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RESUMO

Amostras de leite UHT integral armazenadas sob refrigeracdo e congelagéo e
inoculadas com cepas de referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz foram utilizadas
para avaliar a capacidade de deteccdo da E. coli O157:H7 pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), pela Contagem de Bactérias Heterotréficas Aerdbias
Mesofilas (CBHAM) e pelo kit comercial RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliformes.
Foram utilizadas as seguintes cepas: Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica Typhi (ATCC 6539) e E.
coli enterohemorragica (CDC EDL — 933). As analises foram realizadas nos 4° e 7°
dias de refrigeracdo e nos 15° 30° 60° e 120° dias de congelamento. Foi possivel
realizar a detecgdo da E. coli O157:H7 por meio da PCR em todas as amostras
contaminadas artificialmente. Com a CBHAM foi possivel realizar a detec¢do da
bactéria nas amostras referentes ao 4° e 7° dia de resfriamento e no 15° dia de
congelamento. E com o kit comercial RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliformes esta
deteccao foi possivel somente nas amostras resfriadas. Os resultados confirmaram a
alta sensibilidade da PCR na deteccéo de E. coli O157:H7.

Palavras-chave: Escherichia coli enterohemorragica, Escherichia coli O157:H7, leite,
PCR.



ABSTRACT

Samples of UHT whole milk stored under refrigeration and freezing and
inoculated with reference strains of the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) were
used to evaluate the detection ability of E. coli O157:H7 by Polymerase Chain
Reaction (PCR), the count of Aerobic Mesophilic Heterotrophic Bacteria and the
commercial kit RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliform. We used the following
strains: Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Salmonella enterica Typhi (ATCC 6539) e E. coli enterohaemorragic (CDC
EDL — 933). Analyses were performed in the 4™ and 7" days of refrigeration and in
the 15", 30™, 60™ and 120™ days of freezing. It was possible to perform the detection
of E. coli O157:H7 by PCR for all samples artificially contaminated. However, it was
possible to detect the bacteria by CBHAM in the samples after four and seven days
of cooling and fifteen days of freezing. And with the commercial kit RIDA ® COUNT
Escherichia coli / Coliform this detection was possible only in refrigerated samples.
The results confirmed the high sensitivity of PCR for detecting E. coli O157:H7.

Key-words: Escherichia coli enterohaemorragic, Escherichia coli O157:H7, milk,
PCR.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Fotografia do gel de agarose a 1,5% da PCR referentes as amostras

armazenadas durante 4 e 7 dias de resfriamento e 15 dias de congelamento, p.39

FIGURA 2: Fotografia do gel de agarose a 1,5% da PCR referentes as amostras
armazenadas durante 30 e 60 dias de congelamento e as diluicées 107¢, 10", 108,
10 e 10%°, p.39



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Adicdes realizadas ao leite integral, p.33

Quadro 2: Resultados do Teste do Qui-quadrado referentes a influéncia da
presenca do azidiol na deteccao de E. coli O157:H7, p.40



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

APC Agar Padréo para Contagem
Caldo EC Caldo Escherichia coli

CBHAM  Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerébias Mesdfilas

DNA Acido desoxirribonucléico

EHEC Escherichia coli enterohemorragica
EIEC Escherichia coli enteroinvasora
EPEC Escherichia coli enteropatogénica
ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

FIOCRUZ Fundacao Oswaldo Cruz

Mda Mega-daltons
mL Mililitro
ul Microlitro

mPCR PCR do tipo multiplex

NMP Numero Mais Provavel

PCR Polymerase Chain Reaction

pmol Picomol

® Marca registrada

SLTs Toxinas shiga-like

STEC Escherichia coli Shiga Toxigénica
SUH Sindrome Urémica Hemolitica
SSP Solugédo Salina Peptonada

TSB Caldo Triptona de Soja

UFC Unidade Formadora de Colonia
UFF Universidade Federal Fluminense
VNC Viavel néo cultivavel

VTEC Escherichia coli verotoxigénica
VTs Verotoxinas

VT-I Verotoxina-|

VT-lI Verotoxina-ll

VT-I Verotoxina-Ill



SUMARIO

RESUMO, p.5

ABSTRACT, p.6

LISTA DE FIGURAS, p.7

LISTA DE QUADROS, p.8

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS, p.9

1 INTRODUCAO, p.12

2 REVISAO DE LITERATURA, p.13

2.1 ESCHERICHIA COLI, p.13

2.1.1 Caracteristicas gerais, p.13

2.1.2 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), p.14
2.1.2.1 E. coli O157:H7, p.15

2.1.2.2 Mecanismos de patogenicidade da E. coli O157:H7, p.17
2.1.2.3 Surtos e infecgdes provocados por E. coli O157:H7, p.19
2.1.3 Prevaléncia de E. coli O157:H7 em alimentos, p.20
2.1.4 Viabilidade da E. coli no leite e derivados lacteos, p.22
2.2 METODOS DE DETECCAO DE E. COLI O157:H7 EM ALIMENTQOS, p.24
2.2.1 Metodologia tradicional, p.24

2.2.2 Kit comercial RIDA® COUNT, p.25

2.2.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), p.25

2.3 USO DO AZIDIOL COMO CONSERVANTE DO LEITE, p.29

3 MATERIAL E METODOS, p.30

3.1 BACTERIOLOGIA, p.30

3.1.1 Preparo do material do laboratério, p.30
3.2 AMOSTRAS DE LEITE UHT INTEGRAL, p.30



3.3 CONTROLE BACTERIOLOGICO DO FRASCO CONTENDO
COMPRIMIDO, p.31

3.4 AMOSTRAS BACTERIANAS DE REFERENCIA, p.31

3.5 OBTENCAO DAS DILUICOES, p.31

3.6 CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DO LEITE, p.33

3.6.1 Armazenamento do leite contaminado experimentalmente, p.34
3.7 CULTIVO BACTERIOLOGICO, p.35

3.8 PRIMERS UTILIZADOS, p.35

3.9 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO, p.35

3.10 PCR, p.36

3.11 ANALISE ESTATISTICA, p.36

4 RESULTADOS E DISCUSSAO, p.37

4.1 AVALIAQAO DA MATERIA-PRIMA, p.37
4.1.1 Leite UHT integral, p.37

4.1.2 Frasco com comprimido de azidiol, p.37
4.2 CULTIVO BACTERIOLOGICO, p.37

4.3 PCR, p.38

5 CONCLUSAO, p.43

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, p.44

AZIDIOL



1 INTRODUCAO

A Escherichia coli O157:H7 é uma bactéria patogénica, pertencente ao grupo
da E. coli enterohemorragica (EHEC), e € responsavel por diversos surtos
envolvendo o consumo de produtos de origem animal e de agua contaminados.
Dentre estes produtos, destacam-se o leite e seus derivados.

E uma bactéria que ndo apresenta resisténcia ao processo de pasteurizacao,
porém resiste ao resfriamento e ao congelamento.

A deteccdo da E. coli O157:H7 em alimentos pode ser feita utilizando as
técnicas tradicionais de cultivo bacteriolégico ou as técnicas moleculares. Com o
passar do tempo e com a necessidade da realizagdo da deteccdo em um curto
espaco de tempo utilizando uma técnica menos trabalhosa, as técnicas moleculares
ganharam uma grande importancia no controle bacterioldgico dos alimentos.

Dentre estas técnicas, destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
A PCR é uma técnica promissora para ser ultilizada na detec¢do de microrganismos
na industria alimenticia por conferir o resultado em um pequeno espaco de tempo e
por ter a capacidade de detectar as células viaveis e ndo-viaveis em um alimento.

Um dos entraves para o uso da PCR em amostras de leite € a presenca de
gordura e de proteinases. A matéria gordurosa pode influenciar na extracdo do DNA
e consequentemente na reacdo da PCR. Ja4 as proteinases sao substancias
inibidoras da PCR. Por isso, na maioria das vezes, existe a necessidade de ser feito
um pré-enriquecimento da amostra antes da extragdo do DNA.

Os objetivos do presente experimento foram avaliar a sensibilidade da PCR
na deteccao de E. coli O157:H7 inoculada experimentalmente em leite UHT integral
com alta e baixa contaminacdo armazenados durante diferentes tempos de
estocagem, em refrigeracdo e em congelamento e avaliar a influéncia do

conservante azidiol na PCR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESCHERICHIA COLI

2.1.1 Caracteristicas gerais

O género Escherichia é formado por diversas espécies, porém somente a E.
coli € um patégeno com importancia para humanos e para animais. S&ao
microrganimos  Gram-negativos, bastonetes, nao-esporulados, anaerdbios
facultativos, catalase-positivos e oxidase-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (HIRSH; ZEE, 2003).

A E. coli faz parte do grupo dos coliformes termotolerantes que sdo capazes
de fermentar a lactose a 44,5-45,5°C em 24 horas com producdo de gas. Possui
como hébitat natural o trato intestinal de animais de sangue quente, sendo por isso
considerada indicadora de contaminagao fecal de alimentos (SILVA et al., 2007,
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Esta espécie apresenta antigenos somaticos O, termoestaveis, relacionados
com polissacarideos da membrana externa, antigenos flagelares H, termolabeis,
relacionados com proteinas de flagelos, e ainda, antigenos K, termoestaveis,
relacionados com polissacarideos capsulares. Entretanto, nem todas as amostras
apresentam os trés tipos ao mesmo tempo. O antigeno O identifica o sorogrupo da
cepa e a combinacdo do antigeno O e H identifica o sorotipo. Foram descritos 173
antigenos O, 56 H e 100 K diferentes (MENG et al., 2001; FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Possui a capacidade de exercer um efeito benéfico sobre o organismo,
suprimindo a multiplicagdo de bactérias prejudiciais e sintetizando uma consideravel

guantidade de vitaminas. Dentre as cepas de E. coli, entretanto, h4 um grupo capaz
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de provocar doencas em individuos humanos, coletivamente chamadas de E. coli
enteropatogénicas (FDA, 2009).

Segundo Adams; Moss (2008) as cepas de E. coli podem ser classificadas em
quatro tipos baseados nas caracteristicas de viruléncia: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli
enterohemorragica (EHEC). Mellies; Barron; Carmona (2007) e Meng et al. (2001)
categorizam ainda mais dois patotipos: E. coli enteroagregativa e E. coli de

aderéncia difusa.

2.1.2 Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

A EHEC é também chamada de E. coli verotoxigénica (VTEC) ou de E. coli
Shiga Toxigénica (STEC) por ter a capacidade de produzir toxinas que S&o
citotoxicas para as ceélulas Vero e por ser semelhante a toxina produzida pela
Shigella dysenteriae (O'BRIEN et al., 1982).

Mais de cem sorogrupos de E. coli produzem essas toxinas, porém nem todas
as STEC sao consideradas patogénicas. Outros fatores de viruléncia sao
importantes para que ocorra a infeccédo e a doenca (NATARO; KAPER, 1998).

Nesta classe estéo incluidas as cepas de E. coli produtoras de verotoxinas,
incluindo a E. coli O157:H7. S&o capazes de provocar colites enterohemorragicas
gue evoluem para a Sindrome Urémica Hemolitica (SUH). Essas cepas produzem
toxinas shiga, se fixam e provocam lesdes nas células epiteliais humanas (ibid.).

Os quadros de colites enterohemorragicas geralmente sdo auto-limitantes
com diarréia aguda e sanguinolenta durante 4 a 10 dias. Os sintomas come¢am com
dores de estdbmago e diarréia aquosa 1 a 2 dias apés a ingestdo do alimento
contaminado, progredindo para diarréia sanguinolenta com dor abdominal aguda
(ADAMS; MOSS, 2008). A febre é baixa ou ausente. Alguns individuos exibem
apenas diarréia aquosa (FDA, 2009).

Algumas vitimas, particularmente as mais jovens, desenvolvem como
complicagdoa  SUH, caracterizada por insuficiéncia renal aguda e anemia
hemolitica. De 0 a 15% das vitimas de colite hemorragica desenvolvem a SUH. A
doenca pode levar a perda permanente da funcdo renal. Nos idosos a SUH, somada

a febre e sintomas neuroldgicos, constituem uma doenca chamada Purpura
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Trombocitopénica Trombdética (PTT), a qual pode ter uma taxa de mortalidade de até
50% (ibid.).

A EHEC é capaz de infectar uma variedade de pessoas. Entretanto, criangas,
idosos e individuos imunocomprometidos possuem alto risco de ter os sintomas
clinicos da doenca e complicacdes severas (RENTER; SARGEANT, 2002).

O bovino é considerado reservatorio natural de EHEC. Por isso, a carne
bovina, € o principal veiculo deste patdgeno. Diversos surtos de colite hemorragica
ocorridos nos Estados Unidos, Canada, Japdo, Inglaterra e Alemanha foram
associados ao consumo de carne bovina, em especial ao hamburguer, razdo pela
qual a sindrome provocada pela EHEC tem a denominagdo de “doenga do
hamburguer” (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.1.2.1 E. coli O157:H7

A E. coli 0157:H7 surgiu como um patégeno de origem alimentar com grande
significancia em saude publica nos Estados Unidos (GRIFFIN; TAUXE, 1991). Foi
identificado nos EUA, em 1982, como 0 agente responsavel por surtos de colites
enterohemorragicas associado ao consumo de carnes de hamburgueres mal
passadas e contaminadas (RILEY et al., 1983).

E uma bactéria patogénica, cujas doencas transmitidas por alimentos s&o
classificadas no grupo de risco IA de acordo com a Comissao Internacional de
Especificacbes Microbiologicas para Alimentos (ICMSF, 2002). A dose infectiva é
ainda desconhecida. Porém, por meio da compilacdo de dados de surtos
investigados, incluindo a habilidade do microrganismo de ser transmitido de pessoa
a pessoa, estima-se que a dose infectante encontre-se na faixa de 10 células por
grama ou mililitro do alimento consumido (FDA, 2009).

E considerada uma das principais causas de colites enterohemorragicas e da
SUH (GRIFFIN; TAUXE, 1991).

A temperatura 6tima de crescimento de E. coli O157:H7 é de 37°C, néo
havendo crescimento em temperaturas abaixo de 8 a 10°C e acima de 44 a 45°C.
Este sorogrupo sobrevive ao congelamento, havendo apenas uma diminuicdo na
concentragcéo (FAO/WHO, 2003).

As principais caracteristicas que distinguem a E. coli O157:H7 das demais

cepas de E. coli, sdo o crescimento pobre ou nulo a 44,5°C, temperatura
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normalmente empregada para pesquisa desse microrganismo em alimentos, e a
incapacidade de utilizar o sorbitol e produzir a enzima B-glicuronidase (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Em funcao destas diferencas ndo sdo detectadas nas analises
de coliformes fecais pelo método do numero mais provavel (NMP), nem nas analises
diretas de E. coli utilizando substratos para a enzima B-glicuronidase (SILVA et al.,
2007).

A adaptacao das células bacterianas no trato gastrointestinal de bovinos pode
induzir o sistema de &cido resisténcia em E. coli patogénicas e ndo patogénicas. A
E. coli O157:H7 com sistema de acido resisténcia induzido pode permanecer
resistente ao acido nos alimentos por um determinado periodo. Uma vez ingeridos
através do alimento contaminado, os organismos acido adaptados séo capazes de
sobreviver a defesa acido gastrica do hospedeiro humano e colonizar o intestino
através de competicdo com o0s organismos comensais. A E. coli O157:H7 é
considerado um dos sorotipos mais &cido resistentes (CHUNG; BANG; DRAKE,
2006), sendo capaz de sobreviver em produtos lacteos fermentados, os quais
apresentam pH baixo, tais como o iogurte e leite acidificado (GOVARIS; KOIDIS;
PAPATHEODOROQU, 2002).

Infeccdes humanas vém sendo comumente associadas com o consumo de
uma variedade de alimentos contaminados, como carnes mal passadas (RILEY et
al., 1983), leite cru (MARTIN et al., 1986; GRIFFIN; TAUXE, 1991; NEILL, 1994,
REITSMA; HENNING, 1996), leite pasteurizado (UPTON; COIA, 1994), agua nao
potavel (LICENCE et al., 2001) e com visitas a fazendas abertas ao publico
(BORCZYK et al.,1987; TREVENA et al., 1996). De acordo com a FDA (2009) o
alimento mais implicado nos surtos documentados é o hamburguer cru ou mal
passado, entretanto, outros surtos ja envolveram brotos de alfafa, sucos de
frutas ndo pasteurizados, salame, alface, carne de caca, e coalhada de queijo.

Investigagbes epidemiolégicas demonstraram que o gado leiteiro é o
reservatorio primario desta cepa (BORCZYK et al., 1987; LAHTI et al.,, 2002). A
contaminacdo fecal do leite € uma importante via de transmissédo deste patdgeno
aos humanos (BORCZYK et al., 1987; HANCOCK et al., 2001). A presenca de E. coli
0157:H7 nas fezes do gado representa um sério risco a saude publica devido a
possibilidade da transmissdo direta para humanos ou da contaminacdo fecal de
alimentos, da agua e dos ambientes (ARMSTRONG; HOLLINGSWORTH; GLENN-
MORRIS, 1996; ALTEKRUSE; COHEN,; SWERDLOW, 1997).
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Lahti et al. (2002) relataram a ocorréncia de 9 infeccbes humanas causadas
pela E. coli O157:H7 na Finlandia associadas com 5 fazendas leiteiras finladesas. A
bactéria foi isolada das fezes dos individuos que foram hospitalizados e em alguns
casos de membros da mesma familia. Em todas as fazendas foram detectadas a
presenca do patégeno nas fezes de algumas vacas leiteiras.

Evidéncias soroldgicas e bacterioldgicas da presenca de E. coli O157:H7 no
gado leiteiro e em membros das familias das fazendas demonstram a correlacéo das
infecgdes entre o gado e os humanos (WILSON et al., 1996).

Estudos observaram o papel da dgua potavel dos animais na disseminacao
de cepas de E. coli O157:H7 nos rebanhos leiteiros (FAITH et al., 1996; SHERE;
BARTLETT; KASPAR, 1998).

E um microrganismo que ndo possui resisténcia ao calor (DOYLE; SCHOENI,
1984), sendo destruida pela pasteurizagdo (D’AOUST et al.,, 1988). Porém a
contaminacdo por esta bactéria pos-pasteurizacdo € uma preocupacdo devido a
dose infectante ser baixa e por ser acido-tolerante (ARNOLD; KASPAR, 1995). Em
contrapartida, é capaz de sobreviver em produtos que sdo armazenados congelados
como o leite cru (ANSAY; KASPAR, 1997) e a carne moida (DOYLE; SCHOENI,
1984). Sobrevive também em frutas e vegetais armazenados sob condicbes de
refrigeracdo a uma temperatura de 5°C (ABADIAS et al., 2012).

Além da transmissdo por meio dos alimentos, a E. coli O157:H7 também pode
ser transmitida por contato direto com pessoas infectadas, sobretudo quando ha
condi¢des inadequadas de higiene (LIOR, 1993).

2.1.2.2 Mecanismos de patogenicidade da E. coli O157:H7

A patogenicidade de E. coli O157:H7 estd relacionada a trés fatores de
viruléncia: producdo de enterotoxinas semelhantes a da Shigella, producdo de
hemolisina e expresséo de adesinas especificas com as quais a bactéria coloniza o
epitélio intestinal (ARMSTRONG; HOLLINGSWORTH; GLENN-MORRIS, 1996).

As enterotoxinas produzidas sdo chamadas verotoxinas (VTs), uma vez que a
atividade biolégica pode ser observada em células de cultura Vero, originarias de rim

de macaco ou toxinas shiga-like (SLTs) que s&o imunologicamente e estruturamente
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semelhantes a "Shiga toxina", produzida pela Shigella dysenteriae. S&o conhecidas
as VT-l, VT-ll e VT-lll. Cada uma é formada por duas subunidades (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A producado de VT-Il estd associada ao desenvolvimento da
SUH. Estas toxinas séo citotoxicas para as células do colon e ileo (ARMSTRONG,;
HOLLINGSWORTH; GLENN-MORRIS, 1996).

O proposto modo de acdo em células de mamiferos envolve a seguinte
sequéncia de eventos. A subunidade B da toxina liga-se a receptores glicolipidicos
na célula. Apods internalizacdo, a subunidade A é enzimaticamente reduzida para um
fragmento Al, o qual liga-se entédo a ribossomos 60S para inibir a sintese protéica e
causar a morte celular (O’'BRIEN et al., 1982).

A EHEC tem também um gene cromossomal denominado eae, responsavel
pelas alteracfes do citoesqueleto das células epiteliais da mucosa intestinal, com
destruicdo das microvilosidades e acumulo de actina no local da adesao. Verifica-se
a acdo nos vasos sanguineos das microvilosidades com eliminagdo de sangue nas
fezes (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A deteccdo do gene eae junto com as VTs em amostras de leite pode ser
considerada sugestiva de contaminacéo por cepa de E. coli patogénica (KARNS et
al., 2007).

A maioria das E. coli O157:H7 carregam um plasmidio de 60 Mda (mega-
daltons). Observacfes conflitantes tem sido feitas por diversos autores sobre o papel
do plasmidio de 60 Mda conferindo propriedades de aderéncia ao microrganismo.
Entretanto, o processo de colonizacdo do trato intestinal ndo esta totalmente
elucidado. Estudos tém revelado que existe um padrdo de colonizacdo bastante
definido, sendo semelhante as caracteristicas de fixacdo e destruicdo que ocorrem
nos casos de infec¢gdo humana por E. coli 0157:H7 (DOYLE, 1991).

A E.coli O157:H7 coloniza difusamente o ceco, superficies do colon e o
epitélio das criptas. As microvilosidades sdo destruidas e as células epiteliais sdo
irregularmente formadas ou destacadas no local de fixacdo bacteriana. Alguns
estudos revelam a penetracdo de bactérias dentro de células epiteliais. Porém, a
intensiva invasdo e multiplicacdo intracelular, como ocorre nos casos de infec¢cao
por Shigella, ndo é observada (DOYLE, 1991).

Pacientes com infeccdo por E. coli O157:H7 dificilmente apresentam febre, o

gue sugere que O microrganismo nao € invasivo e nao penetra no sistema
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circulatorio. H4 uma colonizacdo do trato intestinal, onde sdo produzidas as toxinas,
as quais sao subsequentemente ativas no célon (PADHYE; DOYLE, 1992).

A patogenia da SUH também esta associada com estas toxinas que
provocam danos as células endoteliais. Deste modo iniciam um mecanismo de
coagulagcédo resultando na formacdo de microtrombos, os quais poderdao obstruir
completa ou parcialmente alguns capilares dos rins e de outros érgaos, acarretando
em um acumulo de residuos no sangue. Estes coagulos podem também obstruir
pequenos capilares no cérebro, podendo levar a o6bito o paciente (BYRNES;
MOAKE, 1986).

2.1.2.3 Surtos e infeccdes provocados por E. coli O157:H7

O leite cru foi reconhecido como um veiculo de transmissdo da E. coli
0157:H7, em 1986, quando criancas de familias do Estado de Wisconsin nos EUA
apresentaram quadros de colites enterohemorragicas e de SUH depois de
consumirem leite cru de fazendas leiteiras (MARTIN et al., 1986).

Outro surto relacionado ao consumo de leite cru contaminado por E. coli
0157:H7 foi relatado em 1993 no Estado de Oregan — EUA. Quatorze individuos
adoeceram em menos de 1 més apdés consumirem leite cru de uma determinada
fazenda (KEENE et al., 1997).

Em maio de 1993, ocorreram seis casos de infeccdo humana por E. coli
0157:H7 na cidade de Sheffield, Inglaterra e o leite ndo-pasteurizado foi identificado
como a origem da infeccdo (MECHIE; CHAPMAN; SIDDONS, 1997). Ainda na
Inglaterra, o consumo de iogurte de uma marca em particular foi a causa de um
surto de E. coli O157:H7 em 16 pessoas, tendo como provavel causa, uma
contaminacgdo pos-pasteurizacdo do leite, uma vez que néo foi isolado o0 agente no
leite cru e a pasteurizacao elimina completamente o agente (MORGAN et al., 1993).

Liptakova et al. (2004) relataram a ocorréncia de um surto de SUH provocado
pela ingestdo de requeijao fabricado a partir de leite cru contaminado por VTEC na
Eslovaquia em individuos de uma mesma familia.

Surto de DTA pelo consumo de requeijao produzido a partir de leite cru
contaminado com E. coli O157:H7 também foi relatado no Estado de Wisconsin,
EUA, em junho de 1998. Neste caso, 55 pessoas foram identificadas,
laboratorialmente, como portadoras da E. coli O157:H7, sendo 25 hospitalizadas. Os
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sintomas incluiram diarréia sanguinolenta, cdaibra, fadiga e nadusea. Além disso, a
duracdo média da diarréia foi de cinco dias (CDC, 2000).

Entre outubro de 2002 e fevereiro de 2003 foram relatados surtos provocados
pela ingestdo de queijo Gouda produzido com leite cru no Canada. Os individuos
gue adoeceram desenvolveram a SUH (HONISH et al., 2003).

Na California, em 2006, seis casos de contaminacdo por E. coli O157:H7
foram identificados, cinco relacionados a ingestdo de leite cru e um de colostro cru
sabor chocolate, ambos da mesma marca. A idade dos pacientes envolvidos variou
entre 6 e 18 anos. E dois pacientes foram hospitalizados com sintomas de SUH. A
venda de leite e derivados crus é permitida na Califérnia (CDC, 2008).

Em 2006, nos Estados de Utah e do Novo México nos EUA, houve um surto
provocado pela ingestdo de espinafre contaminado por E. coli O157:H7. Duzentos e
cinco pessoas adoeceram e 29% desenvolveram a SUH (GRANT et al., 2008).

Em 2010, 38 pessoas foram infectadas com a cepa de E. coli O157:H7 em

cinco estados dos EUA a partir do consumo de Queijo Gouda (CDC, 2010).

2.1.3 Prevaléncia de E. coli O157:H7 em alimentos

Arimi et al. (2005) examinaram os riscos de infeccbes por E. coli O157:H7
para os consumidores de diferentes mercados informais de leite cru no Kenya. Das
264 amostras de leite obtidas dos lares dos consumidores foi isolada E. coli de 91
amostras, sendo 2 (0,8%) amostras confirmadas com E. coli O157:H7. Os autores
concluiram que a prevaléncia de 0,8% do patégeno em questdo demonstra um risco
potencial de exposicdo ao patdogeno de cerca de trés vezes por ano para 0 Consumo
diario de leite sem tratamento térmico.

Foram analisadas quanto a presenca de E. coli O157:H7, 1104 amostras
relacionadas com a producdo de derivados lacteos, incluindo amostras de queijos
umidos e semi-uUmidos vendidas a varejo no comércio dos EUA, amostras de
sapatos, roupas e maos de trabalhadores de industrias lacteas, amostras de
equipamentos utilizados para o processamento do leite e amostras de leite cru e
pasteurizado. Em nenhuma das amostras foi detectada a presenca do patdégeno
(ANSAY; KASPAR, 1997). Resultado semelhante também foi descrito por Massa et

al. (1999) que ndo detectaram a bactéria e nem as VTs em nenhuma das 100
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amostras de leite cru oriundas de tanques de refrigeracdo de fazendas localizadas
nas areas de Puglia e Basilicata na Italia.

O fato de ndo haver a deteccdo do microrganismo e de suas toxinas nos
alimentos reforcam as observacdes de que ndo sdo muito comuns ou de que existe
uma grande dificuldade de fazer o isolamento caso estejam presentes (MASSA et
al.,1999).

Em contrapartida, Adesiyun et al. (1997) isolaram 17 (18,5%) de 94 cepas de
E. coli em amostras de leite cru provenientes de fazendas de Trinidade.

Amostras de leite de tanques de 21 Estados dos EUA foram analisadas
quanto a presenca de EHEC. Das 859 amostras avaliadas, 2 amostras foram
positivas quando submetidas a PCR do tipo multiplex (MPCR) (KARS et al., 2007).

Abdul-Raouf, Ammar e Beuchat (1996) pesquisaram a E. coli 0157:H7 em 50
amostras de carne moida crua, 50 de galinhas desossadas, 25 de carne de cordeiro
e 50 de leite de vaca nao-pasteurizado comercializados no Egito. A E. coli 0157:H7
foi isolada em 6% (3) das amostras de carne moida crua, em 4% (2) das amostras
de galinhas desossadas, em 4% (1) das carnes de cordeiros e em 6% (50) das
amostras de leite ndo-pasteurizado.

No estudo realizado por Conedera et al. (2004) foi realizada a pesquisa de
verotoxinas produzidas pela E. coli 0157 (VTEC O157) em carne picada e derivados
lacteos na ltalia. O resultado mostrou uma baixa prevaléncia de contaminacao pela
VTEC 0157, onde apenas 0,43% das amostras de carnes picadas cruas estavam
contaminadas. Nenhuma amostra de derivados lacteos apresentou a contaminagao
pela VTEC O157.

Um total de 896 amostras de carnes frescas bovinas, suinas e de frangos
vendidos a varejo no comércio de Madison no Canada foram analisadas quanto a
presenca de E. coli O157:H7. Em 3,7% (6) das amostras de carne bovina, 1,5% (4)
das carnes de porcos e 2,0% (4) das carnes de cordeiro foi confirmada a presenca
do microrganismo (DOYLE; SCHOENI, 1987).

Parma et al. (2000) relataram a prevaléncia de VTEC em 28% das amostras
de hamburgueres e de carne moidas de um total de 50 amostras analisadas por
meio da PCR.
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2.1.4 Viabilidade da E. coli no leite e derivados lacteos

As bactérias sdo expostas com frequéncia a estresses gerados por mudancgas
na disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, salinidade e iluminacédo solar,
dentre outros fatores. Sendo assim, a persisténcia do microrganismo no ambiente é
determinada pela capacidade de suportar e se adaptar as novas condic¢des.
Dependendo do tipo de estresse e da intensidade sofrida, 0os microrganismos
apresentam diferentes respostas adaptativas. Alguns produzem esporos e outros
podem entrar em um estado fisiologico chamado de viavel n&o-cultivavel (VNC)
(FLORESTA, 2006).

O estado VNC é definido como o estado fisiolégico onde os microrganismos
ndo sao capazes de crescer em meios utilizados pelos métodos tradicionais
disponiveis. Porém apresentam caracteristicas de células vivas, como atividade
respiratoria, manutencdo do potencial de membrana e atividade enzimatica.
(ROSZAK; COLWELL, 1987).

Este estado é utilizado como uma estratégia de sobrevivéncia por diversas
bactérias como a Campylobacter (ROLLINS; COLWELL, 1986), o Vibrio vulnificus
(OLIVER; NILSSON; KJELLEBERG, 1991), a Listeria monocytogenes (BESNARD;
FEDERIGHI; CAPPELIER, 2000) e a E. coli 0157:H7 (MAKINO et al., 2000).

Bactérias que estejam no estado VNC podem recuperar a culturabilidade sem
que seja verificado o aumento do numero total de células. Este fenbmeno é
chamado de ressuscitacdo. Dependendo do caso, somente a retirada do agente
causador do estresse é capaz de retornar as células novamente cultiviveis o que
pode ser observado na E. coli O157:H7 (NAKAGAWA et al., 2000).

Dados sobre a viabilidade da E. coli em leite e derivados ainda sédo escassos.
Sendo assim, Pigatto et al. (2009) avaliaram a viabilidade de diferentes cepas de
STEC n&o-0157 em queijo minas frescal produzido com leite artificialmente
contaminado. Os produtos finais foram armazenados em refrigeracdo a 4°C durante
10 dias. Os pesquisadores detectaram cepas viaveis do patbgeno em todos os dias
de armazenamento dos queijos.

Ansay e Kaspar (1997) inocularam cepas de E. coli O157:H7 em amostras de
leite cru nas concentracdes de 10, 10? e 10° UFC/mL™. Uma parte das amostras
inoculadas foram armazendas a 4°C e a outra parte a -20°C. As amostras

refrigeradas e congeladas foram testadas quanto a presenca da bactéria,
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semanalmente, durante 5 e 10 semanas, respectivamente. O microrganismo foi
detectado no leite refrigerado em todas as concentracdes depois de 21 dias de
refrigeracdo. Ap6s 28 dias de refrigeracdo, somente no leite inoculado com 10%
UFC/mL™ foi possivel fazer a deteccéo através da metodologia tradicional. Para o
leite congelado, a pesquisa da bactéria foi positiva em todas as diluicdes até 63 dias
de armazenamento a -20°C.

Em um estudo realizado por Wang, Zhao e Doyle (1997) sobre a
sobrevivéncia da E. coli O157:H7 inoculada em leite n&o-pasteurizado e
pasteurizado obteve-se como resultados a sobrevivéncia do patégeno a 5°C por 28
dias e 0 aumento da populacéo a 8 e 15°C.

Amostras de leite cru oriundas das regifes de Puglia e da Basilicata foram
contaminadas artificialmente com 7 cepas de EHEC e armazenadas a 8°C. Nao
houve mudancas na populacdo viavel de 3 cepas de EHEC até 14 dias. Houve o
crescimento da populacdo viavel das outras 4 cepas no periodo entre 9 e 17 dias.
Estes resultados indicam uma boa sobrevivéncia e até mesmo a multiplicacdo de E.
coli O157:H7 em leite cru quando estocado a 8°C, além do patdgeno ndo ser
inativado pelo sistema lactoperoxidase (MASSA et al., 1999).

De acordo com os resultados de um experimento que avaliou a sobrevivéncia
da E. coli 0157:H7 em soro de queijo Cheddar pasteurizado e ndo pasteurizado, a
E. coli O157:H7 persiste em soro ndo pasteurizado de queijo Cheddar durante 2 a 3
semanas de estocagem e pode persistir por mais tempo em soro pasteurizado. A
adocdo de medidas sanitarias durante a estocagem e o tratamento do soro e 0 uso
de leite pasteurizado na producdo de queijos minimizam os riscos da E. coli
0157:H7 no soro (MAREK et al., 2004).

Um estudo avaliou o potencial de crescimento e a sobrevivéncia da E. coli
0157:H7 durante a producdo e a estocagem em baixas temperaturas do queijo
Mucarela utilizando a microbiologia tradicional e o teste de ELISA. Os resultados
revelaram que o aqguecimento a 80°C durante 5 minutos do requeijao é efetivo no
controle da E. coli O157:H7 durante a producédo do queijo Mucarela. Além disso, a
salga e a estocagem a 4°C por 12 horas foram menos efetivos neste controle do que
0 aquecimento a 80°C. Os autores concluiram que o queijo Mucarela pode ser livre
da bactéria somente se as temperaturas usadas durante o processamento do leite

forem superiores ou iguais a 80°C (SPANO et al., 2003).
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No doce de leite pastoso, a E. coli O157:H7 permaneceu viavel por pelo
menos 720 horas demonstrando a possibilidade deste alimento ser um veiculador
desta bactéria (HENTGES et al., 2008).

Em uma contaminacdo pods-fermentacdo de iogurtes desnatado e integral,
Bastos (2009) observou que, embora as contagens do patégeno tenham caido
continuamente, a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 foi detectada até o quarto dia de
estocagem a 4°C, o que a autora considerou ser um problema em pequenos
laticinios, pois iogurtes produzidos recentemente sdo mais rapidamente disponiveis
no mercado da regiao.

A mesma autora, ao fabricar iogurtes com diferentes teores de acucar e
contaminé-los apos fermentacao, verificou diferenca aparente na protegcéo a E. coli
0157:H7. Enquanto em iogurte sem adicdo de sacarose detectou-se a presenca do
patégeno até o quinto dia de estocagem sob refrigeracdo, em iogurte produzido com
10 e 15% de sacarose a presenca foi detectada até o sétimo e oitavo dias,

respectivamente.

2.2 METODOS DE DETECCAO DE E. COLI 0157:H7 EM ALIMENTOS

2.2.1 Metodologia tradicional

A metodologia tradicional e padronizada de alimentos para pesquisar a
presenca de bactérias depende do enriquecimento e isolamento presuntivo de
colénias em meios solidos, utilizando meios de diagndstico aprovados oficialmente.
E, geralmente, é seguido por testes bioquimicos e/ou soroldgicos para fazer a
identificacdo do microrganismo (MALORNY et al., 2003).

Estes métodos tradicionais de deteccdo, embora sejam eficientes, requerem
varios dias ou semanas para disponibilizar os resultados definitivos. Além disso, as
propriedades fenotipicas pela qual as bactérias séo identificadas nem sempre
podem ser expressas. E quando expressas podem ser dificeis de serem
interpretadas e classificadas (THOLOZAN et al., 1999).

A deteccdo de E. coli O157:H7 é baseada nas diferencas fenotipicas
existentes entre 0s outros sorotipos como a sua incapacidade de fermentar o sorbitol
em Agar McConkey e a auséncia da atividade das B-glucoronidases (ADAMS;
MOSS, 2008).
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Quando o Agar McConkey é utilizado para a pesquisa de E.coli 0157:H7 e a
bactéria est4 presente col6nias incolores serdo observadas. Outras bactérias da
familia Enterobacteriacea irdo formar colonias réseas (MARCH; RATMAN, 1986).

Caldos de enriquecimento contendo peptona, vancomicina e telurito de
potdssio também sdo utilizados para aumentar a probabilidade de detec¢do do
microrganismo por fornecerem nutrientes especificos que permitem a producéo de
mais coldnias pelas bactérias especificas (DEISINGH; THOMPSON, 2004).

2.2.2 Kit comercial RIDA® COUNT

O kit comercial RIDA® COUNT é constituido por placas de cultura prontas
para serem usadas impregnadas de meio de cultura desidratado. Podem ser
utilizadas para a realizacdo de controles microbiol6gicos de rotina em amostras
ambientais e alimentares.

E uma alternativa para substituir a metodologia tradicional, sendo de facil
manuseio, mais rapido e menos trabalhoso (MULEC; KRISTUFEK; CHRONAKOVA,
2012). Tem sido utilizado com sucesso em industrias de derivados lacteos para
localizar os pontos criticos que necessitam de procedimentos especiais ou de
melhorias nos procedimentos de limpeza (SALO et al., 2006).

2.2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os métodos moleculares compreendem um conjunto de técnicas e reagentes
capazes de interagir quimicamente com as moléculas de DNA ou de RNA do
genoma microbiano. Esta caracteristica pode tornar os testes moleculares mais
rapidos, sensiveis e especificos que os ensaios microbiolégicos ou imunol6gicos na
deteccao de diversos patdogenos (ROSSETI; SILVA; RODRIGUES, 2006).

Técnicas baseadas em DNA vém sendo desenvolvidas para a deteccdo e
identificacdo de microrganismos patogénicos em alimentos (GARCIA et al., 2008;
SOEJIMA et al.,, 2008). A PCR melhorou significativamente a deteccdo e a
identificacdo de bactérias patogénicas, como por exemplo, a Listeria monocytogenes
(NOGVA et al., 2000) e a E. coli 0157:H7 (DEISINGH; THOMPSON, 2004).

A técnica da PCR baseia-se na polimerizacdo de DNA em cadeia realizada in

vitro. E um método de amplificacdo, onde sio criadas mdltiplas copias de DNA, por
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replicacdo enzimatica, sem necessitar de um organismo vivo (VERSALOVICK et al.,
1994).

A PCR utiliza dois oligonucleotideos iniciadores que hibridam com cadeias
opostas e iniciam a sequéncia de DNA a amplificar. O processo compreende uma
série de ciclos que envolvem desnaturacdo do DNA molde, ligagédo dos iniciadores e
extensdo da cadeia pela DNA polimerase resultando na acumulacdo de um
fragmento de DNA especifico cujos terminais sdo definidos pelo terminal 5°dos
iniciadores. Devido a extensdo dos iniciadores (primers), os produtos sintetizados
num dado ciclo serdo os moldes do ciclo seguinte. Sendo assim, o nimero de copias
do DNA alvo quase duplica em cada ciclo (CHAPAVAL et al., 2006).

E uma técnica altamente sensivel por meio da qual quantidades pequenas de
sequéncias especificas de DNA ou RNA podem ser amplificadas enzimaticamente.
Permite obter milhbes de copias de um segmento especifico de DNA pela acdo da
enzima Tag DNA polimerase e de primers sobre um DNA molde. E realizada em um
equipamento chamado termociclador que possibilita mudancas de temperaturas por
determinados periodos de tempo permitindo a ocorréncia de ciclos repetitivos de
desnaturacao e sintese do DNA (KONEMAN et al., 2001).

A principal desvantagem da PCR é que esta técnica ndo é capaz de
discriminar as células viaveis das células mortas (MALORNY et al., 2003; SOEJIMA
et al.,, 2008) impedindo a analise do potencial de risco a saude por parte dos
microrganismos (CAWTHORN; WITTHUHN, 2008). O DNA pode permanecer integro
por até 3 semanas. Sendo assim, os diagndsticos que se baseiam na quantificacédo
molecular do material genético possuem a tendéncia de estimar valores superiores
de células vivas do que existe na amostra (JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008).

A falta de aprovacéo, padronizacédo e regulamentacéo pelos 6rgaos oficiais e
a necessidade de um investimento alto em reagentes e equipamentos também sao
entraves na sua implanta¢do na rotina laboratorial (MALORNY et al., 2003).

A deteccdo direta de bactérias patogénicas em amostras de alimentos por
meio da PCR é uma tarefa prejudicada pela presenca de substancias inibidoras da
PCR frequentemente associadas a matriz do alimento e a presenca de elevado
namero de bactérias indigenas (ROSSEN et al., 1992; WILSON, 1997).

A PCR tem sido amplamente aceita como método de escolha para uma
rapida e confidvel deteccdo de microrganismos nos alimentos. Esta técnica pode ser

muito util para culturas microbianas puras. Entretanto, quando aplicado diretamente
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a amostras de alimentos, a sua eficiéncia pode ser reduzida. O ponto crucial deste
problema est4 no método de preparagdo da amostra que pode introduzir substancias
inibidoras impossibilitando a PCR (LAMPEL; ORLANDI; KORNEGAY, 2000).

Além disso, a maioria dos protocolos utilizados necessitam de uma etapa de
enriquecimento seletivo para recuperar o potencial de multiplicacdo da bactéria em
amostras de alimentos. Esta etapa, que é realizada antes da extracdo do DNA da
bactéria, possui uma duracdo que varia de 48 a 72 horas (ASLAM; HOGAN; SMITH,
2003).

E uma técnica que tem sido aplicada na industria de laticinios, principalmente
para fazer a detec¢do de contaminac6es microbiolégicas. Existe a possibilidade de
extrair o DNA do leite e de produtos lacteos processados e utiliza-lo como substrato
para a amplificacdo por PCR do DNA da caseina (VELOSO et al., 2002). Porém, a
gordura do leite e outras substancias presentes no leite podem dificultar a obtencao
de um homogeneizado consistente e a extracdo adequada do DNA das células-alvo
bacterianas (RAMESH et al., 2002). As proteinases presentes no leite também séo
inibidores potenciais da PCR (POWELL et al., 1994).

A PCR vem se tornando uma técnica muito importante para a deteccéo de E.
coli O157:H7. A principal razédo para este fato é que esta técnica tem a capacidade
de amplificar o DNA de uma célula bacteriana Unica em um tempo préximo de 1
hora, sendo muito mais rapida do que as técnicas tradicionais (DEISINGH,;
THOMPSON, 2004). Além disso, é uma técnica que apresenta alta sensibilidade
para detectar a E. coli O157:H7 (YAMAGUCHI et al., 2003). A PCR ¢ aplicavel para
a deteccéo de STEC, incluindo a E. coli 0157:H7, em amostras ambientais e de leite
(FODE-VAUGHAN et al., 2003).

Com o passar do tempo, vem surgindo técnicas resultantes de modificacdes
da PCR como a PCR Mutiplex, o RT-PCR, nested PCR e a PCR em tempo real
(MOLINA; TOBO, 2004).

Dentre as inumeras técnicas de PCR disponiveis, a PCR em tempo real é
provavelmente a técnica mais promissora. E uma técnica quantitativa que monitora a
reacao de amplificacdo em tempo real (HOLLAND; ABRAMSON; GELFAND, 1991).

Li; Zhuang; Mustapha (2005) estudaram a aplicabilidade da mPCR na
detecgdo simultanea de E. coli O157:H7, Salmonella e Shigella presentes em

produtos carneos crds e prontos para o consumo. Concluiram que a técnica é uma
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ferramenta microbiologica eficiente para a deteccdo presuntiva destes 3
microrganismos em carne.

Um ensaio de mPCR para a deteccdo simultanea de cepas de E. coli
pertencentes aos trés principais grupos de viruléncia (VTEC, EPEC, ETEC) em leite
e derivados foi descrito por Bottero et al. (2004). Essa técnica proposta pode ser
convenientemente aplicada para o controle de leite e derivados uma vez que estes
alimentos estéo frequentemente associados com doencas transmitidas por alimentos
pela contaminacdo por E. coli. E capaz de oferecer como resultado informacdes
completas sobre o potencial de distribuicdo de grupos patogénicos em alimentos
(BOTTERO et al., 2004).

Vidal et al. (2004) desenvolveram uma técnica de mPCR para a identificacdo
de EHEC, EPEC e ETEC em amostras de fezes de pacientes com colite
hemorrégica, diarréia aquosa ou SUH provocados por surtos alimentares. Segundo
0s pesquisadores, a mPCR apresentou sensibilidade e especificidade para estas
cepas de E.coli.

Um protocolo de mPCR para a detecgéo de E. coli O157:H7 em amostras de
fezes bovinas contaminadas artificialmente foi desenvolvido por Hu; Zhang; Meitzler
(1999). Néo foi observada reagdo cruzada com a microbiota natural presente nas
fezes. Além disso, a mPCR apresentou a mesma eficiéncia do que o método
tradicional do cultivo.

Amostras de leite de tanques de laticinios dos EUA foram analisadas quanto a
presenca de genes associados aos fatores de viruléncia da EHEC utilizando as
técnicas de PCR em tempo real e da mPCR. As amostras foram enriquecidas em
caldo Escherichia coli (caldo EC). Das 859 amostras analisadas, o gene eae foi
detectado em 4,2% das amostras. De 4,2% das amostras, pela técnica da PCR em
tempo real, somente 0,6% estavam contaminadas. Ao analisarem 0,6% das
amostras com a mPCR somente 0,02% das amostras apresentaram-se positivas
para EHEC (KARNS et al., 2007).

Cebula; Payne e Feng (1995) desenvolveram um protocolo da mPCR para
identificar, simultaneamente, de amostras de alimentos a E. coli O157:H7 e o tipo de
VT envolvida. De acordo com o0s pesquisadores, a maior vantagem deste protocolo
consiste na possibilidade de identificar o tipo de VT e ao mesmo tempo discriminar

outras cepas de E. coli produtoras de VT da E. coli O157:H7.
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2.3 USO DO AZIDIOL COMO CONSERVANTE DO LEITE

O azidiol é uma substancia composta por azida sodica, etanol, cloranfenicol,
azul de bromofenol e citrato de sodio (LEITE, 2006). E um conservante
bacteriostatico utilizado em amostras de leite destinadas a contagem bacteriana total
por citometria de fluxo (GARNICA; SANTOS; GONZALO, 2011), prolongando a vida
atil da amostra (CASTRO et al., 2006) por reduzir a atividade metabdlica das
bactérias (JATOBA, 2009).

A sua acédo bacteriostatica € conferida pela acdo da azida sédica (GONZALO
et al., 2003).

E recomendado que a amostra com azidiol seja analisada em até 4 dias apos
a coleta quando armazenada sob refrigeracdo a 4°C (GONZALO et al., 2003).

No Brasil, o azidiol é comercializado nas formas liquidas ou em comprimido
(JATOBA, 2009). Para que a amostra seja conservada corretamente € necessario
adicionar a amostra quantidades adequadas de azidiol, o que é dificultado pelo
conservante na forma liquida (CASTRO et al., 2006).

Além disso, por ser um conservante que possui propriedades cancerigenas
(JATOBA, 2009) e pelo risco de contaminacéo da amostra de leite pela manipulacio
excessiva no momento da coleta, foi desenvolvida a forma em comprimido
(CASTRO et al.,, 2006) que oferece maior seguranca no manuseio da amostra
(JATOBA, 2009).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 BACTERIOLOGIA

As andlises bacteriologicas e a contaminacdo experimental das amostras de
leite UHT integral foram realizadas no Laboratdrio de Controle Microbiolégico de
Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense (UFF).

3.1.1 Preparo do material do laboratério

O preparo do material laboratorial utilizado neste experimento envolveu todos
0s procedimentos necessarios para garantir que as vidrarias e 0s recipientes se
encontrassem limpos e estéreis no momento das analises.

Os meios de cultura utilizados no presente estudo foram preparados de
acordo com as instrugdes fornecidas pelos fabricantes.

3.2 AMOSTRAS DE LEITE UHT INTEGRAL

As amostras de leite UHT integral utilizadas neste experimento foram
adquiridas em um supermercado do bairro da Barra da Tijuca no dia 03 de julho de
2011. Todas as amostras eram do mesmo fabricante e do mesmo lote.

Como controle de qualidade da matéria-prima foram realizadas a contagem
de bactérias heterotréficas aerdbias mesofilas (BRASIL, 2003) e a determinacéo do
teor de acidez titulavel (BRASIL, 2006).
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As andlises fisico-quimicas foram realizadas no laboratorio de Tecnologia e
Inspecdo de Leite e Derivados pertencente ao Departamento de Tecnologia de

Alimentos da Faculdade de Veterinaria da UFF.

3.3 CONTROLE BACTERIOLOGICO DO FRASCO CONTENDO AZIDIOL
COMPRIMIDO

Para verificar a esterilidade do frasco coletor de 50 mL, estéril com azidiol
comprimido (Top Line Embalagens Plasticas Ltda) foi feita a CBHAM adicionando-se
50 mL de leite integral estéril, sabidamente negativo no diagndstico microbiolégico,
ao frasco contendo o conservante. Foi realizada a homogeneizacdo até o momento
em que o azidiol apresentou-se totalmente dissolvido.

Inoculou-se 1 mL do leite com azidiol em placas de Petri vazias, estéreis e em
triplicata. Logo em seguida, foi adicionado o Agar Padrdo para Contagem (APC) e foi
realizada a homogeneizacdo. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram

invertidas e incubadas a 35° C por 48 horas.

3.4 AMOSTRAS BACTERIANAS DE REFERENCIA

Foram utilizadas cepas de referéncia liofilizadas obtidas da colecdo de
microrganismos de referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sendo elas:
Listeria. monocytogenes (ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (ATCC 6539) e E. coli
enterohemorragica (CDC EDL - 933) para a realizagdo da contaminacao
experimental do leite. Todas as cepas foram mantidas a -18° C até o momento do

uso.
3.5 OBTENCAO DAS DILUICOES
As cepas bacterianas liofilizadas foram ressuspendidas e homogeneizadas

em 0,5 mL do Caldo Triptona de Soja (TSB) - Himedia de acordo com as instrucdes

para reidratacdo das culturas fornecidas pela FIOCRUZ. ApoOs a ressuspensdao, as
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cepas bacterianas foram inoculadas no mesmo caldo e incubadas a 35° C durante
24 horas.

Depois desta incubacéo, foi observada a turvacdo do meio caracterizando o
crescimento do microrganismo no caldo TSB.

Foi semeado o caldo TSB em agar nutriente inclinado por 24 horas a 35° C.

A concentracdo desejada de EHEC, para a inoculacdo no leite, de 10° foi
obtida utilizando-se a escala de Mac Farland. Colénias de EHEC que cresceram no
Agar nutriente foram transferidas para um tubo de ensaio contendo Solucdo Salina
Peptonada (SSP) a 0,1% até a obtencdo da turvacdo compativel com a escala 5 de
Mac Farland.

A partir da obtencdo da turvacdo correspondente a 1,5 x 10° UFC/mL, foram
realizadas diluicbes decimais da cultura de EHEC diluindo-se 0,6 mL da cultura em
5,4 mL de SSP a 0,1% (GARCIA et al., 2008) até atingir a diluicdo 10™%.

De cada diluigdo, 1 mL foi inoculado em placas de Petri vazias, estéreis e em
triplicata adicionando-se 12 mL de APC (Himedia) para a realizacdo da contagem
bacteriana total de cada diluicdo. Apds a solidificacdo do meio, as placas foram
invertidas e incubadas a 35° C por 48 horas.

Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo foram colocadas em eppendorfs
previamente identificados e armazenados a -20° C para posterior realizacdo da
mMPCR.

Para a obtencéo da concentragéo desejada, de 10°, do conjunto de bactérias
composto por L. monocytogenes, S. aureus e de S. typhi foram transferidas as
coldnias de cada bactéria que cresceram em Agar nutriente para um tubo de ensaio
com SSP a 0,1% até a obtencdo da turvacdo compativel com a escala 5 de Mac
Farland.

Foram feitas diluicbes decimais deste conjunto de bactérias diluindo-se 0,6
mL da mistura em 5,4 mL de leite integral estéril até chegar a diluicdo de 1072,

De cada diluicéo foi realizado o plaqueamento em profundidade adicionando-
se 1 mL da diluicdo em placas de Petri vazias, estéreis e em triplicata e em seguida
o APC. Posteriormente a solidificacdo do meio, as placas foram invertidas e
incubadas a 35° C durante 48 horas.

O leite UHT integral estéril foi obtido a partir da esterilizacdo do leite UHT
integral em autoclave vertical sob vapor fluente a 121° C por 5 minutos. Apds a

esterilizacéo foi feita a contagem padrao em placas para verificar a eficiéncia da
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autoclavacao. Foi inoculado 1 mL do leite UHT estéril integral em placas de Petri
estéreis, vazias e em triplicata. Adicionou-se 12 mL de APC e posteriormente foi
realizada a homogeneizacdo. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram

invertidas e incubadas a 35° C por 48 horas.

3.6 CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DO LEITE

Foram realizadas 16 contaminacdes experimentais distintas conforme pode

ser observado no quadro 1.

Quadro 1: Adices realizadas ao leite integral

Contaminacdes AdicOes realizadas ao leite UHT integral
1A EHEC (107) - -
1B EHEC (107) - -
1C EHEC (10°) - -
1D EHEC (10”) - -
2A EHEC (10®) “Pool” (107) -
2B EHEC (107) “Pool” (10°®) -
2C EHEC (10°) “Pool” (10°) -
2D EHEC (10°) “Pool” (10°) -
3A EHEC (10®) - Azidiol
3B EHEC (107 - Azidiol
3C EHEC (10°) - Azidiol
3D EHEC (10™) - Azidiol
AA EHEC (107%) “Pool” (10°°) Azidiol
4B EHEC (107) “Pool” (107) Azidiol
AC EHEC (10°) “Pool” (10°) Azidiol
4D EHEC (10”) “Pool” (10°°) Azidiol

Legenda: “Pool” = conjunto de bactérias composto por L. monocytogenes, S. aureus

e S. typhi.
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Para a contaminacdo experimental 1A e 2A adicionou-se 1 mL da diluicdo 10®
da EHEC que foi a primeira diluicdo em que se obteve a extin¢cédo celular (0 UFC/mL)
a 24 mL e a 23 mL de leite UHT integral, respectivamente.

Nas contaminacdes 1B e 2B foi adicionado 1 mL da diluicdo 107 (1 UFC/mL)
da EHEC & 24 mL e a 23 mL de leite UHT integral, respectivamente.

Inoculou-se 1 mL da diluicdio 10° (10 UFC/mL) da EHEC 4 24 mL e & 23 mL
de leite UHT integral, respectivamente, para realizar as contaminacfes 1C e 2C.

Nas contaminacdes 1D e 2D inoculou-se 1 mL da diluicdo 10 (100 UFC/mL)
da EHEC & 24 mL e a 23 mL de leite UHT integral, respectivamente

Além disso, nas contaminacdes 2A, 2B, 2C e 2D também foi adicionado 1 mL
da diluicdo 10° (0 UFC/mL), da diluicdo 10® (1 UFC/mL), da diluicdo 107 (10
UFC/mL) e da diluicdo 10° (100 UFC/mL) do conjunto de bactérias,
respectivamente. O volume final de 25 mL das 8 contaminagdes (1A, 1B, 1C, 1D,
2A, 2B, 2C e 2D) foi inoculado em frascos contendo 225 mL de caldo EC.

Para as contaminacdes 3A, 3B, 3C e 3D foram adicionados 2,0 mL das
diluicdes 1078, 107, 10° e 10™° de EHEC, respectivamente & 48 mL de leite UHT
integral em frascos contendo um comprimido de azidiol. O volume final de 50 mL de
leite contaminado foi adicionado & 450 mL de caldo EC.

As contaminacgdes 4A, 4B, 4C E 4D foram realizadas, adicionando-se 2,0 mL
das diluicdes 108, 107, 10° e 10™° de EHEC e 2,0 mL das diluicées 10®, 107, 10° e
10 do conjunto de bactérias, respectivamente & 46 mL de leite UHT integral. O
volume final de 50 mL foi inoculado em 450 mL de caldo EC.

Os frascos com caldo EC e com o leite contaminado experimentalmente

foram incubados em estufa a 35° C durante 24 horas.
3.6.1 Armazenamento do leite contaminado artificialmente

Para cada contaminacdo foi realizado dois tipos de armazenamento:
refrigeracao (4°C) e congelamento (-18°C).

ApoOs a incubagdo dos frascos contendo caldo EC e o leite contaminado
experimentalmente, aliquotas de 1 mL de cada contaminag&do foram colocadas em
eppendorfs previamente identificados.

As aliquotas destinadas a refrigeracdo foram mantidas em refrigerador a

temperatura de 4° C. Ja as destinadas a congelacéo foram estocadas a -18° C até o
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momento da realizacdo da extragdo do DNA, da Contagem de Bactérias
Heterotréficas Aerdbias Mesoéfilas (CBHAM) e da semeadura em Placas RIDA®
COUNT Escherichia coli/Coliformes.

3.7 CULTIVO BACTERIOLOGICO

Para o cultivo bacterioldgico foi realizada a CBHAM nas amostras resfriadas
por 4 e 7 dias e nas amostras congeladas por 15, 30, 60 e 120 dias. A metodologia
utilizada foi a metodologia descrita pela Instrugdo Normativa n® 62 (BRASIL, 2003).
Utilizou-se a técnica de plagueamento em profundidade, inoculando-se 1 mL da
amostra em placas de Petri vazias, estéreis e em triplicata. Em seguida, adicionou-
se de 12 a 15 mL de APC. Posteriormente a solidificacdo do meio, as placas foram
invertidas e incubadas a 35° C durante 48 horas.

Estas amostras também foram semeadas, em triplicata, em Placas RIDA®
COUNT Escherichia coli/Coliformes (R-Biopharm AG, Alemanha). A semeadura, a

incubacéo e a leitura foram realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante.
3.8 PRIMERS UTILIZADOS

Para a identificagéo da E. coli O157:H7 foram utilizados os seguintes primers:
Stx2Af-5-CGAGGGCTTGATGTCTATCAG-3’ e Stx2Ar-5'-
TCAGTATAACGGCCACAGTCC-3' descritos por Park; Lee; Kim (2006).

3.9 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO

As extracbes dos DNA bacterianos foram realizadas no Laboratorio de
Virologia do Instituto Biomédico da UFF utilizando o kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification - Promega, Madson, WI e seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante.

Estas extracdes foram feitas nos seguintes dias: 4° e 7° dias de resfriamento,
15°, 30°, 60° e 120° dias de congelamento. O material extraido foi conservado a -

20°C até o momento do seu uso.
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3.10 PCR

Para as reacfes da PCR, utilizamos 2ul (microlitro) da amostra de DNA
extraido, 20pmol (picomol) dos primers (Sintese biotecnologia), 25ul do mix de PCR
(Promega® PCR Master Mix) completos com dgua DEPC, para um volume final de
50 pL.

O processo de amplificacéo foi realizado em termociclador (Mastercycler®
Gradiente, Eppendorf) nas seguintes condi¢cdes de tempo e temperatura: 94°C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 61°C por 35 segundos e
72°C por 35 segundos, e finalizado por um ciclo de extenséo final de 7 minutos a
72°C.

Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose a 1,5% e
corados em brometo de etidio. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi
realizada por transiluminagdo do gel em luz ultravioleta e estes foram

fotodocumentados para posterior andlise.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado, na andlise dos resultados, o Teste do Qui-quadrado com
intervalo de confianca de 95% (VIEIRA, 2010), tendo como obijetivo verificar se
houve diferenga significativa na deteccdo da E. coli O157:H7 em virtude dos
métodos de deteccéo utilizados, dos diferentes tipos de contaminacdes realizadas e
pelo uso do azidiol. Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prism 5 para a

realizacdo da analise estatistica.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA

4.1.1 Leite UHT integral

As amostras de leite UHT integral apresentaram o teor de acidez titulavel de
0,16 gramas de acido latico em 100 mL de leite, estando em conformidade com o
parametro preconizado pela Portaria n°® 370 de 04 de setembro de 1997 (BRASIL,
1997).

Quanto a CBHAM, nédo foi observado o crescimento de colbnias, estando
dentro do regulamentado pela RDC 12/2001 (BRASIL, 2001).

4.1.2 Frasco com comprimido de azidiol

N&o foi observado o crescimento de colbénias na CBHAM. Sendo assim, o

frasco contendo o conservante estava apto para ser utilizado no presente trabalho.

4.2 CULTIVO BACTERIOLOGICO

Quanto ao cultivo bacteriolégico, na CBHAM e nas placas RIDA® COUNT
Escherichia coli/Coliformes, das amostras resfriadas durante 4 e 7 dias foi verificado
o crescimento de colénias em todas as amostras por ambas as técnicas. Ja no
cultivo das amostras congeladas durante 15 dias, foi observado o crescimento de
colénias em todas as placas quando utilizado a CBHAM.

Apos 30 dias de congelamento, na CBHAM, somente as placas

correspondentes as contaminagdes 1D, 2D, 3D e 4D apresentaram o crescimento de
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colénias. Em contrapartida, nas placas RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliformes
nao foi observado o crescimento de colonias nas amostras. Estatisticamente, pelo
Teste do Qui-quadrado (p<0,05), os resultados da técnica de CBHAM e das placas
RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliformes nao diferiram significativamente.

Quanto ao cultivo bacteriolégico das amostras apés 60 e 120 dias de
congelamento, em nenhuma das técnicas utilizadas, foi verificado o crescimento de
colonias. Este resultado foi diferente do resultado descrito por Ansay e Kaspar
(1997) que detectaram a bactéria em leite contaminado artificialmente e congelado.
A deteccdo foi possivel até o 63° dia de congelamento a -20°C por meio da
metodologia tradicional.

Resultado diferente foi relatado por Kawasaki et al. (2009) que detectaram a
E. coli O157:H7 em amostras de leites contaminados armazenados durante 60 dias
através da metodologia tradicional.

O congelamento e o resfriamento séo situacdes de estresse as quais as
bactérias foram submetidas. Tais situacdes podem ter induzido as bactérias a
entrarem no estado fisioldgico VNC, onde as células estdo metabolicamente ativas,
porém ndo possuem a capacidade de se desenvolver normalmente nos meios de
cultura utilizados na metodologia tradicional. E, por isso, ndo foi possivel fazer a sua
deteccdo em algumas amostras congeladas. Além disso, a técnica de CBHAM sé
possui a capacidade de detectar os microrganismos viaveis cultivaveis.

De acordo com Ansay, Darling e Kaspar (1999) o congelamento rapido de
alimentos como a carne moida inoculada com E. coli O157:H7 reduz o numero de
microrganismos em 1,0 logi, UFC/g. A E. coli O157:H7 é prejudicada pelo

congelamento pela inativacao térmica de suas células (ZHAO et al., 2004).

4.3 PCR

A figura 1 ilustra os resultados referentes a PCR das amostras armazenadas
durante 4 e 7 dias de resfriamento e 15 dias de congelamento. A Gltima amostra é o
controle negativo. As bandas estdo semelhantes em intensidade sem sinal de

produtos inespecificos.
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FIGURA 1: Fotografia do gel de agarose a 1,5% da PCR referentes as amostras
armazenadas durante 4 e 7 dias de resfriamento e 15 dias de congelamento.

1234567891011121314151617181920212223

Linha 1: peso molecular 100pb
Linhas 2 a 21: amostras clinicas
Linha 22: controle positivo
Linha 23: controle negativo

A figura 2 representa o gel de agarose a 1,5% com os resultados da PCR das
amostras armazenadas congeladas durante 30 e 60 dias e das diluicdes 10™°, 10",
108 10"° e 10%°. Na fileira inferior todas as amostras foram positivas, excetuando-
se 0 controle negativo na fileira 18. Além disso, na fileira superior apenas a diluicdo
10® e o controle negativo foram negativos. Estes resultados referentes as diluices

demonstram que a diluicdo seriada esta correta.

FIGURA 2: Fotografia do gel de agarose a 1,5% da PCR referentes as amostras
armazenadas durante 30 e 60 dias de congelamento e as diluicées 10™°, 10, 108,
10" e 10%.

1234567891011 12 13 141516 1718 19 20212223 242526282930

Linhas inferiores 1 a 16: amostras clinicas

Linha inferior 17: controle positivo

Linha inferior 18: controle negativo

Linhas inferiores 19 a 29: amostras clinicas

Linha inferior e superior 30: peso molecular 100pb

Apbs 120 dias de congelamento todas as amostras foram positivas para a
pesquisa de E. coli O157:H7 na PCR.
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A técnica da PCR foi capaz de detectar o DNA da E. coli O157:H7 até a
diluicdo 10™*°. Com a técnica convencional de CBHAM foi possivel a visualizacéo e
enumeracdo de coldnias até a diluicdo 10®. Estes resultados demonstram que a
PCR apresentou uma maior sensibilidade quando comparada a técnica de CBHAM.

O teste do Qui-quadrado (p < 0,05) demonstrou que houve diferenca
significativa entre as técnicas utilizadas para a detec¢cdo do microrganismo.

Apesar do azidiol ser um conservante bacteriostatico, ndo foi observada
nenhuma interferéncia do conservante na reacdo de PCR. Os produtos gerados pela
reagdo de amplificacdo das amostras com o0 conservante foram o0s produtos
esperados. Nao houve a producdo de produtos inespecificos. Este resultado pode
ser justificado pelo fato da PCR nao ter a capacidade de diferenciar as células
viaveis das células ndo-viaveis.

De acordo com o teste do Qui-quadrado nao houve diferenca significativa (p <
0,05) na deteccao da bactéria entre as amostras com azidiol e as amostras sem o
conservante conforme pode ser observado no quadro 2.

Quadro 2: Resultados do Teste do Qui-quadrado referentes a influéncia da

presenca do azidiol na deteccao de E. coli O157:H7

Técnica CBHAM RIIDA PCR

Qui-quadrado p =0,5819 p = 0,5856 p =0,5010

p > 0,05: os resultados das amostras com o0 conservante ndo diferiram estatisticamente dos

resultados das amostras sem o conservante.

Quanto aos tipos e ao tempo de armazenamento das amostras, a PCR foi
capaz de detectar a E. coli O157:H7 em todas as condi¢cbes. Tanto o congelamento
quanto o resfriamento ndo foram obstaculos para a detec¢do do microrganismo,
assim como o tempo de estocagem reforcando a funcdo de conservacdo do
congelamento e do resfriamento. N&o houve diferencga significativa nos resultados

em virtude do tipo e do tempo de armazenamento das amostras.
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Resultado diferente foi relatado por Kawasaki et al. (2009) que fizeram a
pesquisa da bactéria em amostras de carne, leite, ovo, salméo, queijo fresco, alface
e presunto cra congeladas apos 2 semanas e 2 meses utilizando a mPCR e a
metodologia tradicional. Os pesquisadores observaram que a deteccdo do
microrganismo diminuiu ao analisarem as amostras referentes a 2 meses de
congelamento pela mPCR.

Além disso, a mPCR apresentou maior sensibilidade na deteccdo de E. coli
0157:H7 do que a metodologia tradicional (KAWASAKI et al., 2009) sendo este
resultado semelhante ao observado neste trabalho.

N&do foi observada nenhuma diferenca significativa pelo Teste do Qui-
quadrado na deteccdo da bactéria entre as amostras contaminadas somente com E.
coli O157:H7 e as amostras contaminadas com EHEC e com o conjunto de
bactérias, divergindo do resultado encontrado por Garcia et al. (2008). Os
pesquisadores relataram que a mPCR apresentou uma menor sensibilidade na
deteccdo de E. coli O157:H7 quando utilizada em amostras de leite com alta
contaminacao bacteriana. Entretanto, Hu, Zhang e Meitzler (1999) relataram que ndo
houve interferéncia da microbiota bacteriana presente nas fezes de bovinos durante
a reacédo de mPCR.

Os resultados deste trabalho confirmaram a especificidade dos primers para a
detecgéo de E.coli O157:H7 desenvolvidos por Park, Lee e Kim (2006). No presente
experimento, o0 gene Stx2A utilizado para a deteccdo do microrganismo esta
envolvido na biossintese dos antigenos sométicos 0157 e flagelar H7
caracterizando a especificidade dos primers (HU; ZHANG; MEITZLER, 1999).

Segundo Phuektes et al. (2003), a sensibilidade das técnicas de PCR tende a
ser maior do que a do cultivo bacteriano tradicional. Esta caracteristica permite
realizar a deteccdo de um nimero pequeno de microrganismos.

No presente experimento, a etapa de pré-enriquecimento em meio seletivo
favoreceu o aumento da sensibilidade da técnica por oferecer condi¢gbes favoraveis
ao crescimento da E. coli O157:H7. De acordo com Uyttendaele et al. (1998) é

necessario realizar o enriguecimento da amostra para que a PCR consiga fazer a
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deteccdo da bactéria que passou por um processo de congelamento e que encontra-
se injuriada.

Embora alguns pesquisadores afirmem que a presenca da gordura do leite
pode influenciar na extracdo do DNA e consequentemente na PCR (RAMESH et al.,
2002; ASLAM; HOGAN; SMITH, 2003), nao foi observada nenhuma interferéncia da
matéria gordurosa na mPCR. Entretanto, esta observacdo pode ter sido feita, em
virtude, de apenas ter sido utilizado neste experimento o leite integral sem a

comparacao com leite desnatado.



5 CONCLUSAO

A PCR apresentou uma maior sensibilidade para a deteccdo da E. coli
0157:H7 em leite UHT integral contaminado artificialmente quando comparada com
a CBHAM e com o kit comercial RIDA® COUNT Escherichia coli/Coliformes. O tempo
e a temperatura de estocagem, assim como o azidiol e a presenca de outros grupos
de bactérias néo influenciaram na detecc¢éo da E.coli O157:H7 pela PCR.

Sendo assim, a PCR pode ser aplicada na pesquisa de E.coli O157:H7 em
amostras de leite integral resfriadas, congeladas e adicionadas de azidiol

corroborando a alta sensibilidade da técnica para a pesquisa da bactéria.
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