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RESUMO

AMANCIO, Glaucia Celeste de Souza. Avaliagio de Métodos Tradicionais e
Otimizagdo da Técnica de PCR multiplex para Deteccio de
Escherichia coli O157:H7 - Lavras: UFLA, 85p., 2002 (Dissertagio -
Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).

Na década de 90, apos ter sido esclarecida a participagao de alimentos no
processo de transmissdo de Escherichia coli enterohemorragica, mais
especificamente E.coli O157:H7, estudos sobre o microrganismo vém sendo
amplamente realizados. No Brasil, até o presente momento, muito embora ja
evidenciada em fezes de gado bovino e suino, nao se dispde de registro da
contaminagdo natural deste patégeno em alimentos. Considerando-se a
necessidade de um maior entendimento da ecologia do microrganismo e
levando-se em conta as reais dificuldades observadas em sua detecgio esta
pesquisa foi levada a efeito. Adotaram-se assim, substratos de origem bovina,
amostras fornecidas pelo CEDAF-UFV, Florestal, MG - leite  in natura e came
assepticamente moida em laboratorio - e amostras coletadas no comércio de
Belo Horizonte, MG - leite pasteurizado tipo C e came moida, que, em uma
primeira etapa, foram avaliados sob o ponto de vista microbiolégico.
Paralelamente, realizou-se, de acordo com Ensaio Piloto, inoculagdo artificial
destes substratos com cepa padrio de E.coli O157:H7 na concentragdo de
10°UFC/g. Para tal, dois distintos Protocolos voltados & metodologia analitica .
tradicional, com uso ou nio de pré-enriquecimento em Agua Peptonada
Tamponada, APT, foram executados. Em uma segunda etapa, seguindo
procedimento especifico, fezes de fémeas bovinas sadias e em fase de lactagdo
foram pesquisadas quanto & contaminagdo natural do microrganismo. Em
seguida, a terceira etapa consistiu, por sua vez, na aplicagao do melhor Protocolo
anteriormente revelado. Para tanto, leite in natura - daquelas fémeas bovinas
estudadas na primeira etapa e porventura positivadas com o microrganismo em
suas fezes — e amostras de came bovina moida destinadas ‘a0 preparo industrial
de hamburguer e fornecidas por uma Industria de Produtos Cameos localizada
no municipio de Contagem, MG, foram pesquisadas. Finalmente, em uma quarta
e ultima etapa, apds otimizagao da técnica de PCR multiplex, Reagao Muiltipla
de Polimerase em Cadeia, usando simultaneamente quatro pares de iniciadores
especificos — VT, eaeA, EHEC-hly e O157 - para distintas regides gendmicas
da cepa padrio de E.coli O157:H7, esta foi aplicada ao estudo de todas as
amostras alimenticias e material fecal envolvidos nas trés etapas anteriormente
descritas. Os resultados obtidos revelaram auséncia de E.coli O157:H7 enquanto



contaminante natural dos substratos alimenticios de origem bovina

artificialmente inoculados. Por intermédio deste Ensaio Piloto ficou
demonstrada a eficiéncia dos métodos tradicionais e da técnica de PCR  multiplex
na recuperagdo e detecgio do microrganismo artificialmente inoculado, muito

embora todas as 60 amostras de alimentos e material fecal de origem bovina

pesquisados tenham se mostrado negativas quanto & contaminagao natural com o

patégeno em questdo. Chama-se a ateng@o para o elevado grau de sensibilidade,

rapidez e especificidade da técnica de PCR multiplex neste experimento,
otimizada com uma temperatura de anelamento de 56°C e com a concentragao
de 25pmol de cada iniciador molecular para a deteccdo da cepa padrao de

E.coli O157:H7 entdo empregada neste experimento.’

Comité de Orientagio: Profa. Dra. Maria Licia Pereira ~ FUNED (Orientadora),
Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Co-orientadora), Dra. Leila Saddi
Ortega — FUNED (Colaboradora)
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ABSTRACT

AMANCIO, Glaucia Celeste de Souza. Evaluation of Traditional Methods
and Optimization of Multiplex PCR Technique for Detection of
Escherichia coli 0157:H7 — Lavras: UFLA, 85p., 2002.

Since the 90°s, after being proved the role of food in the transmittion
process of enterohemorrhagic Escherichia coli, specifically the E. coli O157:H7,
there has been many research on this microorganism. In Brazil, although it has
been found in livestock excreta, both from cattle and from hogs, there hasn’t
been, up to now, any register of natural contamination in food. Since it is
difficult to detect its presence, there has been a real necessity 1o understand the
ecology of this microorganism, and that is the aim of the present study. The
analyzing data consisted of cattle substratum - raw milk and aseptically
laboratory ground beef samples which were provided by CEDAF — UFV, in the
city of Florestal, MG and samples picked out in regular stores in the city of Belo
Horizonte, MG — pasteurized type C milk and ground beef. In the first phase of
the research the samples under went a microbiological analysis. Meanwhile,
according to the Pilot Study used, the entire substratum was artificially
inoculated with a standard E. coli O157:H7 core in a concentration of
10> UFC/g. To do so, two distinct Protocols from the traditional analytic
methodology with or without pre-enrichment in Buffered Peptone Water, BPW,
were executed. The second phase consisted of a specific analysis to detect
natural contamination from the microorganism in the excretions cows during the
lactation period. The third one consisted in the usage of the best Protocol used so
far. To do so, raw milk from the cows analyzed in the first phase which were
positively tested with the microorganism in their excretions and ground beef
aimed at the hamburger industry which was provided by an meat products
industry located in the city of Contagem, MG were tested. Finally the fourth
phase, which was done afier the Polymerize Chain Multiple Reaction, multiplex
PCR, there was simultaneously used four pairs of specific indicators — Vi,
eaeA, EHEC- hly and 0157 - to distinct genomic regions in the standard core of
E. coli O157:H7. This technique was applied in all food samples and excreta
matter used in the three previous phases. The results showed absence of
E. coli O157:H7 as a natural contaminator from cattle food substratum
artificially inoculated. Through this Pilot Study there has been proved the
efficiency of the traditional methods as well as the multiplex PCR technique in
restoring and detecting artificially inoculated microorganisms, even though all
60 cattle originated food samples and excreta matter had shown negative to

i



natural contamination through the photogene in focus. 1t is relevant to emphasize
the high degree of sensibility, speed and specification of the multiplex PCR
technique which was used in this experiment, optimized by an annealing
temperature of 56°C in a concentration of 25pmol in each molecule initiator to
detect the E. coli O157:H7 standard core.’

Guidance Commitee: Profa. Dra. Maria Lucia Pereira — FUNED (Adviser),
Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA, Dra. Leila Saddi Ortega -
FUNED.
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1 INTRODUCAO

A alteracio dos hébitos alimentares, a introdugdo da cadeia de frios no
mercado e a diversificagdo do acesso de produtos alimenticios a outras areas
geogréficas tém contribuido de maneira significativa para o aumento da difusio
de doengas de origem alimentar.

Tanto na América como em outros continentes, tal situagdo acabou por
trazer a evidéncia bactérias atualmente designadas como emergentes,
podendo-se destacar a Escherichia coli enterchemorragica, EHEC, mais
especificamente E.coli O157:H7.

Em 1975, nos Estados Unidos, E.coli enterohemorragica foi pela
primeira vez isolada a partir de material fecal de paciente hospitalizado.
Somente na década de 80 pesquisas intensas foram realizadas e o
microrganismo, desde entdo, passou a ser referenciado como agente
causal de patologia que pode apresentar até trés quadros clinicos distintos.

O primeiro quadro constitui o processo severo e subito de colite
hemorragica, HC; o segundo, designado por Sindrome Hemolitica Urémica,
HUS, é caracterizado por forte acometimento renal e o terceiro e tltimo,
denominado Purpura Trombocitopénico Trombética, 77TP, atinge com rigor o
sistema nervoso central.

Estes trés quadros clinicos, ora descritos de maneira sumaria e cuja
evolugdo estd na dependéncia de varios fatores, entre eles, idade e resisténcia
imunologica do paciente, pode atingir significativo indice de mortalidade.

O dominio da extensdo desta patogenicidade e o reconhecimento de
EHEC como responsavel pela sua génese so veio a ocorrer em meados dos
anos 80, quando a bactéria foi associada a um surto ocorrido nos Estados de
Oregon e Michigan, EUA.



Somente dez anos mais tarde, em 1992, apos vultuoso episédio que
envolveu 600 pessoas e resultou na morte de quatro criangas devido ao consumo
de hambirguer, tomou-se finalmente esclarecido que a transmissao de
E.coli O157:H7 pode vir a ocorrer através da ingestdo de agua e alimentos
contaminados.

Podem ser destacados produtos de origem animal, sobretudo aqueles de
procedéncia bovina, em primazia, a came moida para hamburguer e o leite cru.
Em menor escala podem ainda ser citados d4gua para consumo e recreagéo;
batata; brotos de alfafa e rabanete; hortalicas de folhas; maionese; salame; e
ainda suco de maga néo pasteurizado.

No que tange a presenga do microrganismo em animais, estudos ja o
revelaram em fezes de gado bovino, inclusive naquele cujo leite foi associado a
casos de HUS, confirmando-se esses como reservatério da bactéria.

No Brasil, em 1985 e 1993, estudos demonstraram o isolamento desta
enteral em fezes de suinos e bovinos, respectivamente. Contudo, até o presente
momento, ndo existe sequer uma notificagdo da ocorréncia de surto no pais.

Somados a esta realidade, relatos da detecgdo natural desta bactéria
inexistem para diferentes produtos alimenticios, o que se confirma igualmente
em pesquisas fora do Brasil.

Mesmo considerando que a infecgdo ocasionada por E.coli O157:H7
tenha sido epidemiologicamente ligada, em sua grande maioria, a0 consumo de
camne bovina moida é de muito baixa freqiiéncia, cerca de 2,17%, o isolamento
do microrganismo neste produto cimeo.

As dificuldades observadas para a deteccdo e isolamento de
E.coli 0157:H7 - inclusive em estudos envolvendo inoculagio artificial ~ tém
levado pesquisadores a constantes inovagdes dos protocolos da metodologia
analitica tradicional, observando-se, com fregiiéncia, a recomendagio de

técnicas auxiliares ou que se complementam.



Buscando um maior entendimento da ecologia do microrganismo e o
possivel estabelecimento de seu papel em doengas transmitidas por alimentos, o
presente projeto foi delineado em quatro etapas.

A primeira etapa ou Ensaio Piloto consistiu da avaliagio de dois
Protocolos da metodologia analitica tradicional, através dos quais, por
intermédio de inoculagdo artificial, foram estudados os seguintes substratos de
origem bovina: leite in nawra e came coletados no CEDAF-UFV, Florestal,
MG, leite pasteurizado tipo C e camne coletados em Belo Horizonte, MG.

Em uma segunda etapa, amostras de material fecal de fémeas bovinas,
procedentes do CEDAF-UFV, foram avaliadas quanto 3 presenga natural de
E.coli O157T:H7.

Na terceira etapa, leite in natura - daqueles animais positivados com
E.coli O157:H7 em suas fezes na segunda etapa - e camne bovina moida para
hambirguer procedente de uma Industria de Produtos Cameos localizada em
Contagem, MG, foram analisadas.

De maneira similar, amostras, tanto aquelas utilizadas na primeira como
na segunda e terceira etapas, foram também pesquisadas por intermédio da
técnica de PCR multiplex, técnica esta previamente otimizada para os fins deste

experimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Algumas consideragdes sobre E.coli e a familia Enterobacteriaceae -
taxonomia, habitat, comportamento bioquimico e patogenicidade

Escherichia coli, atualmente catalogada como pertencente ao Grupo 35,
subgrupo 1, caracteriza o 9° género da familia Enterobacteriaceae
(Holt et al., 1994), tendo sido descrita pela primeira vez pelo pesquisador
Teodor Escherich, em 1885.

Trata-se de bactéria predominante na microbiota intestinal do homem e
demais animais de sangue quente e que, em fungéo disso, dada a especificidade
de seu nicho e tempo de sobrevida exclusivo no trato intestinal, vem sendo
utilizada como microrganismo indicador em estudos de contaminagéo fecal em
4gua, desde 1892, e em alimentos (ICMSF, 1983).

Como indicador higiénico-sanitario, juntamente com os géneros
Enterobacter, Klebsiella, Hafnia e Citrobacter, E.coli esta apta a informar sobre
as condigdes microbiolégicas dos alimentos, abrangendo desde a matéria-prima,
fases de processamento e produto acabado, bem como ¢é também capaz de
indicar nestes a possivel presenca de patogenos (ICMSF, 1983).

A familia Enterobacteriaceae ¢é constituida por bastonetes Gram
negativos, ndo esporogénicos, moveis ou iméveis e anaerdbios facultativos.
Fermentam glicose e outros carboidratos, produzindo écido pirivico, que ¢
convertido em &cido latico, acético ou formico, para produgéo de CO; e Hz. A
Jactose é fermentada pela maioria das cepas. Reduzem nitrato a nitrito e sdo
oxidase negativos. Produzem usualmente o indol; apresentam reacéo negativa
para acetil-metil-carbinol e posifiva para vermelho de melila; ndo utilizam o

citrato como unica fonte de carbono. Sdo produtores de catalase e lipase;



hidrolisam a uréia; n3o possuem habilidade de converter o H,S
(Holt et al., 1994).

Distribuem-se a partir das fezes, habitat especifico e,ou, primario, e
através do solo, sendo veiculados pela 4gua até vegetais, frutas e hortaligas.

Constituindo E.coli a espécie predominante entre os anaerdbios
facultativos da microbiota intestinal, desempenha importante papel na
manutengao fisiologica deste drgio.

Entretanto, existe expressivo niimero de cepas patogénicas que causam
distintas sindromes diaméicas, as quais integram as principais categorias e
contemplam diferentes fatores de viruléncia; diversas interagdes com a mucosa
intestinal; sintomatologia e epidemiologia distintas, e, finalmente, variadas
respostas antigénicas (Levine, 1987). As principais categorias, incluem E.coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroinvasiva
(EIEC), E.coli enterohemorragica (EHEC ou VTEC), E.coli enteroagregativa -
(EaggEC) e E.coli necrosante (NTEC), de acordo com Levine {1987) e
Giugliano et al. (1995a, b).

2.2 E.coli enterohemorrigica (EHEC)
2.2.1 Comportamento bioquimico e sorolégico

Este microrganismo apresenta caracteristicas bioquimicas especificas
que o personalizam, distinguindo-o, para efeito de pesquisa, tanto em material
clinico como a partir de alimentos, de outras E. coli . Isto pode ser representado
por sua incdpacidade de utilizar o sorbitol e ramnose dentro de um periodo
minimo de 24 horas e de hidrolisar o substrato 4-metil-umbeliferil-B-D-
glucuronideo (MUG), responsavel pela produgio de fluorescéncia na presenga
de luz ultravioleta a 366 nm, uma vez nio possuidora da enzima constitutiva
B-D-glucuronidase. E capaz de descarboxilar a lisina e omitina e ainda de

fermentar a rafinose e o dulcitol (Chapman,1995a; Doyle & Schoeni, 1987).



No que conceme ao comportamento  sorologico,  E.coli
enterohemorragica, a exemplo de outras enterais, € identificada através de
antissoros preparados contra as duas variedades de antigenos que podem estar
presentes: O, antigeno somatico, € H, antigeno flagelar. Desta maneira, até o
presente momento, EHEC apresenta 38 sorovars catalogados, sendo O26:H11 e
0157:H7 aqueles mais citados, sobretudo este dltimo, agente etiologico da
grande maioria de surtos (O’Brien et al., 1983; Samadpour et al.,, 1994;
Heuvelink et al., 1997).

2.2.2 Condicdes de crescimento

E.coli O157:H7 desenvolve-se rapidamente em faixa de temperatura
situada entre 30 a 42 °C, mas distintamente de outras E.coli, é dificil ou
impossivel seu isolamento & temperatura 44-45,5 °C, aquela oficialmente
recomendada para a pesquisa de coliformes fecais em égua e alimentos (Doyle
& Schoeni, 1987), embora estudos realizados por Palumbo et al. (1995) tenham
evidenciado o crescimento e produgio de toxinas por algumas linhagens, em
temperaturas que variavam de 10 a 49° C.

Segundo Doyle & Schoeni (1987), através de estudos experimentais em
carne moida, foi verificado que este microrganismo, ¢ mais sensivel ao calor que
Salmonella, apresentando valor D de 57,2; 60,0; 62,8 e 64,3 °Cem 70,45,24 ¢
9,6 segundos, respectivamente. Porém, sobrevive bem em temperaturas de
congelamento, 0 que se constatou em hambirgueres estocados a -20 °C, durante
9 meses, nao se observando redugao significativa em sua contagem.

De acordo com pesquisas, E.coli O157:H7 apresenta habilidade para se
desenvolver em baixas condi¢des de pH, em tomo de 3,4, o que a diferencia de

outros patogenos (Doyle, 1989).



2.3 Aspectos epidemiolégicos
2.3.1 Dose minima infectante

A dose infectiva necessdria para provocar os sintomas permanece
obscura, mas, de acordo com dados catalogados em diferentes episodios, esta se
encontra situada na faixa de 10 a 10" células/g ou mL do alimento consumido
(CDC, 1993; Lior, 1994).

2.3.2 Mecanismo de patogenicidade, fatores de viruléncia e sua codificacdo
genética
Até o presente momento, o que igualmente ocorre para outras E.coli

patogénicas, EHEC ndo teve seu mecanismo de patogenicidade totalmente
elucidado. Sabe-se, todavia, que este deve se encontrar vinculado a dois fatores:
capacidade de aderéncia as células do hospedeiro e habilidade de produzir
toxinas, que se responsabilizam pela implantagdo da infecgio propriamente dita
(Doyle & Schoeni, 1987).

EHEC ou VTEC tem sido relatada por apresentar fatores de viruléncia
associados a produgdo de citotoxinas denominadas, inicialmente de
verocitotoxinas - Vi, Vt; € Vi3 - por produzirem efeito citopatico in vitro, em
células de linhagem Vero, e posteriormente de Shiga-like toxins - Stx;, Stx; e
Stx;, nova designagéo proposta por O’Brien et al.(1983).

Em pesquisa conduzida por estes iltimos autores, foi constatada a
possibilidade de neutralizagdo de sobrenadantes de culturas de E.coli O157:H7
com soros produzidos contra a toxina de Shigella dysenteriae tipo 1, revelando,
de acordo com ensaios de imunodifusdo de Ouchteriony, similaridadé tanto no
comportamento imunolégico como de estrutura quimica e, desta forma,
afiancando o carater de indistinguibilidade destas.

A Six; foi purificada por Noda et al. (1985) (apud Doyle, 1989),
tratando-se de proteina constituida por uma subunidade A, de peso molecular

situado entre 29 a 31 KDa, e outra subunidade B, com peso molecular entre



5 a 6 KDa, esta lltima responsavel pela aderéncia da toxina a receplores
glicolipidicos especificos, denominados globotriaosilceramideo, GB; - presentes
na superficie de células eucariotas, sendo encontrados em altas concentragdes
em células renais, intestinais € do sistema nervoso central (Nataro & Kaper,
1998).

Por sua vez, a purificagio de Six; realizada por Padhye et al.(1994)
revelou ser esta também constituida por duas subunidades de mesmo peso
molecular, diferenciando-se da Stx; apenas em decorréncia da incapacidade de
sua neutralizagdo com antissoro contra a Shiga toxina.

Entretanto, distintamente, a estrutura molecular de Stx, pode apresentar
variantes na subunidade B, o que permitiu novas designagdes, dentre elas Six2c,
Six2v e Stx2e, além do fato de esta ultima variante ligar-se a outro receptor
diferente do GB,

Cepas de E.coli 0157:H7 podem apresentar apenas Stx;, Stx; ou ambas
e, a0 que parece, segundo estudos realizados em culturas de tecido renal, a  Stx;
¢é mais potente no que diz respeito 4 indugdo de citotoxicidade.

Apesar de serem mais comuns linhagens produtoras de Six; e Stx;, uma
terceira toxina - Six; - foi também purificada (Padhye et al., 1994). Esta Stx;, a
semelhanca de Stx;, ndo se neutraliza com antissoro contra a Shiga toxina e, ao
contrario da Stx; que esta associada a célula, estd presente principalmente em
filtrados de cultura.

Os efeitos dessas toxinas em tecido renal humano, de acordo com
estudos realizados in vitro, caracterizam intumescimento das células
glomerulares devido & deposigdo de plaquetas e fibrinas, sugerindo causar o
estreitamento da lamina capilar com ocasionamento da diminuicdo do filtrado
glomerular, responsavel, presumidamente, pela faléncia renal aguda tipica da
HUS (Nataro & Kaper, 1998).



Outra caracteristica de patogenicidade, possivelmente associada as
fimbrias, consiste da capacidade de adesdo as células intestinais. Este processo é
codificado pelo plasmideo 60-MDa, que in vitro foi responsabilizado pela
adesdo a células intestinais He-La (Karch et al., 1996). Apéds a adesio, 'segue-se
a formacao de lesdes do tipo artaching and effacing - lesio AE - sobre a lamina
propria das microvilosidades intestinais, com conseqiientes alteragdes no
citoesqueleto celular. Ainda no citoesqueleto, ocorre o acimulo de filamentos de
actina e a formagdo de uma estrutura em forma de pedestal, o que gera
desequilibrio na absorcao e secregao de fluidos (McDaniel et al.,1995).

Além disso, cepas de E.coli produtoras de Shiga-toxinas apresentam
hemolisina, a qual, em se tratando do sorogrupo 0157, esta associada ao mesmo
plasmideo 60-MDa, estando vinculada & patogénese da sindrome hemolitica

urémica, HUS, embora esta correlagio ndo se encontre inteiramente confirmada

(Nataro & Kaper, 1998).

2.3.3 Transmisséo: papel dos alimentos e reservatério animal

E.coli enterohemorragica foi, em 1975, nos Estados Unidos, pela
primeira vez isolada a partir de fezes de paciente que apresentava quadro clinico
com diarréia sangiiinolenta (Su & Brant, 1995).

Seu reconhecimento como patégeno de origem alimentar ocorreu,
contudo, no inicio dos anos 80, quando foi associada a um surto ocorrido nos
estados de Oregon e Michigan, EUA.

Porém, somente dez anos mais tarde, sua importincia foi assomada, apos
um surto que envolveu 600 pessoas e ocasionou a morte de quatro criangas,
igualmente devido ao consumo de hambirguer, em uma rede de fasi-food
(Bell et al., 1994).

Dessa maneira, tomou-se evidente que a transmissio de EHEC ocorre

através da ingestdo de alimentos contaminados, por exceléncia a carne bovina



moida, embora existam outros relalos que aventam a possibilidade de a
transmissao ocorrer por intermédio do contalo pessoa-a-pessoa, em ambientes
circunscritos, como em instituicdes ou em residéncias, ou ainda pelo contato
direto do manipulador de alimentos com animal infectado ou suas fezes (Nataro
& Kaper, 1998; Chapman, 1995a).

Apesar da evidéncia de surtos e casos de HC e HUS a transmissao por
E.coli O157:H7 estivesse epidemiologicamente ligada ao consumo, sobretudo de
camne bovina moida, observa-se freqiiéncia muito baixa, cerca de 2,17% de seu
isolamento, conforme pesquisas aleatérias que buscam o microrganismo em
substrato carneo (Doyle, 1989).

De qualquer modo, ¢ reconhecida a importancia maior dos alimentos de
origem animal, sobremaneira aqueles de procedéncia bovina, destacando-se
camne moida para hamburguer, carne pré-cozida, rosbife, leite cru e iogurte;
além de outras carnes de diferentes origens, como cameiro, porco e aves.

Outros alimentos, embora em menor escala, ja foram relatados como de
importancia na transmissdo da doenga como € o caso de dgua para consumo e
recreagio; batata; brotos de alfafa e rabanete; hortaligas; maionese; salame e
suco de magd nio-pasteurizado (Morgan et al., 1988; Swerdlow et al., 1992;
Weagant et al., 1994; CDC, 1995; Ackers et al., 1996).

No que tange a presenga do microrganismo em animais, estudos ja
revelaram a presenga de E.coli O157:H7 em fezes de gado bovino com uma a
trés semanas de idade. Foi também identificado em gado bovino cujo leite foi
associado a casos de HUS, confirmando-se, assim, esse animal como seu
reservatorio.

Quanto as aves, de acordo com o reportado por Beery et al. (1985, apud
Doyle, 1989), foi observada a colonizagéo do ceco de frangos com conseqiiente

eliminacio do microrganismo através de suas fezes, 0 que se constatou no
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decorrer de varios meses, embora n3o existam relatos da presen¢a de EHEC em
seus subprodutos (Smith et al., 1991) .

Ja para suinos e ovinos, embora com presenga confirmada, cepas de
E.coli O157 isoladas a partir de fezes dos animais em questdo nao se
apresentaram com as mesmas caracteristicas de patogenicidade daquelas
isoladas em seus derivados e a partir de pacientes humanos com HC e,ou, HUS
(Lingood & Thompson, 1987; Gannon et al., 1988; Doyle, 1989).

Na América Latina, principalmente Argentina, Venezuela e Brasil,
tem-se buscado, através de analises experimentais, a caracterizagdo de vinculo
epidemiolégico entre homem, gado e alimentos, bem como metodologias por
meio das quais se obtenham melhores resultados para recuperagao e isolamento
do microrganismo em questao.

No Brasil, o primeiro estudo voltado ao isolamento de E.coli
enterohemorragica ocorreu em 1985, a partir de amostras fecais de suinos,
realizado por Gatti et al (1985). Posteriormente, em 1993, conforme relatos de
Barreiros et al., outra detecgdo foi levada a efeito, desta vez em fezes de gado
bovino.

Segundo Cerqueira et al. (1998), estudos com fins epidemiologicos
foram conduzidos utilizando carne moida e fezes de origem bovina e humana.

No que diz respeito a alimentos, ainda no Brasil, pesquisas confirmaram
a possibilidade de crescimento e sobrevivéncia de EHEC em diferentes
condi¢des de cultivo, tanto em came bovina como em leite cru, porém estas
pesquisas foram moduladas de acordo com critérios baseados em inoculagao
experimental para avaliagdo de melodologias analiticas (Marques, 1997,
Manahani & Serrano, 1998; Marques & Landgraf, 1998; Franco & Landgraf,
1999; Manhani, 2000).

Por outro lado, estudos efetuados em amostras de queijo tipo Minas

mantido em condigdes de baixa temperatura nao demonstraram, ao longode 16
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meses, resposta positiva de forma a se confirmar contaminagdo natural por
E.coli O157:H7 (Pereira et al., 1999); assim como amostras de produtos carneos
de ambiente industrial ou adquiridas no mercado (Marques, 1997;

Silva et al.,1998; Viegas & Bechtel, 1999).

2.3.4 A doenca, seus sintomas e perfil dos acometidos

A doenga transmitida por E.coli O157:H7 é caracterizada por até trés
processos distintos. O primeiro é constituido por um quadro severo e siibito de
colite hemorragica, comumente designada como HC. Esta colite, segundo
Pai et al. (1984) e Riley et al. (1983), se expressa por cdimbras e dores
abdominais intensas - mais fortes que as dores de apendicite — € tdo intensas que
podem ser equiparadas aquelas vivenciadas por ocasido do parto. Esta colite
hemorragica, é acompanhada, no decorrer de 24 horas, por diarréia aquosa, que
posteriormente se transforma em enorme sangramento, em que nao mais se
evidencia qualquer sinal de fezes.

Sintomas eméticos podem ocorrer € nao se observa ou ocorre raramente
estado febril. O periodo de incubagio ocorre entre trés e quatro dias e o tempo
de duracdo desta colite ¢ de dois a nove dias (Riley et al., 1983; Pudden, 1985
apud Doyle, 1989).

A HC acomete pessoas de qualquer faixa etdria. Em se tratando de
individuos sadios, esses se recuperam no periodo de quatro a dez dias, o que
niao se constata para idosos, criangas menores de cinco anos, individuos
imunodeprimidos, como aidéticos, deficientes e transplantados renais
(Weagant et al., 1994).

Em pacientes enquadrados como pertencentes ao grupo de risco - cerca
de 10% menores de dez anos - ao redor do sétimo dia do aparecimento dos

primeiros sintomas, circunscritos 8 HC, estes podem vir a evoluir para um
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grave acometimento renal, denominado Sindrome Hemolitica Urémica, HUS,
que personaliza o segundo estagio da infecgdo por E.coli 01 57:H7.

Esta sindrome apresenta, em casos tipicos, anemia hemolitica
microangiopética, que se manifesta por meio da coagulagio intravascular dos
eritrocitos provocando danos mecdnicos pela compressio gerada pelo
estreitamento anormal da cadeia; trombocitopenia e nefropatia aguda, a qual se
manifesta por completa desordem renal.

Os acometidos experimentam significativa morbidade, tornando-se
necessaria a terapéutica de hemodidlise; podem vir a apresentar danos no
sistema nervoso central, com desmaios ou acessos que levam a coma e até 3
morte (Doyle, 1989).

Segundo Nataro & Kaper (1998), alguns pacientes aparentemente
recuperados desta sindrome, uma vez estabilizados os sintomas clinicos da
infeccdo, podem, por varios anos, desenvolver anormalidades da fungéo renal,
como proteinuria, hipertensdo, redugdo na filtragio glomerular e na
concentragdo de urina, embora pouco se saiba sobre a freqiiéncia real de
infecgdes subclinicas provocadas pelo sorotipo O157:H7 no homem.

Ja a Parpura Trombocitopénico Trombética, TTP, terceira e ultima
possibilidade decorrente da infecgdo, manifesta-se por falhas patologicas e
clinicas semelhantes ao quadro anteriormente descrito, porém nesta o processo
se vé representado pelo acometimento do sistema nervoso central e também por
estado febril.

Apesar de a diarréia ndo ser comumente relatada antes do inicio da TTP,
dores abdominais acompanhadas por severa hemorragia gastrintestinal ocorrem.
Os pacientes desenvolvem, com freqgiiéncia, coagulos de sangue no cérebro,
ocasionando o 6bito na maioria das vezes (Ramsey & Neill, 1986 apud Doyle,
1989).
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Segundo Grandensen et al. e Spika et al. (1986 apud Doyle, 1989)
diarréia n3o sangiiinolenta, cistite hemorragica e balanites também ja foram

atribuidas a E.coli O157:H7 (Doyle, 1989).

2.3.4.1 Sazonalidade

Na América do Norte, as infec¢des por EHEC tém distribuigdo sazonal,
ocorrendo entre 0 verdo € o outono, época em que ¢ comum O consumo de
churrasco, aumentando, desta maneira, a ingestao de carne mal passada. Ja no
Reino Unido, a sazonalidade parece ocorrer mais cedo, entre a primavera e 0
verdo, ressaltando ndo apenas a came como fonte de infeccdo, mas também

frutos e vegetais (Chapman, 19953, b).

2.3.5 Relatos de surtos

Do inicio dos anos 80, quando EHEC foi associada pela primeira vez a
um surto ocorrido nos Estados de Oregon e Michigan, EUA, passou a ser
reconhecido como microrganismo emergente de enfermidades transmissiveis por
alimentos em todo mundo.

Os dados elencados na Tabela | evidenciam a realidade de casos
isolados e surtos, alguns com episodios de maior porte, relacionando-se, no
decorrer de 18 anos, ou seja, no periodo situado entre 1982 e, possivelmente,

2001, local de ocorréncia, nimero de acometidos e alimentos envolvidos.

2.3.6 Medidas de controle .

De acordo com Meng et al.(1994), Wuetrich (1994), USDA (11994) e
Chapman (1995a,b), tendo em vista a possibilidade da contaminac@o atraves de
fezes, é importante a redugdo, sobretudo de portadores animais, que carreiam
E.coli O157:H7.
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TABELA 1 Episddios. com ocorréncia situada entre 1982 a 2001, envolvendo E.coli O157:H7

Local Ano Acometidos Obitos Substrato envolvido Referéncias de autores
, (n° e perfil) (n°)
Michigan e Oregon 1982 47 adultos _ Hambirguer Padye & Doyle (1994)
Toronto 1982 31 idosos _ Hamburguer Karmali (1989)
Ontério 1985 73 adultos 17 Sanduiche de peru, presunto e Carter et al. (1987)
e idosos queijo
Walla-Walla 1986 89 pessoas 02 Carmne moida FDA (1999)
Europa 1987-1991 - 13 Hambirguer e leite Waters et al. (1994)
nao-pasteurizado
Escécia 1990 16 pessoas _ _ Waters ct al. (1004)
Reino Unido 1991 16 adultos _ logurte Morgan at al. (1993
e criangas
cscocia e 1992-1996 381 pessoas 14 Came cozida resfriada, Adak et al. (1997
Vais de Gales vegetais crus, pratos i base de
came moida
Estados Unidos 1992 600 adultos 04 - Bell et al. (1994)
e criangas criangas

Estados Unidos 1993 300 pessoas _ Maionese Weagant et al. (1994)
Estados Unidos 1993 >500 pessoas 0s _ Tarr (1993)
Estados Unidos 1993 3 pessoas _ Hambiirguer CDC (1994)
Washington 1994 23 adultos Salame fatiado Hinkens et al. ( 1996)

“...continua...”
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Nova Jersey 1994 46 adultos _ Hamburguer CDC (1995)
Escécia 1994 >100 pessoas _ Leite Sharmp (1998)
Escécia 1995 292 pessoas 18 Torta de came Ahmed & Conner (1995)
Canada e 1996 45 adultos 01 Suco de maca Glynn et al. (1997)
Estados Unidos
Japdo 1996 9578 pessoas " Hamburguer, saladas, Bettelheim (1997),
“sushi”, sopa, bifes, Fukushima et al. (1997)
figado, intestino de hovinos

Escdcia 1997 410 pessoas 18 Produtos cimeos Reilly & Carter (1997)
Rep. Camardes 1998 237 pessoas 44 Came defumada Genmani et al. (1998)
New York 1999 116 pessoas 02 Agua de recreagio CDC (2000)
Dakota do Norte _ 70 pessoas _ Came assada CDC (199}
Missouri _ >240 pessoas 04 Agua Swerdlow et al. (1992)
Africa do Sul _ - _ Agua Isaacson et al. (1993)
Estados Unidos _ _ o1 Vegetais Cieslak et al. (1993)
Georgia e Tennesse _ 08 pessoas _ Hamburguer CDC (1996)
Estados Unidos _ _ _ Brotos de alface Mermin et al. (1997)
Escécia _ 100 pessoas _ Leite Reilly & Carter (1997)
Escocia _ 410 pessoas 18 Produtos cdrneos Reilly & Carter (1997)
Inglaterra _ 03 pessoas - Leite nio-pasteurizado CDC (1991)

243 pessoas 04 Agua Rice (1993)

L
Nio informado: -



Assim, medidas de controle que envolvam todas as etapas ao longo do
processamento de produtos de origem animal poderiam ser alcancadas através
das recomendagdes que ora se delineam:

- Selecdo do gado leiteiro e de corte, enquanto matéria-prima ou fornecedor

desta; higienizagdo do rebanho e controle de abate, de forma a se evitar a

contaminagdo cruzada decorrente do contato de visceras e conteudo

gastrointestinal dos animais com seus subprodutos.

- Inspecdo das etapas de processamento dos produtos derivados, através da

implantacdo de Programas de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle,

APPCC, de forma a diminuir os riscos de contaminagao por E.coli O157:H7,
além de outros patdgenos.

- Desenvolvimento e atualizagdo de novas tecnologias para eliminagio dessa
bactéria em especial e para preservagio de seus subprodutos de maneira geral.

- Introdugdo de normas de Boas Préticas de Fabricagdo, BPF, tanto para

funcionérios de frigorificos, indistrias de produtos carneos e laticinios como

para consumidores que utilizam estes alimentos.

Com base nos itens anteriormente transcritos, e conforme proposigdes
reportadas por Thayer & Boyd (1993), Meng et al. (1994), Chapman (1995a, b)
e Entani et al. (1997), algumas regras praticas podem ser adotadas de forma a
evitar ou eliminar a contaminagio de alimentos de origem animal por
E.coli O157:H7, muito embora, dada a situagio emergencial do microrganismo,
muitas destas ainda se encontrem em fase de estudo:

- Para o controle da etapa de criagdo do gado, propde-se o uso de
microrganismos saprofitas, que normalmente colonizam os animais; ainda para
competir com esta mesma flora patogénica, pode ser adotada a administragdo de
vacinas utilizando genes de E.coli O157:H7 que codificam a produgio de seus

fatores de colonizagao.
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- Antes do abate, poderia ser recomendada a adogdo de pesquisa de EHEC,

através de métodos rapidos, de maneira a se proceder a segregacao dos animais

contaminados, prevenindo-se, assim, a entrada deste patdgeno na linha de
produgéo.

- Para a descontaminagio das carcagas ja se utilizam outros acidos orgénicos do

tipo GRAS, Generally Recognized As Safety, uma vez que E.coli O157:H7 -
distintamente de outros patégenos enterais - € altamente resistente aos acidos

acético, latico e citrico, normalmente recomendados para esse fim; sem deixar

de considerar que os primeiros 4cidos para desinfecgdo de carcagas t€m uso
limitado, uma vez que sdo eficazes na reducdo da contaminacio de tecido

gorduroso, mas pouco efetivos quando aplicados em regides de musculo magro.

- Utilizagdio de testes rapidos para detecgio de EHEC em produtos em fase de

processamento € em superficies de equipamentos.

- No produto acabado ou na ultima etapa do processamento, tratamentos

quimicos e fisicos que inibam ou eliminam E.coli O157:H7 encontram-se em
fase de proposigdo. Isto foi constatado uma vez que a atividade bacteriostatica e
bactericida de varios acidos organicos, como o é4cido acético, que constitui

diferentes tipos de vinagre, como aqueles de alcool, cereais e arroz, apresentam,

respectivamente, eficicia decrescente, nio importando a concentragio de

inéculo, sendo mais eficazes na fase logaritmica de crescimento e em

temperaturas proximas a 40 e 50 °C.

- Tratamento quimico da came com fosfato trissodico, TSP, na ultima etapa do
processamento.

- Irradiagdo gama, utilizando cobalto 60, em doses de 1,5 a 3,0 KGy, tem
apresentado 6timos resultados na eliminaggo de E.coli 0157:H7 em came moida

e em came de frango desossada mecanicamente.
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- Para cames assadas e produtos de carne moida prontos para o consumo, tem
sido recomendado cozimento de forma que a temperatura intena atinja,
respectivamente, 54 e 68 °C, no minimo

- Todo o leite a ser consumido deve ser previamente pasteurizado, assim como

outros produtos lacteos, bem como sucos de frutas.

2.4 Detecgiio e identificagio de EHEC através de métodos tradicionais

Os métodos tradicionais usualmente empregados para a confirmagao de
presenca de E.coli em éagua e alimentos nio t€m sido eficientes para
recuperacdo de EHEC. Isto se deve ao fato de que o patégeno em questio nio se
desenvolve a temperatura de 44,5 °C, uma vez que tem seu 6timo de crescimento
situado entre 30-42° C, no deixando de lado outras caracteristicas especificas de
seu comportamento (Doyle & Schoeni,1987).

Desta forma, tendo em vista a otimizagdo de metodologia apropriada
para a EHEC, métodos de enriquecimento e isolamento seletivo estdo em estudo

e vém sendo sugeridos para a recuperagdo dessa bactéria.

2.4.1 Métodos de enriquecimento

Para a deteccio de EHEC em alimentos, varios métodos ja foram
propostos. A maioria destes, contudo, langa mao da adi¢io de antibidticos que
inibem ou eliminam a microbiota acompanhante. O primeiro meio, mT.SB+n, foi
formulado por Doyle & Schoeni (1987), que modificaram o Tripticase Soy
Broth, TSB acrescendo sais biliares n°® 3, fosfato dipotassico e novobiocina, esta
ultima na concentragio de 20 mg/L .

Em 1989, Chapman et al. propuseram a utilizagio de BPW-vcc.
Este meio foi formulado a partir de agua peptonada tamponada, BPW, a 1%,
apds adicdo dos antibibticos vancomicina, 8 mg/L, cefixime, 0,05 mg/L e

cefsulodina, 10 mg/L. J4 0 meio mEC+n foi proposto por Okrend et al. (1990a),
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tendo sido desenvolvido através da inclusdo de novobiocina, 20 mg/L. e sais
biliares ao tradicional meio EC.

Outros dois meios de enriquecimento seletivo foram desenvolvidos por
Kim & Doyle (1992) e Doyle & Schoeni (1987), respectivamente. Nesses
caldos, designados pelas siglas mTSB+a e mTSB+a+n, foi empregado o mesmo
caldo mTSB, sofrendo este a inclusio do antimicrobiano acriflavina-HCI
complementado com casaminoicido para o primeiro € do antimicrobiano
novobiocina para o segundo.

A formulagio apresentada por Weagant et al.(1995) resultou no EEB,
EHEC Enrichment Broth, tendo este como base 0 meio m7SB, de Doyle &
Schoeni (1987), sofrendo, todavia, a exclusio da novobiocina e o acréscimo de
vancomicina, cefixime e cefsulodina, seguindo idéntica recomendagdo de

Chapman et al. (1989).

2.4.2 Meios solidos seletivos de isolamento

Diversos meios para isolamento seletivo de EHEC O157:H7 estio sendo
estudados. Esses meios, a semelhanga daqueles relatados para a etapa de
enriquecimento, contém em sua formulagdo antimicrobianos que inibem a
microbiota comumente presente, além de outros compostos que permitem
evidenciar caracteristicas inerentes a E.coli O157:H7, como, por exemplo, a ndo
fermentagéo de sorbitol e a nao utilizagéo de telurito e ramnose.

A Tabela 2 relaciona alguns dos meios mais recomendados, de acordo

com pesquisas realizadas por diferentes autores.

2.4.3 1dentificacio
2.4.3.1 Ensaios bioquimicos
A maioria das reagdes bioquimicas de E.coli O157:H7, com poucas

excegoes, sao tipicas da espécie E.coli, conforme pode ser observado nos itens
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TABELA 2 Principais meios solidos seletivos para isolamento de E.coli O157:H7

Meios seletivos diferenciais Autores
Agar MacConkey sorbitol, SMAC Wells et al. (1983)
Agar Colite Hemorragica + Szabo et al. (1986)

4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo, HC-MUG

Agar MacConkey sorbitol + March & Ratnam (1986)
4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo, SMAC-MUG

Agar Vermelho de Fenol base + sorbitol + Levine (1987)
4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo, PRS-MUG

Agar Fluorocult Lauril Sulfato, FLS Moberg et al. (1988)

Agar MacConkey sorbitol + Okrend et al. (1990b)
5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucoronideo, SMAC-BCIG

Agar MacConkey sorbitol + cefixima + ramnose, SMAC-CR ~ Chapman et al. (1991)

Agar MacConkey sorbitol + cefixima +

telurito de potassio, SMAC-CT Zidik etal. (1993)

Agar Sangue acrescido de calcio Bettelheim (1997)

Agar Rainbow ™ 0157 Marques (1997)

2.1. e 2.2.1 anteriormente descritos, em que estas reagdes encontram-se
criteriosamente elencadas.

Tendo em vista, entre outros, fatores a reducio de demanda de tempo, o
Sistema API-20E  comercializado pela bioMérieux, Craponne, France,
caracleriza a miniaturizagdo do conjunto de provas bioquimicas empregadas

para E.coli, embora ainda seja necessario sua complementacio com outros
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testes mais particularizados, no que diz respeito ao reconhecimento de
E.coli O157:H7 (Doyle,1989).

A maioria dos procedimentos oficiais recomendam para a confirmagéo
definitiva de E.coli O157:H7, além daqueles testes usuaimente empregados para
E.coli, fermentacdo dos aglicares sorbitol e celobiose e descarboxilagio dos
aminoacidos lisina e ornitina (Silva et al.,1997; AOAC,1998).

2.4.3.2 Ensaios sorolégicos
E.coli enterohemorragica pode ser antigenicamente distinguida em
sorogrupo/sorovars, através da soroaglutinagdo em lamina utilizando antissoros

de fatores somaticos O e antissoros flagelares H (Ewing, 1986).

Encontram-se comercialmente disponiveis pela Difco Laboratories,
Detroit, USA, os antissoros somaticos monoclonais O157; policlonais 026, OS5,
0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0128 e flagelares H2, H7, H11, H21, H27 e
H34.

No que tange ao procedimento de detecgao dos antigenos flagelares,
recomenda-se a ativagdo de motilidade celular, através de cultivo sucessivo.
Conforme recomendado por Cragie (Hofer', 2000), as linhagens suspeitas sio
inoculadas internamente em um dispositivo tubular, previamente aplicado no
interior do &gar nutriente semi-solido. As linhagens assim inoculadas sao
incubadas a 37 °C por 24 h e a temperatura ambiente por mais 24h. Decorrido
este tempo, se o crescimento bacteriano atingir a parte externa do dispositivo de

vidro, 0 mesmo procedimento deve ser repetido até que este atinja novamente a

! Hofer, Emesto (Comunicagdo pessoal)
Laboratorio de Zoonoses Bacterianas, Departamento de Bacteriologia,

Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Caixa Postal 926, CEP: 21045-900
Rio de Janeiro R)
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parte externa em apenas 24 h. Nesta condicéo, ideal de crescimento, as linhagens

poderao entao ser submetidas a analise sorologica flagelar.

2.5 Outros métodos de detecciio e identificacio de EHEC

De acordo com o reportado por Heuvelink et al. (1997) e Doyle (1989),
procedimentos dirigidos & busca de E.coli O157:H7 em diferentes alimentos
apresentam-se de maneira geral pouco eficazes, levando, muitas vezes, a
resultados insatisfatorios ou negativos. Esse fato tem conduzido a constantes
inovagdes da metodologia analitica, em que pode ser observada, com freqiiéncia,
a recomendacao de técnicas auxiliares ou que se complementam, além de terem
em vista reducdo de tempo de analise, embora os custos destas sejam mais
elevados. Os ensaios, abaixo transcritos e devidamente fundamentados

exemplificam tal realidade.

2.5.1 Técnicas de filtragdo
2.5.1.1 Hydrophobic grid membrane filter, ISO-GRID

Método recomendado pela AOAC, edigio de 1998. E utilizado para
enumeragéao presuntiva de £.coli O157:H7 em diferentes substratos alimenticios
como carne, aves, produtos licteos, alimentos para recém-nascidos, ovos
liquidos, maionese e cidra de maga.

Encontra-se disponivel pela QA Life Sciences, Inc., San Diego, USA, e,
de maneira bastante simples, se fundamenta no emprego de uma membrana que
apresenta caracteristicas hidrofébicas. Constitui uma rede, cujas linhas atuam
como barreiras, em que as colonias microbianas sdo espalhadas até formagao de
compartimentos iguais e de dimensdo conhecida. Apds incubagio, o nimero de
compartimentos ocupados é convertido em valores de Niimero Mais Provavel,
NMP, de microrganismos.

E utilizado, para esta técnica, o agar SD-39, o qual contém agentes

seletivos voltados 4 inibi¢do de bactérias Gram positivas e outras Gram
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negativas. Aplicagdo diferencial de temperatura pode também ser utilizada.

Ensaios bioquimicos e soroldgicos sao recomendados.

2.5.1.2 Direct epifluorescent filter technique, DEFT

Método em desenvolvimento para enumeragio de E.coli O157:H7 em
leite e sucos. Realiza-se em aproximadamente uma hora e apresenta
sensibilidade de 10" UFC/mL. A bactéria é tratada com anticorpo policlonal
fluorescente, comercialmente disponivel pela Kirkegaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg, MD, USA, seguindo-se de passagem em filtro de 0,22 pm e
exame em microscopio epifluorescente. Necessita de confirmagio bioquimica e

sorologica.

2.5.2 Técnicas imunolégicas
2.5.2.1 E. coli 0157 Latex Test

Este kit utilizado como teste presuntivo é comercializado pela OXOID,
Basingstoke, UK, o0 qual se baseia na aglutinagio de particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos policlonais especificos para o antigeno
somatico 0157. Recomenda-se para a utilizagdo deste teste, o plaqueamento
prévio em agar SMAC, tendo em vista colonias ndo fermentadoras de sorbitol.
Bons resultados ja foram alcancados com amostras clinicas e substratos
alimenticios (Heuvelink et al., 1997; Meng et al., 1994; March & Ratnam,
1986).

A desvantagem apresentada por essa técnica, como eventualmente é
relatado para ensaios de imunoaglutinagio dirigidos a outros microrganismos ou
toxinas bacterianas, reside na ocorréncia de reagdes inespecificas ou cruzadas,

para estas Gltimas resultando em positividade para E.hermani, Brucella abortus,
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B.melitensis, Yersinia enterocolitica sorogrupo 0:9, Salmonella grupo N e
Pseudomonas  maliophila, as quais possuem em comum a estrutura
4-amino-4,6-dideoxe-o -D-manopiranose, constituinte do lipopolissacarideo

0157 (Meng et al., 1994).

2.5.2.2 Ampcor E.coli O157:17

Este kit é comercialmente disponibilizado pela Ridascreen-Biopharm,
Camden, New Jersey, USA, e baseia-se em técnica de imunodifusdo, em que a
unido do antigeno-anticorpo, incorporados em membrana propria, determinara o
aparecimento de precipitado. Este precipitado apresenta-se como uma linha ou
banda branca quinze minutos apés a inoculagdo de aliquota de 0,1 mL, tomada a
partir de enriquecimento de carne moida, durante 18 a 20 h a 37 °C, em caldo
BHI. Diluigdes seriadas em APT, quando a concentragio bacteriana testada

ultrapassou a 10° UFC/g, foram aconselhadas.

2.5.2.3 Visual immunoprecipitate assay, VIP™

Esta técnica, comercialmente disponivel pela BioControl Systems, Inc.,
USA, ¢ recomendada pela AOAC (1998). O principio do ensaio consiste na
reagéo cromogénica do complexo antigeno-anticorpo que, uma vez formado, .
flui através de uma membrana para se ligar a novo anticorpo imobilizado sobre
esta. Reacdo positiva € indicativa da presenca de distintas linhas de precipitagio,
as quais, sobre fundo claro, apresentam-se escuras e estio presentes tanto para a

amostra teste como para a janela de informagao.

Oferece resultado presuntivo para E.coli O157:H7 em leite, came bovina

e avicola, bem como para seus subprodutos; frutos do mar; ovos liquidos;
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massas alimenticias e frutas. Para a confirmagido de coldnias VIP™  testes

bioquimicos e sorologicos sdo indicados.

2.5.2.4 EHEC-TEK™

Produzido pela Organon Teknika, Durham, NC, USA, fundamenta-se
no ensaio de Enzyme linked-immunosorbent assay, ELISA. Este ensaio €
aplicado a amostras que foram enriquecidas em caldo BHI por 37 °C, durante 18
a 20 h. Diluicdes seriadas também sdo necessirias quando a densidade
populacional ultrapassa 10® UFC/g. Sao tomadas para aquecimento a 100 °C por
20minutos, aliquotas de 0,1 mL de cada diluigdo, as quais, apds resfriamento a
temperatura ambiente, sdo submetidas & avaliagdo em leitor de microplacas
(modelo comercial NT-ELISA, Dr. S. Notermans, Bilthoven, The Netherlands),
confirmando-se como positivas aquelas amostras que se mostrarem com valores

de densidade 6tica igual ou superior a 450 nm.

Dentre as formas mais comumente utilizadas para o ensaio de “ELISA”,
destaca-se 0 modelo sanduiche, ensaio de carater ndo competitivo, no qual os
anticorpos sdo adsorvidos em uma fase sélida e incubados com a amostra teste.
A quantidade de antigeno adsorvido é medido langando-se méo de anticorpos
ligados & enzima conjugado. Apos a adi¢éo do substrato - agente croméforo -
ocorrendo reagdo positiva, ird surgir coloragao perceptivel também a olho nu.
Neste modelo, o antigeno deve dispor de pelo menos dois epitopos ou sitios de
ligagdo para o anticorpo (Allen & Smith, 1987; Candlish, 1991).

2.5.2.5 Tecra E.coli 0157 visual immunoassay. VIA

Colocado a venda pela Tecra Diagnostics, Sidney, Austrélia, este ensaio

prima pela sensibilidade relatada como sendo compativel a detecgdo de um
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microrganismo/g de amostra pesquisada. E aplicavel para came e derivados,
leite e derivados, e swabs de material clinico e ambiental, exigindo prévio
enriquecimento seletivo, no decorrer de 18 h, em mEC+n; mTSB+n e mEC+n,

respectivamente.

Neste método, exequivel em tempo ndo superior a 20 h, sdo utilizados
0,1 mL de aliquotas que se aplicam em tiras de microtitulo previamente
sensibilizadas com anticorpos purificados por cromatografia de alta afinidade.
Resultados positivos, de acordo com o ELIS4, modelo sanduiche, sio

visualizados através de coloragio verde.

2.5.2.6 EHEC Enzyme Immunoassay, EIA

Também recomendada pela AOAC (1998) e vendida pela BioControl
Systems, Inc., USA, constitui prova presuntiva para confirmagéo da presenga de
E.coli O157:H7 igualmente em leite, came bovina e avicola, bem como seus
subprodutos; frutos do mar; ovos liquidos; massas alimenticias e frutas.

Neste ensaio, anticorpos policlonais de alta especificidade sio
adsorvidos em orificios de placa de microtitulo. Fosfatase alcalina é utilizada
como enzima e o substrato p-nitrofenilfosfatase é o agente croméforo que
propiciaré, em caso positivo, coloragdo amarela, passivel de leitura de 405 a
410 nm. Amostras presuntivamente positivas devem ser confirmadas

bioquimicamente.

2.5.2.7 Engyme Linked Fluorescent Assay, ELFA

O procedimento conduzido nesta técnica inclui prévio enriquecimento da
amostra teste, em meio de cultivo especifico. Aliquota deste ¢ colocada no
primeiro compartimento do cartucho do equipamento Mini-vidas, bioMérieux,

Craponne, France, de onde ponteira propria, devidamente adsorvida por
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anticorpos, emerge aulomaticamente na amostra sendo esta aspirada e refluida
varias vezes. Esta operagdo, em uma primeira etapa, promove a reacao entre o
antigeno solivel presente no substrato a se analisar € o anticorpo adsorvido na
ponteira. Em uma segunda etapa, o cartucho desloca-se horizontalmente, de
forma a se obter o descarte do substrato para que, através de nova aspiracéo e
refluxo, seja promovida a interagdo com o conjugado e conseqiiente formagéo do
imunocomplexo. Posteriormente, ¢ utilizado o agente croméforo 4-MUG, que
em presenca da enzima fosfatase alcalina ¢ hidrolisado a metil-umbeliferona. O
produto final obtido é enviado & cipula de leitura e sendo excitado a
370 nm, passa a emitir fluorescéncia a 450 nm, cuja intensidade € captada por
um sensor especifico. O RFV, Valor Relativo de Fluorescéncia, é calculado e
convertido pelo computador em resultado final do teste que indica, de maneira

nao discriminada, presenca ou auséncia de E.coli O157.

2.5.2.8 Immunomagnetic Separation, IMS

Alguns pesquisadores, antes da etapa de isolamento do microrganismo
por semeadura em meios seletivos diferenciais, como por exemplo o Agar
MacConkey Sorbitol, optam pela utilizagio de uma técnica imunologica ainda
recente e, portanto, pouco conhecida. Esta técnica, designada de
Immunomagnetic separation, IMS, disponivel como Dynabeads anti-E.coli
0157 e comercializada pela Dvnal. Inc. Lake Success, N.Y., pode ser empregada
para substratos alimenticios, agua e material clinico, como sangue e fezes de
origem animal e humana, para esta Gltima exigindo-se apenas curto periodo de

pré-enriquecimento em caldo GN Hajna ou BPW-vce (Nataro & Kaper, 1998).

Essa técnica imunoldgica baseia-se na utilizagao de particulas metalicas
superparamagnéticas revestidas de anticorpos especificos contra E.coli O157:H7.

que irdo aderir & sua superficie através de ligagdo antigeno-anticorpo. Esse
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sistema ¢ monitorado em um suporte que contém um ima para atrair as particulas
metalicas, promovendo-se, com esla estratégia, a concentragao do microrganismo
que fica retido a este, o que permile que o material restante seja facilmente
escoado. O complexo aderido ao ima é entdo ressuspendido e posteriomente
semeado em meio s6lido adequado. Devido a alta sensibilidade e especificidade,
este método tem sido colocado dentre os mais acurados para a detecgio de
E.coli O157:H7, o que se confirma através dos resultados apresentados por
Karch et al. (1987). Nesta pesquisa foi possivel a detecgdo, em fezes, de
E.coli 0157 que se encontrava presente em nimero de 10 UFC, juntamente com

uma populagao acompanhante de 10’ UFC de coliformes/g.

A Tabela 3 relata de maneira especifica as possibilidades de aplicagio
das técnicas imunoldgicas entdo apresentadas levando em conta, entre outros, a

sensibilidade e o tempo de execucio da analise.

2.5.3 Técnicas de caracterizacio gendmica

Vérias pesquisas vém sendo realizadas em torno da caracterizagio de
- L. N~
genes codificadores de fatores responsaveis pela patogenicidade da bactéria por ,
intermédio de técnicas genéticas, destacando-se, até o presente momento, os |

ensaios de hibridizagdo de DNA e Polymerase Chain Reaction, PCR. ) \/

Em E.coli O157:H7, essas técnicas estdo direcionadas para a detecgio de
genes que codificam as toxinas Stx, mais comumente, ou dos fatores de

viruléncia e de aderéncia.

2.5.3.1 Sondas genéticas

O teste de hibridizagao de DNA é realizado através de sondas genéticas,

que nada mais sio que segmentos de DNA de fita simples, capazes de
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reconhecer e formar hibridos com fitas complementares de DNA ou RNA do
microrganismo em teste, podendo ser radioativas ou colorimétricas. Os hibridos

formados sdo capturados por um bastao especifico que, apds tratamento, ¢é

TABELA 3 Avaliagio comparativa de kits imunoenzimaticos empregados para
deteccdo de E.coli O157:H7 a partir de diferentes substratos

Kits Enriquecimento Resultado Confirmagdo Nivelde Presenca de
prévio preliminar posterior  detecgao  resultados
(h) (UFC/g) falso-
positivo
(%)
Ampcor + 6-8 + 10%-10° Nd
Dvnabeads + 6-8 + 10 Nd
anti-E.coli
o157
EHEC- + 24 + 0,2 Nd
-rEKTM
E.coli O157 + 26-28 + Nd Nd
latex
1SO-GRID + 46-48 + 1,5 Nd
Tecra + 20 - | Nd
E.coliO157

+: Necessario; UFC: Unidade Formadora de Colénia; -: Desnecessario; Nd: Nao
determinado; Ampcor: Ridascreen-Biopharm, Camden, New Jersey,
USA:Dvnabeads anti-E.coliO157: Dynal. Inc Lake Success, N.Y.; EHEC-
TEK™ : Organon Teknika, Durham, NC, USA; E.coli 0157 latex : OXOID,
Basingstoke, UK; 1SO - GRID: QA Life Sciences, Inc., San Diego, USA; Tecra
E.coli O157: Tecra Diagnostics, Sidney, Australia.

introduzido em solucido reveladora e a leitura realizada em equipamento

adequado.
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Este teste, porém, para ser eficiente, necessita da presenca de 10° a
10° UFC/g ou mL, o que limita a sua sensibilidade.

Esta técnica ainda ndo pode ser usada especificamente para o sorotipo
- O157:H7, pois sabe-se que muitas cepas de EHEC, que possuem genes para Stx,
néo sao patogeénicas para o homem (Meng et al., 1994). Estudos realizados por
Levine et al. (1984) identificaram uma sonda de DNA baseada na detecgdio do
plasmideo 60 MDa, comum ao sorotipo O157:H7, e outras EHEC. Esta sonda
permitiu a hibridizagdo de cerca de 99% de E.coli O157:H7; 77% de
E.coli O26:H11 e 81% de outros sorotipos de EHEC.

Outras sondas ji foram desenvolvidas, como aquelas derivadas do gene
eae, € outra para a detec¢do de linhagens produtoras das toxinas Stx; e Stx,
embora ambas estejam aptas a hibridizar outros sorotipos (O’Brien et al,1993;
Samadpour et al., 1994).

A sonda mais especifica, capaz de apresentar melhores resultados,
reagindo com exclusividade com o sorotipo 0157, foi, contudo, desenvolvida
por Feng (1993 apud Meng et al., 1994).

2.5.3.2 Polymerase Chain Reaction, PCR multiplex

A PCR, proposta por Mullis & Faloona (1987) permite a replicagdo in
vitro de uma ou mais regides do genoma a partir de infima quantidade de
material biolégico. A reagdo conta com os seguintes componentes: 0 DNA
molde, uma enzima polimerase termo resistente - a tag DNA polimerase, os
oligonucleotideos iniciadores, que possuem em tomo de 20 bases-e reconhecem
regides de homologia ao longo do DNA molde e se pareiam nestas regides, os
dinucleotideos trifosfatos (A,T,C,G), que sio utilizados para a construgio das
fitas copias e o ion Mg, que atua como um cofator na atividade da enzima. Para
que a reagao ocorra € necessaria a seqiiéncia de trés ciclos térmicos, sendo o

primeiro de 90 a 95 “C, no qual a dupla fita de DNA se desnatura. No segundo
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ciclo, os iniciadores reconhecem regides de homologia ao longo das filas
complementares e se pareiam as temperaturas de 45 a 50 UC, criando-se assim
uma regido de fita dupla em cada fita complementar. No terceiro ciclo, a enzima

tag DNA polimerase iré replicar as fitas a partir desta regiao de fita dupla, a

temperatura em torno de 72 °C. A cada ciclo de amplificag@o, o frégmemo se
multiplica exponencialmente, sendo usados em tomo de 25 a 40 destes ciclos.

Y A PCR multiplex utiliza dois ou mais pares de iniciadores numa mesma
reagdo, permitindo, assim, a amplificagao de mais de uma regiéo gendmica ao
mesmo tempo. Esta técnica proporciona uma maior especificidade na
identificagdo de espécies, sendo bem aplicada no diagnéstico de Mm
analises de éwgwgﬁ,ﬁeggl, por meio de anélise direta ou apés
diluicio em caldos seletivos (Gannon et al., 1992; Ramotar et al., 1995;
Fagan et al., 1999; Holland et al., 2000)

Pelo fato de amplificar regides de genes especificos. a PCR multiplex
deve ser aplicada na detecgdo de microrganismos para os quais se tém alguns
genes especificos bem estudados.

Para a detecgio de Escherichia coli enterohemorragica, alguns autores
vém utilizando iniciadores que se pareiam em regides de genes relacionados as
toxinas Stx; e Stx,, os fatores de viruléncia e aderéncia, EHEC-hlv e eaeA , e
ainda aos antigenos somatico 0157 e falgelar H7 (Brian et al., 1992; Gannon et
al., 1997; Weaver & Rowe, 1997; Paton & Paton, 1998; Tsen & lian, 1998;
Fagan et al., 1999; Maurer et al., 1999; Sharma et al., 1999; Holland et al., 2000)

De acordo com Gannon et al. (1992), a técnica de PCR multiplex pode
ser aplicada na detecgao de baixos niveis de organismos contendo Six, presentes
em came moida e outros alimentos.

Estudos realizados em amostras de carne moida, apos enriquecimento
em caldo apropriado, demonstraram a capacidade da PCR, utilizando dois pares

de iniciadores para as toxinas Six; e Six; de detectar entre 0.5 a 1 UFC de
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E. coli produtora de Stx/g. A aplicagdo dessa mesma técnica a partir de material
_fecal mostrou sensibilidade de 10° UFC/0,] g2 (Gannon et al., 1992;
Ramotar et al., 1995).

Em conformidade com o transcrito nos itens 2.4 e 2.5, a Tabela 4
demonstra diferentes procedimentos analiticos considerados sob a ética de
distintos pesquisadores. De acordo com o tipo de substrato, sdo considerados
igualmente, alimentos e material clinico, e ainda a possibilidade da presenga de

células injuriadas por condigdes adversas como calor e frio.
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TABELA 4 Procedimentos analiticos adotados para detecg¢do de E.coli O157:H7 a partir de diferentes substratos

Metodologia aplicada
Materia enriqulzéimento Enriquecimento Isolamento Identificagdo Referéncias dos Autores
Testes bioquimicos,
- i SMAC sorolégicos, Franco
Kit Petrifilm HEC (1999)
APT i SMAC, Testes bioquimicos e v'ega(sl g;gecmel
Came bovi SMAC-MUG sorolégicos )
amne bovina
moida SMAC-MUG. Martinez et al
- mTSB, mEC+n SMAC-CT - (1998)
APT, mEC+n, SMAC, sorc;ll-gs::solsnzrlltli‘\?c;c::l,ular Marques & Landgraf
. mTSB+n, EEB SMAC-CT, HC BicOs, GV (1997)
e hibridizagdo
SMAC+AP,
Cepa padrio PRS+APT, TSA+APT,
estressada ou SMAC,
pelo calor, em SMAC+ magnésio, Ahmed & Conner (1995)
meio TSB _ _ SMAC-MUG, _
PRS-MUG
Cepasestressadas g 055 de o McCleery & Rowe
pelo calor, em ¢ TSA+TDPA, SMAC-MUG PCR 199
meio TSB Ringer TSA+ catalase (1995)
Cepas estressadas
pelo frio, em TSA SMAC McCleery & Rowe
meio TSB - - (1995)

“... continua...”
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SMAC, Kits imunoenzimaticos Heuvelink et al
Culturas puras mTSB+a-HCl, A .. cta
em solugdio salina BHI mEC+n SMAC-CT, TSA, separagdo imunomagnética (1997)
Agar FLS teste Verotox F, PCR
SMAC, Testes bioquimicos Meitrich et al
Fezes - mTSB ’
SMAC-CT hibridizagdo (1998)
Podutos cameos Agar Macconkey + . .
(hovino, aves, . mTSB+n 30 pg de dcido C.ul‘tul:a de tecido, Doyle & Schoeni
ovinos e suinos) nalidixico/mL MiniVidas APT20E (1987)
Queijo tipo EMB
Mma; :is;:::adn a APT. APTm A caldo triptofano, Tle§te:s b!Ogmmm(}Si Pereira et al
S caldo FLS, SMAC soroldgico e imunoldgico (1999)
temperaturas

AP: acido pirivico; APT: 4gua peptonada tamponada; APTm: 4gua peptonada tamponada modificada; BH/: caldo de
infusdo de cérebro e coragdo, Brain Hearth Infusion Broth; EMB: agar eosina azul de metileno, Eosin Methylene Blue
agar, EEB: caldo tripiticaseina de soja modificado pela adi¢io de cefixime, vancomicina e cefsulodina, EHEC
enrichment broth; FLS: fluorocult lauril sulfato; HC: 4gar HC; mEC+n: caldo EC modificado pela adicio de
novobiocina; m7SB: caldo tripticaseina de soja, Tryptone Soy Broth, modificado; mTSB+a-HC: caldo tripticaseina de
soja, Tryptone Soy Broth, modificado pela adi¢do de acriflavina-HCI; mTSB+n: caldo tripticaseina de soja, Tryptone Soy
Broth modificado pela adi¢do de novobiocina; PCR: reagdo de polimerase em cadeia, Polvmerase Chain Reaction,
PRS-MUG: agar vermelho de fenol base, PhenolRed broth base, adicionado de sorbitol e reagente de MUG (4-
metilumbeliferil-B-D-glucoronideo); SMAC: 4gar MacConkey sorbitol, sorbitol MacConkey agar;, SMAC-CT: agar
MacConkey sorbitol, sorbitol MacConkey agar, adicionado de cefixima e telurito de potissio; SMAC-MUG: agar
MacConkey sorbitol, sorbitol MacConkey agar, adicionado de reagente de MUG; TDPA: 4gar tripticaseina de soja.
Tryptone Soy Agar, acrescido de écido 3,3'- tiodipropidnico; T.S4: 4gar tripticaseina de soja, Tryptone Soy Agar.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Ensaio Piloto para avaliagio da metodologia analitica tradicional
- Deteccio de E.coli O157:H7 em substratos alimenticios de origem
bovina artificialmente inoculados com o microrganismo

3.1.1.1 Linhagem padrio de E.coli 0157:H7

Linhagem padrio isolada em ambiente hospitalar a partir de paciente
com . sindrome hemolitica urémica, HUS, foi gentilmente cedida pelo
Laboratério de Zoonoses Bacterianas, Departamento de Bacteriologia, Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, na pessoa de seu Coordenador,
Prof. Dr. Emesto Hofer.

Esta linhagem, previamente avaliada quanto &s condigdes de
crescimento, de acordo com March & Ratnam (1986) e Zadik et al. (1993),
comportamento bioquimico conforme descri¢ao de Holt et al. (1992) e AOAC
(1998) e quanto ao ensaio de imunoaglutinagdo por meio do teste E.coli 0157
latex, disponibilizado pela Oxoid, Basingstoke, UK, apresentava as

caracteristicas expressas na Tabela 5.

3.1.1.2 Substratos

Foram utilizados 500 mL de leite bovino in natura fomecido pelo
Centro de Ensino e Desenvolvimento Agrario de Florestal, CEDAF-UFV,
Florestal, MG. Leite pasteurizado integral tipo C, 500 mL, disponivel no
comércio de Belo Horizonte, MG. A came bovina, por¢do de patinho de
aproximadamente 500 g, foi adquirida junto ao abatedouro do CEDAF-UFV, e
foi posteriormente moida de forma asséptica e em condi¢des laboratoriais.

Amostra similar de came bovina, também em porgdo de 500 g, foi diretamente
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adquirida e moida em acougue localizado no Mercado Central de Belo
Horizonte, MG.

Todas as amostras foram coletadas em periodo situado entre agoslo e
setembro de 2001, sendo transportadas ao Laboratério do Setor de Anaerébios e
Epidemiologia Molecular, SAEM, da Divisio de Bromatologia, Toxicolcogia e
Medicamentos, DBTM, Instituto Octavio Magalhdes, 10M, da Fundagao
Ezequiel Dias, FUNED, Belo Horizonte, MG, em condigdes de refrigeragao por

um periodo nao superior a 4h.

TABELA 5 Principais aspectos bioquimicos, imunolégicos e de crescimento

de E.coli O157:H7
Cepa padrio - Perfil de comportamento
(procedéncia)
Instituto Oswaldo  Nao fermenta Reage ao E mével em Apresenta col6nias
Cruz, FIOCRUZ, celobiose e leste agar semi- marrons, com bordas
Rio de Janeiro, RJ  sorbitol; nio E.coli 0157 sélido, bem definidas,
produz Pmetil- latex, Oxoid, conforme arredondadas ¢
umbeliferil- em tempo Cragie translacidas em agar
glucuronidasc inferior a (Hofer, 2000) SMAC- CT; nido
| minuto fluoresce em agar
SMAC- MUG

SMAC-CT: agar MacConkey Sorbitol acrescido de Cefixima e Telurito de potassio (Zadik et al,
1993).; SMAC-MUG: agar MacConkey Sorbitol acrescido de reagente MUG, 4-metilumbeliferii--
D-glucoronideo (March & Ratnam, 1986): Hofer, E. (2000): comunicagdo pessoal”

2 Prof. Dr.Emesto Hofer
Laboratério de Zoonoses Bacterianas. Departamento de Bacteriologia.
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Caixa Postal 926, CEP: 21045-900
Rio de Janeiro RJ
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3.1.2 Otimizagio da técnica de biologia molecular — PCR multiplex

3.1.2.1 Extracio e quantificacdo do DNA de E.coli 0157:H7 e otimizac¢do da
técnica
- Linhagem padriao

Foi utilizada a mesma linhagem padrdo anteriormente descrita no item

3.1.1.L

- Iniciadores moleculares especificos

Foram selecionados quatro pares de iniciadores responsaveis pela
amplificagdo de quatro regides gendmicas especificas e relativas ao antigeno
somatico O157; verotoxina VTI]; fator de aderéncia eaeA e hemolisina

EHEC-hly, produzidas por E.coli 0157:H7, conforme listado na Tabela 6.

3.1.2.2 Ensaio Piloto para deteccio de E.coli O157:H7 em substratos
alimenticios de origem bovina artificialmente inoculados com o
icrorganismo

- Substratos

Foram utilizados os mesmos substratos descritos no item 3.1.1.2.

- Crescimento de E.coli 0157:H7 em meios sélidos diferenciais

Conforme Ensaio Piloto, descrito no item 3.2.1.2, foi estudada uma
média de trés colénias suspeitas de E.coli O157:H7, a partir dos meios sélidos
seletivos diferenciais SMAC-CT e SMAC-MUG, provenientes de cada substrato
alimenticio, leite in natura, leite pasteurizado tipo C e came bovina moida,

amostras procedentes do CEDAF-UFV e do Mercado Central, Belo Horizonte,
MG, perfazendo um total de 256 colonias.
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’
'3.1.3 Pesquisa de E.coli O157:H7 enquanto contaminante natural em

imalerial clinico ¢ alimentos de origem bovina usando a metodologia
; analitica tradicional e a técnica de PCR multiplex

3.1.3.1 M\at_g!'_ial fecal de fémeas bovinas em fase de lactagio

Foi coletéAd'(»)ul—im total de 30 amostras de swab retal de fémeas bovinas
sadias e em fase de lactagdo, animais estes aleatoriamente selecionados junto ao
plantel do CEDAF-UFV,

No periodo compreendido entre janeiro e fevereiro de 2002, dez
amostras quinzeqais deste material clinico foram adquiridas, estocadas a
temperatura de refrigeragdo e transportadas até ao laboratorio do
SAEM-FUNED, em tempo néo superior a 4h.

3.1.3.2 Leite in natura

——— —

Em caso de positividade para a presenga de E.coli 0157:H7 nas amostras
fecais das fémeas bovinas, conforme o anteriormente descrito e proposto no item
3.1.3.1, estes animais teriam seu leite ordenhado e analisado.

Assim aliquotas de 500 mL de leite in narura até dez amostras para cada uma
das fémeas positivadas, seriam quinzenalmente estudadas, no periodo
compreendido entre margo e maio de 2002.

Uma vez coletadas, as amostras seriam estocadas 3 temperatura de

refrigeracdo e transportadas até ao laboratério do SAEM-FUNED, em tempo

nao superior a 4 h.

3.1.33 qune bovina moida destinada ao preparo industrial de hambiirguer

l)m total de 30 amostras de came bovina moida, dez aliquotas
individuais de 500 g, foram coletadas conforme trés diferentes fornecedores que
atendem a uma Industria de Produtos Céarneos localizada no municipio de

Contagem, MG.

39



TABELA 6 Iniciadores especificos para ampliﬁcaqéov de quatro regides
gendmicas distintas de E.coli O157:H7 por intermédio da técnica

de PCR multiplex
o . Segiiéncias Produto .
Iniciadores Reigopﬁgzgzlca Nucleotidicas Esperado Blizlflfiirer':;'::a
(5" > 3) (pb) &
, CGT GAT GAT Maurer et al.
A Antigeno O157-Fw GTT GAG TTG 420 (1999)
, AGA TTG GTT Maurer et al.
B Antigeno O157-Rv GGC ATT ACT G 420 (1999)
. Gannon et al.
c Verotoxina VT] ACA CTG GAT 614 (1992), Holland
(SLT1)-Fw GAT CTC AGT GG et al. (2000)
. Gannon et a.l
D Verotoxina VT1 CTG AATCCC 614 (1992), Holland
(SLT1)-Rv CCTCCATTATG et al. (2000)
E Gene eaeA AAG CGA CTG 450 Holland et al.
0157:H7-Fw AGG TCA CT (2000)
F Gene eacA ACG CTG CTC 450 Holland et al.
O157:H7-Rv ACT AGA TGT | (2000)
G Hemolisina hiy-Fw _ACG ATG TGG 165 Fagan et al.
TTT ATT CT GGA (1999)
.. ' CTT CACGTG Fagan et al.
H Hemolisina hlv-Rv ACC ATA CA TAT 165 (1999)

Fw, “Foward™: sequéncia direta; Rv, “Reverse”: sequéncia inversa

amostrada em periodo situado entre margo e abril de 2002.

A carne moida destinada ao fabrico de hamburguer foi semanalmente

Uma vez coletadas, as amostras foram estocadas a temperatura de

refrigeragao e transportadas até o Laboratorio, em tempo ndo superior 4 h.
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3.1.4 Equipamentos, meios de cultivo laboratorial e reagentes

- Acetato de Sodio 3 M, Sigma, Aldrich Chemie, Steinheim, Germany;

- Agarose Molecular Grade, Gibco BRL, Life Technologies do Brasil LTDA, SP;
- Agitador orbital, modelo MA420, com controle de tempo, rotagdo e
temperatura, Steinheim, Germany ;

- Brometo de Etidio 10 mg/mL, Sigma, Aldrich Chemie, Steinheim, Germany;

- Cloreto de Magnésio 25 mM, 50 mM, Promega, Corporation Madison, USA;

- Cuba para Eletroforese Horizontal, Life Technologies do Brasil LTDA, SP;

- dNTP’s Set, 2’-deoxinucleotideo-5-trifosfato 100 mM each, Pharmacia Biotech
do Brasil LTDA, SP;

- E.coli 0157 latex, teste imunolégico, Oxoid, Basingstoke, UK;

- EDTA, Acido EtilenoDiAminoTetracético 0.5 M, pH 8,0, Sigma, Aldrich
Chemie, Steinheim, Germany;

- Enzima Taq Dna Polimerase 5 U/uL e Tampao 10X, Promega, Corporation
Madison, USA;

- FCAL, Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico, propor¢do de 25:24:01, Sigma,
Aldrich Chemie, Steinheim, Germany;

- Iniciadores Especificos, Invitrogen, Life Tecnologies do Brasil LTDA, SP;

- Lisozima 25 mg/mL, Sigma, Aldrich Chemie, Steinheim, Germany;

- Microcentrifuga refrigerada, Jouan, Saint Herblain, France;

- Microtubos de parede fina especificos para PCR 0,2 mL, Gibco BRL , Life
Technologies do Brasil LTDA, SP;

- mEC+n, caldo EC modificado e acrescido de solugdo de novobiocina,
pessoalmente formulado em Laboratério, segundo Okrend et al. (1990a) (Anexo
B, pag. 84);

- mTSB+n, caldo Tripticaseina de Soja modificado e acrescido de solugio de

novobiocina, pessoalmente formulado em Laboratério, segundo Doyle &

4]



Lt
P
>
L

Schoeni (1987) (Anexo B, pag. 84);

- N-lauril-sarcosina. Sigma, Aldrich Chemie, Steinheim, Germany;

- Padrdo de peso molecular ¢174Haelll, Amersham Pharmacia Biotech do Brasil
LTDA, SP;

- Padrdo de peso molecular AHindIll, Amersham Pharmacia Biotech do Brasil
LTDA, SP;

- Proteinase K 20 mg/mL, Promega, Corporation Madison, USA;

- Reagente MUG, 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo, Oxoid LTD,

Basingostoke, Hampshire, England;

- Sistema EDAS de Fotodocumentagido, Kodak Digital Science DC120, Zoom
Digital Camera, ,Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA ;

- SMAC-CT, 4gar MacConkey Sorbitol acrescido de Cefixima e Telurito de
potéssio, pessoalmente formulado em Laboratorio, segundo Zadik et al. (1993)
(Anexo B, pag. 84);

- SMAC-MUG, agar MacConkey Sorbitol acrescido do reagente MUG,
4-metilumbeliferil-f -D-glucoronideo, pessoalmente formulado em Laboratério,
segundo March & Ratnam (1986) (Anexo B, pag. 84);

- Solugdo cefixima-telurito, pessoalmente preparada em Laboratorio (Anexo B,
pag. 85);

- Solugéo de novobiocina, pessoalmente preparada em Laboratorio (Anexo B,
pag. 85);

- Homoge_peizador, modelo 400, Seward Medical Limited, London, United
Kingdom;

- Tampao da amostra 6X, Azul Bromofenol e Xileno Cianol 0,5% e Ficol 1,5%;

- Tampao fosfato 10mM acrescido de Sacarose 20% ;

- Tampao SSC, Citrato de Sédio 15 mM e NaCl 150 mM;

- Tampao TBE 1X, Tris 89 mM, Borato 89 mM e EDTA 2 mM;



- Tampao TE 10:1, Tris-HC! 1 OmM, EDTA 1 mM, pH 8.0:

- Tampao TE 50:20, Tris-HCI 50mM, EDTA 20mM, pH 8,0:

- Termociclador PTC 100, MJ Research, Inc., Michigan, USA;

- Transluminador de luz ultravioleta, Gibco BRL, Life Technologies do Brasil
LTDA, Sio Paulo, SP;

- Tris-hidroximetil amino metano M, pH 7.5, Sigma, Aldrich Chemie,
Steinheim, Germany;

- Outros equipamentos, meios de cultivo laboratorial e reagentes de uso geral em

laboratério.

3.2 Procedimentos analiticos

Os procedimentos adotados encontram-se apresentados na Figura 1.

3.2.1 Ensaio Piloto para avaliagio da metodologia analitica tradicional
- Detec¢iio de E.coli O157:H7 em substratos alimenticios de origem
bovina artificialmente inoculados com o microrganismo

3.2.1.1 Inoculacio artificial

Substratos alimenticios, de acordo com o discriminado no item 3.1.1.2,
foram artificialmente inoculados com a linhagem padrio de E.coli O157:H7.

A densidade populacional do microrganismo foi estabelecida de acordo
com leitura de absorvancia a 550nm e contagem de células a partir de diluicdes
seriadas em PCA, de forma a se obter inodculo inicial, tempo zero, aproximado
em 10° UFC/g ou mL de alimento (Anexo A).

Paralelamente a esta etapa de inoculagio, os substratos em questdo
foram analisados quanto a presenga de E.coli O157:H7 a fim de se descartar a
possibilidade da contaminagio natural com este microrganismo. Para tal,
utilizaram-se protocolos idénticos aqueles descritos no Ensaio Piloto (item

3.2.1.2).
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Procedimentos para a pesquisa

de E.coli O157:H7
|
| i

Contaminag8o experimental Contaminac#io natural

Ensaio Piloto

- ! - - Material clinico e

Substratos alimenticios alimentos de origem bovina
Camne bovina mofda Fezes
Leite in natura
Leite in natura Carne para hambtreuer
Leite pasteurizado tivo C
Anélise microbiolégica Deteccio do microrganismo

Inoculagfo artificial com E.coli O157:H7

102 UFC /g ou mL

Metodologia analitica tradicional

Protocolo 1 e/ou Protocolo 2

Deteccio do microreanismo inoculado

L

Metodologia analitica tradicional PCR multiplex

Protocolo1 e Protocolo 2

PCR multiplex

FIGURA 1 Procedimentos analiticos adotados para pesquisa de E.coli O157:H7

A




Estes mesmos substratos foram ainda estudados quanto a presenca ou
nao de outras bactérias patogénicas e indicadoras de condicdes higiénico-
sanitarias.

Desta maneira, pesquisa de Salmonella sp. e Listeria monocviogenes foi
realizada, adotando-se procedimentos propostos por Vanderzant & Splittstoesser
(1992).

Quanto as bactérias indicadoras, foram feitas, em todos os substratos,
contagens de bactérias termotolerantes e estafilococos coagulase positiva.

Para as amostras de leite in natura e pasteurizado e de carne bovina
moida, procedentes do CEDAF-UFV e diretamente coletadas no comércio de
Belo Horizonte, MG, incluiu-se a enumeragdo de bactérias heterotréficas
meséfilas e clostridios sulfito redutores, respectivamente (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992).

3.2.1.2 Detecgiio do microrganismo

Apbs o periodo de 24 h de incubagdo, os quatro substratos alimenticios
pesquisados foram, de maneira isolada, avaliados qualitativamente tendo em
vista a recuperagéo de E.coli O157:H7, conforme se apresenta no Fluxograma da
Figura 2.

Dois Protocolos de Pesquisa, Protocolo 1 e Protocolo 2, voltados a
metodologia tradicional, foram propostos e, em triplicata, paralelamente
conduzidos, conforme se explana a seguir:

O procedimento analitico delineado no Protocolo 1 constou de
pré-enriquecimento de 25 g ou 25 mL da amostra em 225 mL de APT. Ja o
Protocolo 2 partiu da inoculagio de 25 g ou 25 mL diretamente para 225 mL dos
caldos m7SB+n e mEC+n, caracterizando o enriquecimento seletivo,

respectivamente, de acordo com Doyle & Schoeni (1987) e Okrend et al.(1990).
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E.coli O157:H7
(10 UFC)
Protocolo 1 \ / Protocolo 2
"Pré-enriquecimento ¢ Substratos de origem Enriquecimento seletivo
~APT bovina mTSB+n mEC+n
(24h/37°C) p (25 g ou 25 mL) (6 ha120 rpm/ 37 °C + 18 h estatico/ 37 °C)
(225 mL) - (225 mL)
SE— - - (
Enriquecimento seletivo T—
TSEn . e mEC+n . Isolamento seletivo diferencial
(241/37°C) S SMAC-CT SMAC-MUG
(1:10mL) " S (20 h /42°C)
| — .

Tl o Qg

(20h/42°C)y . Ensaios bioquimicos PCR multiplex

- ¢ imunolégico
]
| . | :
Ensaios bioquimicos . "PCR multiplex

e imunolégico ' :

FIGURA 2 Procedimentos analiticos concernentes 2 metodologia tradicional empregada para detec¢io de
E..coli O157:H7, em Ensaio Piloto. Substratos: leite in natura, leite pasteurizado tipo C e carne bovina moida



No Protocolo 1, o enriquecimento seletivo veio a ocorrer apos 24 h de
incubagdo a 37 °C, transferindo-se, neste caso, 0,! mL do pré-enriquecimento
para 10 mL dos caldos m7SB+n e mEC+n, que também foram incubados a 37 °C
por 24 h (Doyle & Schoeni, 1987; Okrend et al.,1990a).

Por sua vez, o Protocolo 2 teve os frascos contendo os caldos m7SB+n e
mEC+n incubados em Shaker MA420 digital. Neste aparelho foi previamente
programada uma incubago inicial com agitagdo a 120 rpm por 6 h a 37 °C,
seguindo-se de cultivo estatico por mais 18 h 4 mesma temperatura.

Para ambos os Protocolos, o isolamento diferencial implicou em
inoculagdo por estrias, com auxilio de alga de niquel-cromo, nos meios sélidos
diferenciais, agar SMAC-CT e agar SMAC-MUG, seguindo-se de incubagéo a
42 °C até, no maximo, 20 h (Levine, 1987; Okrend et al.,1990a).

Decorrido este periodo de incubagio, um total de trés colénias que
apresentavam caracteristicas da cepa padrao de E.coli O157:H7, aquelas
caracteristicas descritas na Tabela S, item 3.1.1.1, foram visualmente avaliadas a
partir de cada placa de SMAC-CT e SMAC-MUG, de acordo com Zadik et al.
(1993) e March & Ratnam (1986).

As coldnias assim identificadas foram transferidas para cultivo em caldo
BHI e posteriormente semeadas em 4gar nutriente a fim de se dar
prosseguimento aos testes de confirmagéo de E.coli O157:H7.

Realizaram-se entéo ensaios bioquimicos de acordo com AOAC (1998)
e Holt et al. (1992); ensaios de imunoaglutinagdo por meio do teste
E.coli O157 latex, disponibilizado pela Oxoid, Basingstoke, UK.

Aplicou-se, ainda, a técnica de PCR multiplex, conforme Gannon et al.
(1992); Fagan et al. (1999); Maurer et al. (1999) e Holland et al. (2000).
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3.2.2 Técnica de PCR multiplex
3.2.2.1 Extracio e quantificagio do DNA de E.coli O157:H7

A etapa de extracigo de DNA foi realizada segundo procedimento
especialmente modificado a partir de Jersek et al. (1996).

Este procedimento constou de quatro passos distintos, os quais incluiram
lavagem, lise celular, purificagdo e precipitagdo dos acidos nucléicos, conforme
abaixo se explana.

Para se efetuar o primeiro passo, 1,5 mL da cultura foi retirado e
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, a 4 °C. Desprezou-se entdo o
sobrenadante e o sedimento foi lavado com ImL de tampao SSC - Citrato de
Sodio 15 mM; NaCl 150 mM - e centrifugado nas mesmas condigées
anteriormente descritas.

Para o segundo passo, o sedimento celular obtido foi entdo
ressuspendido em 100 pL de tampéo de lise, tamp@o fosfato 10 mM e sacarose
20% acrescido de 4 mg de lisozima, e mantido a 37 °C por 45 minutos. A este
sedimento adicionaram-se 200 pL de tampao TE 50:20, 100 pL de sarcosil 5% e
100 pL de proteinase K e a mistura foi mantida primeiramente a 37 °C por
30 minutos e posteriormente a 50 °C, por mais 60 minutos.

No terceiro passo, as células anteriormente lavadas e lisadas foram
submetidas a trés extragdes seriadas e consecutivas para a purificagdo do DNA.
Estas extracdes foram procedidas com a utilizagdo de FCAI na propor¢ao de
25:24:1, utilizando-se volumes aproximados de 500 plL para cada uma. Apos a
centrifugagio a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante resultante * -
contendo o DNA foi recuperado por intermédio de ponteiras cortadas
especificamente para este fim, sendo descartado o sedimento que continha outras

proteinas excludentes.
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Ja no quarto passo, para proceder a precipitagio do DNA, foi a este
acrescido 1/10 volume de acetato de sddio 3 M e etanol absoluto gelado
permanecendo esta mistura a -20 °C por 4 h.

Decorrido este tempo, o DNA assim obtido foi entdo recuperado por
centrifugagdo a 10.000 rpm durante 30 minutos, seguindo-se de tratamento com
solugéo de etanol a 70% e posterior secagem a temperatura ambiente.

Pronto para ser conservado, o DNA entdo preparado foi suspenso em
solu¢éo tampdo TE 10:]1 evmantido em tubo de Eppendorf sob refrigeracio a
4°C.

A quantificagdo do DNA de E.coli O157:H7 assim obtido foi realizada
por intermédio da analise comparativa de intensidade das bandas de DNA
integro de bacteriéfago Lambda de peso conhecido, que variava de 50 a 400 ng.

Para tanto, foram tomados quatro volumes distintos da solugio TE 10:1
contendo o DNA, estes foram misturados ao tampdo da amostra 1X e, entdo,
aplicados nas canaletas do gel de agarose preparado a 1% para se proceder a
separagdo por eletroforese, a 5 V/cm, na presenga de tampao TBE 1X.

Apés coloragdo do gel de agarose com brometo de etidio, na
concentragdo de 1 pug/mL, as bandas geradas foram observadas em
transluminador em presenga de luz ultravioleta e, posteriromente, registradas por

fotografias por meio do Sistema EDAS de Fotodocumentagao.

3.2.2.2 Otimizacéo da técnica de PCR multiplex

Trabalhou-se, inicialmente, com a técnica de PCR voltada a deteccéo de
E.coli O157:H7, utilizando-se quatro pares distintos de iniciadores direcionados
a quatro regides gendmicas desta cepa padrao.

De acordo com o estabelecido na literatura, foram adotados os
iniciadores A e B para o antigeno somatico O157; C e D para a verotoxina VT]I;

E e F para a aderéncia eaeA O157:H7 e G e H para a hemolisina EHEC-hly;
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de acordo com Gannon et al. (1992), Fagan et al. (1999), Maurer et al. (1999) e
Holland et al. (2000) e conforme ja detalhadamente descrito na Tabela 6.

Tendo em vista o anelamento do DNA, a condigdo térmica para a
realizagdo de cada uma destas reagdes foi inicialmente testada exatamente
conforme proposto pelos mesmos autores supracitados, ou seja, iniciadores A e
B:55°C;CeD:57°C;EeF:55°C; GeH: 58 °C.

O teor ou conteido dos iniciadores foram avaliados em diferentes
concentragdes, que variavam de 6 pmol/uL a 50 pmol/pL.

Para a elaboragdo de uma Reagdo Multipla de Polimerase em Cadeia,
PCR multiplex, foram utilizados concomitantemente os mesmos quatro pares de
iniciadores, adotando-se para tal valores médios de temperatura € concentra¢éo
de cada iniciador, ou seja, 56 °C e 25 pmol, e definindo-se 30 puL como volume
final.

Este volume continha 10 mM de Tris-HCl em pH 9,0 + 50 mM de KCI +
0,1% de Triton X-100 + 2,5 mM de MgCl, + 0,2 mM de dNTP’s + 1,5 U da
enzima Tag DNA polimerase + 25 pmol de cada iniciador de A a H + 2 uL do
DNA.

O programa de amplificagdo de DNA adotado no Termociclador
PTC 100, para a utilizagdo simultanea dos quatro pares de iniciadores, foi: 94 °C
por 5 minutos, para a desnaturagio inicial do DNA; 56 °C por | minuto, para o
pareamento com os iniciadores; extensdo a 72 °C por 1 minuto, para sintese de
novas fitas; e reinicio da desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos. A extensdo
final, para o encerramento da reagao, ocorria a 72 °C por 5 minutos.

Apds amplificagdo, os produtos da PCR multiplex foram acrescidos de
5 uL tampao da amostra concentrado seis vezes e 10 pL. da mistura, separados
por eletroforese em gel de agarose, preparado a 1,0% e tampao TBE

concentrado uma vez, a 5 V/em. Como padrio de peso molecular foram
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utilizados 10 pL de bacteréfago A cortado com enzima Hindlll e 10 pL de
$174Halll.

Apoés a coloragdo do gel de agarose com brometo de etidio na
concentragao de |1 pg/mL, as bandas de DNA amplificadas foram visualizadas
em transluminador de luz ultravioleta. Os resultados foram registrados por
fotografias em Sistema EDAS de Fotodocumentagéo.

De modo a se confirmar a eficicia e extensio de uso da reagdo de
PCR multiplex, foram testadas cinco modalidades ou situac¢des distintas
envolvendo a mesma cepa padrio de E.coli O157:H7, conforme abaixo se
descreve:

Uso direto de DNA extraido - 2 pL contendo 80ng do acido
desoxirribonucléico, de acordo com o descrito no item 3.2.2.1

Uso de crescimento bacteriano em meio sélido — pequena porgao de uma
coldnia isolada a partir de 4gar BHI, em cultivo de 24h

Uso de crescimento bacteriano em meio liquido — 5 pL de cultivo em
caldo BHI

Uso direto de substrato alimenticio liguido — 5 pL de leite in natura
artificialmente inoculado com o microrganismo, de acordo com o descrito no
item 3.2.1.1

Uso indireto de substrato alimenticio sélido ~ 5 pL do caldo do
pré-enriquecimento, APT, apos 24 h de incubagdo a 37 °C com 25 g de came
bovina moida, de acordo com o descrito no item 3.2.1.1

Excetuando as amostras das situagdes DNA extraido e crescimento
bacteriano em meio solido, todas as trés outras amostras foram submetidas a
tratamento térmico em forno de microondas por 1 minuto em poténcia alta,

tendo em vista a promogao de lise celular.
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Assim tratadas, todas as amostras foram avaliadas frente a técnica de
PCR multiplex, conforme descrito na pag.49, adotando-se igualmente os mesmos
procedimentos para o registro e documentagdo dos resultados.

Uma vez confirmadas a eficacia e extensio do uso da reagdo de PCR
multiplex entdo proposta, o ensaio de especificidade para a cepa padrio de
E.coli 0157:H7 foi realizado selecionando-se, de maneira exclusiva, a situagao
Uso de crescimento bacteriano em meio solido.

Para tal, elegeram-se bactérias Gram positivas - Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Rodococcus egiiii e Streptococcus sp.- e bactérias Gram
negativas - Enterobacter sp, Klebsiella ozanae, Pseudomonas aeruginosa,
Saimonella Enteritidis, Salmonella tiphi, Shigella flexneri e Shigella sonnei —
todas procedentes da Colegdo de Cultura do SAEM, FUNED, Belo Horizonte,
MG.

3.2.2.3 Ensaio Piloto para a avaliagio da técnica de PCR multiplex
- Detecgiio direta de E.coli O157:H7 a partir dos substratos
alimenticios de origem bovina artificialmente inoculados com o
microrganismo

Apos o periodo de 24 h de incubagdo, as amostras de leite in natura e
came bovina moida adquiridas no CEDAF-UFV e inoculada conforme descrito
no item 3.2.1.1 foram, de maneira isolada, avaliada qualitativamente quanto a
presenga de E.coli O157:H7.

Uma aliquota de 5 uL de leite in natura e outra de 5 pL do caldo de pré-
enriquecimento APT contendo came moida bovina foram tomados para se
realizar a pesquisa direta do microrganismo através da técnica de PCR multiplex.

Para tanto adotaram-se os procedimentos descritos no item 3.2.2.2, no
que se refere a obtengéo da lise celular, reagdo da PCR multiplex, programa de

amplificagdo do DNA e registro dos resultados.
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- Confirmagio de identidade de E.coli O157:H7 previamente isolada a
partir dos substratos inoculados

Aquelas coldnias isoladas por intermédio da metodologia analitica
tradicional em meios solidos diferenciais, em nimero de 246, procedimento
descrito no item 3.2.1.2, e destinadas aos ensaios bioquimicos e de
imunoaglutinagdo foram, paralelamente, avaliadas quanto & presenca de genes
que codificam o antigeno somético O157, verotoxina VT, fator de aderéncia
eaeA e hemolisina EHEC-hly, para a devida confirmagio como E.coli O157:H7.

Uma pequena fragio ou raspagem de cada coldnia foi colocada em tubos
de Eppendorf, com auxilio de palitos de madeira estéreis, € aos tubos foi
acrescida a mistura da reagdo de PCR multiplex otimizada e descrita no item
3.2.2.2.

3.2.3 Pesquisa de E.coli O157:H7 enquanto contaminante natural em
material clinico e alimentos de origem bovina usando a metodologia
analitica tradicional e a técnica de PCR multiplex

No que se refere 2 metodologia analitica tradicional, caso através do
Ensaio Piloto viesse a se confirmar um dos Protocolos como aquele que
apresentasse melhor resultado, este seria selecionado para a pesquisa de
E.coli O157:H7 enquanto contaminante natural de material clinico e substratos
de origem bovina.

Em caso negativo, seriam aplicados ambos os Protocolos de Pesquisa.

3.2.3.1 Material fecal de fémeas bovinas em fase de lactac@o
A coleta de material fecal, conduzida por funcionario técnico do
CEDAF-UFV, realizou-se segundo procedimento descrito na Figura 3 e

conforme ora se delinea:
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Pesquisa de E.cali O157:H7

Fezes bovinas

Selegio aleatoria de fémeas sadias

Assepsia da abertura anal
Alcool iodado a 0.5%

Coleta do matcrial fecal

Swab em caldo mTSB+n
37°Cpor24h

Isolamento diferencial

SMAC-CT
42°Ceaté20h

Contirmagio de identidade

Ensaios bioguimicos
Teste imunologico
Técnica de PCR multiplex

FIGURA 3 Procedimento analitico para a avaliagio da contaminagdo natural de
E.coli 0157:H7 em material fecal de fémeas bovinas em fase de lactagéo
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As fémeas bovinas em fase de lactagao foram inicialmente submetidas 2
assepsia da abertura anal, para a qual foram utilizados cerca de 100 mL de
solugdo de édlcool iodado a 0,5%.

Para a amostragem do material situado na parede do reto destes animais,
o responsavel técnico introduziu seu antebrago vestido de luva de poliestireno e,
com auxilio de movimentos circulares, removeu por¢oes de fezes ali presentes.

Descartou-se o excesso de material coletado e o restante das fezes
aderidas a superficie da luva foi retirado com swab embebida em caldo mTSB+n
contido em tubo de rosca com tampa de baquelite.

O material fecal assim coletado e mantido no mesmo tubo contendo
caldo m7SB+n foi transportado, em condigdes isotérmicas, até ao laboratério do
SAEM-FUNED e incubado por 24 h a 37 °C.

Apos este tempo, semeaduras foram efetuadas em é4gar SMAC-CT
incubado a 42 °C durante 20 h.

Do crescimento obtido nesse meio, colonias tipicas foram pescadas e
submetidas a ensaios bioquimicos e de imunoaglutinagio e a técnica de

PCR multiplex, conforme relatado nos itens 3.2.1.2 € 3.2.2.3.

3.2.3.2 Leite in natura

Somente em caso de positividade para a presenc¢a de E.coli O157:H7 nas
amostras fecais das fémeas bovinas, conforme anteriormente descrito no item
3.2.3.1, seria conduzida a pesquisa do microrganismo no leite in narura destas.

Para tal seriam adotados Protocolos de Pesquisa evidenciados no

Ensaio Piloto descrito no item 3.2.1.2.

De igual forma, confirmacdo de identidade de E.coli O157:H7 neste
produto seria realizada pela técnica de PCR multiplex, conforme descrito no item

3.2.23.
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3.2.3.3 Carne bovina moida destinada ao preparo industrial de hamburguer
Foram adotados Protocolos de Pesquisa evidenciados no Ensaio Piloto
descrito no item 3.2.1.2.
De igual forma, confirmagdo de identidade de E.coli O157:H foi
realizada pela técnica de PCR multiplex, de acordo com procedimento descrito

no item 3.2.2.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Do Ensaio Piloto para avaliagio da metodologia analitica tradicional
- Detecgiio de E.coli O157:H7 em substratos alimenticios de origem bovina
artificialmente inoculados com o microrganismo

Por intermédio da anélise microbiologica realizada nos quatro substratos,
leite in natura, leite pasteurizado tipo C e came bovina moida, amostras
procedente do CEDAF-UFV e do Mercado Central, Belo Horizonte, MG, nio
foi evidenciada a presenca de E.coli O157:H7.

Desta maneira, ficou descartada a possibilidade da contaminagéo natural
com 0 microrganismo, tornando-se estes substratos aptos para a inoculagio
experimental com a cepa padrao que se propunha.

Em relagdo as bactérias patogénicas, somente o substrato carne bovina
moida adquirida no Mercado Central, Belo Horizonte, MG apresentou
Salmonella dos grupos C e D.

Quanto aos microrganismos indicadores de condigdes higiénico-
sqnilérias, conforme dado ndo apresentado em Tabela, coliformes
termotolerantes mostraram contagens da ordem de IO“, 102, 10* e 10 NMP/mL
ou g para os substratos leile in natura, pasteurizado tipo C e carne bovina moida,
amostras procedentes do Mercado Central, Belo Horizonte, MG, e do CEDAF-
UFV, respectivamente. .

As bactérias heterotroficas mesofilas apresentaram contagens de
10° UFC/mL para leite in natura e 2,5 x 10 UFC/mL para leite pasteurizado
tipo C.

Os demais microrganismos pesquisados, clostridios sulfito redutores e
estafilococos coagulase positivos, revelaram-se ausentes em todos os substratos

estudados.
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Os resultados ora relatados condizem com aqueles voltados ao estudo
microbiolégico de produtos de origem bovina, tanto para leite como para carne.

Em se considerando os valores limites preconizados pela Resolugdo
n° 12 de 02 de janeiro de 2001, de acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria do Ministério de Satde (Brasil, 2001), todos os substratos alimenticios
entdo analisados mostraram-se de acordo com as especificagdes legais, com
excecdo da carne moida bovina adquirida no Mercado Central, Belo Horizonte,
MG, tendo em vista a constata¢ao da presenca de Sa/monella dos grupos C e D.

Mesmo constatando a popula¢do média de coliformes termotolerantes da
ordem de 10° NMP/mL ou g em amostras de leite e carne moida bovina, e ainda
nesta dltima a presenca de Salmonella dos grupos C e D na amostra adquirirda
no Mercado Central, Belo Horizonte, MG, estes nao interferiram na
recuperagao de E.coli O157:H7.

Resultados similares foram obtidos por Saad & Franco (1999) quando
avaliaram a influéncia da microbiota natural em carne crua moida. Estes autores
relataram a presenga de E.coli ndo patogénicas, Pseudomonas putida e
Leuconostoc sp. quando de estudos da recuperaggdo do microrganismo em
diferentes niveis populacionais e distintas condigbes ambientais, tendo sido o
mesmo recuperado de forma indistinta.

Quanto aos resultados apresentados pelos caldos seletivos m7SB+n e
mEC+n estes mostraram, neste experimento de carater meramente qualitativo,
eficicia semelhante na inibigdo da microbiota acompanhante, niao tendo sido
observada qualquer diferen¢a ou variacéo no tocante a associagdo destes aos
meios sdlidos seletivos SMAC-MUG e SMAC-CT.

Alguns estudos, contudo, ja apontaram o caldo mEC+n, proposto por
Okrend et al. (1990a), como de eficicia ligeiramente superior sobre o caldo

mTSB+n, desenvolvido por Doyle & Schoeni (1987), a saber pelos niveis de
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deteccao da ordem de 0,6 células/g de came bovina moida, para o primeiro.
frente a 10 células/g do mesmo substrato alimenticio, para o segundo.

No Brasil, resultado de melhor eficacia do caldo mEC+n ja foi
igualmente relatado por Marques (1997) e Manhani (2000), ambos trabalhando
com associagdes deste mesmo caldo com até quatro meios s6lidos seletivos.

Quanto & capacidade de colonizagio, visualizagio e reconhecimento de
coldnias da cepa padrao de E.coli O157:H7, o agar seletivo SMAC-CT, proposto
por Zadik et al. (1993), apresentou, neste experimento, maior poder de inibigdo
sobre a microbiota acompanhante em relagio ao agar SMAC-MUG, proposto por
March & Ratnam (1986).

Esta inibicdo foi observada, sobretudo, para outras E.coli, aquelas
fermentadoras de sorbitol, e outras enterais, sobretudo Proteus sp.

De acordo com Chapman et al. (1991), Zadik et al. (1993) e Heuvelink
et al. (1997), bactérias dos grupos Proteus, Providencia e Aeromonas sio, neste
agar, inibidas pela presenga de cefixima, na concentragio de 0,05mg/L, e telurito
de potassio, na concentragao de 2,5mg/L.

Segundo March & Ratnam (1986), a reconhecida eficacia no isolamento
de E.coli O157:H7 observada com o uso do dgar SMAC-CT tem estendido a sua
aplicag@o, que ndo mais se restringe 4 analise de alimentos, para amostras de
origem clinica.

No que conceme a confirmagdo bioquimica e soroldgica de colénias
tipicas suspeitas de E.coli O157:H7, oriundas de crescimento nos meios sdlidos
seletivos, foi pescado um total de 256 amostras bacterianas.

Estas linhagens, na proporgio 1:1, conformé’“ ﬁ;ocedéncia dos dois
Protocolos de Pesquisa adotados, evidenciaram grau de confirmagio bioquimica
e imunoldgica da ordem de 67% e 84%, respectivamente, quando do emprego
dos meios sélidos seletivos SMAC-MUG e SMAC-CT.
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Confirmam-se assim, mais uma vez., os melhores resultados do &gar
SMAC-CT. muito embora neste estudo de confirmagédo bioquimica e
imunolégica ndo tenham sido aferidos, o que ja foi anteriormente explicitado,
critérios de natureza quantitativa.

De maneira geral, pode-se dizer que os nove testes bioquimicos entdo
empregados, de acordo com recomendagdo da AOAC (1998), foram efetivos
para a devida confirmacéo de E.coli O157:H7.

Ja a utilizagao do ensaio imunolégico que se baseou no emprego do teste
de imunoaglutinagdo E.coli O157 latex, Oxoid, apresentou-se vantajosa no que
diz respeito a redugéo do tempo de andlise, cerca de sete dias.

Todavia, cautela em seu uso deve ser tomada, a saber pela possibilidade
da presenga de reagdo cruzada, aproximadamente 9%, o que ora se observou

quando dos ensaios com as 256 amostras bacterianas de E.coli O157:H7.

4.2 Da otimizacéo da técnica de PCR multiplex

O DNA extraido de E.coli O157:H7 apresentou valor de
aproximadamente 40 ng/ul, obtido a partir da andlise comparativa de
intensidade de bandas do bacteri6fago Lambda, este padronizado em
400 ng/pL, conforme se observa na Figura 4.

Uma vez tendo sido extraido e quantificado o DNA de E.coli O157:H7 e
escolhidos os quatro pares de iniciadores para a amplificagdo de regides
especificas do microrganismo, quatro reagdes de PCR foram separadamente
realizadas. |

Os resultados obtidos confirmaram, para estas quatro reagdes, produtos
de tamanhos ja esperados: AeB =420pb;CeD = 614 pb; EeF=450pb e
G e H = 165 pb, de acordo com Gannon et al. (1992), Fagan et al. (1999),
Maurer et al. (1999) e Holland et al. (2000) e conforme se observa na Tabela 6.
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FIGURA 4 Avaliagdo comparativa de diferentes teores de DNA de
E.coli O157:H7, frente ao DNA integro de bacteriéfago
Lambda
1: DNA integro de Lambda 50 ng; 2:DNA integro de Lambda 100 ng;
3: DNA integro de Lambda 200 ng; 4:DNA integro de Lambda 30 ng;
5: DNA integro de Lambda 400 ng; 6: DNA E. coli O157:H, = 10 ng;
7:DNA E. coli O157:H7 =20 ng;  8: DNA E.coli O157:H7 = 30 ng;
9: DNA E. coli O157:H7 = 40 ng.

Quanto a otimizagédo da reagdo de PCR multiplex, utilizando os quatro
pares de iniciadores simultaneamente, verificou-se que a temperatura de
anelamento a 56 °C e a concentracao de cada iniciador a 25 pmol foram
eficientes para a amplificagdo especifica de cada uma das quatro regides
gendmicas ao mesmo tempo, conforme se observa na Figura 5. Desta maneira e
nestas condigdes, a técnica de PCR multiplex para a detecgao da cepa padrao de
E.coli O157:H7 pdde ser, entdo, padronizada.

No que se refere a extensdo de uso desta reag@o € interessante salientar
que os resultados obtidos para a amplificacdo das quatro regides gendmicas a
partir da situagdo Uso direto de DNA extratdo, usado como molde, foram

semelhantes aos obtidos a partir das outras modalidades Uso de crescimento
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FIGURA 5 Eletroforese em gel de agarose, amplificagdo de quatro
regides distintas do DNA da cepa padrao de E.coli O157:H7
pela técnica de PCR multiplex

bacteriano em meio solido, Uso direto do crescimento bacteriano em meio
liguido e Uso indireto do substrato alimenticio.

A aplicagido da técnica da PCR multiplex empregando a situacao Uso
indireto do substrato alimenticio, conforme testada para amostras de carne
bovina moida previamente enriquecida a 37 °C, durante 24 h, permitiu &
reducdo de tempo para o diagndstico molecular da cepa padrio, em 29 h.

Este caso, em relag@o a situagdo Uso direto de DNA extraido, é da ordem
de trés dias, pela supressao de inumeras etapas envolvidas quando da realizagio
da metodologia analitica tradicional.

Ja quando da utilizagdo da modalidade Uso direto do substrato
alimenticio liqguido, em que leite in nawra inoculado com a cepa padrio
E.coli O157:H7 foi pesquisado, ndo foi possivel a detec¢io molecular do
microrganismo, possivelmente devido & presenga de inibidores da reagdo da

PCR mudriplex ., inviabilizando-a. Pode-se propor, face a este resultado, o
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emprego da situagdo Uso indireto do substrato alimenticio, o qual prevé uma
etapa unica de pré-enriquecimento.

Quanto a especificidade da técnica de PCR multiplex n3o foi observado
nenhum produto de amplificagdo para nenhuma das 11 amostras bacterianas
testadas, ficando demonstrado que a técnica de PCR muitiplex entio padronizada
neste experimento foi especifica para a cepa padrio de E.coli O157:H7,
conforme se observa na Figura 6.

A confirma¢do do grau de especificidade da técnica PCR multiplex
voltada & detecg@o de E.coli O157:H7 ja foi relatada por Gannon et al. (1992),
Fratamico et al. (1995) e Kong et al. (1999).

Estes autores trabalharam com 28, 153 e 47 amostras bacterianas,
respectivamente, dentre elas Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas  aeruginosa, Rhodococcus equi, Salmonella Enteritidis,
Streptococcus sp, Shigella flexneri e Shigella sonnei, quando um maximo de até

trés pares de iniciadores, V1,, V1, € eaeA, foram utilizados.

4.2.1 Do Ensaio Piloto para avaliacio da técnica de PCR multiplex
- Detec¢io de E.coli O157:H7 em substratos alimenticios de origem
bovina artificialmente inoculados com o microrganismo

Em se tratando das amostras de leite in natura, néo foi possivel a
recuperagéo e detecgido da cepa padrao inoculada, quando se adotou sua busca
através da situagdo Uso direto do substrato alimenticio liqguido. A eventual
presenca de inibidores da reagdo de PCR multiplex neste substrato pode ter
tornado esta técnica, neste caso, inconclusiva, sobre o que nio ha regiétros na
literatura.

Resultados positivos foram obtidos a partir de amostras de carne bovina
moida, em que E.coli O157:H7 pode ser recuperada e detectada quando do

emprego de pré-enriquecimento destas em caldo APT.
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FIGURA 6 Especificidade da PCR multiplex para E.coli 0157:H7 com
auséncia de amplificacdo em todas as outras amostras
bacterianas

Gel superior:1: padrao AHindlll; 2: B.cereus; 3: K. ozanae;
4: Enterobacier sp.; 5: L monocyiogenes; & P. mirabilis;

7: P.aeruginosa; 8: R.eqiii; 9: S.Enteritidis; 10: S.Typhi;
11:8. Typhi;12: 8. flexneri; 13: S. sonnei;14:¢174Haelll.

Gel inferior:2:S aureus; 3: Streptococcus sp.; 4: E.coli
0157:H7; 5: controle negativo; 6: ¢174Haelll

De acordo com a Figura 7, pode ser observada a amplificagdo das quatro
regides gendmicas estudadas obtidas a partir da modalidade Uso de crescimento
bacteriano em meio solido. Neste ensaio, foram foto-documentadas 32 amostras
bacterianas selecionadas dentre 256 colonias — crescimento em agar SMAC-CT
e SMAC-MUG procedentes dos substratos alimenticios artificialmente

inoculados conforme Ensaio Piloto descrito no item 3.2.1.
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FIGURA 7 Perfil eletroforético de colonias de E.coli O157:H7 isoladas
em meios solidos seletivos.

|: padrao A Hindlll; 2 a 17 : colénias de E. coli O157:H7; 18: controle
positivo; 19: controle negativo.

4.3 Da pesquisa de E.coli O157:H7 enquanto contaminante natural em
material clinico e alimentos de origem bovina usando a metodologia
analitica tradicional e a técnica de PCR multiplex

As 30 amostras de material fecal provenientes de fémeas bovinas sadias
e em fase de lactagdo mostraram-se negativas quanto a presenga de
E.coli O157:H7, quer seja utilizando a metodologia analitica tradicional ou pela
técnica de PCR multiplex.

Estes resultados diferem daqueles apresentados por Trabulsi (1999) por
meio dos quais se apontou uma positividade superior a 80% de E.coli
enterhemorragica no rebanho bovino brasileiro.

O grau de sensibilidade da técnica de PCR multiplex, conforme

reportado por Gannon et al. (1998), ¢ de 0,5 a 1,0 UFC/g ou mL do substrato
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pesquisado. Sabe-se, todavia, segundo Holland et al. (2000), que, de acordo com
o emprego da técnica de PCR multiplex, resultados falso-negativos para a
presenca do microrganismo podem ser observados quando pequeno volume de
fezes for avaliado, 0 que ocorreu neste experimento.

Este mesmo dado corrobora os resultados negativos igualmente
observados para a pesquisa de E.coli O157:H7 quandd do estudo da
contamina¢do natural de 30 amostras de came bovina moida destinadas ao
preparo industrial de hamfnirguer.

Todas estas 30 amostras, testadas em triplicata, mostraram-se negativas,
quer seja quando analisadas pela metodologia tradicional como pela técnica de
PCR multiplex, esta 0ltima especialmente padronizada com este fim e para este
experimento.

No Brasil, no periodo situado entre 1998 e 2001, pesquisa deste
patogeno enguanto contaminante natural ja foi realizada em diferentes alimentos
como leite cru, leite pasteurizado, queijo tipo Minas, came bovina moida e
hamburguer, nido tendo sido evidenciada, em nenhum deles, a presenca de
E.coli O157:H7 {Marques, 1997; Manhani & Serrano, 1998; Marques &
Landgraf, 1998; Franco & Landfgraf, 1999; Pereira et al., 1999; Viegas &
Bechtel, 1999; Manhani, 2000).
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vhTAR.

5 CONCLUSOES

De acordo com as condi¢des empregadas neste experimento € os resultados

apresentados e discutidos anteriormente, pode-se concluir o que abaixo se

transcreve:

A recuperacdo de E.coli O157:H7 artificialmente inoculada em
substratos alimenticios de origem bovina - leite in natura e carne moida
- foi possivel utilizando-se dois Protocolos de Pesquisa da metodologia

analitica tradicional, com e sem pré-enriquecimento em APT.

A recuperagdo de E.coli O157:H7 artificialmente inoculada em
substratos alimenticios de origem bovina - leite pasteurizado tipo C -
foi somente possivel quando do emprego de Protocolo de Pesquisa da
metodologia analitica tradicional que utilizou pré-enriquecimento em

APT, o que n3o ocorreu na auséncia deste.

Os caldos seletivos m7SB+n e mEC+n apresentaram similar capacidade
inibitoria sobre a microbiota acompanhante, o que se comprovou com o

posterior emprego dos meios solidos seletivos, igualmente SMAC-MUG
e SMAC-CT.

O meio solido seletivo SMAC-CT mostrou-se mais eficaz na

recuperagao e detec¢io de E. coli O157:H7 artificialmente inoculada.
A técnica de PCR multiplex pode ser otimizada com a temperatura de

56 °C para anelamento do DNA e concentragdo de 25 pmol para cada

iniciador molecular, mostrando-se estas condi¢des como ideais para a
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amplificacdo das quatro regides genomicas especificas a cepa padréo de

E.coli O157:H7 - VT,, EHEC-hly, eaeA e O157.

A utilizagdo simultinea de quatro pares de iniciadores moleculares, VT,
EHEC-hly, eaeA e 0157, personalizando a técnica de PCR multiplex,

mostrou-se sensivel e especifica para a cepa padrao de E.coli O157:H7.

Nio foi evidenciada a contamina¢io natural de E. coli O157:H7 nos
alimentos e material clinico pesquisados - 30 amostras de material fecal
de fémeas bovinas sadias, procendentes do CEDAF-UFV, e em fase de
lactagdo e 30 amostras de carne bovina moida destinada ao preparo
industrial de hambirguer - tanto pela metodologia analitica tradicional

como pela técnica de PCR multiplex.
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FIGURA A Curva de crescimento da cepa padréo de E.coli O157:H7
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Agar seletivo SMAC-CT, de acordo com Zadik et al (1993)

Preparar o agar MacConkey Sorbitol, SMAC, Oxoid, de acordo com as
especifica¢des do fabricante. Apds autoclavar.a 121°C por 15 minutos, deixar
atingir a temperatura de aproximadamente 45°C e acrescentar 4mL da solugéo
cefixima-telurito para cada litro de meio. :

Agar seletivo SMAC-MUG, de acordo com March &Ratnam (1986)

Preparar o agar MacConkey Sorbitol, SMAC, Oxoid, de acordo com as
especificagdes do fabricante, acrescentar 4mL do reativo MUG, Oxoid,
preparado conforme fabricante, para cada litro de meio. Autoclavar a 121°C por
15 minutos. :

Caldo seletivo mEC+n, de acordo com Okrend et al (1990a)

Agua destilada 1000mL
Fosfato de potassio, Oxoid 1,5g

Sal de bile # 3, Merck 1,5g
Triptona, Biobrés 20,0g

pH final de 7,4

Autoclavar a 121°C por 15 minutos, deixar atingir a temperatura ambiente e
acrescentar SmL da solugio de novobiocina, distribuir em frascos esterilizados.

Caldo seletivo mTSB+n, segundo Doyle & Schoeni (1987)

Agua destilada 1000mL
Cloreto de sodio, 5,00g
Fosfato de potassio (KH,PO,), Oxoid 1,50g
Fosfato dipotassico (K,HPO,), Oxoid  4,00g
Lactose, Difco 5,00g
Sal de bile # 3, Merck 1,12g
Triptona, Biobras 20,00g

pH final de 6,9

Autoclavar a 121°C por 15 minutos, deixar atingir a temperatura ambiente e
acrescentar SmL da solugao de novobiocina, distribuir em frascos esterilizados.
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Solugio cefixima-telurito

Agua destilada autoclavada 4,00mL
Cefixima 0,05mg
Telurito 2,50mg

Filtrar a solugéo assepticamente, acondicionar em frasco &mbar a temperatura de
8°C.

Soluciio de novobiocina

Agua destilada autoclavada 1000mL
Novobiocina 20mg

Filtrar a solugio assepticamente, acondicionar em frasco ambar em freezer.
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