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RESUMO

Escherichia coli faz parte dos coliformes fecais, como também os microrganismos
dos géneros Klebsiella e Enterobacter e € internacionalmente considerado indicador de
seguranga microbioldgica. A presenga desse microrganismo nos alimentos demonstra que
as praticas-higi€nica-sanitarias foram inadequadas.

O objetivo desse trabalho foi pesquisar a presenca de dois subgrupos de £. coli:
LEscherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e “Shiga- toxin- producing” E. coli (STEC) em
produtos de laticinios.

Os produtos de laticinios analisados foram leite pasteurizado, manteiga e queijo
coletados na regido de Campinas.

Foram pesquisadas 105 amostras de leite pasteurizado: 35 amostras de leite
pasteurizado tipo A; 35 amostras de leite pasteurizado tipo B e 35 amostras de leite
pasteurizado tipo C. Das 105 amostras de leite, 33 (31,4%) estavam contaminadas com E.
coli. Foram analisadas 81 amostras de manteiga das quais 5 amostras (6,2%) foram
positivas para E. coli. Das 81 amostras de queijo analisadas (25%) apresentaram a
presenga de £. coli.

A presenga desse microrganismo em alimentos lacteos pode ser devido a uma
pasteurizagdo inadequada ou a contaminag@o apds a pasteurizagido. Os resultados obtidos
demonstram que, apesar da legislagio e da fiscalizagdo, os produtos de laticinio
necessitam de praticas sanitarias mais eficientes para eliminar as possiveis fontes de

contaminagdo que possam colocar em risco a saide do consumidor.



I- INTRODUCAO

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo, ndo-esporulado, anaerdbio facultativo, as
temperaturas Otimas para o seu crescimento sio de 35° C a 37° C, podendo crescer em
temperatura ambiente até 45° C e em pH entre 4,4 a 9,0, geralmente movel com flagelos
peritriquicos, na maioria das vezes, fimbrias e capsula sdo encontradas em algumas amostras
(REED, 1994; SUSSMAN, 1997).

A maioria das E. coli, faz parte da microbiota do trato intestinal do homem e dos
animais, controlando a manifestacdo de bactérias patogénicas ¢ também podendo sintetizar
vitaminas Uteis a0 bom funcionamento do organismo (DUNCAN e HACKNEY, 1994;
SUSSMAN, 1997).

O género Escherichia, pertencente & familia Enterobacteriaceae, possui diferentes
determinantes antigénicos, caracterizados por diversas combina¢des de antigenos O (antigenos
lipopolissacaridicos somaticos constituintes da membrana externa), K (antigenos
polissacaridicos capsulares) e H (antigenos protéicos flagelares), dando origem a varios
sorotipos (MOLENDA, 1994, SALYERS, 1994, SUSSMAN, 1997). Dos 176 sorogrupos
(classificados pelo antigeno O) identificados nos ultimos 50 anos (DUNCAN ¢ HACKNEY,
1994), aproximadamente 60 sio reconhecidos como organismos patogénicos, causando
doengas intestinais e extra - intestinais no homem e nos animais (DUNCAN ¢ HACKNEY,
1994; MOLENDA, 1994). Esses patogenos sdo classificados em 5 categorias bem definidas de
acordo com as caracteristicas clinicas observadas nas sindromes diarréicas, com as
propriedades de viruléncia, com o tipo de interagdo com a mucosa intestinal, de acordo com as
diferencas epidemiologicas apresentadas e sorogrupos especificos (MOLENDA, 1994; REED,
1994): Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC); Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC);
Escherichia coli Enteroagregativa (EAggEC), Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) e
Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) ou “Shiga - toxin - producing” E. coli (STEC).
As categorias citadas estdo relacionadas a doengas intestinais em humanos e animais.

As categorias ETEC e STEC serdo descritas com detalhes por serem os grupos isolados
de alimentos com maior freqii€ncia, motivo pelo qual pesquisamos suas presencas em alimentos

lacteos.



1.1 - Escherichia Coli Enterotoxigénica (ETEC)

Em relac@o as bactérias, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) ¢ a principal causa
da diarréia dos viajantes e da diarréia infantil nos paises subdesenvolvidos. Os efeitos
provocados por ETEC si3o semelhantes ao da colera, porém de forma mais amena
(MOLENDA, 1994; REED, 1994; SEARS e KAPER, 1996, SUSSMAN, 1997). A diarréia
produzida € descrita como profusa, aquosa, sem sangue, com dores abdominais, vomitos e
desidratacdo (MOLENDA, 1994). O reservatorio de ETEC € o préprio homem. O modo de
transmissdo € geralmente através de agua e alimentos contaminados (MOLENDA, 1994;
SUSSMAN, 1997).

A patogenicidade das ETEC esta relacionada a dois fatores de viruléncia: a produgio de
enterotoxinas e expressdo de adesinas especificas com as quais a bactéria coloniza o epitélio
intestinal. Atualmente s3o reconhecidas as toxinas termoestaveis (ST), que também apresentam
duas variantes (ST-I1 e ST-II), e as toxinas termolabeis (LT) com dois tipos sorologicos e
geneticamente distintos (LT-I e LT-I) (SALYERS, 1994; SEARS e KAPER, 1996,
SUSSMAN, 1997).

A toxina ST- I ¢ de baixo peso molecular, 2 kDa (SEARS e KAPER, 1996), codificada
pelo gene estd localizado em plasmidio. E produzida como um peptideo precursor de 72
aminoacidos que € clivado formando um peptideo de 54 aminoacidos, translocado para o
periplasma bacteriano. Um segundo evento proteolitico ocorre apos a excregido desse peptideo
para o fluido extracelular, formando a toxina ST-I biologicamente ativa de 18 ou 19
aminoacidos (SEARS e KAPER, 1996; SUSSMAN, 1997). Essa toxina liga-se ao receptor
guanilato ciclase do tipo C localizado na membrana apical dos enterdcitos do intestino delgado
e colon. A interagdo toxina ST-I-receptor resulta no aumento de guanosina-mono-fosfato
ciclico (cGMP) que estimula a secre¢do do cloro e/ou inibigdo da absor¢do do ion de sodio,
causando acumulo do fluido intestinal (SEARS e KAPER, 1996, SUSSMAN, 1997). A ST-1¢
solivel em metanol e ativa no modelo do camundongo recém-nascido (SUSSMAN, 1997).

A toxina ST-II consiste de 71 aminoacidos, dos quais 23 aminoacidos de por¢dao amino

terminal formam um peptideo de sinal, portanto, a toxina ST-II biologicamente ativa consiste



de 48 aminoacidos e é codificada por genes plasmidiais (SUSSMAN, 1997). A ST-II estimula a
secre¢do intestinal por um mecanismo ainda desconhecido, que ndo envolve altera¢Ses das
concentragdes de nucleotideos ciclicos (SEARS e KAPER, 1996, SUSSMAN, 1997), mas
causa aumento nos niveis de prostaglandina E; (SUSSMAN, 1997). A toxina ST-II ¢ insolavel
em metanol, € ativa em alga ligada intestinal de suinos de 5 a 7 semanas, estid associada,
principalmente, com diarréia em porco, mas a ST-II também pode ser detectada em amostras
de E. coli isoladas de humanos com diarréia (OKAMOTO et al., 1993; SUSSMAN, 1997).

LT-I ¢ uma toxina de alto peso molecular, muito semelhante a toxina colérica (CT) em
relacdo a atividade biologica, a determinantes antigénicos, em relagdo a estrutura, composta
por 5 subunidades B e 1 subunidade A e, além disso, os genes codificadores dessas duas
toxinas apresentam grande homologia. A subunidade B (11,6 kDa) da toxina LT-I interage com
o mesmo receptor da toxina CT, gangliosideo GM,; a subunidade A passa por um processo
proteolitico gerando dois componentes: A; (21,8 kDa), contendo atividade ADP-
ribosiltransferase e A, (5,4 kDa) que esta unida as subunidades B e A; (SEARS ¢ KAPER,
1996). A subunidade A, da toxina LT-I é translocada para o interior dos enterocitos, onde
ocorrera estimulagdo da adenilciclase, ocorrendo aumento na produg¢do da adenosina-mono-
fosfato ciclico (cAMP), causando alteragdo no transporte de ions, provocando aumento no
fluido intestinal. A toxina LT-I é codificada por genes plasmidiais. A enterotoxina LT-I esta
associada a diarréia em humano e animais (SEARS e KAPER, 1996).

A LT-H tem a estrutura e o mecanismo de a¢ido semelhante a toxina LT-I (SALYERS,
1994, SEARS e KAPER, 1996). Os genes que codificam a enterotoxina LT-II sdo
cromossomicos (SUSSMAN, 1997). ETEC que produz LT-II tem sido isolada de bufalo, gado,
suinos, alimento, mas raramente isolada de humanos. O papel da enterotoxina LT-II na
patogenicidade das doengas causadas por E. coli ndo estd bem estabelecida (SUSSMAN,
1997).

Outro fator de viruléncia da ETEC € a adesina ou fator de colonizagido responsavel pela
aderéncia do microrganismo aos enterdcitos e a colonizagdo da mucosa instestinal. ETEC
possui uma variedade de adesinas, denominadas fimbrias, as quais parecem estar relacionadas
com o hospedeiro (SALYERS, 1994; SUSSMAN, 1997). Enquanto algumas fimbrias sao

detectadas em amostras de ETEC encontradas exclusivamente em humanos, suinos ou bovinos,



outras sdo menos especificas ao hospedeiro. Até agora, nio sdo conhecidas adesinas
compartilhadas tanto por amostras de origem humana como de origem animal. A razio por
essa aparente especificidade ao hospedeiro ndo tem sido investigada com detalhes mas as
evidéncias sugerem que possa estar relacionada a presenga de receptores especificos para as
adesinas que se encontram no epitélio do hospedeiro (SUSSMAN, 1997). Ao microscopio
eletrénico a maioria das fimbrias observada aparece de forma rigida, como uma estrutura
filamentosa com didmetro entre 5 - 7 nm. Certas fimbrias como K88, K99 e CS3 apresentam
um didmetro muito menor, tornando-se filamentos flexiveis, e freqiientemente, sdo referidas
como fibrilas (SALYERS, 1994; SUSSMAN, 1997). As fimbrias e fibrilas sdo estruturas
compostas por subunidades protéicas, semelhantes a uma estrutura helicoidal mas com
diferentes nimeros de subunidades. Os operons que codificam as adesinas podem estar
localizados no plasmidio ou no cromossomo (SALYERS, 1994; SUSSMAN, 1997).

As adesinas especificas de ETEC de origem humana s3o: CFA/I, CFA/II (EVANS ¢
EVANS, 1978, HONDA e MIWATANI, 1984), CFA/III (HONDA e MIWATANI, 1984),
CFA/IV, PCF02 (RICCI et al, 1997), PCFO20 (VIBOUD ef al., 1993) e o fator de
colonizagio proposto PCFO0159 (THOMAS ef al., 1982). Em suinos: K88(F4) (ORSKOV et
al., 1964), K99 (F5) (URSKOV et al., 1975), 987P (F6) (NAGY et al., 1976), F42 (YANO et
al., 1986) e Fl165 (FAIRBROTHER et al., 1986). Em bovinos e ovinos: K99 (F5) (ZRSKOV
etal., 1975) e F41 (de GRAAF ¢ ROORDA, 1982).

1.1.1 - Epidemiologia da doenca causada por ETEC

As amostras de ETEC estdo associadas a paises tropicais subdesenvolvidos afetando
viajantes susceptiveis desses locais (SHORE et al., 1974; GORBACH et al., 1975; MERSON
et al., 1976, SACK et al., 1977 a). Ha varios surtos de diarréia por ETEC relacionados com
alimento e agua contaminadas (CERQUEIRA ef al., 1997, DENG et al., 1996, HOBBS et al.,
1976, MITSUDA ef al., 1998, ROSENBERG et al., 1977) e, provavelmente, seja transmitida

também pelo contato direto de pessoa para pessoa (NYE, 1979).



Estimativas recentes indicam que 3,2 milhdes dos 12,9 milhdes de mortes de criancas
com menos de cinco anos de idade, em paises subdesenvolvidos, sio provocadas pela diarréia
(World Health Organization, 1992). As causas mais importantes de diarréia infantil por bactéria
sdo L. coli enterotoxigénica (ETEC), Shigella e Campylobacter jejuni (HULIAN et al., 1991),
e, em adi¢do, ETEC € responsavel pela metade dos casos de diarréia dos viajantes (GORBACH
etal., 1975, SHORE et al., 1974).

O alto risco de contaminagio ¢ devido a alta prevaléncia de diarréia por ETEC em
pessoas de todas as idades dos paises subdesenvolvidos, particularmente em criancas. Em
paises onde as condigdes higiénicas sio satisfatorias, as ETEC ndo sio importantes como causa
de diarrédia (GUERRANT et al, 1975, NALIN et al., 1975, SACH et al, 1977 b;
WADSTROM et al., 1976).

A ingestio oral de amostras de ETEC por voluntirios tem mostrado que para
estabelecer infecgo e diarréia sio necessarios 10°a 10'° organismos. O periodo de incubacio e
a severidade da infecgdo depende da dose infectante (DUPONT et al., 1971; LEVINE et al.,
1977).

1.2 -“Shiga toxin-producing” Escherichia coli (STEC)

“Shiga toxin-producing” Escherichia coli (STEC) do sorogrupo 0157 e outros
sorogrupos, estdo associadas as doengas em humanos e animais. Em humanos as manifestagdes
clinicas causadas pelas STEC iniciam-se com Colite Hemorragica (CH), podendo progredir
para Sindrome Urémica Hemolitica (SUH) ou Parpura Trombocitopénica Trombética (PTT)
(KUDVA et al,, 1997, SALYERS, 1994; SEARS e KAPER, 1996). Miuiltiplos fatores de
viruléncia contribuem para a patogenicidade de STEC, tais como: a produgdo das toxinas
“Shiga-like-toxin™ I e/ ou II, codificadas por bacteriofagos temperados; a presenca de adesinas;
produc¢do de hemolisinas; a habilidade de causar lesdes “attaching-effacing’ através de uma
proteina (94 kDa) que localiza-se na membrana externa da bactéria, denominada intimina,
codificada pelo gene eae, encontrada também entre as Escherichia coli enteropatogénicas

(EPEC) (KUDVA et al, 1997, PATON e PATON, 1998; SALYERS, 1994; SEARS e



KAPER, 1996). A presenca das adesinas F107 e K99 estdo associadas aos fatores de viruléncia
da STEC isolada de animais (KUDVA et al., 1997)

Essas citotoxinas tém varias nomenclaturas como “Shiga-like-toxin” (SLT) ou
verotoxina (VT). Na tentativa de evitar mais confusdes, CALDERWOOD et al,, 1996,
propuseram uma Unica nomenclatura para todas as toxinas que apresentem alto grau de
homologia em relacdo a estrutura e a fungdo bioldgica e pertengam a familia “Shiga toxin™. A
“Shiga toxin™ sintetizada por Shigella dysenteriae tipo 1, através do gene stx, continua com a
mesma nomenclatura, Stx; a toxina “Shiga - like toxin” I (SLT-I) ou verotoxina 1 (VT-1),
produzida por Escherichia coli, através do gene stx;, recebeu a nomenclatura Stx1, e as outras
toxinas SLT-II ou VT-2, codificada pelo gene stx,, foi denominada Stx2; SLT-IIc ou VT2c,
codificado pelo gene stxy, Stx2c e a toxina SLT-Ile ou VT-2e, codificado pelo gene stxs,
Stx2e.

Os membros da familia “Shiga toxin” sdo toxinas de aproximadamente 70 kDa
(halotoxinas) compostas de uma subunidade A catalitica de 32 kDa e de uma subunidade B
multimérica, constituida por 5 mondémeros de 7,7 kDa, que esta envolvida na ligagio da toxina
aos receptores glicolipidicos que se encontram na membrana plasmatica das células alvos
(O’BRIEN e HOLMES, 1987). O receptor dos membros da familia “Shiga toxin” & a
globotriosil ceramida, constituida por o -(1 — 4)-galactose-B-(1 — 4) glicose ceramida (Gbs)
(98, 133). A excegdo ¢ para a toxina Stx2e que liga-se principalmente ao receptor
globotetraosil ceramida (Gbs) (DeGRANDIS ef al., 1989; SAMUEL et al., 1990, SUSSMAN,
1997). Uma vez havendo a interacdo entre a subunidade B e o seu receptor, ocorre a
internaliza¢@o da toxina pelo processo de endocitose mediado pelo receptor (SANDVIG € van
DEURS, 1996). A toxina fica envolvida por uma vesicula e em algumas células podem ocorrer
a fusdo dessa vesicula com lisossomo celular, causando sua degradagdo. Entretanto, em células
particularmente sensiveis a toxina, da familia “Shiga toxin”, a vesicula endossomal contendo
complexos receptor - toxina, dirige-se ao Complexo de Golgi e depois para o reticulo
endoplasmatico antes de ser transportada para o citoplasma (SANDVIG ef al., 1992;
SANDVIG et al., 1994). As toxinas da familia “Shiga toxin” causam a inibigdo irreversivel da
sintese protéica nas células eucaridticas. A subunidade A das toxinas tém atividade N-

glicosidase, a qual cliva um residuo adenina do RNA ribossOmico 28 S, resultando a inibigdo da



sintese protéica e morte celular (ENDO et al., 1988; PATON e PATON, 1998; SAXENA et
al., 1989; SKINEER e JACKSON, 1997, SUSSMAN, 1997).

A seqiiéncia de nucleotideos dos genes que codificam Stx de S. dysenteriae, bem como
as Stx1 e Stx2 de E. coli, foi determinado no final da década de 1980 (CALDERWOQOD et al.,
1987, DeGRANDIS er al., 1987, JACKSON et al, 1987 a; JACKSON et al., 1987 b;
KOZLOV et al, 1988, STROCKBINE et al, 1988). O gperon apresenta uma estrutura
comum, consistindo de uma tnica unidade de transcrigio, codificando primeiro a subunidade A
seguida da subunidade B. A sequiéncia de aminoacidos da subunidade A foi de 315, 315 ¢ 318
aminoacidos nas toxinas Stx, Stx1 e Stx2, respectivamente, ¢ 89 aminoacidos para a
subunidade B de todas as toxinas (CALDERWOOD et al., 1987, DeGRANDIS et al., 1987).
A comparagio entre a sequéncia de aminoacidos indicou que Stx e Stx1 sdo idénticas (havendo
apenas um aminodcido diferente na subunidade A); enquanto Stx2 tem somente 56% de
similaridade com as outras toxinas, tanto para a subunidade A como para a subunidade B
(JACKSON et al., 1987 a). A maioria das regies altamente conservada apresenta-se no sitio
ativo (HOVDE et al., 1988, YAMASAKI et al., 1991).

Estudos adicionais demonstraram que STEC isoladas de suinos com doenga do edema
produzem uma variante de Stx 2 (designada Stx 2e¢) (MARQUES et al., 1987). Embora a
toxina tenha sido neutralizada pelo anti - Stx2 policlonal, essa toxina variante poderia ser
distinguida da Stx 2 pela auséncia de citotoxicidade em cultura de célula HeLa, carcinoma de
utero humano (PATON e PATON, 1998).

Em 1988, foi relatado a seqiéncia de um operon que codifica a toxina variante Stx2e
(GYLES et al., 1988; WEINSTEIN ez al,, 1988). A seqiiéncia de aminoacidos da subunidade
A da Stx2e apresentou um aminoacido a mais que a subunidade A da toxina Stx2 e exibiu uma
homologia de 94%. A subunidade B da Stx2e apresentou dois aminoacidos a menos que a
subunidade B da toxina Stx2 e 87% de homologia. Estudos envolvendo a construgio de
quimeras entre os operons de Stx2 e Stx2e demonstraram que as variagdes na subunidade B da
Stx2e com relagdo a subunidade B da Stx2 sdo responsavets pela redugdo de citotoxicidade de
Stx2e em cultura de célula Hel a, a qual ndo apresenta o receptor Gbs (WEINSTEIN et al.,
1989).



Estudos no inicio da década de 1980 estabeleceram que Stx1 e Stx2 sdo codificadas por
uma vaniedade de bacteriofagos (O’BRIEN ez al., 1984; SCOTLAND et al., 1983, SMITH et
al., 1984). O envolvimento de bacteriofagos e transposons pode ajudar a explicar porque
muitas amostras de STEC perdem seus genes das toxinas da familia Shiga toxin apos subcultivo
“in vitro” (KARCH et al., 1992). E em contraste as toxinas Stx1 e Stx2, o gene que codifica a
Stx2e esta localizado no cromossomo bacteriano (LIOR, 1994).

1.2.1 - Epidemiologia da doen¢a causada por STEC

Foi reconhecido ha varios anos que amostras STEC causadoras de doencas em
humanos pertencem a uma grande variedade de sorotipos (PATON e PATON, 1998). Embora
ndo tenha representado o grupo inicial de isolados de STEC descrito por KONOWALCHUK,
1977, o sorotipo O157:H7 foi o primeiro tipo de STEC a estar relacionado com surtos de
Colite Hemorragica e Sindrome Urémica Hemolitica. Em muitas partes do mundo, amostras de
STEC pertencentes a esse sorotipo (bem como O157:H) parecem ser a causa mais comum de
doengas em humanos. Entretanto, a facilidade relativa de isolamento desse sorotipo com base
na sua incapacidade de fermentar sorbitol pode estar contribuindo para uma superestimagio de
sua prevaléncia com respeito aos outros sorotipos de STEC. Outros sorogrupos comuns de
STEC incluem 026, 091, 0103 e O111, e em alguns estudos, esses sorogrupos tém sido a
causa predominante de doeng¢as em humanos (GOLDWATER ¢ BETTELHEIM, 1994,
GOLDWATER e BETTELHEIM, 1998; PIERARD et al, 1994). Ha alguns relatos de
multiplos sorotipos de STEC isolados de um tunico paciente, e em tais circunstancias, a
contribui¢io de cada tipo na patogenicidade da doenga € dificil de avaliar. Quando um dos tipos
isolados € 0157, ha uma tendéncia (talvez incorreta) de ignorar o significado etiologico dos
outros (PATON e PATON, 1998).

O gado tem sido considerado o principal reservatorio de amostras de STEC, incluindo
aquelas pertencentes ao sorotipo O157:H7. Entretanto, os dados epidemiolégicos tém revelado
que amostras de STEC também sdo prevalecentes no trato gastrointestinal de outros animais

domésticos, incluindo as ovelhas, porcos, cabras, cachorros e gatos (BEUTIN et al., 1993;



CAPRIOLI et al., 1993; KARMALL 1989, KUDVA et al., 1996; WRAY et al., 1994). A
estimativa da incidéncia de hospedeiros de STEC € complicada devido ao fato de que a
eliminagdo fecal pode ser transitoria e influenciada por varios fatores incluindo a dieta, estresse,
densidade populacional, regido geografica e sazonal (CLARKE et al., 1994; KOZLOV et al.,
1988). Estudos sorolégicos tém sugerido que a maioria do gado tem sido exposto a STEC em
alguma fase durante sua vida (CLARKE et al., 1994; PIRRO et al., 1995). Enquanto muitos
animais domeésticos portadores de STEC sdo assintomaticos, certas amostras de STEC sio
capazes de causar diarréia em gado, particularmente em bezerros (GYLES, 1992; SMITH e
SCOTLAND, 1988). Amostras de STEC também tém sido detectadas em gatos e cachorros
com diarréia (ABAAS et al., 1989, HAMMERMUELLER et al., 1995).

Infeccdo natural e experimental de bezerros com amostras de STEC O111 resultaram
em colites com “attachment - effacement” da mucosa colonizada (SCHOONDERWOERD et
al,, 1988). Outros estudos envolvendo infec¢do experimental com STEC 0157:H7
demonstraram que o gado adulto e bezerros poderiam ser hospedeiros transitorios, mas
somente bezerro neonatal desenvolve lesdes intestinais significantes (CRAY e MOON, 1995;
DEAN-NYSTROM et al., 1997).

Por outro lado, a doenga do edema em suinos, que também esta relacionada 8 STEC é
caracterizada por sintomas neurologicos incluindo ataxia, convulsdes e paralisia: 0 edema esta
presente nas palpebras, no cérebro, estdmago, intestino e mesentério do colon. Essa doenga
esta associada a alguns sorotipos de STEC (os mais comuns sdo O138:K81, O139:K82 e
O141:K85); esses sorotipos ndo estdo associados com doengas em humanos e produzem a
toxina Stx2e (IMBERECHTS er al, 1992; MORRIS e SOJKA, 1985, NIELSEN e
CLUGSTON, 1971). A subunidade B dessa toxina tem um receptor glicolipidico especifico
diferente dos outros membros da familia “Shiga toxin™, isto altera o tropismo de tecido da
toxina, explicando a distingdo dos sintomas clinicos da doenga do edema descritos acima
(PATON e PATON, 1998).

STEC pode potencialmente contaminar os alimentos de origem animal; a forma mais
comum de contaminagio ¢ através de carne com conteido fecal ou intestinal apés o abate
(CLARKE ef al., 1994, DOYLE, 1991). Uma das fontes de contaminagio mais comum de

STEC em humanos € o hamburguer feito de carmne moida, e um numero elevado de surtos de
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infecgdes por O157:H7 tem sido relacionado com essa fonte (KARMALI, 1989). A came
moida pode ter um risco particular por duas razdes: primeiro, a prevaléncia de uma grande
quantidade de organismos patogénicos de STEC tais como O157:H7 que pode ser maior em
gado do que em outras espécies animais; segundo, a contaminagio por STEC na superficie da
carne torna-se igualmente distribuida durante o processo de moer, e, mesmo que os pedagos de
hamburgueres sejam completamente cozidos, os organismos de STEC que se encontram no
centro da carne podem ndo ser expostos a temperatura letal (PATON e PATON, 1998). Outras
fontes de contamina¢do de STEC incluem: os produtos de laticinios crus ou inadequadamente
pasteurizados; produtos de carne, secos ou fermentados tais como salame e defumados;
produtos de vegetais e frutas que estiveram em contato com adubo ou estrume de animais
domésticos durante algum estagio de cultivo ou manuseio (ADAK et al., 1997, CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 1995 a; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 1995 b, GLYNN ef al., 1997, KEENE ef al., 1997,
MORGAN et al., 1993; PATON et al., 1996, TSCHAPE et al., 1994).

A transmissdo de STEC de pessoa para pessoa tem sido bem documentada durante os
surtos ¢ pode também ter uma proporgdo significante de casos esporadicos (GRIFFIN e
TAUXE, 1991; REIDA et al., 1994). Em um estudo de pacientes infectados com O157:H7, a
coleta de fezes foi feita dentro de 1 a 6 dias apos o inicio da diarréia ou colite hemorragica e
durante a fase aguda dos pacientes que estavam com Sindrome Urémica Hemolitica (7 a 17
dias apos a diarréia), durante o periodo de 1988 a 1993, com intervalo de 2 a 4 dias. A duragéo
média de elimina¢io de STEC nas fezes foi maior em pacientes com SUH (21 dias, 0 maximo
foi de 124 dias) em relagdo aos pacientes com diarréia ou colite hemorragica (13 dias, o

maximo foi de 62 dias) (KARCH ef al., 1995).

1.3 - Caracteristicas Bioquimicas e de Crescimento

Os coliformes totais incluem microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
capazes de fermentar a lactose com produgdo de gas, quando incubados as temperaturas de 35

- 37° C por 48 horas (FRANCO, 1996). Os coliformes denominados fecais representam os
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microrganismos capazes de continuar fermentando a lactose com produgdo de gas, quando
incubados as temperaturas de 44,5°C a 45,5°C. Os géneros pertencentes a esse grupo sio:
Escherichia, Klebsiella e Enterobacter (FRANCO, 1996). Destes, apenas E. coli tem como
habitat primario o trato intestinal do homem e animais. Os demais, Klebsiella e Enterobacter,
além de serem encontrados nas fezes, também estio presentes em outros ambientes como
vegetais e solos (FRANCO, 1996).

Os testes tradicionais aplicados na detecgdo de coliformes fecais utilizam temperatura
de 45,5°C, entretanto, a temperatura maxima que permite o crescimento de E. coli do sorotipo
O157:H7 é de 43°C (MERMELSTEIN, 1993) e de produzir gas € de 41° C (RAGHUBEER ¢
MATCHES, 1990). Alguns estudos tém revelado que a temperatura para £. coli O157:H7
crescer ¢ produzir gas no meio de cultura Escherichia Coli (EC) dentro de 48 h deve estar
entre 19,3 a 41,0° C (RAGHUBEER e MATCHES, 1990). Esse microrganismo apresenta um
bom crescimento na temperatura de 37° C (77). O crescimento de E. coli O157:H7 sem
produgido de gas foi observado em temperaturas de 16,4° C e 42,5° C (RAGHUBEER ¢
MATCHES, 1990).

A técnica atualmente utilizada para a detecg¢do e enumeragio de coliformes € E. coli é o
Numero Mais Provavel (NMP), utilizando caldo lauril sulfato (para a recuperagdo das células
injuniadas), caldo bile lactose verde brilhante (para a determinagio de coliformes totais) e caldo
EC (para a determinag@o de coliformes fecais e E. coli); outra técnica utiliza membrana de
celulose sobre o meio agar bile triptona e meios de cultura contendo os substratos fluorogénico
4 metil- umbeliferil B - D - glicuronideo (MUG) e o substrato cromogénico 5 - bromo - 4 -
cloro - 3 - indolil - B - D - glicuronidel (X-GLUC ou BCIG) para a detec¢do da enzima f3-
glucuronidase (GUD) (BOER, 1998). A técnica de trés - tubos NMP para enumeragdo de
coliformes e E. coli em alimentos ¢ sensivel, mas requer 3 a 6 dias para a sua realizagio. A
utilizagdo de membrana - filtrante é simples e sensivel, mas, embora a membrana de celulose
seja de 85 mm apresenta um custo elevado (BOER, 1998). Ha outras técnicas para a analise de
coliformes totais e E. coli como o Petrifilm™ contagem de E. coli em placa (3M, Minneapolis,
MN, USA), SimPlate entre outros (BOER, 1998).

No entanto, aproximadamente 97% das E. coli possuem a enzima B-glucuronidase e

80,3% sdo sorbitol positivos. As amostras STEC O157:H7 Stx™ nio fermentam sorbitol dentro
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de 24 h de incubagio e ndo possuem a enzima B-glucuronidase, tendo resultado negativo para o
teste MUG (ADAK, et al., 1997). Outros tipos de bactérias como Enterobacter, Proteus ¢
Hafnia possuem caracteristicas similares de E. coli O157:H7, tais como sorbitol negativo e
MUG negativo (PADHYE e DOYLE, 1991 b).

Portanto, o teste MUG usado para detectar a atividade da enzima glucuronidase da E.
coli ndo identifica o sorotipo E. coli O157:H7, e as temperaturas elevadas utilizadas nos testes
tradicionais dificultam a identificagdo desse sorotipo.

Entretanto, amostras de STEC do sorogrupo 0157, isoladas na Alemanha, fermentaram
o sorbitol em 24h e apresentaram resultado positivo no teste MUG, tornando a identificagio
deste sorotipo mais dificil (GUNZER, et al., 1992). Amostras atipicas de E. coli 0157:H7
urease positivas tém sido ocasionalmente encontradas (LIOR, 1994).

Para o isolamento de E. coli O157:H7, a maioria dos métodos aceitos envolve a
observagdo da ndo fermentagdo do sorbitol em meio agar MacConkey sorbitol (SMAC) onde
apresentam coldnias incolores (sorbitol negativo) (BOER, 1998). Entretanto, sio necessarios
outros testes para a confirmacédo de E. coli do sorotipo O157:H7 devido a possivel presenca de
outros microrganismos nio fermentadores de sorbitol tais como Proteus spp., Aeromonas spp.
e outras E. coli. A seletividade do agar SMAC foi melhorada pela adicdo de ramnose e
cefixima, resultando em CR-SMAC. Ao contrario da maioria das amostras de E. coli nio
fermentadoras de sorbitol, amostras E. coli O157:H7 n3o fermentam ramnose, € a baixa
concentracdo do antibiotico cefixima inibe Proteus spp. mas ndo E. coli. O meio de cultura
agar CR-SMAC foi alterado, substituindo ramnose por telurito, surgindo CT-SMAC. O telurito
inibe o crescimento de outras amostras de E. coli que ndo sdo do sorogrupo 0157 (BOER,
1998).

O fato de que a producdo de toxinas € o principal fator de viruléncia dos STEC, a sua
deteccdo pode ser amplamente melhorada e simplificada utilizando protocolos tais como
“immuno-blot” ou “colony-blot” elaborados para detectarem col6nias produtoras de toxinas ou
a deteccdo de genes que codificam as toxinas através de sonda de DNA para Stx1 e Stx2
(LIOR, 1994).

A técnica de PCR permite a detec¢do e identificagio dos genes que codificam os

diferentes tipos de toxinas presentes em amostras isoladas de fezes, ou dos caldos de
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enriquecimento utilizados em analise microbiologica de alimentos com um elevado grau de
especificidade, sensibilidade e agilidade. H4 outras técnicas moleculares utilizadas para a
investigacdo de amostras de STEC em alimentos tais como: Analise do Perfil de Plasmideos,
Eletroforese de Enzimas Multilocus, “Pulse-Field Gel Eletroforese’e PCR com primers
arbitrarios (RAPD) (LIOR, 1994).

Ha outros protocolos para o isolamento de E. coli O157:H7 de alimentos e fezes
baseados na técnica de separagdo imunomagnética, onde a bactéria liga-se a um anticorpo
especifico conjugado a uma particula. Essa técnica tem a habilidade de concentrar as células de
uma determinada amostra que contém baixo numero de bactéria e de separar as células 0157
das outras pertencentes a flora (LIOR, 1994). Entretanto, técnicas utilizadas para detectar
antigenos 0157 encontrados em amostras STEC do sorogrupo 0157 apresentam resultados
falso-positivos. O antisoro para E. coli O157:H7 apresenta reagio cruzada com bactérias de
diferentes géneros tais como Salmonella spp., algumas amostras de Yersinia enterocolitica e
Brucella spp. Pesquisas recentes realizadas por Padhye e Doyle, 1991, identificaram duas
proteinas da membrana externa que sdo especificas para E. coli dos sorotipos O157:H7 e
O26:H11 e um anticorpo monoclonal (Mab), 4E8C12, especifico para essas proteinas foi
desenvolvido (PADHYE e DOYLE, 1991 a).

A presenga de citotoxinas também pode ser demonstrada através de culturas de células
tais como as culturas de células Vero (rim de macaco verde africano) e HeLa (carcinoma de
utero humano). A verificagdo de atividade citotoxica sobre células Vero é preferivel, porque
algumas citotoxinas como Stx2e e variantes da Stx2 apresentam pouca ou nenhuma atividade

citotoxica sobre células HeLa (LIOR, 1994).

1.4 Eschericha coli em alimentos

ApoOs a Segunda Guerra Mundial, os problemas com a saude publica passaram a ser
menos preocupantes para as autoridades governamentais, que comegaram a dar uma atengio
maior para os efeitos a longo prazo das substancias quimicas adicionadas aos alimentos, pois

acreditavam que as doengas infecciosas estavam sob controle. Na década passada, entretanto,
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houve uma mudanga nas prioridades da seguran¢a dos alimentos que passou da questdo
quimica para o perigo dos microrganismos, pelo menos na América do Norte. Essa mudanga
ocorreu devido ao reconhecimento de novos agentes ameagadores a vida, 4 ocorréncia continua
de surtos transmitidos através de alimentos e agua e a aparente incapacidade das autoridades da
saude publica de preveni-los (TODD, 1997).

“Shiga - toxin - producing” - Escherichia coli (STEC) do sorogrupo 0157 é a maior
causa de sérios surtos e casos esporadicos de Colite Hemorragica (CH) e Sindrome Urémica
Hemolitica (SUH) (GRIF, ef al., 1998). Amostras de STEC tém sido associadas a surtos e
casos esporadicos de CH na América do Norte e Inglaterra e a casos esporadicos de SUH no
Canada e Inglaterra. A CH e a SUH tém sido associadas a elevada taxa de morbidade e
mortalidade (ZADIK ez al., 1992). O principal reservatério de E. coli 0157 parece ser o gado e
uma variedade de alimentos, desde batatas cruas até folheados de peru tém sido relacionados
em surtos, mas o leite e produtos de carne s30 os mais envolvidos (ANSAY e KASPAR, 1997,
CERQUEIRA et al., 1997, GRIF et al., 1998; QUINTO e CEPEDA, 1997). A maioria dos
surtos de colite hemorragica tem sido associado ao consumo de carne contaminada e que nio
foi devidamente cozida, leite subpasteurizado, vegetais contaminados com material fecal, agua
e cidra de magd (KUDVA et al., 1997, PADHYE e DOYLE, 1991 b). Esse microrganismo tem
sido isolado de carne moida, carne de porco, de aves e de cordeiro (PADHYE e DOYLE, 1991
b). A cidra de mag3 feita de magd contaminada com material fecal foi envolvida em um surto
em Massachusetts, Estados Unidos, e hd alguns anos atras foi envolvida em um surto no
Canada (ANSAY e KASPAR, 1997; LIOR, 1994). A maionese € a salsicha fermentada tem
sido o veiculo de transmissdo de E. coli O157:H7 em um surto recente (ANSAY e KASPAR,
1997, MASSA et al., 1997). O iogurte, o qual sempre foi considerado seguro devido a sua
natureza intrinseca, fot envolvido em uma infeccdo fatal. Esses surtos sugerem que E. coli
O157:H7 pode ser tolerante as condigGes acidas, particularmente sob baixas temperaturas
(ANSAY e KASPAR, 1997, MASSA et al., 1997).

A agua contaminada e a transmissdo de pessoa para pessoa também contribuem de
maneira significante para as doengas em humanos por esse patogeno (KUDVA ef al., 1996;

MASSA et al., 1997, ZADIK et al., 1992).
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Escherichia coli enterotoxigénicas (ETEC) constituem um dos mais importantes grupos
entre as E. coli que causam diarréia (QUINTO e CEPEDA, 1997, REED, 1994). Doencas
causadas por ETEC tém sido associadas com a ingestio de alimentos e igua contaminados
(CERQUEIRA et al., 1997; DENG et al., 1996). Em 1996, um grande surto devido a ETEC
do sorotipo O25:NM (ndo movel) ocorreu em quatro escolas em Yokohama, Japdo. A fonte de
contaminagdo foi paté de atum (MITSUDA et al., 1998). Nos Estados Unidos, 13 surtos de
gastroenterites causados por ETEC foram relatados pelo Centro de Controle de Doengas e
Prevenc@o desde 1975, dos quais 9 foram devidos a alimentos contaminados. Os relatos das
fontes de infecgdes incluem agua contaminada com detritos humanos, alimentos contaminados
durante o manuseio, produtos de laticinios tais como queijo semi-duro e saladas contendo
vegetais crus (MITSUDA er al, 1998). No México, as crian¢as infectadas com ETEC
produtora da enterotoxina termo - labil (LT) aumentaram em 400 - 500% durante a estacdo da
chuva. Havia um aumento similar entre as criangas que recebiam um liquido ralo de aveia como
alimento, mas os riscos de infecgdo foram reduzidos pela ingestdo de leite materno contendo
anticorpos para LT (TODD, 1997).

Escherichia coli normalmente reside e multiplica-se no intestino dos animais e
humanos. Devido a atual tecnologia industrial de alimentos, os produtos podem ser
contaminados em diversos pontos: durante o abate, processamento, distribui¢do,
armazenamento, durante o preparo do alimento nas cozinhas ¢ na hora de servi - los. O
alimento também pode ter contaminagio cruzada durante o processamento do produto e
preparagdo pelo contato com superficie de mesas, ou equipamentos que tenham sido
anteriormente contaminados (DORN ez al., 1995).

Os riscos ¢ as consequiéncias da transmisséo de patégenos pelos alimentos e agua estdo
em primeiro plano nas preocupagdes relacionadas a saude publica, € uma forte pressio esta
sendo aplicada sobre a agricultura para que seja implementado imediatamente um controle
sobre as fazendas. A Food and Drug Administation (FDA) dos Estados Unidos esta
considerando a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) como uma nova
forma para a revisdo dos Programas de Seguranga dos Alimentos nos Estados Unidos, por
considera-lo a base da ciéncia, um procedimento sistematico para prevenir os problemas

relacionados com a seguranga dos alimentos (CULLOR, 1997).



16

O sistema APPCC auxilia na identificagio de fatores que afetam diretamente a

seguranc¢a de um produto.

1.4.1 - Escherichia coli em Produtos Lacteos

Qualquer alimento rico em proteinas e carboidratos € particularmente vulneravel a
contaminag¢do por microrganismos.

Varios tipos de alimentos, dentre eles produtos de laticinios como leite cru e queijos,
tém sido envolvidos em surtos devido a Escherichia coli. A presenga desse microrganismo em
alimentos lacteos pode ser devido a uma pasteurizagdo incorreta, ja que quando pasteurizado
de maneira adequada esse patogeno € eliminado, ou ocorreu a contaminagio apos a
pasteurizagao (JAKABI e FRANCO, 1991; OMBUI ef al., 1994, VESSONI ef al., 1986). A
ocorréncia desta bactéria indica que as praticas higiénico - sanitarias foram inadequadas
sugerindo a existéncia de outros germes patogénicos como Salmonella, Shigella, Entamoebas,
Staphylococcus aureus e virus entéricos que ocorrem nas areas de produgdo, beneficiamento

do leite e pelos manipuladores (TAVARES e GARCIA, 1993).

1.4.1.1 - Leite Cru:

No Brasil, por legislacdo do Ministério da Agricultura, o leite pode ser classificado em
trés tipos: A, B e C, que diferem entre si, ndo so pelo teor de gordura, como também pela sua
obtencio e qualidade microbiologica.

O leite tipo A, beneficiado dentro da propria granja leiteira, sem mistura com leites de
outras procedéncias, € proveniente de vacas identificadas e controladas permanentemente por
médicos veterinarios, seguindo todos os programas de sanidade de rebanho. Deve ser
pasteurizado logo apds a ordenha, que é mecéanica e em circuito fechado (Secretaria de

Inspegdo de Produto Animal do Ministério da Agricultura, 29/10/84).
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O leite tipo B, normalmente ndo € beneficiado no proprio local, sendo enviado para
usinas de beneficiamento. As fémeas s3o identificadas e controladas por médicos veterinarios.
A ordenha pode ser manual ou mecinica em estabulos, ou salas de ordenha registradas.
Obedece horarios para sua chegada no estabelecimento industrial (Secretaria de Inspegdo de
Produto Animal do Ministério da Agricultura, 26/06/84).

O leite tipo C pode ser beneficiado, ou entdo destinado a industrializagio. A ordenha
pode ser manual ou mecanica. O leite ndo precisa ser resfriado e deve chegar até as 12:00 h no
estabelecimento industrial (Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal, 25/06/62).

O leite proveniente da fazenda pode ser um veiculo de patoégenos, inclusive de
Escherichia coli patogénica. A higiene do leite consiste em evitar por todos os meios a
conspurcagdo desse produto, o que sempre resulta na invasio de bactérias prejudiciais as
técnicas industriais e a saude do homem (PRATA, 1996).

Os cuidados na obteng@o higiénica do leite devem comegar na fonte de produgio, isto €,
durante a ordenha. Obtido de animais sadios e utilizando-se de praticas higiénicas, o leite recém
- ordenhado contém poucos microrganismos. Nesse caso, as bactérias indesejaveis 4 saide ou
praticas industriais estardo ausentes, ou, quando presentes, em nimero muito reduzido e
facilmente controlavel. O leite produzido sem os preceitos de higiene torna-se produto de
qualidade inferior, mesmo que se lhe dispensem posteriormente os maiores cuidados e melhores
tratamentos (PRATA, 1996).

A contaminagdo bacteriana do leite pode advir de uma ou mais das seguintes condigdes:
do interior do tbere, em casos de infecgio; do exterior dos uberes e areas proximas da glandula
mamaria; da superficie dos vasilhames, equipamentos, incluindo tanques e latdes, do ar

ambiental; da falta de nogdes de higiene pessoal dos ordenhadores (PRATA, 1996).

1.4.1.2 - Leite Pasteurizado ¢ UHT:

A pasteurizagdo do leite € um processo que visa destruir, pelo emprego conveniente do

calor, quase todos os microrganismos presentes, procurando alterar o menos possivel as suas
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propriedades fisicas e quimicas. Admite-se dois tipos de pasteurizagio (Regulamento da

Inspecdo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal, 25/06/62):

¢ Pasteurizacdo lenta: consiste no aquecimento do leite a 62-65° C por 30 minutos, mantendo-
se o leite em grande volume sob agitagdo mecinica lenta, em aparelhagem propria e, apos
resfriado a temperatura igual ou inferior a 5° C;

* Pasteuriza¢do rapida: consiste no aquecimento do leite em camada laminar a 72-75° C por
15 a 20 segundos, em aparelhagem propria e resfriamento a temperatura igual ou inferior a
5°C;

Entende-se por leite UHT (ultra alta temperatura) aquele que foi submetido durante 2 a
4 segundos, a uma temperatura entre 130-150° C, mediante um processo térmico de fluxo
continuo, imediatamente resfriado a temperatura inferior a 32° C e envasado sob condigdes
assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 1996).

ApOs a ordenha, o leite passara pelo processo de pasteurizagdo que devera eliminar os
microrganismos patogénicos. Mas mesmo assim o leite cru e o pasteurizado estio sendo
veiculos de transmissdo de patdgenos, principalmente de E. coli patogénicas. O isolamento de
E. coli patogénica de leite cru pode ser uma causa potencial de enterites, especialmente se a
pasteurizagdo ndo for feita adequadamente (OMBUI ez al., 1994).

Franco, et. al., em 1991 na cidade de Sdo Paulo, analisaram 96 amostras de alimento de
origem animal, e dessas, 1 amostra de leite pasteurizado foi positiva para E. coli produtora da
enterotoxina LT-II.

Em um surto entre criangas do jardim da infancia de Ontario (Canada) causado pelo
consumo de leite cru, o microrganismo E. coli O157:H7 foi detectado e 3 criangas (7%) dos
casos desenvolveram a sindrome urémica hemolitica (KARMALIL 1989).

Allmann, ef al., em 1995 na Franga, analisaram 54 amostras de leite cru e 36 produtos
de laticinios derivados de leite cru. O microrganismo £. coli foi detectado através do PCR em
41 amostras (46%). Dessas 41 amostras, 11 amostras (27%) foram positivas para E. coli
produtora da enterotoxina LT-I e 11 amostras (27%) foram positivas para . coli produtora da
enterotoxina ST-I. Dessas 22 amostras, 4 foram positivas para E. coli produtora de ambas

toxinas.
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1.4.1.3 - Queijo:

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacio
parcial do soro do leite fresco ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado),
ou de soros lacteos, coagulados natural ou artificialmente, todos de qualidade apta para uso
alimentar, com ou sem agregagdo de substincias alimenticias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicados, substincias aromatizantes e matérias corantes
(LERAYER et al.,, 1998; Regulamento da Inspegio Industrial e Sanitiria de Produtos de
Origem Animal, 25/06/62). Entende-se por queijo fresco o que estd pronto para o consumo
logo apos a sua fabricagio, e por queijo maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas
necessarias € caracteristicas da variedade do queijo (LERAYER et al., 1998). Para efeito de
padronizagio dos queijos € estabelecida a seguinte nomenclatura, de acordo com a consisténcia
do produtos: moles (Minas frescal, Ricota frescal, Requeijdo, entre outros); semi-duros (Minas
Padrdo, Prato, tipo Edam ou Reno, entro outros); e duros (Minas duro e os tipos Parmes3o,
entre outros) (Regulamento da Inspegdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal,
25/06/62). Varios tipos de queijo, provenientes de leite pasteurizado inadequadamente ou de
leite cru, vém sendo associados a varios surtos de Escherichia coli patogénica.

Quinto e Cepeda., em 1997 na Espanha observaram uma freqiiéncia de 0,4% de E. coli
enterotoxigénica produtora de LT em queijo preparado com leite cru e freqgiiéncia nula em
queijo produzido com leite pasteurizado. Também observaram uma freqiiéncia de 0,4% de E.
coli verotoxigénica produtora da toxina Stx em queijo preparado com leite cru e freqiéncia
nula em queijo produzido com leite pasteurizado.

De 1970 a 1990 nos Estados Unidos, surtos de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus do grupo C e Brucella melitensis foram
associados ao consumo de queijo (ALTEKRUSE er al, 1998). Altekruse er ali, 1998
identificaram 32 surtos associados com queijo durante 1973 4 1992. Dos 32 surtos, 11 foram
atribuidos a contaminagdo na fazenda durante a fabricagio do produto, ou durante o
processamento, antes da distribui¢do. Dos 5 surtos, o estado da pasteurizagdo do leite utilizado

na fabrica¢do do queijo ndo foi determinado; 3 surtos foram associados com queijo preparados
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com leite indevidamente pasteurizado; 2 surtos foram relacionados com queijo preparados com

leite cru e 1 surto foi relacionado com queijo que foi contaminado apés a pasteurizagio.

1.4.1.4 - Manteiga:

Entende-se por manteiga o produto resultante da batedura do creme de leite fresco ou
fermentado pela adigdo de fermento lactico selecionado, ao qual se incorpore ou ndo sal
(cloreto de sodio). A designagdo manteiga € reservada, exclusivamente, ao produto obtido do
leite de vaca (LERAYER e al, 1998; Regulamento da Inspecdo Industrial ¢ Sanitiria de
Produtos de Origem Animal, 25/06/62). Quando a matéria prima for procedente de outra
espécie animal, o produto sera designado com o nome de manteiga, acrescido da designagio da
espécie que lhe deu origem (LERAYER et al., 1998; Regulamento da Inspegdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal, 25/06/62). A manteiga pode ser classificada como
manteiga comum, manteiga de primeira qualidade manteiga ou extra (Regulamento da Inspegdo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal, 25/06/62).

Cooke, et al., em 1984, analisaram 7000 amostras de produtos de laticinios, incluindo
manteiga, quetjo entre outros. O microrganismo £. coli foi detectado em 38 amostras de leite
em pd, 34 produtos ricos em proteina, em 48 amostras de manteiga € em 35 amostras de
queijo.

Kulshrestha, em 1990, analisou 169 amostras de produtos de laticinios, incluindo 15
amostras de queijo, 12 amostras de manteiga entre outros produtos. O microrganismo E. coli
foi detectado em 6 amostras (40%) de queijo e em 1 amostra (8,3%) de manteiga. As E. coli
isoladas do queijo pertenciam aos sorogrupos 018, 0126 e 0128 ¢ as identificadas na manteiga
pertenciam ao sorogrupo 0128.

Abbar et al., em 1987 no Iraque analisaram 30 amostras de manteiga das quais 41,1%
das amostras analisadas foram positivas para E. coli. Dessas 41,1% foram isoladas 58 colonias
de E. coli das quais 7 colOnias foram positivas para E. coli enteropatogénica (EPEC) e 3

colonias de . coli enterotoxigénica (ETEC) produtora da enterotoxina ST.
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II1 - OBJETIVOS

O objetivo do presente trabatho foi verificar a ocorréncia de Escherichia coli em
produtos de laticinios (leite pasteurizado tipos A, B, C, manteiga € queijo). Isolar o
microrganismo desses produtos lacteos.

Verificar se as amostras de E. coli isoladas pertenciam aos grupos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC) ou “Shiga-toxin-producing” E.coli (STEC).

Fatores de viruléncia estudados:

e enterotoxina termoestavel I (ST-I);
e enterotoxina termolabel I (LT-I);
e citotoxina Shiga - toxin I (Stx1);
e citotoxina Shiga - toxin II (Stx2).
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III -. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Amostras de E.coli:

3.1.1 - Padrées:

Foram utilizadas amostras padrdo de E.coli F 82 (0101:K"), produtora de enterotoxina
ST-I;, 40 T, produtora de LT-1 e O157:H7, produtora de citotoxinas Stx1 e Stx2. A amostra
DH5a, foi usada como controle negativo. Todas as amostras pertencem a Bacterioteca do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas.

3.1.2 - Produtos Lacteos:

Os produtos de laticinios industrializados sdo marcas conhecidas que ndo serdo citados,
sendo designados por letras. Os produtos foram coletados nos municipios de Monte Mor,
Campinas e Braganga Paulista, dentro do periodo de validade. Apds a aquisigdo dos produtos,
estes foram transportados dentro de bolsa térmica, imediatamente para o laboratério e
conservados em geladeira até o momento da andlise microbiologica que ndo foi superior a 8

horas.

3.1.2.1 - Leite:

Foram examinados 105 amostras de leite pasteurizado do tipo A, Be C:
e 35 amostras de leite pasteurizado do tipo A: 25 amostras de leite da marca D e 10 amostras
de leite da marca E;
e 35 amostras de leite pasteurizado do tipo B: 15 amostras da marca F; 10 amostras da marca
G; 10 amostras da marca H;
e 35 amostras de leite pasteurizado do tipo C: 10 amostras da marca F; 5 amostras da marca

I, 15 amostras da marca J € 5 amostras da marca H;
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3.1.2.2 - Manteiga:

Foram analisadas 81 amostras de manteiga:
e 15 amostras de manteiga comum: 3 da marca G; 9 da marca K ¢ 3 da marca L;
e 27 amostras de manteiga de 1° Qualidade: 9 da marca M; 9 da marca N e 9 da marca F;
e 39 amostras de manteiga Extra: 3 da marca O; 9 da marca P; 9 da marca Q; 6 da marca R; 3

da marca S; 6 da marca T e 3 da marca U, coletadas no municipio de Campinas.
3.1.2.3 - Queijo:

Foram analisadas, 81 amostras de queijo provenientes de leite pasteurizado:
e 63 amostras de queijo Minas Frescal: 9 da marca V; 3 da marca W; 9 da marca X; 9 da
marca F;, 9 da marca Y; 9 da marca Z; 6 da marca A e 9 da marca B,
e 6 amostras de queijo Minas Padréo: 6 da marca C;

e 12 amostras de queijo Ricota Frescal: 9 da marca V.A. e 3 da marca A.

3.2 - Anadlise Microbioldgica:

Foi utilizada a técnica Numero Mais Provavel (NMP) em série de 3 tubos nas diluigdes
10,0, 1,0 e 0,1 mL para a analise microbiologica do leite pasteurizado, como esta descrita no
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods” (American Public
Health Association, 1992) e Métodos de Analise Microbiologica de Alimentos (SILVA e
JUNQUEIRA, 1995) . Trés porgdes de 10 mL, de 1 mL de leite puro e 1 mL da dilui¢do (10 .
em agua peptonada 0,1%) foram semeadas em tubos, contendo 10 mL de Caldo lauril sulfato
(Biobras). As amostras de 10 mL foram semeadas no Caldo lauril sulfato 2x e as amostras de 1
mL e 10 ' mL foram semeadas em 10 mL de caldo lauril sulfato simples. Os tubos de cultura
continham tubos de Durham. Os tubos foram incubados a 35° C por 48 horas. As amostras que

apresentaram producdo de gas apds 48 horas foram semeadas em tubos contendo 7 ml de caldo
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para cultivo de Escherichia coli (EC, Difco), com tubos de Durham, com o auxilio de uma alga
de platina de 3 mm de didmetro. Os tubos com o caldo EC foram incubados a 41° C em banho-
maria por 24 horas. Foi utilizado essa temperatura porque, segundo a literatura, a Escherichia
coli enterohemorragica cresce at¢ 43°C (MERMELSTEIN, 1993) e produz gas até 41°C
(RAGHUBEER e MATCHES, 1990), por isso, ndo utilizamos a temperatura de 45,5° C que é
a recomendada para a enumeragéo de coliformes fecais.

De cada amostra de manteiga pesou-se 25 g., acrescentou-se 225 mL de agua
peptonada 0,1%, incubou em banho-maria a 45,5° C/15 min. para ocorrer a separa¢io entre a
gordura e o soro. Para cada amostra de queijo também pesou-se 25 g., acrescentou-se 225 mL
de agua peptonada 0,1% e homogeneizou com a ajuda do copo homogeneizador. Em seguida
foram feitas as diluigdes 10, 107 e 10 em tubos com 9 mL de 4gua peptonada 0,1%. Foi
inoculado 1 mL de cada diluigdo em 3 tubos contendo 7 mL de Caldo lauril sulfato (Biobras),
com tubos de Durham. Os tubos foram incubados & 35° C por 48 horas. As amostras que
apresentaram produgdo de gas apos 48 horas foram semeadas em tubos contendo 7 mL do
caldo EC ¢ tubos de Durham, com o auxilio de uma al¢a de platina de 3 mm de didmetro. Os

tubos com o caldo EC foram incubados & 41° C em banho-maria por 24 horas.

3.3 - Isolamento e Identifica¢io:

Os tubos com o caldo EC positivos para a produgdo de gas foram semeados no agar

Mac Conkey por esgotamento e incubados & 35° C por 24 horas.

Foram escolhidas 3 colonias lactose positivas, lisas, circulares e convexas, de cada
amostra semeada para a identificagdo bioquimica nos seguintes meios de cultura:

e meio EPM - analisa a produgdo de acidos a partir da fermentagio da glicose, a produgio de
gas, produgdo de H,S, producédo de urease e 1-triptofano desaminase (TOLEDO et al., 1982
a);

e meio MILI - analisa a motilidade, produgdo de lisina descarboxilase e indol (TOLEDO et
al., 1982 b);

¢ Citrato de Simons - analisa a utiliza¢io do citrato;



25

Foram identificadas como Escherichia coli as colonias que apresentaram produg¢io ou
ndo de gas, que foram negativas para a produgido de H,S, de urease e 1-triptofano desaminase,
que apresentaram ou nao motilidade, positivas para a produgéo de lisina descarboxilase € indol
e ndo utilizaram citrato.

Subsequentemente, foram semeadas no meio Lignieres (250 mL caldo simples; 1,75 gr.
agar; 1,25 gr. gelatina) e armazenadas a temperatura ambiente. Foram também semeadas no
meio BHI, incubadas a 37° C por 18 horas, apos esse periodo foi acrescentado ao meio
Hogness (6,3 gr. KoHPOyq; 1,8 gr. KHLPOy;, 0,45 gr. Citrato de Sodio; 0,9 gr. (NHy), SO4; 0,09
gr. Mg SO, . 7 H,O e 44 mL glicerol), na concentragio de 1:1 e armazenadas nas temperaturas

de -20° C e -80° C.

3.4 - Reacio de Polimerase em Cadeia (PCR)

3.4.1 - Extracao de DNA total das amostras de Escherichia coli:

A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o método descrito por Van Soolingen

etal 1993.

As amostras de £. coli que estavam armazenadas na temperatura de -20° C foram
semeadas no meio de cultura caldo LB e incubadas a 37°C, overnight. Apos o crescimento as
culturas bacterianas foram centrifugadas por 2 minutos a 12.000 rpm. Em seguida, os
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram ressuspensos em 500uL de tampio T.
E. 1 x (Trs, HCl, EDTA) 50 mM, pH 8,0, para lavar as células. As suspensdes foram
centrifugadas novamente por 2 minutos a 12.000 rpm, os sobrenadantes foram descartados e os
sedimentos foram ressuspensos em 400uL. de tampao T.E. Em seguida foram adicionados 50
uL de lisozima (10 mg/mL) e 10uL de RNAse (10 mg/mL), a mistura foi agitada em vortex,

brevemente, e incubada a 37°C overnight.

No dia seguinte, foram adicionados 75 uL. de SDS (“Sodium Duodecyl Sulfate”) a 10%
com Proteinase K (10 mg/mL), pré-aquecidas a 65°C. Apoés agitagdo em vortex, brevemente,

as amostras foram incubadas a 65° por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
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NaCl SM e 100 pL de solugdo CTAB (solugdo “Hexadecyltrimethyl-Ammonium
Bromide™)/NaCl (ambas pré-aquecidas a 65°C), a mistura foi agitada novamente em vortex, até
que o liquido tornar-se branco (aspecto leitoso) e incubada a 65°C por mais 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 750 pL de solugdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apés
agitacdo em vortex, por pelo menos 10 segundos, a mistura foi centrifugada a temperatura
ambiente (12.000 rpm/ 5 minutos). ApoOs esta etapa, os sobrenadantes (~800 upL)foram
transferidos para tubos tipo “eppendorf” limpos usando-se uma micropipeta. Foram
adicionados 450uL de isopropanol a cada amostra para precipitar o acido nucleico. Os tubos
foram agitados por inversio até a precipitagdio do acido nucleico e, em seguida foram

colocados a -20°C por 30 minutos.

Apobs este periodo, os tubos foram centrifugados & temperatura ambiente (12.000
rpm/Sminutos), os sobrenadantes foram descartados, ao sedimento foram adicionados 1 mL de
alcool etilico a 70 % e os tubos foram levados por 30 minutos ao freezer, -20° C. Em seguida,
foram centrifugados a temperatura ambiente (12.000 rpm-/ 5 minutos) descartando-se os
sobrenadantes. Os sedimentos foram deixados para secar em estufa a 37°C, até a completa
evaporagdo do etanol evaporar. Por fim, o sedimento contendo o DNA foi redissolvido em 100

ul de tampdo T.E e armazenado a -20° C.

A concentragdo de DNA nas amostras foi determinada por espectrofotémetro no
comprimento de onda A=260, onde [DNA] pg/mL = A260 x diluigdo(1:100) x 50. Para a
verificagdo do grau de pureza das amostras foi utilizado o comprimento de onda A=280 e a
homogeneidade da preparagao do DNA foi considerada adequada quando a relagdo A260/A280
compreendia entre 1,8 e 1,9, que sdo os valores aceitaveis. Valores acima disso indicam a

presenca de RNA, abaixo disso indicam a presencga de Proteina.

3.4.2 - Protocolos de Amplificacio: A amplificacdo de DNA extraidos das amostras de E. coli
foi realizada em termociclador (GENE AMP PCR SYSTEM 9.700,Perkim Elwer) em volume
final de 50 pL. A reagdo continha 5 pL. de “Buffer” PCR 10 X (200Mm Tris-HCI, pH 8 .4: 500
mM KCl), 0,4 mM de cada dNTP (10mM dNTP, dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 uM de cada

Pl s e
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(50mM MgCl,) para ST-I e 3,5 mM de MgCl, (50mM MgCl,) para LT-I, Stx1 e Stx2, 1 U de
Taq DNA Polimerase (5U/uL) para ST-1 e 1,5 U de Tag DNA Polimerase (5U/uL) para LT-I,
Stx1 e Stx2. Todos os reagentes e os iniciadores utilizados foram de procedéncia GIBCO BRL
Products, Life Technologies. O volume final de 50 pL foi atingido pela adi¢do de agua
quimicamente pura e estéril. A 7Tag DNA polimerase foi adicionada aos demais reagentes apos
ter ocorrido a desnaturagdo do DNA das amostras testadas a 94° C/ 10 min., quando a
temperatura abaixou para 60° C.

Foram utilizadas as seguintes seqiéncias de nucleotideos como iniciadores:

Produto Final Referéncias

Gene Iniciadores Pares de bases  Bibliograficas
(pb)
ST-I 5 TCC GTG AAACAA CAT GACGG 3 244 OJENIYI et
5" ATA ACATCC AGC ACAGGC AG 3 al., 1994.
BLANCO et
LT-I 5 GGC GACAGATTATACCGTGC3 696 al., 1992;
5" CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC 3’ SCHULTSZ et
al., 1994
Stx1 5 AGGTTGCAGCTC TCT TTG AATA 3’ 364 OJENIYI et
5" TGC AAACAAATT ATCCCCTGAG 3 al., 1994
Stx2 5 GGG CAGTTATITTGC TGT GGA 3’ 386 OJENIYT et

5" GTATCT GCC TGA AGC GTAA Y al., 1994.
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Todas as reagdes de PCR foram realizadas com 25 ciclos de amplificagdo. As condig¢Ges
para a amplificagdo das diferentes toxinas estdo citadas a seguir:

Ciclo para a amplificagdo de ST-I e LT-I:
e 94° C/30 segundos para a denaturagio do DNA;
e 62° C/30 segundos para o anelamento;

e 72° C/30 segundos para a ampliagdo dos iniciadores anelados pela DNA polimerase.

Ciclo para a amplificagdo de Stx1 e Stx2:
e 94° C/ 2 minutos para a denaturagdo do DNA;
e 60° C/ 2 minutos para o anelamento dos primers;

e 72° C/ 2 minutos para a amplia¢do dos iniciadores anelados pela DNA polimerase.

A analise do produto final amplificado foi realizado em eletroforese em gel de agarose a
2%. As amostras foram adicionados 5 pL do tampdo de amostra (brometo de etidio) para 10
uL do produto amplificado e foram aplicados 5 a 10 puL dessa mistura na eletroforese
(BLANCO et al., 1997). Foi utilizado o padrdo de peso molecular DNA Ladder 100 pares de
base da GIBCO BRL Products, Life Technologies.
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IV - RESULTADOS

4.1. Leite Pasteurizado:

Das 105 amostras de leite pasteurizado analisadas, através da técnica Numero Mais
Provavel (NMP), foram selecionadas 906 colonias para anilise bioquimica, tendo sido
identificadas como Escherichia coli 331 col6nias (36,53%) (Tabela 01).

Foram analisadas 35 amostras de leite pasteurizado Tipo A das quais 6 (17,14%) foram
positivas para E. coli, sendo isoladas 62 col6nias; 35 amostras de leite pasteurizado Tipo B,
tendo 21 (60%) amostras positivas para o microrganismo citado, isolando-se 236 colonias e 35
amostras de leite pasteurizado Tipo C das quais 6 (17,14%) foram positivas para E. coli com
33 colonias isoladas (Tabela 01 e Grafico 01).

Em relag@o as marcas, foram pesquisadas 2 marcas diferentes de leite pasteurizado Tipo
A, sendo 1 positiva para E. coli; foram analisadas 3 marcas diferentes de leite pasteurizado
Tipo B sendo todas positivas para este microrganismo e foram examinadas 4 marcas diferentes
de leite pasteurizado Tipo C das quais 2 foram positivas para E. coli.

Foi examinada a presenga das enterotoxinas ST-I, ST-I e das citotoxinas Stx- 1 e Stx- 2
das 331 amostras de E. coli isoladas de leite pasteurizado. A presenca das toxinas foi
pesquisada através da técnica Reagio de Polimerase em Cadeia (PCR), utilizando-se iniciadores
especificos para cada gene que codifica as toxinas citadas

Foram analisadas inicialmente as caracteristicas genotipicas porque, segundo a
literatura, células injuriadas resultantes da agdo de agentes fisicos ou quimicos podem perder a
habilidade genética de expressar os fatores de viruléncia (HILL, 1996). Foram utilizadas como
controle amostras de E. coli positivas para os genes que codificam as toxinas ja citadas (Figura
01).

As 331 amostras de E. coli isoladas de leite pasteurizado foram negativas para as

enterotoxinas ST-I e LT-I e para as citotoxinas Stx1 e Stx2 (Tabela 01).
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Leite Leite Leite
pasteurizado pasteurizado pasteurizado
Tipo A Tipo B Tipo C

1N de amostras analisadas

1
E N de amostras positivas para E. coli {

Grifico 01: Numero de amostras de leite pasteurizado analisadas e numero de amostras

positivas para F. coli.



32

4.2. Manteiga:

Foram pesquisadas 81 amostras de manteiga, através da técnica Numero Mais Provavel
(NMP), sendo selecionadas 224 colOnias para analise bioquimica das quais 21 (9,4%) foram
identificadas como Escherichia coli (Tabela 02).

As cepas de E. coli foram isoladas de 3 amostras (20%) das 15 amostras de manteiga
Comum analisadas e em 2 amostras (7,41%) das 27 amostras de manteiga de 1° Qualidade
analisadas (Tabela 02 e Grafico 02).

Das 3 marcas diferentes de manteiga Comum analisadas, 1 foi positiva para E. coli; das
3 marcas diferentes de manteiga de 1° Qualidade pesquisadas também somente 1 foi positiva
para o microrganismo citado e das 7 marcas diferentes de manteiga Extra examinadas todas
foram negativas para este microrganismo.

Foi pesquisada a presenca dos genes codificadores das toxinas ST-I, LT-I, Stx- 1 e Stx-
2 das 21 amostras de E. coli isoladas de manteiga através do PCR. Foram utilizados como
controle amostras de E. coli positivas para os genes que codificam as toxinas citadas (Figura
01).

As 21 amostras de E. coli foram negativas para as enterotoxinas ST-I e LT-I e para as

citotoxinas Stx1 e Stx2 (Tabela 02).
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Grafico 02: Numero de amostras de manteiga analisadas e numero de amostras positivas para

E. coli.
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4.3. Quejo:

Foram analisadas 81 amostras de queijo, através da técnica NMP, sendo selecionadas
651 colbnias para a identificagio bioquimica das quais 73 coldnias (11,21%) foram
identificadas como Escherichia coli (Tabela 03).

O microrganismo E. coli foi isolado de 17 amostras (27%) das 63 amostras de queijo
Minas Frescal analisadas, em 1 amostra (17%) das 6 amostras de queijo Minas Padrio
examinadas € em 2 amostras (17%) das 12 amostras de queijo Ricota Frescal pesquisadas
(Tabela 03 e Grafico 03).

Das 8 marcas diferentes de queijo Minas Frescal pesquisadas, S foram positivas para E.
coli.

Foi analisado 1 marca do queijo Minas Padrio, o qual foi positivo para este
MICTOrganismo.

Em relagdo ao queijo Ricota Frescal, foram analisadas 2 marcas diferentes, ambas
positivas para o microrganismo citado.

Foi analisada a presenca dos genes que codificam as toxinas ST-I, LT-I, Stx- 1 e Stx- 2
atraves da técnica PCR das 73 amostras de E. coli isoladas de queijo. Foram utilizadas como
controle amostras de E. coli positivas para os genes codificadores das toxinas citadas (Figura
01).

As 73 cepas de E. coli isoladas de queijo foram negativas para as toxinas ST-I, LT-I,

Stx1 e Stx2 (Tabela 03).
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coli.
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100pb

Figura 01: Perfil eletroforético dos produtos da reagdo de amplificagdo (PCR): PM - Padrédo
de Peso molecular DNA Ladder 100 pb; 1. F82 (O101:K’) - controle positivo para ST-I; 2.
DHS5a - controle negativo; 3. 40T - controle positivo para LT-I; 4. DH5« - controle negativo;,
5. O157:H7 - controle positivo para Stx1; 6. DH5a - controle negativo; 7. O157:H7 - controle

positivo para Stx2; 8. DH5a - controle negativo.
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V - DISCUSSAO

Neste trabalho procuramos avaliar a qualidade de alguns produtos lacteos,
determinando a ocorréncia de E. coli e uma vez identificada, verificamos se estas amostras
possuiam genes relacionados a patogenicidade, o que poderia significar riscos aos
consumidores finais de tais produtos.

Segundo Ministério da Saude (Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude, 1997), a metodologia para a analise microbiologica deve obedecer, na ordem
apresentada, o disposto pelo CODEX ALIMENTARIUS, pelo “International Commission on
Microbiological Specifications Foods” (ICMSF), pelo “Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods” (American Public Health Association, 1992) e pelo
“Bacteriological Analytical Manual”. Assim, a metodologia determinada para a técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) para coliforme total, coliforme fecal e E. coli utiliza,
normalmente, dois caldos de cultura. Essas trés determinagGes s3o feitas em quatro etapas: 1° -
semeadura em caldo lauril sulfato, com incubagdo a 35° C por 24h e 48h (recuperagdo das
células injuriadas); 2* - semeadura das amostras positivas em caldo lauril sulfato para caldo bile
lactose verde brilhante (determinagdo de coliformes totais), incubados a temperatura de 35° C
por 48h ou para caldo EC (determinacdo de coliformes fecais e E. coli), com incubagio a 45,5°
C por 24h para alimentos e 44,5° C/ 24h para agua; 3* - plaqueamento das culturas positivas
em meio solido para isolamento de coldnias de E. coli; 4* - identificagdo de colOnias através de
testes adequados. Em nosso trabalho desenvolvemos todas as etapas citadas, exceto a
determinac¢do de coliformes totais e empregamos uma temperatura inferior a aquela utilizada
para coliforme fecal, sendo usada a temperatura de 41° C. Essa altera¢do se deve ao fato de
que o microrganismo E. coli O157:H7 cresce até 43° C e produz gas em caldo EC a 41° C
(MERMELSTEIN, 1993; RAGHUBEER e MATCHES, 1990), portanto, ndo utilizamos nos
nossos resultados o termo NMP de coliformes fecais e nem de NMP de coliformes totais.

De acordo com a legislagdo, Portaria N° 451 de 19 de setembro de 1997 (Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saide), ndo € permitido a presenga de Coliformes Fecais

em 1 mL de amostra de leite pasteurizado tipo A pela técnica de Numero Mais Provével
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(NMP). As 6 amostras de leite pasteurizado tipo A analisadas foram positivas para E. coli
dentre as 35 amostras pesquisadas. Uma vez que esse microrganismo faz parte do grupo
Coliforme Fecal, deduz-se que essas amostras de leite pasteurizado tipo A ndo estavam de
acordo com a legislagdo em relagdo ao nimero de coliformes fecais permitido.

Jakabi e Franco, em 1991 na cidade de Sdo Paulo analisaram 96 amostras de alimentos
de origem animal (32 amostras de leite pasteurizado), sendo todas positivas para Escherichia
coli. As amostras de E. coli foram negativas para as toxinas ST-I e LT-I, Stx] e Stx2.

Franco et al., em 1991 na cidade de S3o Paulo pesquisaram a qualidade microbiologica
de 96 amostras de alimentos de origem animal, sendo 32 amostras de leite pasteurizado. Foi
detectado a presenga de E. coli em todas as amostras de leite e dentre essas amostras, uma
(3,1%) foi positiva para a toxina LT-II.

Em relagdo aos nossos resultados, das 105 amostras de leite pasteurizado analisadas, 33
amostras (31,4%) foram positivas para E. coli. A presenga desse microrganismo sugere
também a possivel presenga de outros microrganismos patogénicos, como Salmonella,
Shigella, entre outros. A bactéria E. coli produtora de enterotoxinas ou de citotoxinas nao foi
detectada em nosso trabalho o que coincide com os resultados obtidos pelos pesquisadores
citados acima.

Cooke et al., em 1984 na Nova Zelandia analisaram 7.000 amostras de produtos de
laticinios, incluindo manteiga, queijo, provenientes de leite pasteurizado, entre outros. O
microrganismo E. coli foi detectado em 48 amostras de manteiga e em 35 amostras de queijo.

Abbar e Tahir Mohamed, em 1987 no Iraque pesquisaram a qualidade microbioldgica
de 30 amostras de manteiga e detectaram a ocorréncia de E. coli em 12 amostras (41,1%). Das
amostras identificadas como E. coli, foram isoladas 58 colonias, sendo que 3 (5,2%) foram
positivas para ST-1.

Kulshrestha, em 1990 examinou a qualidade microbiolégica de 169 amostras de
produtos de laticinios, incluindo 15 amostras de queijo, 12 amostras de manteiga entre outros
produtos. O microrganismo E. coli foi detectado em 6 amostras (40%) de queijo ¢ em 1
amostra (8,3%) de manteiga. As E. coli isoladas do queijo pertenciam aos sorogrupos 018,

0126 e O128 e as identificadas na manteiga pertenciam ao sorogrupo O128.
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Nos detectamos o microrganismo E. coli em 5 amostras (6,2%) das 81 amostras de
manteiga analisadas, contudo a determina¢do do sorogrupo nestas amostras ndo foi realizado.
A porcentagem de amostras de manteiga positivas para E. coli de acordo com a literatura
variou muito, apresentando resultados de 41,1%, segundo Abbar e Tahir Mohamed, 1987 a
8,3%, segundo Kushrestha,1990. Os nossos resultados estdo proximos aos resultados deste
altimo. O elevado resultado obtido por Abbar e Tahir Mohamed, 1987 pode estar relacionado a
varios fatores tais como uma pasteurizagio inadequada, contamina¢do apos a pasteuriza¢io ou
as condi¢cdes de armazenamento inadequadas. A presenga de E. coli produtora de enterotoxina
e citotoxina nio foi detectada em nossa pesquisa, sendo semelhante aos resultados
apresentados nas pesquisas ja citadas.

Glatz e Brudvig, em 1980 nos Estados Unidos analisaram 78 amostras de queijo das
quais 22 amostras (28%) foram positivas para E. coli. As amostras de E. coli foram negativas
para a produg@o de enterotoxina e citotoxina.

Tavares ¢ Garcia, em 1993 no municipio de Blumenau, estado de Santa Catarina
analisaram 20 amostras de queijo colonial preparadas com tecnologia desconhecida, adquiridas
em feiras de comercializagdo de produtos coloniais. Foi detectado a presen¢a de E. coli em 4
amostras (20%) de queijo colonial analisadas.

Garcia - Cruz et al, em 1994 na cidade de S3o José do Rio Preto, Sdo Paulo
pesquisaram 11 amostras de queijo Minas Frescal de producdo artesanal e isolaram a bactéria
E. coli em 9 amostras (81,8%) de queijo analisadas.

Calpe, em 1996 na Espanha pesquisou 23 amostras de queijo fresco. Dessas amostras,
20 (86,8%) ultrapassaram os valores estabelecidos pelas normas em relagdo ao nimero de
microrganismos permitidos, distribuidos da seguinte forma: 11 amostras (47,8%) com
enterobactérias, 7 amostras (30,4%) com enterobactérias e E. coli, 1 amostra (4,3%) com
enterobactérias e Staphylococcus aureus e 1 amostra (4,3%) com Listeria spp.

Quinto e Cepeda, em 1997 na Espanha analisaram 73 amostras de queijo produzidos
com leite pasteurizado e 221 amostras de queijo provenientes de leite cru. Observaram uma
frequéncia de 0,4% (1 amostra) de E. coli enterotoxigénica e 0,4% (1 amostra) de “Shiga -
toxin- producing”E. coli em queijo produzido com leite cru e frequéncia nula em queijo

produzido com leite pasteurizado.
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Ansay e Kaspar, em 1997 nos Estados Unidos verificaram a qualidade microbiologica
de 69 amostras de queijo mole e semi-duro. Detectaram a presenga de E. coli em 24 amostras
(35%) de quetjos moles e semi-duros tendo resultado negativo para a E. coli do sorotipo
O157:H7.

Em nossos trabalhos, a bactéria E. coli foi detectada em 20 amostras (24,7%) de
queijos das 81 amostras analisadas. Os nossos resultados sio similares aos descritos na
literatura (GLATZ e BRUDVIG, 1980, TAVARES ¢ GARCIA,1993 ¢ ANSAY ¢ KASPAR,
1997). Obtivemos frequéncia nula para E. coli enterotoxigénica e “Shiga - toxin- producing”E.
coli sendo semelhante aos resultados apresentados por Quinto e Cepeda, 1997.

Os poucos trabalhos disponiveis no Brasil indicam baixa freqiiéncia de E. coli produtora
de citotoxinas Stx em diarréia humana e em alimentos (GIRALDI ez al., 1990; SILVA et al.,
1983).

Allmann et al., em 1995 na Suiga analisaram 54 amostras de leite cra e 36 produtos de
laticinios derivados de leite cru, totalizando 90 amostras de produtos lacteos. O microrganismo
E. coli foi detectado através do PCR em 41 amostras (46%). Dessas 41 amostras, 11 amostras
(27%) foram positivas para E. coli produtora da enterotoxina LT-I e 11 amostras (27%) foram
positivas para E. coli produtora da enterotoxina ST-I. Dessas 22 amostras positivas, 4 amostras
foram positivas para ambas toxinas. Através do PCR, também foram detectados o
microrganismo Listeria monocytogenes em 12 amostras (13%) e o microrganismo
Campylobacter jejuni ou C. coli em 6 amostras (7%). Nesse trabalho, esses pesquisadores
também fizeram a anélise microbiolégica desses alimentos, utilizando a técnica dos meios de
cultura especificos para cada microrganismo citado, comparando assim, a performance de cada
metodo. Através da técnica dos meios de cultura o microrganismo E. coli foi detectado em 21
amostras das 90 amostras analisadas, enquanto que por PCR foi detectado em 41 amostras, a
Listeria monocytogenes néo foi analisada através desse método, os microrganismos C. jejuni €
C. coli foram detectados em uma amostra de queijo.

Allmann et al, 1995 chegaram a conclusio de que a andlise de alimentos através do
PCR além de ser rapida e versatil ¢ mais especifica que as técnicas que utilizam meios de

cultura. Considerando o aumento na importancia de doengas infecciosas, 0 PCR tem sido
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considerado como o mais vantajoso no que tange a detecgdo de microrganismos

potencialmente patogénicos aos consumidores.

Durante o processamento de alguns alimentos, os microrganismos presentes sofrem
varios estresses quimicos (acido organicos ou inorganicos, detergentes, sanitizantes,
conservantes) ou fisicos (baixa temperatura, calor, secagem, irradia¢do) podendo causar a
morte (letal ou injiria irreversivel), ou a injuria (morte subletal ou injaria reversivel) (RAY,
1993). Celulas injuriadas sdo células que apresentam muitas estruturas e fungdes afetadas tais
como lesdo na parede celular, membrana citoplasmatica, ribossomos, DNA e muitas enzimas
(RAY, 1993). Assim, para haver a recuperagio das células que encontram-se no estado de
injuria reversivel, € preciso escolher um método eficiente para que essas células recuperem suas
fungdes e estruturas afetadas e comecem a se multiplicar para serem entdo detectadas. As
células patogénicas injuriadas podem n3o ser detectadas pelos métodos que utilizam meios de
cultura mas a injuria celular pode ser recuperada, havendo a multiplica¢do do microrganismo no
alimento, causando um risco para a saude publica (RAY, 1993).

A utilizagdo de meios de cultura para detecgido de microrganismos patogénicos pode ser
deficiente quando a quantidade de microrganismo presente € elevada. Frank e Marth, 1978
relataram a auséncia de E. coli patogénica em amostras de queijo mole e semi-duro, devido a
grande quantidade de coliforme presente nas amostras. Esses autores sugerem que E. coli
patogénica pode estar presente como uma pequena fragdo da populagdo de coliforme, e poderia
ter sido mascarada por esses microrganismos. Essa observagdo também foi citada por Neaves
et al ;1994

O fato de termos obtidos resultados negativos para E. coli patogénica ndo garantem a
seguranga dos alimentos pelas seguintes razoes:

e 0 subcultivo “in vitro” das amostras de E. coli isoladas poderia causar a perda dos genes das
toxinas citadas uma vez que estes estdo localizados em plasmidio;

e amostras de E. coli patogénicas poderiam ter estado presentes como uma pequena fragdo da
populagio de E. coli em uma amostra de alimento particular, e poderiam ter sido
mascaradas por outros microrganismos;

e que essas amostras de E. coli isoladas podem fazer parte de outro grupo patogénico de

Escherichia coli,



e que outros fatores de viruléncia ndo analisados nesse trabalho podem estar presentes.

Em relagdo aos dois ultimos itens mencionados acima podemos citar Escherichia coli
como uma importante causa de mastite na espécie bovina. Foi a causa mais comum em 45.000
casos de mastite em 378 fémeas bovinas no Reino Unido (SUSSMAN, 1997). Ndo tem sido
possivel distinguir amostras de E. coli que causam mastite das amostras da flora normal do
trato gastrintestinal desses animais. Entre as 179 amostras de E. coli isoladas de bovinos com
mastite, foram demonstrados 67 sorogrupos diferentes (SUSSMAN, 1997). Em relagdo aos
fatores de viruléncia, a endotoxina € considerada de grande importincia na resposta
inflamatoria € na toxemia que caracteriza a forma aguda dessa doen¢a. Um segundo fator de
viruléncia € a produgdo de toxinas citotoxicas, e tém sido associadas a necrose da camada
superficial dos mamilos e seios lactiferos. £. coli produtora das toxinas “Cytotoxic Necrotising
Factor” (CNF) tem sido isolada de casos de mastite bovina (SUSSMAN, 1997).

A pesquisa de E. coli associada a mastite ndo foi o objetivo deste trabalho, entretanto, a
a presenca de E. coli produtora de CNF poderia supor que o estado de saude do gado leiteiro
ndo era satisfatorio para a ordenha, o que sinaliza que novas pesquisas devem ser realizadas

buscando verificar esta associagio.
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VI - CONCLUSOES

1) A frequéncia de 31,4% de E. coli em leite pasteurizado indica que pode ter ocorrido
contaminacdo apds a pasteurizagdo ou que a pasteurizagdo foi deficiente, uma vez que esse

microrganismo € sensivel a pasteurizagio.

2) O isolamento de E. coli em manteiga (6,2%) e em queijo (24,7%), sugere que as condigdes
de higiene do ambiente, utensilios e pessoal durante a produgdo desses produtos foram
inadequadas ou que a matéria - prima ja estava contaminada devido aos fatores apresentados no

item anterior.

3) Os resultados obtidos demonstram que, apesar da legislagdo e da fiscaliza¢do, a linha de
produgdo dos produtos de laticinios necessitam de praticas sanitarias mais eficientes, para

eliminar as possiveis vias de transmiss3o.
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ABSTRACT

The fecal coliform group is restricted to organisms that grow in the gastrointestinal
tract of humans and warm-blooded animals. It includes members of at lest three genera:
Escherichia, Klebsiella, and Enterobacter. E. coli is considered as an index of fecal pollution.
Therefore the presence of this microrganism in food indicates that food has been drawn under
unsatisfactory hygienic conditions.

The purpose of this study was to research the presence two groups of diarrheal E. coli:
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) and Shiga-toxin-producing E. coli (STEC) from dairy
produsts.

The dairy products (pasteurized milk, butter and cheese) were collected from Monte
Mor, Campinas e Braganga Paulista. A total of 105 samples of pasteurized milk types “A”, “B”
e “C” were analysed. Thirty and three (31,4%) of these samples contained E. coli. Five (6,2%)
of 81 samples of butter tested positive for E. coli. Twenty (25%) of 81 samples of cheese
examined were positive for E. coli. The presence of E. coli in dairy products may be due
inadequate pasteurization, because the adequate pasteurization kill this microrganism, ou
postprocess contamination.

This survey demonstrates that dairy products require that sanitation practices be

carefully monitored and improved to eliminate routes of contamination.
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