras de queijo Minas frescal

Porgdes contendo aproximadamente 200g de cada amostra de queijo foram
homogeneizadas por dois minutos em equipamento Stomacher 400 Lab Blender.
Apos homogeneizagédo, unidades analiticas de 25 g foram inoculadas com 2 mL
(10? UFC/g) de indculo preparado de acordo com item 4.2.1, sendo analisadas

através de trés métodos diferentes, a saber:
4.2.7.1. Metodologia segundo Okrend & Rose

O procedimento realizado foi idéntico ao descrito no item 4.2.6.A.. sendo as

colonias suspeitas submetidas a confirmacgéo conforme item 4.2.3.
4.2.7.2. Metodologia preconizada pela FDA

Uma aliquota de 25 g de queijo foi homogeneizada em “stomacher” por 2
minutos com 225 mL de caldo EHEC-EEB, procedendo-se a incubacao a 35-37°C
em “shaker a 120 C rpm. Ap6s 6 horas de incubagao, retirou-se uma alcada do
caldo de enriquecimento, a qual foi estriada por esgotamento em agar MSCT e 0,1
mL foi semeado na superficie de agar MSCT. As placas de MSCT foram
incubadas a 35°C/24h e o frasco contendo o caldo de enriquecimento reincubado

sob as mesmas condigdes por 18 horas.

N&o havendo colénias tipicas nas placas de MSCT, retirava-se uma nova
alcada e 0,1 mL do caldo de enriquecimento incubado a 24 horas, estriando-se
novamente em agar MSCT e semeando-se em superficie de agar MSCT,

respectivamente. Também foram realizadas diluicdes seriadas até 10° em solugao
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de citrato 2% do caldo enriquecido por 24 h e semeou-se 0,1 mL em duplicata das
diluiges 107, 10 10° e 10® na superficie de agar MSCT com incubagao
35°C/24h.

As colbnias tipicas foram submetidas a confirmagao de acordo com item
4.2.3.

4.2.7.3. Deteccao de E. coli 0157 através do kit TECRA E. COLI 0157
VIA

Empregou-se a metodologia recomendada pelo fabricante, utilizando-se
225 mL de meio BTSB+n para homogeneizacdo de 25g de amostra e posterior
detecgao do patégeno

Estrias por esgotamento foram realizadas, a partir do meio BTSB+n para as
amostras positivas, em agar MSCT e estas placas foram incubadas a 35°C/24h. A

seguir, as coldnias tipicas foram submetidas aos testes de confirmagao descritos
em 4.2.3.

Como n&o foi possivel isolar coldnias tipicas a partir do agar MSCT para
algumas amostras, face ao grande nimero de contaminantes presentes nas
placas, passou-se, entao a diluir em série 0 meio BTSB+n enriquecido até 10° em
tampao citrato a 2%, semeando-se 0,1 mL das diluicdes 10° a 10® em agar
MSCT, incubando-se a 35°C/24h e confirmando-se as colénias tipicas como no
item 4.2.3.
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4.2.8. Ocorréncia de E. coli 0157:H7 em amostras comerciais de queijo Minas
frescal

Conforme citado no item 4.1. Material, foram analisadas um total de 60
amostras de queijo Minas frescal, de diferentes marcas comerciais, com e sem
registro no Ministério da Agricultura.

Empregaram-se as metodologias preconizadas por Okrend & Rose (1989),
FDA (1998) e TECRA® - Australia, descritas no item 4.2.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Teste de resisténcia de E. coli 0157:H7 a novobiocina

Em ensaios preliminares, verificou-se que a concentragao de 100 mg/L de
novobiocina incorporada ao agar Rainbow, conforme recomendacao do fabricante
(Biolog - Australia), era altamente inibitéria a cepa de E. coli 0157:H7 em estudo.
Constatou-se uma reducgéo ao redor de 5 ciclos log nas contagens observadas
nesse meio sem e com antibiético. Assim sendo, decidiu-se avaliar a resisténcia

desta espécie frente a diferentes concentragdes de novobiocina.

Os resultados contidos na Tabela 5 demonstraram que a cepa de E. coli
O157:H7 utilizada teve bom desenvolvimento em caldo TSB adicionado de 10 a 30
mg/L de novobiocina. A partir dessa concentracao, nao foi observada turvagao, ou
seja, evidéncia de crescimento no caldo de cultivo.

Tabela 5. Comportamento de E. coli 0157 frente a varias concentragdes de
novobiocina

TUBO Concentragao de Crescimento

novobiocina (mgl/L) de E. coli O157:H7
70 ¥
20 -
30 "
40 ;
50 .
60 -
70 2
80 -
90 -
100 =

© 0 N O O b W N -

-
o
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A partir dos resultados obtidos nestes testes, optou-se pela adigao de 20
mg/L de novobiocina ao meio Rainbow, em vez de 100 mg/L, conforme

concentragao sugerida inicialmente pelo fabricante.

5.2. Comportamento de E. coli 0O157:H7 e da microbiota do queijo Minas
frescal sob a¢ao de antibidticos

A Tabela 6 demonstra que a cepa de E. coli O157:H7 utilizada neste
trabalho resistiu as concentracées maximas de 24 mg/L de vancomicina, 0,30
mg/L de cefsulodina e 0,15 mg/L de cefixima, adicionadas conjuntamente ao caldo
TSB. No entanto, a microbiota do queijo utilizado no teste mostrou-se muito mais
resistente, tolerando elevadas concentragbes dos antibidticos vancomicina,
cefsulodina e cefixima, tais como 120 mg/L, 150mg/L e 0,75mg/L,
respectivamente.

Esta constatagao é preocupante quando se considera o uso indiscriminado
e indevido de antibiéticos na alimentagdo animal ou tratamento de infecgdes.
Embora sem haver uma caracterizacao das espécies presentes nas amostras,
sabe-se que ela é constituida, em grande parte, de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, na qual o desenvolvimento de formas resistentes a
antibioticos e frequentemente descrito. Além disso, esta constatagdo compromete
a eficiéncia e o desempenho de meios, nos quais a seletividade & conferida pela

adigao de antibioticos.
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Tabela 6. Comportamento de E. coli 0157:H7 e da microbiota natural de queijo

Minas frescal frente a agdo conjunta de trés antibidticos, em diferentes
concentragdes

Antibioticos adicionados (mg/L) Crescimento (turbidez)
Aubo Vancomicina Cefsulodina Cefixima 5 calt Microbiota
0157:H7 natural
1 8 10 0,05 + +
2 12 15 0,075 # +
3 16 20 0,10 + +
4 24 30 0,15 * +
5 32 40 0,20 - +
6 40 50 0,25 - +
7 48 60 0,30 - +
8 56 70 0,35 - +
9 64 80 0,40 - *
10 72 90 0,45 - +
T 80 100 0,50 - +
12 120 150 0,75 - +

5.3. Avaliacao da seletividade e recuperagao de E. coli O157:H7 em cinco

meios de contagem utilizados na analise de queijo Minas frescal e leite cru

O teste de contagem de E. coli 0157:H7 nas amostras de queijo Minas nao
submetidas a tratamento térmico e inoculadas experimentalmente, com indculo
variando entre 4,3 x 10 a 5,2 x 10? UFC/g nao forneceu resultados satisfatorios
nos cinco meios seletivos testados. Todas as placas preparadas continham um
numero muito elevado de contaminantes, sugerindo portanto, a baixa seletividade

e poder de diferenciagdo dos meios empregados.
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As coldnias atipicas nos diferentes meios de cultura apresentaram as
seguintes caracteristicas: agar MSMA: colénias de cor rosa escuro ("pink™), por
serem sorbitol positivas, com diametro variando entre 1 e 2 mm, algumas
cremosas; agar HC: coldnias amarelas, de didmetro entre 1 e 2 mm; agar MSDA:
colénias amarelas, com diametro entre 1 e 2 mm; agar MEMB: colénias de cor
pupura ou negras com ou sem brilho verde metalico, com 1mm de diametro; agar

Rainbow+n: coldnias de cor violeta, azuis e/ou amarelas, de diferentes tamanhos.

Nas amostras de leite cru inoculadas experimentalmente com E. coli
0157:H7, com indculos variando de 4,7 x 10° a 5,4 x 10°UFC/mL, também nao foi

possivel realizar a contagem pelos mesmos motivos descritos anteriormente.

Diante dos resultados insatisfatérios nos ensaios de contagem de E. coli
0157:H7, partiu-se, entdo, para um novo estudo, utilizando-se os mesmos meios
de cultura, mas suplementados com 0,05 mg/L de cefixima e 2,5 mg/L de telurito
de potassio.

5.4. Avaliacao da seletividade e recuperacao de E. coli O157:H7 em cinco

meios de contagem suplementados com cefixima e telurito de potassio

Em amostras de queijo que nao foram tratadas termicamente, a adicdo de
cefixima e telurito de potassio, nas concentragdes propostas, aocs meios de cultura
utilizados na contagem de E. coli O157:H7 também ineficiente, uma vez que em
nenhum deles foi possivel realizar a contagem, devido ao grande numero de
contaminantes.

Ja nas amostras submetidas a tratamento térmico, a microbiota
acompanhante presente no queijo foi significativamente reduzida possibilitando,
assim, o crescimento de E.coli O157:H7 em todos os meios utilizados na
contagem. Esses resultados reforcam a afirmagdo de que esta cepa de E. coli
0157:H7 utilizada & um fraco competidor, sendo inibida em seu desenvolvimento

na presenca de uma microbiota contaminante elevada.
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De acordo com a Tabela 7, verifica-se que o0 meio Rainbow+nCT foi o que
se mostrou menos favoravel ao crescimento dessa bactéria, seguido do meio
MSCT. Respectivamente 94,1% e 84,7% da populagéo inicialmente inoculada nao
foram recuperadas. Estes resultados sugerem que os dois meios nao seriam
indicados na contagem de E. coli O157:H7 em amostras de queijos, mesmo em
situagcoes favoraveis, com baixos numeros de microrganismos competitivos
presentes. Os outros meios - HCCT, MSDACT e MEMBCT - nao diferiram
estatisticamente (p < 0,05) quanto a capacidade de recuperagao do inoculo,
apesar das aparentes diferencas absolutas nas contagens. No entanto, o meio
MEMBCT, além de inibir ligeiramente E. coli 0157:H7, necessitou de, no minimo,
40 horas de incubagao a 35°C para que as coldénias adquirissem um tamanho de 1

mm e pudessem ser melhor identificadas.

Observando-se a Tabela 8, verifica-se que a contagem de E coli O157:H7
em leite cru, nos meios suplementados com cefixima e telurito, somente foi
possivel em um dos trés testes realizados. Observou-se reducao expressiva do

namero de células inicialmente inoculadas no agar Rainbow+nCT.

Todas as coldnias tipicas submetidas a confirmag¢ao nos meios PRS-MUG
e EMB e kit CRYSTAL - BBL forneceram resultados positivos para E. coli
0157:H7, ou seja, de cor rosea, sem desenvolvimento de cor azul sob luz UV no

PRS-MUG e de cor escura com brilho verde metalico no EMB.

Nas outras duas amostras de leite cru, os contaminantes, por nao terem
sido inibidos nos meios de cultura utilizados, mascararam as colénias de E. coli
0157:H7.
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Através dos dados apresentados na Tabela 9, nota-se que o meio HCCT
apresentou desempenho semelhante ao MSDACT e ao MEMBCT e superior aos
apresentados pelos meios MSCT e Rainbow+nCT, quanto a recuperagdo de
E. coli O157:H7 nas amostras de leite tratadas termicamente. Nao houve diferenca
significativa entre os meios MSCT e Rainbow+nCT. Também foi possivel verificar
que as contagens no agar MSDACT sofreram variagdes muito grandes (entre 39,0

e 91,1% de recuperacgao).

5.5. Avaliagao da Contagem de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente

em Queijo Minas frescal, através da Técnica do Numero Mais Provavel (NMP)

De acordo com os dados da Tabela 10, as contagens de E. coli 0O157:H7
pela técnica do Numero Mais Provavel, mediante inoculacao experimental em

amostras de queijo tratadas termicamente, foram semelhantes nos caldos mEC e
mTSB.

Todas as coldnias tipicas isoladas dos meios seletivos foram confirmadas
como E. coli 0157:H7 somente apos serem submetidas aos testes em PRS-MUG,
EMB e identificagao bioquimica em kit CRYSTAL - BBL.

Os resultados também indicaram que a recuperag¢ao de E. coli O157:H7,
independentemente do meio utilizado, nao foi satisfatéria, geralmente com
redugdo de 1 a 2 ciclos logaritmicos frente ao in6culo inicial. E evidente que a
técnica de NMP fornece apenas uma estimativa da populagao, mas os resultados
obtidos mostraram, invariavelmente, uma redugao nas contagens

comparativamente ao inéculo experimentalmente inoculado.

Nos ensaios em que se avaliaram amostras de queijo nao tratadas
termicamente, os resultados foram bastante insatisfatérios, praticamente nao
havendo recuperagao de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em niveis
iniciais de 3,0 x 10 a 1,4 x 10° UFC/g. Estes resultados, aliados as dificuldades
inerentes ao método NMP, sugerem que o uso desta técnica nao seria uma

alternativa recomendavel para a pesquisa de E. coli O157:H7 em queijos.
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Tabela 10. Uso da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) na contagem de

E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em amostras pasteurizadas de
queijo Minas frescal

Ensaio '?:.E?’Jf’ Diluigdo p°5it;’l‘;’?’s‘“b°s et
(UECIg) analisados

mEC mTSB mEC mTSB
10" 3/3 3/3

1 5,4 x 10° 1072 0/3 0/3 23x10" 2,3x10'
10’ 0/3 0/3
10" 3/3 3/3

2 3,0x10° 102 2/3 0/3 93x 10" 3,9x 10’
10° 0/3 1/3
10" 3/3 313

3 6,2 x 10? 102 0/3 0/3 2,3x10" 2,3x10’
107 0/3 0/3
10" 3/3 3/3

4 4.6 x 10° 10?2 0/3 1/3 23x10" 4,3x10’
10° 0/3 0/3
10" 3/3 3/3

5  14x10° 1072 3/3 3/3 24x10" 4,6x10'
107 0/3 173

* Tubos positivos: com produgao de gas e/ou turvagao

(a): Interpretagao de Tabela de NMP (Bacteriological Analytical Manual - FDA, 1984)
NMPc/g = nimero mais provavel confirmado por grama

mEC = caldo EC modificado com 20 mg/l de novobiocina

mTSB = caldo triptona e soja suplementado com casaminoacidos e 10 mg/L de acriflavina
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5.6. Recuperagao de E coli O157:H7 inoculada experimentalmente em

amostras de leite e queijo Minas frescal, submetidas ou nio a tratamento
térmico

De acordo com a Tabela 11, verifica-se que as amostras de queijo tratadas
termicamente e inoculadas com populagées na faixa de 8 x 107 (2,58 log) a 5,4 x
10 (2,73 log) UFC de E. coli 0157:H7 por grama, apresentaram aumentos médios
de 5,83 e 5,01 ciclos logaritmicos nas contagens, respectivamente quando
cultivadas em caldo mEC+n e em BPW+3 antibiéticos.

Analisando-se individualmente cada caldo de enriquecimento utilizado, nao
se observaram diferencas devidas ao meio seletivo de semeadura. Entretanto, o
uso do BPW+3 antibidticos seguido de MSCT mostrou menor taxa de recuperagao
do in6culo em comparagao ao uso do mEC, seguido de semeadura em MSMA ou

mesmo em MSCT.

Os resultados relativos a recuperacao de E. coli O157:H7 em amostras de
queijo nao submetidas a aguecimento constam da Tabela 12. Neste caso,
nenhuma diferenga foi observada devida aos caldos de enriquecimento nem aos

meios de agar testados.

Em se tratando de uma analise qualitativa, a adequada seletividade e
diferenciagao proporcionadas pelo meio sao de importancia fundamental e,
nestes aspectos, o desempenho do meio MSCT foi superior. Neste meio, poucas
coldnias atipicas se desenvolveram, ao contrario do que foi observado no meio
MSMA. Disso decorre a sugestao de que a metodologia para isolamento de
E.coli O157:H7 em amostras de queijo se desenvolva utilizando, para
semeadura em superficie, o agar MSCT. Considerando os resultados observados
para as amostras de queijo submetidas a tratamento térmico, o caldo mEC+n

seria igualmente aconselhavel, devido ao seu menor potencial de inibigao.
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Segundo os dados apresentados na Tabela 13, observa-se que o
enriquecimento das amostras de leite tratadas termicamente em caldo mEC+n,
associado a semeadura em MSMA, permitiu evidente recuperagao da populagéo
de E. coli O157:H7 (inicialmente com valor médio de 2,63 log UFC/mL), exibindo
um crescimento ao redor de seis ciclos logaritmicos. Este resultado € superior ao
apresentado pelo emprego de BPW+3 antibiéticos com qualquer dos dois meios
de semeadura, porém ndo difere do que se observou para a associagdo de
mEC+n com MSCT.

Os resultados relativos a leite ndo submetido a tratamento térmico estao
apresentados na Tabela 14. Os valores obtidos evidenciaram que os meios
utilizados, em quaisquer combinagdes, ofereceram resultados equivalentes, no

que se refere a multiplicagao da bactéria inoculada.

Considerando o conjunto de resultados obtidos nos ensaios com leite, cabe
afirmar que o calco mEC+n apresenta desempenho adequado para utilizagdo em
experimentos de isolamento de E. coli O157:H7, enquanto o MSCT demonstrou
ser um meio de semeadura que contribui eficientemente para inibir a microbiota

competidora.
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Na sequéncia dos experimentos, o enriquecimento em caldo

3IBLIOTE 4 can

mEC + n, que revelou um desempenho satisfatério, foi comparado em relacao a
um terceiro caldo de enriquecimento, o mTSB, proposto por Padhye & Doyle
(1991). Nesta fase, o desempenho foi avaliado em amostras de queijo Minas
frescal, submetidas ou ndo a tratamento térmico antes da inoculacédo
experimental com E. coli O157:H7.

De acordo com a Tabela 15, verifica-se que as amostras de queijo
submetidas a tratamento térmico inoculadas com populagao média de de E. coli
0157:H7 da ordem de 2,73 log UFC/g, enriquecidas em mTSB a 35°C por 24
horas, apresentaram um aumento médio de 5,40 ciclos logaritmicos nas
contagens, enquanto que nas enriquecidas em caldo mEC+n o aumento
situou-se em 5,67 ciclos logaritmicos. Segundo a analise estatistica desses
dados, nao se registrou diferenga entre os caldos mTSB e mEC, quanto as
porcentagens de recuperagao do indculo, em se tratando de semeadura em
meio MSMA. A diferenga observada restringiu-se, portanto, ao meio seletivo
empregado apds enriquecimento em mTSB: neste caso, o meio MSCT

apresentou a menor taxa de recuperagao.

Diante dessa observacgao, acredita-se que a adigao de cefixima e de telurito
de potassio, nas concentragbes utilizadas, influenciou negativamente no
crescimento de E. coli O157:H7 em meio MSCT. Por outro lado, sua maior

seletividade garantiu menor proporgao de coldnias atipicas nas placas.

Novamente, ocorreu intenso desenvolvimento de coldnias atipicas no
agar MSMA. Assim sendo, a partir dessas observacgdes, ha indicagao de que
para o isolamento de E. coli O157:H7 em amostras de queijo, o enriquecimento
em caldo mEC e posterior semeadura em agar MSCT seria a melhor opgao.
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A analise estatistica dos resultados permitiu verificar que houve diferenga
significativa entre os meios MSMA e MSCT, apés enriquecimento em caldo
mTSB. Os resultados relativos ao caldo mEC+n, entretanto, apontaram

equivaléncia entre os meios seletivos de semeadura.
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A Tabela 16 exibe os resultados de crescimento de E. coli O157:H7
observados em amostras de queijo Minas frescal ndo submetidas ao tratamento
térmico. O agar MSMA apresentou melhores resultados quando usado em
associagao ao caldo mEC+n. Os resultados observados para o agar MSCT, seja

apos enriquecimento em caldo mTSB ou em caldo mEC+n, foram iguais.
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5.7. Comparagao do desempenho do TECRA E. COL/ 0157 VIA com as
metodologias da FDA e de Okrend & Rose na detecgao de E. coli O157:H7

inoculada experimentalmente em amostras de queijo Minas frescal

Pela analise da Tabela 17, pode-se observar que das 12 amostras de
queijo inoculadas, contendo entre 1,7 x 10" a 6,0 x 10° UFC de E. coli 0157:H7/g,
10 (83,3%) apresentaram resultados positivos. As 2 amostras com resultados
falso-negativos continham quantidade relativamente baixa de células da bactéria
em estudo (2,8 x 10" e 3,9 x 10" UFC/g). Pode ter ocorrido uma auséncia de
recuperacdo das celulas de E. coli O157:H7 pelo uso do caldo de enriquecimento
BTSB+n, o qual demonstrou pequena ag¢do Iinibitéria sobre a microbiota
acompanhante, conforme constatado quando se pretendia isolar coldnias tipicas

de amostras que apresentaram resultados presuntivos positivos no TECRA.

Na sequéncia da avaliagdo, ensaios adicionais foram efetuados,
comparando a metodologia TECRA com as propostas por Okrend et al. (1990 a) e
FDA (1998).

Os dados obtidos nesse ensaio encontram-se também na Tabela 17.
Verifica-se que o meétodo preconizado pela FDA (1998) forneceu resultados
positivos em cinco amostras, de um total de sete analisadas (71,4%), sendo
28,6% a percentagem de falso-negativos. Utilizando-se o método de OKREND et
al. (1990), a concordancia foi muito menor, uma vez que em apenas trés amostras
(42,9%) pode ser detectada a presenca da bactéria em estudo, resultando em

57,1% de falso-negativos.

Na amostra G, analisada através do método de OKREND, as coldnias
sorbitol negativas isoladas em MSCT mostraram-se atipicas em EMB
(transparentes, sem brilho verde metélfco) e no teste de indol (negativas). Alguns
isolados a partir do método do FDA, apesar de serem indol positivos, ndao exibiram
comportamento tipico em EMB, sendo identificados pelo kit CRYSTAL como

Morganella morganni, outras colnias, também sorbitol negativas, apresentaram-
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se de cor negra, com brilho verde metalico em EMB, sendo, no entanto, indol

negativas e foram identificadas como Escherichia hermannii pelo CRYSTAL.

Na amostra H, inoculada com 2,8 x 10’ UFC/g de E. coli 0157:H7, nao foi
possivel a recuperagao do patégeno pelos trés métodos. Acredita-se que, apesar
da etapa de enriquecimento, a bactéria, estando em numero muito reduzido
comparativamente aos contaminantes naturalmente presentes, ndo encontrou
condi¢cdes favoraveis de desenvolvimento, portanto ndo alcangou um numero
detectavel pelos meétodos utilizados. Nas placas de MSCT, apds enriquecimento
em caldo mEC (OKREND, et al.,1990) e em BTSB+n (TECRA) nao foi possivel
isolar colénias sorbitol negativas, face ao numero excessivo de contaminantes
sorbitol positivos presentes. Nas placas de MSCT utilizadas no método do FDA
foram isoladas algumas cepas sorbitol negativas e indol positivas, porém com

comportamento atipico em EMB, sendo identificadas como Morganella morganii.
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Tabela 17. Deteccéo de E. coli O157:H7 atraves dos meéetodos Okrend et al.
(1990), FDA (1998) e sistema TECRA E. COL/ 0157 VIA em amostras de queijo
Minas frescal inoculadas experimentalmente.

Metodologia

Amcstr '“éﬁj‘,‘:‘ggz"ia' OKREND efal. FDA (1998)  TECRA
(1989)
A 5,7 X 10° NR NR +
B 2,8 X 10 NR NR +
c 6,0 X 10? NR NR +
D 3,4 X 10° NR NR +
E 3,9 X 10 NR NR .
F 42X 10 + + #
G 1.7 X140 - - +
H 2,8 X 10 - - -
| 2,9 X 10? + + +
J 2,5 X 10° - + .
K 2.5 X 102 + + +
L 2,5 X 102 - + *

* N&o foi possivel isolar colénias tipicas em MSCT atraveés de estrias por esgotamento e
nem através de plaqueamento das diluicdes 107, 10“, 10° e 10°.
NR = Este experimento nao foi realizado
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5.8. Estudo da ocorréncia de E. coli O157:H7 em amostras comerciais de
queijo Minas frescal

Foram analisadas um total de 60 amostras comerciais de queijo Minas
frescal, com ou sem registro no Ministério da Agricultura. Nesta pesquisa, os
métodos propostos por Okrend ef al. (1989), citado por Jonhson et al. (1995), FDA
(1998) e 0 método imunoenzimatico TECRA® foram avaliados visando aumentar a
possibilidade de detec¢ao de E. coli O157:H7.

No entanto, em nenhuma das amostras foi confirmada a presenga deste
patdégeno. Nos métodos culturais classicos, os resultados foram sempre negativos;
no entanto, na pesquisa pelo método TECRA, 8 amostras evidenciaram resultados
preliminares positivos. Na aplicacdo do protocolo de isolamento e confirmagao
proposto pelo fabricante, pela realizagdo de estrias por esgotamento em agar
MacConkey sorbitol ndo foi possivel o isoclamento de colénias tipicas, sorbitol
negativas, ficando as placas repletas pela microbiota acompanhante de colénias

sorbitol positivas, consequentemente inviabilizando os resultados preliminares.

Além disso, em 4 amostras adicionais, com resultados preliminares
positivos foi possivel o isolamento de colénias sorbitol negativas em MSCT, no
entanto , nos testes confirmativos realizados, estas colénias evidenciaram reagao
negativa para indol e pelo uso do kit bioquimico de identificacao BBL CRYSTAL,

foram identificadas como Enterobacter cloacae.

Nestas condicbes, o uso da metodologia TECRA na pesquisa de E. coli
0157:H7 em quejo Minas frescal merece uma mais completa avaliacdo. E possivel
a ocorréncia de reagdes cruzadas, comprometendo a especificidade do método,
ou a quantidade de células de E. coli O157:H7 originalmente presente nas
amostras pode ser tao baixa frente a microbiota competitiva acompanhante que

seu isolamento nos meios seletivos seria inviabilizado.
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Acredita-se que mais pesquisas sejam necessarias, como por exemplo, o
estudo de diferentes meios de enriquecimento que exibam maior seletividade
quando se deseje detectar esta bactéria, principalmente em alimentos cuja

microbiota é elevada e muito variada.
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6. CONCLUSOES

Considerando os objetivos inicialmente propostos e os resultados

experimentais alcangados, a presente pesquisa permitiu as seguintes conclusoes:

e A cepa de E. coli O157:H7 utilizada neste trabalho revelou-se sensivel a
concentragdes de novobiocina superiores a 30 mg/L, sendo desaconselhavel o
uso de 100 mg/L conforme preconizado em alguns meios seletivos de
isolamento; além disso, ela mostrou-se menos tolerante a combinagéo de 3
antibiéticos (cefixima, cefsulodina e vancomicina) do que a microbiota
contaminante do queijo Minas frescal, tornando questionavel a utilidade do uso

destes antibiéticos para conferir seletividade aos meios de isolamento desta
bactéria.

e A adicdo de cefixima e telurito de potassio aos meios HCCT e MSDACT
revelou-se uma alternativa adequada para a contagem de E. coli O157:H7 em
amostras de queijo e de leite com numero reduzido de microrganismos

contaminantes, nao evidenciando bons resultados em amostras altamente
contaminadas.

e A técnica do Numero Mais Provavel, com emprego dos caldos mTSB e mEC
nao foi satisfatoria para a contagem de E. coli 0157:H7 em amostras de leite

cru e de queijo inoculadas experimentalmente.

e Entre as metodologias testadas para a detecgao de E. coli O157:H7 em queijo
Minas frescal inoculado experimentalmente, nenhuma delas revelou um
desempenho totalmente satisfatorio. No entanto, entre as metodologias
classicas, a proposta pelo FDA (1998) foi superior, ao passo que o metodo
imunoenzimatico TECRA® foi o que comparativamente, possibilitou maior

percentagem de isolamento e menor indice de resultados falso-negativos.

71



Conclusoes

e Nao foi detectada E. coli O157:H7 nas 60 amostras de queijos comerciais
analisadas através dos métodos TECRA, FDA (1998) e Okrend & Rose (1990

a).

e Os resultados indicam a necessidade de aperfeicoamento da metodologia
classica e modificada para a deteccdo de E. coli O157:H7 em alimentos,
principalmente naqueles revelando elevada contaminagao por outros

microrganismos.
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Figura 1. Comparagdo entre os meios para contagem direta de
E. coliO157:H7 inoculada experimentalmente em amostras de queijo
Minas frescal pasteurizado

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo da percentagem de recuperagao de
E coli O157:H7 inoculada em amostras de queijo pasteurizado nos meios
MSCT, HCCT, MSDACT, MEMBCT e RAINBOW+nCT

MEIOS Médias da percentagem Desvio padréo
de recuperacao

MSCT 15,73 3,16

HCCT 95,07 4,53

MSDACT 91,80 1.87

MEMBCT 68,57 4,11

RAINBOW+nCT 5,90 0,69

MSCT: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
HCCT: agar HC suplementado com com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mag/L)

MSDACT: agar SD-39 modificado suplementado com cefixima (0,05mgiL) e telurito (2,5ma/L)
MEMBCT: agar EMB modificado suplementado om cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
RAINBOW+nCT: agar RAINBOW 0157 suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)



100

30

80 f’P\

RECUPERAGAQ (%)
i

MSCT HCCT MSDACT MEMBCT RAINBOWCT
MEIO

Figura 2. Comparagdo entre os meios para contagem direta de
E. coli 0157:H7 inoculada experimentalmente em amostras de leite
pasteurizado

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da percentagem de recuperagéo de
E. coli 0157:H7 inoculada em amostras de leite pasteurizado nos meios MSCT,
HCCT, MSDACT, MEMBCT e RAINBOW+nCT

MEIOS Médias da percentagem Desvio padrao
de recuperagao

MSCT 10,00 5,86

HCCT 85,30 5,37

MSDACT 58,40 28,48

MEMBCT 42 27 3,91

RAINBOW+nCT 18,77 0,76

MSCT: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
HCCT: agar HC suplementado com com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)

MSDACT: agar SD-39 modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
MEMBCT: agar EMB modificado suplementado om cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
RAINBOW+nCT: agar RAINBOW 0157 suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
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Figura 3. Comparagdo entre as médias de acréscimo da
populagdo de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em
amostras de queijo pasteurizado, submetidas a enriquecimento nos
caldos BPW+3 antibidticos e mEC e semeadura posterior nos
agares MSMA e MSCT

Tabela 3. Valores médios e desvio padrédo do acréscimo da populagéo de E. coli
0157:H7 inoculada em amostras de queijo pasteurizado, submetidas a
enriquecimento em BPW + 3 antibidticos e mEC e semeadura em agares MSMA

e MSCT

CALDO MEIO Média do acréscimo Desvio padrao
(log ufc/g)

BPW MSMA 50 0,94

BPW MSCT 4,04 0,44

mEC MSMA 5,83 0,20

mEC MSCT 547 0,46

BPW + 3 antibidticos: agua peptonada tamponada adicionada de cefixima (0,05mg/L), cefsulodina
(10mg/L) e vancomicina (8mg/L)
mEC: caldo EC modificado com 20 mg/L de novobiocina

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado
MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
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Figura 4. Comparagdo entre as médias de acréscimo da
populagdo de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em
amostras de queijo ndo pasteurizado, submetidas a
enriquecimento nos caldos BPW+3 antibidticos e mEC e
semeadura posterior nos agares MSMA e MSCT

Tabela 4. Valores médios e desvio padréo do acréscimo da populacdo de E. coli
0157:H7 inoculada em amostras de queijo ndo pasteurizado, submetidas a
enriguecimento em BPW + 3 antibidticos e mEC e semeadura em agares MSMA

e MSCT

CALDO MEIO Média do acréscimo Desvio padréo
(log ufc/g)

BPW MSMA 2,89 2,54

BPW MSCT 2,87 2.52

mEC MSMA 3,52 3,07

mEC MSCT 4,44 1,00

BPW + 3 antibidticos: agua peptonada tamponada adicionada de cefixima (0,05mg/L), cefsulodina
(10mg/L) e vancomicina (8mg/L)
mEC: caldo EC modificado com 20 mg/L de novobiocina

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado
MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
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Figura 5. Comparagdo entre as médias de acréscimo da
populacdo de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em
amostras de leite pasteurizado, submetidas a enriquecimento nos
caldos BPW+3 antibiéticos e mEC e semeadura posterior nos
agares MSMA e MSCT

Tabela 5. Valores médios e desvio padrédo do acréscimo da populagéo de E. coli
0157:H7 inoculada em amostras de leite pasteurizado, submetidas a
enriquecimento em BPW + 3 antibiéticos e mEC e semeadura em agares MSMA
e MSCT

CALDO MEIO Média do acréscimo Desvio padrao
BPW MSMA 4,96 0,24
BPW MSCT 4,72 0,44
mEC MSMA 6,00 0,28
mEC MSCT 524 1,20

BPW + 3 antibicticos: agua peptonada tamponada adicionada de cefixima (0,05mg/L), cefsulodina
(10mg/L) e vancomicina (8mg/L)

mEC: caldo EC modificado com 20 mg/L de novobiocina

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mg/L)
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Figura 6. Comparagdo entre as medias de acréscimo da
populagéo de E. coli 0157:H7 inoculada experimentalmente em
amostras de leite cru, submetidas a enriquecimento nos caldos
BPW+3 antibidticos e mEC e semeadura posterior nos agares
MSMA e MSCT

Tabela 6. Valores médios e desvio padrdo do acréscimo da populagéo de E. coli
0157:H7 inoculada em amostras de leite cru, submetidas a enriguecimento em
BPW + 3 antibidticos e mEC e semeadura em agares MSMA e MSCT

CALDO MEIO Média do acréscimo Desvio padréo
BPW MSMA 493 0,24
BPW MSCT 4,86 0,32
mEC MSMA 571 0,49
mEC MSCT 5,05 1,24

BPW + 3 antibidticos: agua peptonada tamponada adicionada de cefixima (0,05mg/L), cefsulodina
(10mg/L) e vancomicina (8mg/L)

mEC: caldo EC modificado com 20 mg/L de novobiocina
MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L)
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Figura 7. Comparagdo entre as médias de acrescimo da
populagéo de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em
amostras de queijo pasteurizado, submetidas a enriquecimento nos
caldos mTSB e mEC e semeadura posterior nos agares MSMA e
MSCT

Tabela 7. Valores médios e desvio padrdo do acréscimo da populagéo de E. coli
0157:H7 inoculada em amostras de queijo pasteurizado, submetidas a
enriquecimento em mTSB e mEC e semeadura em agares MSMA e MSCT

CALDO MEIO Média do acréscimo Desvio padrao
mTSB MSMA 5,40 0,22
mTSB MSCT 5,04 0,21

mEC MSMA 564 0,20
mEC MSCT 5,47 0,26

mTSB: caldo triptona e soja modificado suplementado com casaminoacidos e acriflavina (10mg/L)
mEC: caldo EC modificado com 20 mg/L de novobiocina

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado

MSMA: agar MacConkey sorbitol modificado suplementado com cefixima (0,05mg/L) e telurito (2,5mag/L)
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