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'RESUMO

Escherichia coli 0157:H7 é um dos patdgenos alimentares mais importantes da
atualidade, e, recentemente, diversas cepas desse microrganismo foram
isoladas no sul do Brasil. O objetivo deste trabalho foi caracterizar duas cepas
de E. coli O157:H7, através da avaliacdo de sua resisténcia térmica, acida e
comportamento frente a diferentes desinfetantes e procedimentos de
higienizacdo de vegetais folhosos. Resultados demonstraram a reducédo
significativa das contagens bacterianas, apos 3 minutos a 60°C, 2 minutos a
65°, 1 minuto a 70, 72° C e 75°C. Contudo, apds adaptacdo acida, nenhuma
das cepas foi inativada a 60°C, por até 3 minutos. A 70°C foi observado
aumento significativo da resisténcia térmica apenas para a CC. Em relacdo a
resisténcia acida, ambas as cepas sobreviveram quando expostas ao meio
TSBm a diferentes pH entre 2,0 a 9,5 ajustados com acido cloridrico e acido
propionico (AP). Apenas, o meio com pH 2,0, ajustado com AP, foi capaz de
reduzir significativamente as contagens de ambas as cepas. Na avaliacdo da
resisténcia aos desinfetantes, alcool etilico (96°Gl e 70%) e quaternario de
amonio foram capazes de inativar ambas as cepas, mesmo na presenca de
matéria organica. O acido organico, na concentracdo recomendada pelo
fabricante e o dobro dessa concentracéo, reduziu cerca de 90% das contagens,
apos 5 minutos de exposi¢do. O dicloroisocianurato de sédio s6 apresentou
reducdes significativas quando foram utilizadas duas vezes a concentracao
recomendada pelo fabricante. Todos os procedimentos de lavagem e
desinfeccdo de alfaces, artificialmente contaminadas com E. coli O157:H7,
reduziram as contagens em 2,97%1,21logUFC/g, apenas o0 tratamento
conduzido a 10°C, diferiu significativamente dos demais, apresentando maior
reducao 6,27+0,50logUFC/g. Esses resultados demonstram que as cepas de E.
coli O157:H7 foram resistentes a diferentes situacoes de estresse, sendo
portanto importantes do ponto de vista epidemiologico, visto que estdo
presentes no sul do Brasil e podem se tornar agentes etiolégicos de surtos
alimentares.

Palavras- chave: E. coli O157:H7, resisténcia térmica, resisténcia acida,

desinfeccao

1 Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Microbiologia
de Alimentos Processados e "in Natura", Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (123 p.) Marco, 2014.

\Y



AVALIACAO DA RESISTENCIA TERMICA, ACIDA E A DESINFETANTES DE
CEPAS DE Escherichia coli 0157:H7 ISOLADAS NO SUL DO BRASIL

Autor(a): Cheila Minéia Daniel de Paula

Orientador(a): Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo

2ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 is a major food pathogens today, and recently,
several strains of this organism were isolated in southern Brazil. The objective
of this study was to characterize two strains of E. coli O157: H7, by evaluating
its thermal and acid resistance and behavior among different disinfectants and
cleaning procedures on leafy vegetables. The results showed a significant
reduction in bacterial counts after 3 minutes at 60 ° C, 2 min at 65 ° and 1 min
at 70, 72 ° C and 75 ° C. However, after acid adaptation, none of the strains
was inactivated at 60 ° C among 3 minutes. At 70 ° C significant increase in
heat resistance was observed only for CC. Regarding acid resistance, both
strains survived when exposed to TSBm medium at different pH adjusted from
2.0 to 9.5 with hydrochloric acid and propionic acid (PA). Only when the
medium was adjusted with AP at pH 2.0 it was able to significantly reduce the
counts of both strains. Evaluating the resistance to disinfectants, Ethyl Alcohol
Free (96°Gl and 70 %) and quaternary ammonium were able to inactivate both
strains, even in the presence of organic matter. For the orgnic acid in the
concentration recommended by the manufacturer and at the double
concentration there was reduced around 90 % of the counts after 5 minutes of
exposure. The sodium dichloroisocyanurate only showed significant reductions
when used in the double concentration recommended by the manufacturer. All
procedures for cleaning and disinfecting the lettuces artificially contaminated
with E. coli O157 : H7 counts decreased by 2.97 + 1.21 log CFU / g, only the
treatment conducted at 10 ° C reduced significantly from the others (6 , 27 +
0.50 log CFU / g). The results demonstrate that the strains of E. coli O157 : H7
were resistant to different stress situations and therefore are important as an
epidemiological point of view, as it is present in southern Brazil and can become
etiologic agents of food borne outbreaks.

Keywords: E. coli O157: H7, thermal resistance, acid resistance, disinfection
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1. INTRODUCAO

Nos dultimos anos, Escherichia coli 0O157:H7 vem ganhando
notoriedade mundial, devido ao seu envolvimento com graves surtos
alimentares, ocorridos em diversos paises (GRIFFIN et al, 2002; LANIER et al,
2011; ATEBA & MBEWE, 2011; SCALLAN et al, 2011, CDC, 2012). Devido a
sua alta severidade e baixa dose infectante, esse microrganismo tem sido
considerado uns dos principais patdégenos alimentares da atualidade, em nivel
mundial (ETCHEVERRIA & PADOLA, 2013; FARROKH et al, 2013). Dentre as
sindromes causadas pela E. coli O157:H7 destacam-se a colite hemorragica
(CH) e a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), a qual pode levar a morte
(AZAGRA & INGLESIAS, 2009). Considerando a rapida dispersao da E. coli
0157:H7 em nivel mundial, € evidente a necessidade de avaliar criticamente o
potencial patogénico e as caracteristicas dessas bactérias em seus locais de
ocorréncia.

No Brasil E. coli 0157:H7 ainda n&o é considerada endémica, como
€ o caso da Argentina (RIVAS et al, 2006). Em territorio nacional ainda s&o
poucos os relatos de isolamento desse microrganismo, sendo que a bibliografia
especializada relatou apenas um Uunico caso de envolvimento desse
microrganismo em um surto alimentar (SVS-SP, 2011). Por outro lado, diversos
relatos de casos clinicos de SHU ja foram publicados no Brasil, sugerindo que

esse microrganismo ja esteja em territério nacional ha algum tempo, porém
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sem ter sido identificado, uma vez que seu isolamento depende da utilizac&o
de métodos que ndo sado aplicados na rotina dos laboratérios de analise de
alimentos, no Brasil (GUTH et al, 2002; IRINO et al., 2002; VAZ et al, 2004;
NISHIMURA et al, 2005; CVE/SP, 2011; SOUZA et al, 2011; SVS-SP, 2011).

Dada a importancia desse patdogeno em saude publica, a
investigacdo da E. coli O157:H7 em amostras de alimentos assume grande
relevancia, principalmente em paises com forte producédo de carne e vegetais,
uma vez que esse patogeno tem sido frequentemente associado ao consumo
de carne e vegetais frescos (FENG et al, 2011; MCKELLAR & DELASQUIS,
2011; CDC, 2012; OLIVEIRA et al, 2012).

Em 2012, o Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos
(ICTA/UFRGS) isolou E. coli O157:H7 a partir de duas amostras de agua de
enxague de alfaces, em uma pequena propriedade de producdo organica, no
sul do Brasil (RODRIGUES et al, 2014). No mesmo periodo, outro estudo
realizado no mesmo Laboratério (LOIKO, 2013), isolou 22 cepas de E. coli
0157:H7 em carcacas de bovinos de um abatedouro frigorifico, em outra
cidade do sul do Brasil. As cepas de ambos estudos foram comparadas e os
resultados demonstraram que todas elas foram verotoxigénicas, apresentam
diferentes perfis de resisténcia a antimicrobianos e varios padrées de bandas
apOs analises moleculares, demonstrando que diferentes cepas de E. coli
0157:H7 estavam, e provavelmente ainda estado presentes, no sul do Brasil.
Em vista disso, o presente estudo tem o objetivo avaliar a sobrevivéncia de

cepas de E. coli O157:H7 isoladas no sul do Brasil frente a diferentes



temperaturas, pH e desinfetantes a fim de aprofundar o conhecimento sobre as

cepas isoladas no sul do Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas gerais das Escherichia coli e Escherichia

coli enteropatogénicas

Escherichia coli pertence ao grande e diversificado grupo de
bactérias da familia Enterobacteriaceae, assim como Salmonella spp. e
Shigella spp. S&o bastonetes gram-negativos, moveis, ndo formadores de
esporos, anaerobios facultativos, capazes de fermentar a lactose com
producdo de &cidos e gas em caldo EC (Escherichia coli), em 24 horas a
44,5° C (JAY, 2005; FENG et al, 2011). Em sua maioria, E. coli ndo causam
doencas e fazem parte da flora normal do trato intestinal dos animais, incluindo
0os humanos (OLSEN et al, 2000; MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006; FENG
et al., 2011, TCHAPTCHET & HANSEN, 2011). Esses microrganismos S&o
frequentemente utilizados como indicadores de contaminacéo fecal em agua e
alimentos (BRASIL, 2011; OLANIRAN et al, 2011) e também s&o utilizados
como indicadores de falhas de higiénico-sanitarias (JAY, 2005).

Diversos clones de E. coli foram adquirindo fatores de viruléncia que
Ihes permitiram adaptar-se a novos ambientes e, em alguns casos, causar
doencas graves (BERTAO & SARIDAKIS, 2007; FARROKH et al, 2013).
Atualmente, com base nos sintomas das doencas e nas caracteristicas
sorolégicas é possivel dividir os mais de 150 sorovares de E. coli conhecidos

em seis grupos de E. coli patogénicas (EEC). As EEC que causam
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gastroenterites em humanos s&o divididas nos seguintes grupos: as
enteropatogénicas, as  enterotoxigénicas, as enteroinvasivas, as
enterohemorragicas, as enteroagregativas e as difuso-aderentes (SAUCEDO et
al, 2003; BERTAO & SARIDAKIS, 2007; GUTH et al, 2010; FENG et al, 2011,
FARROKH et al, 2013).

Enquanto alguns tipos de E. coli causam diarreia, outras causam
infeccbes urinarias, doencas respiratdérias e pneumonia e outras doencas
(MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006; BERTAO & SARIDAKIS, 2007).
Outras, no entanto, podem causar doencas graves transmitidas por alimentos
como é o caso da E. coli enterohemorragica (EHEC), que produz uma toxina
denominada Shiga, sendo conhecidas como E. coli produtoras de toxina Shiga
(STEC) (MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006; BERTAO & SARIDAKIS, 2007;
FENG et al, 2011). Cepas de E. coli produtoras de toxina Shiga estdo
envolvidas em um amplo espectro de doencas. No grupo das EHEC, E. coli
0157:H7 é o sorovar de maior importancia e o mais estudado (FARROKH et al,
2013).

2.2. Escherichia coli enterotoxigénica ou ETEC

Escherichia coli enterotoxigénica, ou ETEC, é uma importante causa
de doenca diarreica bacteriana. Cepas de E. coli enterotoxigénica s&o
reconhecidas como um agente causador da “diarreia dos viajantes”. Doenca €
caracterizada por diarreia aquosa com pouca ou nenhuma febre. Infec¢des por
ETEC ocorrem comumente em paises em desenvolvimento, especialmente
entre criancas. ETEC é transmitida por alimentos ou agua contaminada com

fezes humanas ou animais (FENG et al, 2011; FORSYTHE, 2013). Embora
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ETEC cause uma quantidade significativa de casos, a infeccéo € auto-limitante
e raramente é fatal.

A patologia da ETEC se da devido as suas enterotoxinas. ETEC
pode produzir uma enterotoxina termo-labil (LT), que é muito semelhante em
tamanho (86 kDa), sequéncia, antigenicidade e funcdo para toxina da colera e
uma toxina estavel ao calor (ST), que € de tamanho molecular baixo (4 kDa) e
resistentes a ebulicdo durante 30 min. Existem diversas variantes de ST, dos
quais ST1A (ou STP) é encontrado em E. coli isoladas a partir de seres
humanos e animais, enquanto ST1lb ou STH é predominante em isolada de
humanos (FENG et al, 2011).

As ETEC colonizam as proximidades do intestino delgado, se
multiplicam e produzem a toxina. A dose infectante para adultos foi estimada
em 108 a 10%° células, no entanto, criancas, idosos e imunodeprimidos podem
ser susceptiveis a niveis menores (MORENO et al, 2008). Devido a sua
elevada dose infectante, a analise da presenca ETEC geralmente é realizada
qguando niveis elevados de E. coli sdo encontrados em um alimento
(FORSYTHE, 203; SENAI-SP, 2007).

2.2.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Cepas de EPEC geralmente ndo sao produtoras de enterotoxinas,
contudo, podem causar diarreia. Possuem um plasmideo com um fator de
aderéncia que possibilita a adesdo a mucosa intestinal. Apds a colonizacdo do
intestino sdo produzidas lesdes do tipo “ligacdo e desaparecimento” (A/E). O
fendmeno A/E parece ser o fator de viruléncia mais importante de cepas de

EPEC. A dose infectante fica por volta de 10’ células e a doenca pode durar
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alguns dias em criancas geralmente com menos de um ano de idade
(FORSYTHE, 2013; FENG et al, 2011).

2.2.2. Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC)

As cepas de EAEC causam diarreia aquosa persistente,
principalmente em criangas, com duracdo de mais de 14 dias. Imagina-se que
a EAEC possam aderir a mucosa intestinal e elaborar enterotoxinas e
citotoxinas, as quais resultam em diarreia secretoria e em danos na mucosa,
além disso, exibem a capacidade de aderéncia a células intestinais conhecida
como “empilhamento de tijolos”. (FORSYTHE, 2013; FENG et al, 2011).

2.2.3. Escherichia coli enteroinvasivas (EIEC)

As E. coli enteroinvasivas geralmente ndo produzem enterotoxinas,
sdo muito semelhantes bioquimica e sorologicamente com a Shigella. Como
Shigella, ndo existem reservatorios animais conhecidos, dai a fonte priméria
para EIEC parecem ser seres humanos infectados. Embora a dose infectante
de Shigella seja baixa, por volta de 10 a algumas centenas de células, estudos
demonstraram que a dose infectante da EIEC geralmente é de 10° a 108
células, sendo que o periodo de incubacdo da doenca pode variar de 2 a
48 horas com média de 18 horas (FORSYTHE, 2013; FENG et al, 2011).

Ao contrario de E. coli tipicas, EIEC sao imdveis, néo
descarboxilizam a lisina e ndo fermentam lactose. A patogenicidade de EIEC
se deve principalmente devido a sua capacidade de invadir e destruir o tecido
do colon. O microrganismo contém um plasmideo de elevado peso molecular

necessario para invasao, o fenétipo invasao, pode ser detectado por ensaios



de invasdo usando cultura de tecidos HelLa ou Hep-2 ou por PCR e sondas
especificas para genes invasdo (FORSYTHE, 2013; FENG et al, 2011).

2.2.4. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

As EHEC ou E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) compdem
um importante grupo de patdégenos emergentes transmitidos por alimentos nos
altimos anos (BEUTIN et al, 2002; BLANCO et al, 2004; Gomes et al, 2010;
Panciola et al, 2014). As STEC sdo também chamadas de E. coli
verotoxigénicas ou produtoras de verotoxinas (VTEC). As toxinas Shiga séo o
principal fator de viruléncia das STEC (CALDERWOOD et al, 1996). Estas
possuem estrutura com duas subunidades (A e B) e sado codificadas por
bacteriéfagos inseridos no cromossomo bacteriano. A subunidade A é a parte
biologicamente ativa e a B a subunidade necessaria para a ligacao ao receptor
celular especifico chamado Globotriaosil ceramida (Gb3) (BERTAO &
SARIDAKIS, 2007). As toxinas Shiga séo citotoxinas de origem proteica
designadas como Stxl e Stx2, de acordo com seus efeitos citotoxicos em
células Vero ou Hela (PATON & PATON, 1998).

Mais de 400 sorovares de STEC foram isolados de bovinos
saudaveis (BLANCO et al, 2004), porém, E. coli EHEC tém sido
frequentemente implicadas em doencas humanas severas (NATARO &
KAPER, 1998). Embora ndo haja um consenso sobre isso, geralmente, E. coli
isoladas de alimentos e produtoras de toxina Shiga sdo chamadas de STEC,
enquanto que aquelas STEC isoladas de pessoas com diarreia hemorragica
tém sido chamadas de EHEC (FORSYTHE, 2013; BERTAO & SARIDAKIS,

2007; FENG et al, 2011).



Cepas de EHEC afetam somente o intestino grosso (colon) e
produzem grandes quantidades de toxinas Shiga. Cepas de EHEC contém um
plasmideo de 60 MDa, o qual codifica as fimbrias denominadas de
enterohemolisinas, e é encontrado em cepas de E. coli 0157:H7 e ndo O157. A
capacidade de produzir lesdo do tipo “Ligacdo-Desaparecimento” requer a
proteina intimina (codificada pelo gene cromossomal eae) (BERTAO &
SARIDAKIS, 2007).

Os sorovares de E. coli O157:H7 sao mais frequentemente
associados a surtos infecciosos. Isso sugere que essas cepas Sd0 mais
patogénicas ou mais transmissiveis do que as outras (FORSYTHE, 2013).
Mesmo assim, cepas de E. coli ndo 0157 também tém sido comumente
associadas a doencas humanas, principalmente os sorovares 026: H11,
0103:H2, O111:NM e 0113:H21 (KARMALI et al, 2004). Os sorogrupos de E.
coli 026, 0111, 0103 s&o os sorogrupos nao-0157 que mais causam doencas
em pessoas, nos Estados Unidos (CDC, 2012).

2.3. Escherichia coli 0O157: H7

2.3.1. Caracteristicas gerais

As cepas do sorovar O157:H7 apresentam a maioria das
caracteristicas bioguimicas tipicas da espécie E. coli, ou seja: sdo indol
positivo, VM positivo, VP negativo, citrato negativo, H2S negativo e urease
negativo (BRENNER et al, 2005). Contudo, diversas caracteristicas desse
sorovar sdo diferentes de outras E. coli, como por exemplo, a multiplicagéo
pobre ou nula a 44° C (ela se multiplica em caldo EC no maximo até 42° C) a

incapacidade de utilizar o sorbitol em 24 horas e a inabilidade de produzir
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B-glicuronidase, uma enzima capaz de hidrolisar o 4-metilumberiferil-B-D-
glicuronideo (MUG), fornecendo um produto fluorescente, detectavel sob luz
UV. Além disso, elas toleram quantidades menores de sais biliares que a
maioria das E. coli (MENG & DOYLE, 1998; FORSYTHE, 2013; JAY, 2005).

2.3.2. Fatores de viruléncia de E. coli O157:H7

Os mecanismos pelos quais E. coli O157:H7 causam CH e SHU
ainda ndo foram totalmente elucidados (BERTAO & SARIDAKIS, 2007), no
entanto o principal fator de viruléncia das EHEC, dentre elas a O157:H7, € a
producdo das toxinas Shiga like (Stx), extremamente potentes e responsaveis
por muitos dos sintomas observados nos pacientes infectados (NATARO &
KAPER, 1998, GUTH et al, 2006).

A capacidade de produzir toxinas Shiga € o principal fator de
viruléncia das EHEC para o desenvolvimento de SHU, uma vez que as toxinas
sao os principais fatores na patogénese da lesdo endotelial microvascular que
ocorre na SHU (AZAGRA & INGLESIAS, 2009; FERNANDEZ-BRANDO et al,
2011). Supbe-se que as E. coli O157:H7 tenham evoluido a partir da EPEC e
adquirido os genes para producao de toxinas da Sh. dysenteriae por meio de
um bacteriéfago (COGLAN, 1998). E. coli apés ser infectada pelo virus que
inseriu seu DNA no cromossomo da bactéria, a qual passou a conter a
informacdo necessaria para a producdo de toxinas Shiga (AZAGRA &
INGLESIAS, 2009).

A toxina Shiga apresenta dois grupos principais imunologicamente

distintos e ndo passiveis de reacdes cruzadas, chamados de Stx1 e Stx2 (ou
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VT1 e VT2). Uma cepa EHEC pode expressar apenas a Stx1l, apenas a Stx2,
ambas ou multiplas formas da Stx2 (EDUARDO, 2002; GUTH et al, 2006).

Toxinas Shiga ou Shigatoxinas sdo assim denominadas devido a
sua similaridade com a toxina produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1.
Inicialmente esses fatores citotoxicos foram chamados de Verotoxinas, devido
ao seu efeito citotoxico a células Vero de rim de macaco verde africano
(DOLYLE, 1995; FENG, 1995; MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006).

Dados epidemioldgicos sugerem que a Stx2 € mais importante no
desenvolvimento de SHU do que a Stxl (AZAGRA & INGLESIAS, 2009).
Varios relatos indicam que as cepas de E. coli 0157:H7 que expressam apenas
a Stx2 tém maior probabilidade de provocar SHU do que as que expressam
apenas a Stx1 ou, curiosamente, ambas (ZHANG et al, 2007; FERNANDEZ-
BRANDO et al, 2011).

O grupo Stxl é bastante homogéneo, e até o momento foi
identificado somente a variante Stx1c associada principalmente a ovinos
(ZHANG et al., 2002), porém esta variante também foi detectada em
combinacdo com Stx2d em isolados de origem clinica e de casos menos
severos de diarreia (BEUTIN et al, 2004).

As toxinas Shiga pertencem ao grupo das toxinas tipo A/B, isto €,
apresentam uma subunidade do tipo A, que € enzimatica, e 5 subunidades do
tipo B, que sado oligdbmeros constituidos de 5 proteinas idénticas (SCHMITT et
al, 1999) responsaveis pela ligacdo da toxina as ceélulas hospedeiras. O
receptor principal para Stx1 e Stx2, identificados nos humanos, é a globotriaosil

ceramida ou receptor Gb3, e sua expressdo na superficie da célula alvo esta
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ligada a citotoxicidade (JACEWICZ et al, 1995). Nos humanos esses
receptores estdo presentes principalmente nas células epiteliais do intestino,
nas ceélulas do endotélio vascular e nas células do epitélio renal (O'BRIEN &
HOLMES, 1987).

Essa estrutura basica A/B € comum a todas as toxinas Shiga e a
Stx1 da EHEC é praticamente idéntica a Stx da S. dysenteriae |, diferenciando-
se da mesma apenas em um aminoacido (AZAGRA & INGLESIAS, 2009). As
toxinas Stx1 e Stx2 da EHEC apresentam 55% de homologia na sequéncia da
subunidade A e 57% na sequéncia da subunidade B (JACKSON et al, 1987).

A subunidade A é responsavel pela acao biolégica da toxina que
clivara o RNA ribossomal, impedindo a sintese proteica na célula do
hospedeiro (QUINTANILLA, 2005). As subunidades B mediam a ligacdo da
toxina a ceélula hospedeira, através de receptores especificos (NATARO &
KAPER, 1998).

ApoOs a entrada da bactéria através da via oral a resisténcia acida
demonstrada pela E. coli 0157:H7 possibilitara sua sobrevivéncia na passagem
pelo estbmago, permitindo que a mesma chegue ao intestino delgado e
posteriormente até o colon, considerado o principal local de colonizacdo em
humanos (PATON & PATON, 1998, FERNANDEZ-BRANDO et al, 2011). A
partir dai as células se aderem a superficies mucosas e produzem um ou mais
tipo de Shiga toxinas.

As Stxs sdo produzidas pelas bactérias no colon e chegam até os
rins pela corrente sanguinea, danificando as células renais e produzindo uma

oclusdo da microvasculatura através da combinacdo da toxicidade e inducéo
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da producao local de citocinas e quimiocinas, resultando em uma inflamacéo
local, podendo conduzir a SHU (QUINTANILLA, 2005; ANDREOLI et al, 2002).
A Stx também induz apoptose do enterdcito (QUINTANILLA, 2005).

O dano as células endoteliais do rim, por meio deste processo, é
provavelmente o primeiro evento da SHU. Esse processo pode afetar outros
orgaos incluindo o cérebro, miocardio e pancreas, com 0 consequente
desenvolvimento de encefalopatia, cardiomiopatia e diabetes mellitus (COIA,
1998).

As cepas EHEC sdo capazes de aderir fortemente as células
epiteliais, através da producdo de uma proteina de superficie/membrana
denominada intimina de 94kDa, codificada por genes do DNA cromossomal, e
de um receptor — Tir - que, uma vez secretado na célula hospedeira, aloja-se
na membrana e serve como ponto de ancoragem para a intimina (BASSLER et
al, 1995; COMO-SABETTI et al, 1997; FAITH et al, 1996). A intimina é
responsavel pela unido da bactéria ao enterdcito e pela desorganizacdo das
microvilosidades com producdo da lesdao A/E (attaching and effacing). A
formacdo da lesdo A/E esta associada com drastico desordenamento do
citoesqueleto da célula do hospedeiro, resultando na producdo de uma
estrutura com forma de pedestal, rica em actina polimerizada (SALYERS &
WHITT, 1994; NATARO & KAPER, 1998; JAY, 2005; CRISTANCHO et al,
2008).

A intimina e o receptor Tir sdo codificados pelos genes eae e tir,
respectivamente, presentes numa regiao do DNA chamada LEE (“locus of

enterocyte effacement”’) (ALEXANDER et al, 1995). A sequéncia de
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aminoacidos das intiminas produzidas pelas diferentes cepas EHEC sé&o
altamente divergentes na extremidade carboxilica e, com base nessas
variagbes, sao classificadas em 5 subgrupos (a, B, vy, 0, e €). Na E. coli
0157:H7 ocorre o tipo y (GARBER et al, 1995). Existe uma forte associacéo
entre a producdo da intimina e a ocorréncia de colite hemorragica e SHU
(PATON & PATON, 1998). Diversos estudos mostram que gene eae € muito
comum dentre as cepas isoladas de pacientes com essas doencas, mas dentre
as cepas isoladas de reservatérios animais, s6 é frequente nos sorovares
reconhecidos como patogénicos (BARRETT et al, 1992; BEUTIN et al, 1995;
SANDHU et al, 1996).

As cepas de E. coli O157:H7 e a maioria dos demais sorovares da
STEC isoladas de humanos apresentam um plasmideo altamente conservado,
chamado pO157 (BEUTIN et al, 1994). Também relatado na literatura como
plasmideo 60 MDa (PATON & PATON, 1998; RIVAS et al, 2000). O plasmideo
pO157 contém diversos genes que codificam os seguintes fatores de viruléncia:
espP (serina protease extracelular), katP (catalase/peroxidase), hlyA
(enterohemolisina) (SCHMIDT et al, 1995), etp (sistema de secrec¢éao tipo II)
(KAPER et al, 1998; SCHMIDT et al, 2000). O gene ehxA (ou hlyA), que
codifica uma hemolisina, chamada de enterohemolisina ou hemolisina de E.
coli enterohemorragica (EHEC Hly), cujo papel ainda é objeto de especulacéo,
podendo estar associado a lise de eritrécitos “in vivo”, liberando heme e
hemoglobina (RIVAS et al, 2000). Isso estimularia 0 crescimento da cepa

0157:H7, porque essas cepas apresentam um sistema de transporte de ferro
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altamente especializado, que permite utilizar heme e hemoglobina como fonte
de ferro (TORRES & PAYNE, 1997).

Os genes responsaveis pela codificacdo das toxinas Shiga,
chamados stx1 e stx2, sdo usados como marcadores em méetodos moleculares
de deteccdo ou confirmacdo das cepas STEC (NATARO & KAPER, 1998;
PATON & PATON, 1998; MORELLI, 2008). O gene fliCH7 também tem sido
investigado como fator de viruléncia das STEC, e ele codifica o antigeno
flagelar de E. coli O157:H7 (GANNON et al, 1997).

Uma vez que essa bactéria ndo é identificada através de técnicas
microbiolégicas convencionais (PIGATTO et al, 2009), estudos recentes tém
mostrado que abordagens alternativas para a deteccéo e de confirmacéo de E.
coli O157:H7 combinando PCR com enriquecimento seletivo e procedimentos
de separacdo imunomagnética melhoram a sensibilidade de deteccdo e
especificidade (SHAH et al, 2009; GORDILLO et al, 2011). Vérios
procedimentos de PCR- multiplex foram desenvolvidos para detectar diferentes
combinagdes dos principais genes de viruléncia em E. coli O157: H7, como fliC,
stxl, stx2, eaeA, rfbE, uidA e hlyA (SHAH et al, 2009; BAI et al, 2010;

FRATAMICO & DEBROQY, 2010; JACOB et al, 2012).

2.4. Caracteristicas das Doencas causadas por E. coli
O157:H7

As doengas transmitidas pela E. coli O157:H7 podem resultar desde
moderadas infec¢des até severas doencas resultando em morte e podem ser

expressas por trés manifestacbes diferentes: Colite Hemorragica (CH),
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Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), e Trombocitopenia Trombotica Purpura
(TTP) (GIANANTONIO et al, 1964; BOYCE et al, 1995; RIVAS et al, 2008).

A CH é uma forma de infecgcdo menos grave caracterizada por dores
abdominais severas e diarreia aguda, seguida de diarreia sanguinolenta. O
periodo de incubacdo normalmente é de 3 a 4 dias, podendo variar de 5 a
8 dias ou ser bastante curto como 1 a 2 dias, em alguns casos. A reclamacéo
inicial normalmente é diarreia precedida de dor abdominal e febre baixa em
muitos pacientes. VOmitos acontecem na metade dos pacientes durante o
periodo de diarreia sem sangue e/ou em outros tempos. Dentro de um ou dois
dias, a diarreia fica sanguinolenta e aumentam as dores abdominais. Esta dor
abdominal é descrita como de igual intensidade com a "dor do parto” e pior que
as dores de apendicite. Esta fase normalmente dura de 4 a 10 dias. Nos casos
mais seérios, amostras fecais sdo descritas como "All blood and no stool"
(somente sangue sem fezes). Pode ocorrer vomito, com pouca ou nenhuma
feore (PADHYE & DOYLE, 1992; BERTAO & SARIDAKIS, 2007;
CVE/CCD/SES-SP, 2011).

A CH pode ser diagnosticada pelo isolamento da E. coli O157:H7 ou
shigatoxinas produzidas pela E. coli a partir de amostras fecais de pacientes
com diarreia sanguinolenta. A confirmacao também pode ser obtida através do
isolamento deste sorovar em alimentos incriminados (FDA, 2014). Na maioria
dos pacientes, a diarreia sanguinolenta termina sem sequelas, mas em alguns
casos a doenca progride para SHU e complicacdes subsequentes (COPPO,

2005; CVE/CCD/SES-SP, 2011).
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Aproximadamente 15% das infecgcbes por E. coli O157:H7,
especialmente em criangcas menores de 5 anos e idosos, podem progredir para
a SHU caracterizada pela destruicdo das células vermelhas do sangue e
faléncia renal, a qual pode ser acompanhada de deterioracdo neuroldgica e
insuficiéncia renal crénica (EDUARDO et al, 2002, SANCHES et al, 2010,
FERNANDEZ-BRANDO et al, 2011).

Embora a SHU possa ser determinada por outros patdgenos como
S. dysenteriae, em algumas regibes tropicais casos de SHU podem ser
causados por Citrobacter freundii. Contudo, em 85% dos casos, a doenga
ocorre depois de um episddio de gastrenterite causada por E. coli produtora de
shigatoxina (GEARY, 2007; AZAGRA & IGLESIAS, 2009). Segundo Azagra &
Inglesias (2009) a SHU é a causa de 4,5% dos casos de criancas com
insuficiéncia renal cronica (IRC) em pediatria submetidas a tratamentos com a
terapia de transplante de rins.

Estima-se a ocorréncia de 73.000 casos de infeccéo,
2.100 hospitalizacGes e 61 casos fatais (letalidade de 3% a 5%), anualmente
nos Estados Unidos (CDC, 2009). Segundo dados da Organizacdo Mundial da
Saude, ha varios anos a SHU tem sido a causa mais comum de insuficiéncia
renal em criancas na Argentina, onde cerca de 250 novos casos sao relatados
anualmente (WHO, 1997). Na Argentina a SHU € uma doenca endémica, tendo
um dos indices globais mais altos, aproximadamente, 10,4 e 12,2/100.000
casos em criancas em 2000 e 2001, respectivamente (RIVAS et al, 2006).

No Brasil, existem relatos de ocorréncia de SHU, porém ndo ha

dados sistematicos que possam indicar a situacao da sindrome (SOUZA et al,
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2011). No Estado de S&o Paulo, um estudo vem sendo conduzido pelo CVE
para determinar a situacdo dessa sindrome no Estado e para estabelecer um
ponto de partida para a introducdo do sistema de vigilancia da bactéria e da
SHU (DDTHA/CVE, 2003).

Dentre as enfermidades causadas por E. coli O157:H7 a SHU ¢é a
complicacdo mais severa da infeccdo entérica (CRINNANTONIO et al, 1964
apud PADHYE & DOYLE, 1992; NATARO & KAPER, 1998; FORSYTHE,
2013). A SHU é diagnosticada em média 7+/- 2 dias ap0s o estabelecimento da
diarreia (CVE/CCD/SES-SP, 2011). Ela é definida pela triade, anemia
hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda. Esta sindrome ocorre
quando os rins sdo afetados pela toxina Shiga (MITTELSTAEDT &
CARVALHO, 2006). Clinicamente, pacientes com SHU apresentam-se
seriamente doentes ou algumas vezes com ictericia e, frequentemente, com
hipertensdo. Necessitam de hemodialise com frequéncia e de transfusdes de
sangue. Os pacientes podem apresentar problemas no sistema cardiovascular
e sistema nervoso central com infartos cardiacos, atagues repentinos de
apoplexia e encefalopatias hipertensivas. A SHU pode levar a morte
(CVE/CCD/SES-SP, 2011). A maioria dos pacientes recupera-se com terapias
apropriadas, mas de 3 a 5% das criancas vao a 6bito e aproximadamente 12 a
30% tém sequelas severas que incluem falha renal grave, hipertensao e/ou
manifestacbes no sistema nervoso central (NATARO & KAPER, 1998;
FORSYTHE, 2013).

Como ndo ha uma terapia especifica para a SHU a base do

tratamento para pacientes com SHU é terapia de suporte, 0 que geralmente
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inclui: controle fluidos e eletrélitos, controle da presséo arterial e uso de dialise
e transfusdo de sangue, de acordo com o estado a funcéo renal e o grau de
anemia em casos mais extremos transplante de rins (USDA, 1994; WEAGANT
et al, 1995; EDUARDO et al, 2002, FERNANDEZ- BRANDO et al, 2011).

Em relagéo ao tratamento com antibidticos, a analise de um surto E.
coli O157:H7, no Japao havia sugerido que a utilizagdo de fosfomicina
impediria o risco de progressdao para SHU, no entanto varios estudos
demonstraram que criancas com colite hemorragica, que sao tratadas com
antibioticos estdo mais propensas a evoluir para casos mais graves ou SHU
(IKEDA et al, 1999). Outro estudo no entanto confirmou que os antibioticos da
familia de lactamicos e sulfa aumentam o risco de desenvolvimento de SHU
criancas infectadas com E. coli O157:H7. (WONG et al, 2000). Segundo
Fernandez-Brando et al (2011), ndo h&a consenso de antibioticoterapia €
contraindicado em casos de suspeita ou confirmacédo de infeccdo por STEC e
tratamentos alternativos tem sido estudado.

A infeccdo por E. coli O157:H7 também pode desencadear um
quadro denominado Purpura Trombocitopénica Trombdtica (PTT). Pacientes
com PTT exibem caracteristicas clinicas e patolégicas semelhantes a de
pacientes com SHU, porém o0 envolvimento do sistema nervoso central é a
principal caracteristica. E uma sindrome que geralmente ocorre em adultos, e
consiste de anemia hemolitica micro angiopatica, trombocitopenia profunda,
sinais neurolégicos, febre e azotemia. Ocorre formacdo de coagulos
sanguineos, o que resulta frequentemente em morte (CVE/CCD/SES-SP,

2011). No Brasil a incidéncia nao € conhecida (SOUZA et al, 2011).
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2.5. Reservatorios e fontes de contaminacao

Bovinos tem sido identificados como o principal reservatério de E.
coli 0157:H7, uma vez que podem excretar o patdogeno pelas fezes e assim
contaminar alimentos, agua e ambientes (LAEGREID et al, 1999; SHERE et al,
1998; CDC, 2009). A ingestdo de leite cru contaminado devido a presenca de
fezes no Ubere das vacas ou dos equipamentos de ordenha devido a
contaminacao cruzada também tem sido associada a surtos (FARROKH et al,
2013).

Entre outras fontes de infeccdo conhecidas estdo o0s vegetais e
frutas, provavelmente contaminados com fezes de gado durante a colheita ou
no processamento. Ja foram implicados na transmissao de E. coli O157:H7,
vegetais como por exemplo, alface (ACKERS et al, 1998, CDC 2012), batatas
(MORGAN et al, 1988), brotos de rabanete (WATANABE & OZASA, 1997)
brotos de alfafa (CDC, 1997).

Existem ainda casos onde a transmissao se deu ao nadar ou beber
agua contaminada (ndo tratada) (PENNINGTON, 2010) e a transmisséo
pessoa a pessoa também é relatada, presumivelmente, através da via oral-
fecal, se os habitos de higiene ou lavagem de maos nao forem adequados e
pelo contato direto com bovinos (BELL et al, 1994; RIVAS et al, 2008, AZASRA
& INGLESIAS, 2009).

Embora a quantidade de microrganismos necessaria para causar a
doenca néo seja conhecida (dose infectante), suspeita-se que seja similar a da

Shigella sp (10 células) (FENG et al, 2011; FORSYTHE, 2013).

20



2.6. Surtos por E. coli O157:H7

E. coli O157:H7 foi reconhecida como patégeno alimentar, pela
primeira vez, nos estados de Oregon e Michigan, nos Estados Unidos, em
1982, causando dois surtos de diarreia sanguinolenta severa, envolvendo pelo
menos 47 pessoas, apos a ingestao de sanduiches contendo hamburgueres de
carne bovina, molho de cebola e picles, distribuidos em uma rede de fast food.
E. coli O157:H7 foi isolada de 9 das 12 diarreias de vitimas dos dois surtos e
também de uma amostra de hamburguer coletado em Michigan (RILEY et al,
1983). Segundo os mesmos autores, esse sorovar ja tinha sido isolado de um
caso clinico esporadico de CH, em 1975. Apesar da severidade dos sintomas,
os surtos néo foram amplamente divulgados na época.

Em 1991, outro surto, também nos Estados Unidos, dessa vez
através do consumo de cidra de macad nao pasteurizada atingiu que 23
pessoas que consumiram a cidra aparentemente produzida a partir de com
macas recolhidas do ch&do e contaminadas com esterco de ovinos (BESSER et
al, 1993).

Em 1993, a E. coli 0157:H7 foi responsavel por um surto,
envolvendo cerca de 700 pessoas, causando 4 mortes de criancas, devido ao
consumo de hamburgueres mal passados distribuidos por outra rede de fast
food, dos Estados Unidos (CDC, 1993). A partir desse episodio, ganhou
notoriedade e tem sido isolada de muitos alimentos envolvidos em muitos
surtos, em diferentes paises (MARLER, 2011). Em 1995, 92 pessoas foram
atingidas por um surto em Montana, EUA, provocado pelo consumo de alface

contaminada com agua de irrigacdo (SILVA, 2004).
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Em setembro de 2006, laboratorios oficiais do CDC foram alertados
por epidemiologistas em Wisconsin e Oregon que o espinafre fresco era a fonte
suspeita infecgbes por E. coli sorovar O157:H7 nesses estados, em seguida
também foi relatada a ocorrencia de E. coli O157:H7 infeccbes no Novo México
associada ao consumo de espinafre fresco, outros estados também relataram
casos. Apos o estudo epidemioldgico concluiu-se que as cepas de pacientes
infectados em todos os estados envolvidos tinham correspondencia. O surto
acabou envolvendo um total de 183 casos de pessoas infectadas com E. coli
0157: H7, relatados ao CDC a partir de 26 estados. Entre as pessoas doentes,
95 (52%) foram internadas, 29 (16%) desenvolveram SHU, e uma pessoa
morreu (CDC, 2006).

Nos EUA, existe inclusive, um escritério de advocacia especializado
que representa vitimas de toxiinfec¢éo alimentar causada por E. coli O157:H7 e
outros microrganismos. Desde 1993, este escritorio tem representado milhares
de clientes em acdes litigiosas contra restaurantes e industrias de alimentos, no
gual esses alimentos foram implicados como fonte de doencas (CLARK, 2008).

O maior surto, causado por E. coli O157:H7, registrado até hoje
ocorreu no Japao, em Sakai, Osaka, em 1996. Brotos de rabanete branco
servidos como parte do almo¢co de uma escola foram identificados como o
veiculo mais provavel da infeccdo. Neste surto mais de 8.000 pessoas foram
envolvidas, principalmente criancas. Um total de 106 criancas desenvolveram
SHU, onde trés delas morreram (MICHINO et al, 1998).

Na China, em 1999, um surto de E. coli O157:H7 causou 177 mortes

devido a sindrome hemolitico-urémica. Em estudo recente pesquisadores
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investigram propriedades gendmicas e fenotipicas desse surto ocorrido e
compararam com o genoma das cepas de E. coli do surto de 1996 em Sakai
Japdo e concluiram que os isolados estdo intimamente relacionados
filogeneticamente (XIONG et al, 2012).

Na Espanha, um estudo realizado entre os meses de janeiro de
2007 e dezembro de 2007 foram analisadas 1.675 amostras de coprocultura de
pacientes com diarreia ou disturbios intestinais, destas 8 (0,5%) foram
positivas para E. coli O157:H7. A comparacado do perfil molecular dessas
amostras com o perfil de isolados de alimentos e animais de estudos
anteriores, nao demonstrou ligacdo, exceto por uma amostra de carne de javali
abatido no periodo na mesma regido de ocorrencia dos casos clinicos. Ainda
gue nao tenha sido possivel identificar a fonte, uma vez que as amotras eram
provenientes de quatro pacientes acometidos no periodo, esses dados
indicaram o primeiro surto alimentar por E. coli O157:H7 da Cidade de Caceres
e o0 oitavo da Espanha, sugerindo uma possivel relacéo da carne de javali com
o surto (MARTINEZ, et al, 2009)

2.7. lIsolamentos de E. coli O157:H7 no Brasil

No Brasil, ndo ha dados sistematicos sobre a E. coli O157:H7, nem
sobre a SHU (EDUARDO, 2002; SILVA et al, 2003; SOUZA, et al, 2011).
Somente casos esporadicos de diarreia e SHU associados com STEC tém sido
relatados (CANTARELLI, et al, 2000; GUTH, et al, 2002, IRINO, et al, 2002,
VAZ, et al, 2004; NISHIMURA, et al, 2005) e sdo poucos o0s registros de
ocorréncia de STEC em alimentos no Brasil (CERQUEIRA, et al, 1997;

BERGAMINI, et al, 2004).
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A primeira cepa de E. coli 0157:H7 foi isolada no Brasil em 1997, de
uma amostra de agua de po¢co em uma chacara localizada em Parelheiros, Sédo
Paulo. (KATSUYA 1998). Também em S&o Paulo, foram caracterizadas trés
cepas de E. coli O157:H7 isoladas de fezes de pacientes, pelo Instituto Adolf
Lutz (IAL). Uma das cepas foi isolada em 1990, de um paciente HIV positivo de
18 anos, enquanto as outras duas foram isoladas de uma crianca com diarreia
sanguinolenta e de um adulto com diarreia severa, respectivamente. As
amostras foram  sorotipificadas como O157:H7 e caracterizadas
molecularmente como possuidoras dos fatores de viruléncia de EHEC, no
entanto, ndo foi possivel estabelecer relacdo com alimentos ou origem da
infeccdo (IRINO et al, 2002).

O primeiro relato de isolamento de STEC de um paciente com SHU
ocorreu em um hospital da cidade de S&o Paulo, no ano de 2001 (GUTH et al,
2002). Da avaliacdo de diagnosticos registrados pela AIH/DATASUS/MS, no
periodo de 1998 a julho de 2000, no Estado de Sdo Paulo, 12 casos foram de
SHU, com histérico anterior de diarreia e de possivel associagdo com a E. coli
0157 (EDUARDO, 2002).

A ocorréncia de E. coli O157:H7 foi avaliada em 886 amostras de
hamburgueres produzidos por oito fabricantes no sul e sudeste do Brasil entre
janeiro e setembro de 1997. O agente patogénico ndo foi detectado em
nenhuma das amostras analisadas, embora 17 (1,9%) tenham apresentado a
presenca de cepas de E. coli , e apresentavam aglutinagédo com antisoro 0157,
no entanto as mesmas nao foram confirmadas em testes posteriores (Silveira

et al, 1997). No ano seguinte 1999, E. coli O157:H7 foi isolada de amostras
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coletadas em um matadouro no estado do Rio de Janeiro. Das trés amostras
identificadas (1,5%), uma foi de carne bovina e as outras duas de fezes de
gado leiteiro. Este foi o primeiro relato de EHEC 0O157:H7 isolado de gado
leiteiro no Brasil (CERQUEIRA, 1999).

Na Universidade Federal de Santa Maria, no Rio Grande do Sul, um
estudo retrospectivo de casos de SHU ocorridos no Hospital Universitario, no
periodo de marco de 1987 a agosto de 1999 apontou a ocorréncia de 25 casos
da doenca em criancas, com idade entre dois meses a 57 meses (BARCELOS
et al, 2000).

Segundo o Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Séo
Paulo foram registrados no periodo de 1998 a 2006, 73 casos de SHU com
possivel associacdo com E. coli O157:H7 (CVE/SP, 2011). Recentemente,
Souza et al (2011), analisando dados do centro de vigilancia epidemioldgica no
Estado de Sao Paulo observaram baixa incidéncia de SHU entre criancas
internadas em Unidades de Terapia Intensiva Pediatrica entre 1998 e 2007.
Nesse periodo, foram identificados 13 casos de SHU relacionados com
diarreia, destes, sete pacientes apresentaram altos niveis de anticorpos para
0157 LPS, resultado que apoia fortemente evidéncia de infeccdo por E. coli
0157 nestes pacientes.

Em outro estudo, foram analidas as caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas e laboratoriais da sindrome hemolitico-urémica (SHU) em Uberlandia,
MG, para tanto, um estudo foi realizado abrangendo um periodo de dez anos
de janeiro de 1994 a janeiro de 2004 no Departamento de Nefrologia Pediatrica

em um hospital. Foram analisados fatores demograficos, fatores
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desencadeantes, tempo de hospitalizacdo, terapia de suporte e evolucéo
doencas. Os resultados demonstram a possibilidade do diagnéstico SHU como
uma causa de insuficiéncia renal na infancia em ambas as formas tipicas (pos-
diarreia) e atipicas (BONETTI et al, 2011).

Em estudo mais recente, durante o periodo de um ano (1999-2000),
Sandrini et al (2007) investigaram 60 propriedades leiteiras em Pelotas (RS), e
comprovaram a presenca de E. coli verotoxigénica em amostras de fezes de
bovinos, de agua ambiental, de agua de consumo humano e de leite cru. Ja na
regido de Ribeirdo Preto - SP, pesquisadores caracterizaram 0s principais
fatores de viruléncia de cepas de E. coli a partir de 473 cepas isoladas de
amostras de agua (19), leite (7) e fezes de bovinos leiteiros (466) de sete
propriedades da regido. Entre estas, duas amostras isoladas de bezerros foram
positivas para E. coli O157:H7 e apresentaram o mesmo perfil genético pela
técnica de PCR representado pela presenca dos genes stx1l e eae e foram
consideradas potenciais cepas enterohemorragicas (STELLA, 2009).

Recentemente, em um projeto com a Comunidade Europeia, o
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos — ICTA/UFRGS isolou
duas amostras de E. coli O157:H7 a partir de agua de irrigacdo e agua de
lavagem de alfaces, também no sul do Brasil. A analise molecular por PFGE
demonstrou similaridades de 80% ou mais entre cepas isoladas de carcacas
bovinas e do ambiente (aguas de lavagem e irrigacdo), sugerindo a ampla
distribuicAo desse microrganismo, uma vez que eles foram isolados de
municipios distintos e em cadeias produtivas distintas (RODRIGUES, et al,

2014).
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No mesmo periodo, o Laboratério de Microbiologia e Controle de
Alimentos — ICTA/UFRGS, em um projeto de pesquisa em parceria com outras
Universidades Federais, Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e
demais Laboratorios brasileiros, isolou 22 amostras de E. coli O157:H7,
coletadas entre os meses de outubro de 2011 e marco de 2012, a partir de
carcacas bovinas de um abatedouro frigorifico, no sul do Brasil (LOIKO, 2013).

Embora haja o registro desses isolamentos e de diversos casos de
SHU no Brasil (CVE/SES-SP, 2010), a unica implicacdo de E. coli O157:H7
veiculada por alimentos descrita na literatura é o caso de um surto com dois
casos de diarreia, sem SHU, ocorrido em Campinas, em 2001, supostamente

causado por ingestdo de carne mal cozida. (CVE/SES-SP, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar cepas de E. coli O157:H7 isoladas no sul do Brasil.

3.2. Objetivos especificos

. Avaliar a resisténcia térmica de duas cepas de E. coli
0157:H7, uma isolada de carcaca bovina e outra de agua de
lavagem de alfaces organicos, isoladas no sul do Brasil;

. Avaliar a resisténcia acida das duas cepas de E. coli
0157:H7 referidas acima;

. Avaliar a capacidade de sobrevivéncia de uma cepa de E.
coli O157:H7 frente ao dicloroisocianurato de sédio, acido organico,
alcool etilico e quaternario de aménio;

. Avaliar a eficacia da reducédo de diferentes protocolos de
limpeza e desinfeccdo de alface artificialmente contaminada com

E.coli O157:H7.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Culturas microbianas

No presente estudo, duas cepas de E.coli O157:H7, isoladas pela
primeira vez no Rio Grande do Sul foram utilizadas. Ambas as cepas foram
caracterizadas por LOIKO (2012) através de testes tradicionais, bioquimicos e
moleculares no Laboratorio de Microbiologia e Controle de Alimentos do
ICTA/UFRGS e também pela Fundacdo Oswaldo Cruz. As cepas de E. coli
0157:H7 foram identificadas no presente estudo como A13P3 e CC. As cepas
CC e A13P3 apresentaram perfis moleculares caracterizados pela presenca
dos genes:. eae(+), stx1l(+), stx2(+), rfbO151(+) e stx2(+), rfbO151(+),
respectivamente, e apresentam similaridade de 80% segundo analise por
PFGE-Xbal. Além disso, de acordo com o dendograma gerado pela analise
PFGE-Xbal, a cepa CC de agua de lavagem de alfaces possui 100% de
similaridade com uma cepa de E. coli O157:H7 envolvida em surto alimentar na
Argentina no ano de 2005 e mesmos genes conforme caracterizacao por PCR.
As duas cepas quando submetidas ao teste de citotoxidade para céluas vero
apresentaram resultado positivo. Essas cepas foram escolhidas para serem
analisadas no presente estudo por terem sido isoladas de um produto de
origem animal e da cadeia produtiva de um produto vegetal, em cidades
diferentes do RS e possuirem potencial patogenicidade para se tornarem
agentes etiologicos de surtos alimentares no RS. O nome das cidades nao foi
informado, a fim de preservar os estabelecimentos de onde as cepas foram
isoladas. Cabe informar que as autoridades sanitarias foram oficialmente

informadas de onde e quando tais microrganismos foram isolados.
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Neste trabalho foi utilizada como controle negativo uma cepa padréo

de Escherichia coli, ndo STEC, identificada como E. coli ATCC 8739.

4.2. Recuperacédo das culturas microbianas

Antes de cada experimento as cepas de E. coli O157:H7 foram
recuperadas, através de semeadura em Caldo TSBm (Modified Tryptone Soy
Broth, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e incubadas a 37°C, por
18-24h. As amostras recuperadas foram em Agar MacConkey Sorbitol (SMAC)
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England), suplementado com 0,05 mg.L* de
cefixima e 2,5 mg.L* de telurito de potassio (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) e incubadas a 37 °C, por 18 h a 24 h para controle da pureza das
cepas.

ApoOs confirmada a recuperacgao e a pureza das culturas, as mesmas
foram submetidas aos procedimentos de preparacdo de inéculo de acordo com
a necessidade de cada um dos experimentos realizados.

4.3. Preparo do In6culo

Para obtencdo do indculo aliquotas de 100 pL das cepas de E. coli
0157:H7 foram semeadas em Caldo TSBm e incubadas a 37°C, por 24h a fim
de obter uma suspensao fisiologicamente ativa da cepa estudada.

Para a realizacdo do experimento de resisténcia térmica, além do
procedimento de obtencdo do pré-indculo descrito acima, foram utilizadas as
cepas acido adaptadas. Para tanto, aliquotas de 100 puL da suspenséo
bacteriana fisiologicamente ativa, foram semeados em Caldo TSBm adicionado

de 1% de glicose e incubados a 37°C, por 24h para obtencao do in6culo acido-
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adaptado cujo pH final apos incubacéo foi de 4,5 (adaptado de MALHEIROS et
al, 2009).

4.4. Procedimentos de analise

4.4.1. Resisténcia térmica de cepas de E. coli O157 :H7

Na avaliacdo da resisténcia térmica aliquotas de 100 uL de cada
inéculo (A13P3, CC e ATCC8739) com aproximadamente 108UFC/mL foram
transferidas, separadamente para Eppendorf contendo de 900 pL de Caldo
TSBm previamente aquecidos em bloco térmico (AccuBlock Digital Dry Bath,
Marca: Labnet International, Woodbridge, USA). As temperaturas utilizadas
foram 50, 58, 60, 65, 70, 72, 75 e 80°C (adaptado de Malheiros et al, 2009). De
cada Eppendorf, previamente aquecido e inoculado, aliquotas de 100 pL foram
coletadas nos tempos 0 (heating-up time = 10+2s), 1, 2 e 3 minutos para
quantificacdo bacteriana. Para tanto, foram realizadas diluicbes decimais em
900 pL agua peptonada 0,1% estéril, e ap0s agitacdo, aliquotas de 20uL das
diluicdes apropriadas foram semeadas em placas de Petri contendo Agar
Nutriente (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England), as quais foram incubadas
por 24h a 37°C. A quantificacdo das células bacterianas foi realizada de acordo
com a técnica da gota descrita por Silva (1997) e utilizada por Malheiros et al.
(2009), nesta técnica as gotas de 20uL da diluicdo deseja foram semeadas na
superficie das placas contendo o agar e, ap0s a secagem da gota, as placas
foram invertidas e incubadas. Assumiu-se “reducédo total” quando n&o se
observou crescimento em placas, indicando que houve inativacdo apds o

tratamento ou as contagens estavam abaixo do limite de deteccdo do teste.
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Cada experimento foi realizado trés vezes, sendo as contagens realizadas em
triplicata.

O procedimento também foi realizado com inéculos acido adaptados
para as temperaturas de 60 e 70°C. A temperatura de 60°C foi escolhida por
ser a temperatura minima requerida na manutencdo quente (exposicdo em
bufe) de alimentos em servicos de alimentacdo, enquanto 70°C é a
temperatura minima indicada pela legislacdo brasileira na coccdo dos
alimentos a fim de garantir a seguranca dos alimentos preparados (Brasil 2004,

SES-RS 2009).

4.4.2. Avaliacdo da resistencia acida de E. coli O1 57:H7

Para a avaliacdo da resisténcia acida a diferentes pH, aliquotas de
50 pL (aproximadamente 108UFC/mL) dos inéculos formam transferidas para
placas estéreis de poliestireno para cultura celular de 12 pogcos (CELLSTAR®,
Greiner Bio-One do Brasil, Americana, Brasil). Cada poco contendo 3mL de
Caldo TSBm, previamente acidificados com HCI (acido cloridrico PA, Synthi,
Diadema, Brasil) e com acido propidnico (acido propiénico PA, Synthi,
Diadema, Brasil) separadamente. Os pH bem como os tempos avaliados estado

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Descricdo dos tratamentos utilizados na
acida de cepas de E. coli.

avaliacdo da resisténcia

Acido pH final da solugdo -Ie-fnz)z(i) éode Acido gg:ljm;g 32 -erfng)zti) éode
utilizado de TSBm posie utilizado & posi¢
(min) TSBm (min)

0 0

1 1

2,0 2 2,0 2

3 3

0 0

1 1

35 5 35 >

3 3

0 0

HCI 1 AP 1
4,5 5 4,5 >

3 3

0 0

1 1

6,5 5 6,5 >

3 3

0 0

1 1

* *
9,5 5 9,5 >
3 3

* O pH de 9,5 foi obtido, alcalinizando o meio com NaOH e ajustado
com HCIl ou AP, separadamente.

Depois de 0, 1, 2 e 3 minutos de exposicao, aliquotas de 100 pL
foram tomadas e serialmente diluidas em 900 pL de agua peptonada 0,1%
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) estéril e aliquotas de 20 pL das
diluicdes apropriadas foram semeadas em Agar Nutriente, e incubadas por 24h
a 37°C. A guantificacdo das células bacterianas foi realizada de acordo com a
técnica da gota descrita por Silva (1997) e utilizada por Malheiros et al (2009).
Assumiu-se “reducao total” quando ndo se observou crescimento em placas,
indicando que houve inativacdo apos o tratamento ou as contagens estavam
abaixo do limite de deteccéo do teste. Todos os ensaios foram realizados em
temperatura ambiente em trés repeticdes e as contagens foram realizadas em

triplicata.
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4.4.3. Avaliacdo da reducdo de E. coli O157:H7 fren te a

diferentes desinfetantes

Para a realizacdo deste teste formam utilizadas suspensdes
bacterianas das cepas de E.coli O157:H7 A13P3 e como controle ndo 0157, foi
utilizada E. coli ATCC 8739. Antes de cada experimento a cepa de E. coli
0157:H7 foi recuperada conforme descrito no item 5.2. Em seguida, aliquotas
de 1mL do in6culo, de cada uma das cepas foram diluidas em 9 mL de agua
peptonada 0,1% estéril (separadamente), a fim de atingir uma concentracao de
aproximadamente 108UFC/mL, constituindo os indculos que foram utilizados na
avaliacao da resisténcia aos diferentes desinfetantes.

4.4.3.1. Avaliacao da resisténcia aos desinfetantes

A avaliacdo da resisténcia aos desinfetantes foi realizada através do
teste de suspensdo adaptado da Portaria 101/93, do MAPA (BRASIL, 1993).
Para tanto foram preparadas solu¢des de quatro dos principais desinfetantes
utilizados na industria de alimentos e servi¢cos de alimentagcéo, os quais foram:
desinfetante A (principio ativo dicloroisocianurato de soédio), desinfetante B
(principio ativo acido latico e acido citrico), desinfetante C (principio ativo
cloreto benzalcénio do grupo quaternario de amoénia) e alcool etilico 96°GL. Os
nomes comerciais dos desinfetantes ndo foram citados a fim de preservar o
fabricante que gentilmente cedeu os mesmos para a realizacao deste estudo.

Os tratamentos consistiram na exposicdo das cepas estudadas
frente a diferentes diluicbes dos desinfetantes. Todos os desinfetantes foram
avaliados apdés oito tempos de exposicdo (0, 1, 2, 3, 15, 20, 30 e 45 min)

(adaptado de MALHEIROS et al, 2009).
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Para o dicloroisocianurato de soédio (A), acido organico (B) e
quaternario de amodnia (C), foram utilizadas as seguintes contracoes:
concentracdo recomendada pelo fabricante (1x), a metade da diluicdo
recomendada pelo fabricante (0,5x), um quarto da concentracdo recomendada
(0,25x) e o dobro (2x) da diluicido recomendada pelo fabricante. O alcool etilico
96°GL, foi utilizado sem diluir e diluido a 70%.

O procedimento de analise foi realizado da utilizando tubos de
ensaio contendo as solucdes dos desinfetantes (9 mL) adicionados de matéria
organica (albumina bovina 1%, Sigma Aldrich Brasil Ltda, SP, Brasil) e
inoculados com 0,1 mL da suspensao de inéculo, resultando na concentracdo
bacteriana de aproximadamente 108UFC/mL. Em seguida, os tubos inoculados
foram agitados para homogeneizacdo e o0 tempo de exposicdo foi
cronometrado a partir do momento da adicao da cultura ao desinfetante. Apos
os tempos de exposicdo nas condicfes descritas acima, aliquotas de 20 pL
foram coletadas e semeadas na superficie de placas de petri contendo Agar
Nutriente as quais foram incubadas por 24h, a 37°C. A quantificacdo das
células foi realizada de acordo com a técnica da gota descrita por Silva (1997)
e utilizada por Malheiros et al (2009). Assumiu-se “reducao total” quando néo
se observou crescimento em placas, indicando que houve inativacdo apos o
tratamento ou as contagens estavam abaixo do limite de deteccdo do teste.
Todos os ensaios foram realizados em temperatura ambiente em trés

repeticdes e as contagens realizadas em triplicata.
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4.4.4. Avaliacdo dos processos de lavagem e desinfe  ccao de
alfaces artificialmente contaminadas com Escherichi a coli
0O157:H7

Para realizagdo deste trabalho foram utilizadas as metodologias
propostas por Oliveira et al (2012) e Gunduzn, Gonul, Karapinar (2010) e Lang,
Harris, Beuchat (2004), com adaptacfes. Na realizacéo deste teste foi utilizada
apenas cepa E. coli 0157: H7 identificada como CC, a mesma foi escolhida em

funcdo da origem do seu isolamento descrita no item 5.1.

4.4.4.1. Preparo do indculo
Antes de cada experimento a cepa de E. coli O157:H7 foi

recuperada conforme descrito no item 5.2. Em seguida, a partir uma aliquota
de inoculo com cultivo overnight (18-24h/37°C) foram realizadas diluicdes
decimais até a obtencgéo da suspenséo bacteriana 10’UFC/mL.

4.4.4.2. Aquisicao e preparo da alface
Alfaces crespa (Lactuca sativa L.) de cultivo tradicional, foram

adquiridas nos supermercados locais no maximo a 24 horas antes da
realizacdo de cada experimento. Foram adquiridas alfaces sempre do mesmo
fornecedor.

Apoés serem adquiridas as alfaces foram levadas para o Laboratério
de Microbiologia e Controle de Alimentos onde foram preparadas para 0 uso.
Para tanto, as folhas externas foram removidas e o restante das folhas lavadas
uma a uma em agua corrente em seguida as mesmas foram desinfetadas
através da imersdo durante 15 minutos em solugéo clorada (200 ppm de cloro
residual) obtida pela diluicdo de 10 ml em um litro de 4gua sanitaria 2,5%. Em

seguida, foi realizado o enxague com agua corrente e 0 excesso de agua
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removido com auxilio de uma centrifuga manual. A alface higienizada foi entdo
aliuotada em sacos plasticos estéreis em porcdes de 10 g. Foram utilizadas
12 porcoes de 10 g de alface (do mesmo lote) para cada repeticdo do
experimento.

4.4.4.3. Contaminacao artificial da alface

Para a obtencédo das alfaces artificialmente contaminadas foi feita a
inoculagédo de E. coli O157:H7, foi utilizado 10 mL do in6culo da cepa CC
preparados como descrito acima (10 UFC/ mL) e colocados sobre 10 g de
alfaces armazenadas nos sacos plasticos estéreis. A homogeneizacdo do
in6bculo com a alface foi realizada através de agitacdo manual durante
30 segundos e as folhas foram entdo mantidas durante mais 2,5 minutos em
contato com o inéculo, totalizando 3 minutos de contato.

Apés o tempo de contato os 10 g de alface contaminada foram
entdo, submetidas aos métodos de lavagem e desinfeccdo. Em todos os
experimentos uma aliquota de 10g de alface contaminada artificialmente foi
utilizada como controle negativo (ndo submetida a nenhum tratamento de
limpeza e/ou desinfecc¢ao).

4.4.4.4. Tratamento da alface artificialmente conta minada

As folhas da alface inoculadas pesadas e subdivididas em porcoes

de 10 g foram submetidas aos tratamentos descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Descricédo dos tratamentos utilizados na avaliacdo da higienizacéo de
alfaces artificialmente contaminadas com E. coli 0157:H7(CC).

Tratamento

Contaminacao

Procedimento de

Procedimento

Procedimento

artificial lavagem de desinfeccao de enxague
TO (controle . nao ~ ~
X sim nao nao
negativo)
imersao em
: 100 mL de agua ~ ~
T1 sim . nao nao
potével (30s, com
agitacdo manual)
imersao em | imersdo em 200
T2 sim 100 mL de 4gua | mL de 4&gua n30
potavel (30s, com | potavel por 15
agitacdo manual) | minutos
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imersao em
mL de &gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
: potavel (30s, com | de sédio a 50 | potavel (30s,
T3 sim o S
agitacdo manual) | ppm de cloro | com agitacéo
livre, por 15 | manual)
minutos
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
mL de é&gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
. potavel (30s, com | de sb6dio a 200 | potavel (30s,
T4 sim o L
agitacdo manual) | ppm de cloro | com agitacdo
livre, por 15 | manual)
minutos
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
mL de &gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
. potavel (30s, com | de sédio a 200 | potavel (30s,
T5 sim o L
agitacdo manual) | ppm de cloro | com agitacdo
livre, por 5 | manual)
minutos
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
mL de &gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
: potavel (30s, com | de sb6dio a 200 | potavel (30s,
T6 sim o s
agitagcdo manual) | ppm de cloro | com agitacéo
livre, por 1 | manual)
minutos
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
mL de &gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
. potavel (30s, com | de sédio a 200 | potavel (30s,
T7 sim o e
agitacdo manual) | ppm de cloro | com agitacdo
livre, por 15 | manual)
minutos/10°C
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
mL de é&gua | mL de hipoclorito | 100 mL de agua
potavel (30s, com | de sb6dio a 200 | potavel (30s,
: agitacdo manual) | ppm de cloro | com agitacao
T8 sim X
livre, por 10 | manual)
minutos
(sanitizante
comercial A)
imersdo em 100 | imersdo em 200 | imerséo em
T9 sim mL de 4&gua | mL de solucdo | 100 mL de agua
potavel (30s, com | de vinagre de | potavel (30s,
agitacdo manual) | vinho a 2% por | com agitacdo
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15 minutos

manual)

imersdao em 100
mL de 4agua

imersdo 200 mL
de em solucéo

imersao em
100 mL de agua

T10 sim potavel (30s, com | de acido | potavel (30s,
agitacdo manual) | peracético com agitacéo
200ppm por 15 | manual)
minutos
imersdo em 100 | imersdo 200 mL | imerséo em
mL de A&gua | de em | 100m L de agua
potavel (30s, com | dicloroisocianura | potavel (30s,
sim agitacdo manual) | to de sddio, com | com agitacdo
T11 130 ppm de cloro | manual)
livre, por 15
minutos
(sanitizante
comercial B)

Sim: a etapa faz parte do tratamento.
N&o: a etapa néo faz parte do tratamento.

Os sanitizantes A e B foram utilizados na dosagem e tempos de
contato recomendados pelos respectivos fabricantes. Ambos sdo sanitizantes a
base dicloroisocianurato de sédio.

Todos os tratamentos foram conduzidos em trés repeticoes em dias
diferentes. Todos os residuos gerados durante os tratamentos foram coletados
em bombonas plasticas e submetidos e esterilizacdo em autoclave, antes de
serem descartados.

4.4.4.5. Avaliagao dos Tratamentos
ApoOs terem sido submetidas aos diferentes tratamentos as alfaces

tratadas foram submetidas a quantificacdo de E. coli O157:H7 e
microrganismos mesofilos totais. Para tanto as por¢cdes de 10 g das alfaces
tratadas foram diluidas em 90 ml de agua peptonada 0,1% (Oxoid), apos a
homogeneizacdo foram feitas diluicbes decimais e o plagueamento em meio
seletivo e ndo seletivo de acordo com o microrganismo quantificado. Para a

quantificacdo da E. coli O157:H7, 20 pL das diluicbes apropriadas foram

semeadas através da técnica da gota na superficie de placas de petri contendo
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agar SMAC-CT (MacConkey sorbitol, suplementado com cefixina-telurito (0,05
mg/L, Oxoid). Para a quantificacdo microrganismos mesofilos totais, 20 pL das
diluicdes apropriadas foram semeadas através da técnica da gota na superficie
de placas de petri contendo agar Agar Nutriente (Oxoid). Em seguida, as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés a incubacédo todas as
colbnias caracteristicas no SMA-CT, foram contadas para a enumeracgéo da E.
coli O157:H7 e no Agar Nutriente todas colonias foram contadas para
enumeracdo dos mesofilos totais. Assumiu-se “reducado total” quando ndo se
observou crescimento em placas, indicando que houve inativacdo apds o
tratamento ou as contagens estavam abaixo do limite de deteccédo do teste.

Todos os ensaios foram realizados em temperatura ambiente com
excessao foi o tratamento T7, que foi conduzido a 10°C. As andlises forma
realizadas em trés repeticdes e as contagens foram realizadas em triplicata.

4.4.4.6. Célculo da reducdo microbiana para anadlise  estatistica

A andlise estatistica foi realizada com base na média das reducdes
da contagem de microrganismos mesofilos totais (MT) e E. coli O157:H7 (CC).
Em relacdo a contaminacao inicial. As reducdes foram calculadas pela seguinte
formula:

RMT = (UFC/g MT no TO) - (UFC/g MT no Tn)

Onde: RMT representa o resultado da contagem de microrganismos
mesofilos totais, TO € o controle e Tn é cada tratamento (T1 ao T11).

RCC = (UFC/g CC no TO) - (UFC/g CC no Tn)

Onde: RCC representa o resultado da contagem de E. coli O157:H7,

TO € o controle e Tn é cada tratamento (T1 ao T11).
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Para a determinacédo da reducdo dos MT e CC obtidos pela acéo
isolada dos saneantes utilizados nos tratamentos utilizou-se as seguintes
formulas.

RMT = (UFC/g MT no TO) - (UFC/g MT no T1) - (UFC/g MT no Tn)

Onde: RMT representa o resultado da contagem de microrganismos
mesofilos totais, TO é o controle, T1 € a reducao pela lavagem (limpeza) e Tn €
cada tratamento onde se faz uso de saneantes (T3 ao T11).

RCC = (UFC/gCC no TO) - (UFC/g CCno T1) - (UFC/g CC no Tn)

Onde: RCC representa o resultado da contagem de E. coli O157:H7,
TO é o controle, T1 é a reducédo pela lavagem (limpeza) e Tn é cada tratamento
onde se fez uso de saneantes (T2 ao T11).

Todos os resultados foram expressos em logUFC/g.

4.5. Analise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a analise estatitica. A analise
foi realizada com base nos valores das medias das contagens obtidas em cada
experimento. Para tanto os dados formam tabulados e langcados no programa
de analise estatistica SPSS versédo 21.0. A comparacdo das médias foi feita
utilizando o teste de Tukey, com nivel de significancia de p<0,05. Os resultados

de cada experimento foram avaliados individualmente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo da resisténcia térmica de cepas de E. coli

0157:H7
A Tabela 3 apresenta as reducfes obtidas ap0s exposicdo das

cepas de E. coli 0157:H7 (A13P3 e CC) e da cepa controle E. coli ATCC8739 a
temperatura de 58, 60, 62, 65, 70, 72, 75 e 80°C. A temperatura de 85°C nao
foi avaliada como previsto inicialmente, pois a 80°C ndo houve crescimento de
nenhuma das cepas analisadas para nenhum dos tempos de exposicao,
conclui-se, portanto que a 85°C a temperatura também é letal para todas as
cepas.

Tabela 3. Reducdes médias das contagens e desvio padrao apos avaliacdo da
resisténcia térmica em diferentes condicdes de tempo e temperatura de trés

cepas de E. coli.

Temperatura Tempp 99 Reducao em relagdo ao inéculo* (log UFC/mL)
(C) e¥posicao A13P3 cc ATCC8739
(t=min)

0 1,15+ 0,432 1,39 £ 0,702 1,12 + 0,102

1 1,28 £0,64 2 1,43 + 0,632 1,39 + 0,682

50 2 1,34 +£0,68¢2 1,41 + 0,692 1,02 + 0,202
3 1,26 +£0,642 1,34 £ 0,702 1,10 £ 0,272

média 1,26 + 0,58 1,39 £ 0,65 1,15+ 0,39

0 1,78+0,372 1,45 £ 0,462 1,29 £ 0,422

1 1,90+0,322 1,89 £ 0,442 1,48 £ 0,512

58 2 2,92+0,80" 1,65 + 0,282 1,54 £ 0,422
3 3,04 +1,25b 2,04 £0,21b 1,76 £ 0,482

média 2,41 £0,95 1,76 £ 0,42 1,52 £ 0,47

60 0 1,95+0,74¢2 1,75 + 0,552 1,37 £ 0,552
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1 292+1,122 4,64 + 0,52 1,90 + 1,062
2 3,78+0,812 2,50 +0,07° 1,70 + 0,062
3 4,97 £2,79° 8,47 £0,22°¢ 2,56 + 0,65°
média 3,41 +1,90° 3,84+2,76 1,88 +0,79
0 2,26+0,322 1,90 + 0,652 2,39+0,782
1 7,43 +1,41° 7,10 £1,34b 7,18 £ 1,66°
65 2 6,20 + 1,57 b¢ 7,52 £1,65° 7,93 +£0,86°
3 8,30+0,09°¢ 7,57 +1,57° 8,37 £ 0,09°
média 6,06 + 2,57 6,02+ 2,75 6,61 + 2,56
0 2,71+0,292 2,83+0,482 3,31+£0,322
1 6,12 +1,80° 7,04 +1,89°b 7,44 +1,27°
70 2 7,40 + 1,46 °° 7,54 +1,62° 7,44 +1,27°
3 8,33+0,09°¢ 7,57 £1,57° 8,34 £ 0,08
média 6,14 £ 2,43 6,25 * 2,46 6,63 £2,16
0 3,70+0,642 3,85+0,312 3,64+0,64¢2
1 6,37 £ 0,85° 7,81 +£0,95° 8,34 £0,08"
72 2 8,33+0,09¢ 8,47 £ 0,22° 8,34 £0,08"
3 8,33+0,09¢ 8,47 £ 0,22b 8,34 + 0,08°
média 6,68 + 2,14 7,15 +2,02 7,16 + 2,09
0 4,50+0,342 4,44 + 0,362 3,93+£0,292
1 6,48 +1,37°" 6,69 + 1,81° 6,70 £1,21°
75 2 8,33+0,09°¢ 8,47 +0,22¢ 8,34 +0,08°¢
3 8,33+0,09°¢ 8,47 +0,22¢ 8,34 +0,08°¢
média 6,91+1,74 7,02 +£1,90 6,83 +1,92
0 8,33+0,09 2 8,47 + 0,222 8,34 +0,082
1 8,33+0,09 2 8,47 + 0,222 8,34 +0,082
80 2 8,33+0,09 2 8,47 £ 0,222 8,34 £0,082
3 8,33+0,09 2 8,47 £ 0,222 8,34 £0,082
média 8,33+0,09 ? 8,47 + 0,222 8,34 +0,082

*Médias ndo seguidas pela mesma letra minascula na vertical diferem pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Também foi avaliada a resisténcia térmica com as mesmas cepas

acido adaptadas A13P3AD, ATCC8739AD e CCAD para as temperaturas de 60
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e 70°C. A Tabelas 4 apresenta as reducdes obtidas apds exposicao das cepas
acido adaptadas a temperatura de 60 e 70°C.

Tabela 4. Redu¢Bes médias das contagens e desvio padrdo apés avaliagdo da
resisténcia térmica em diferentes condicbes de tempo e temperatura de trés

cepas de E. coli &cido adaptadas (AD).

Tempo de Reducéo (log) em relagdo ao indculo*
Tem?fé‘;‘t“ra exposicao (UFC/mL)
(t=min) A13P3AD CCAD ATCC8739AD

0 1,19 + 0,362 1,42 + 0,607 1,45 + 0,592
1 1,98 +0,05P 1,49 + 0,592 1,42 + 0,612
60 2 2,57 +0,26°¢ 1,41 + 0,502 1,44 + 0,282
3 3,04 + 0,561 1,64 + 0,232 1,65 + 0,322

média 2,19+0,78 1,49 + 0,49 1,49 + 0,47
0 2,52 +0,312 2,90 + 0,622 2,51 +0,002
1 8,13 + 0,00° 6,41 +1,56° 7,64 +1,31°
70 2 8,13 + 0,00° 7,98 £1,0° 8,51 +0,00¢
3 8,13 + 0,00° 8,49 + 0,00¢ 8,51 +0,00¢

média 6,73 £ 2,47 6,44 2,41 6,80 +2,61

*Médias ndo seguidas pela mesma letra mindscula na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os resultados demonstraram que quando expostas a 50°C e 80°C
ao longo de 0, 1, 2 e 3 minutos de exposi¢cdo nao foram observadas diferencas
significativas entre as cepas A13P3, ATCC8739 e CC em relacdo a reducéo
nas contagens. Para 50°C as reducdes médias do tratamento foram 1,26 *
0,58 log UFC/ml para A13P3, 1,15 £ 0,39 log UFC/mI para ATCC8739 e 1,19 +
0,65 log UFC/ml para CC e para 80°C houve reducao total de todas as cepas
(Tabela 3).

A 58°C em t=0 a cepa A13P3 teve reducao significativamente maior
que a cepa ATCC8739 e equivalene a cepa CC. Nos tempos 1, 2 e 3 a cepa

mais sensivel ao tratamento foi a A13P3 com reducdes de 1,90+ 0,37 log
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UFC/ml, 2,92 + 0,80 log UFC/ml e 3,04 *+ 1,25 log UFC/ml, respectivamente. As
reducdes obtidas para a cepa A13P3 nos tempos 0 e 1 ndo diferem entre si, e
para os tempos de exposicdo de 2 e 3 minutos ha um aumento na reducao
obtida opds 3 minuots de exposicao, este, no entanto, nao é significativo o que
indica que dois minutos a 58°C sdo suficientes para a inativacdo de 3 log da
Al13P3. Para as cepas ATCC8739 e CC ambas apresentaram reducles
similares entre si a 2 e 3 minutos de exposicdo a 58°C. Nesta temperatura a
cepa de E. coli 0157:H7 de origem ambiental (CC) teve uma reducdo meédia de
2 log para tempos de 2 e 3 minutos de exposicdo (Tabela 3), sendo portanto
mais resistente quando comparada com cepa de E. coli O157:H7 de origem
animal (A13P3), com aproximadamente llog de diferenca entre ambas. Para 1
minuto ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.

A 60°C em t=0 minutos de exposicdo ndo foram observadas
diferencas significativas entre as cepas A13P3, A13P3AD, ATCC8739,
ATCC8739AD, CC e CCAD em relacado a reducdo nas contagens. No entanto,
para 1 minuto de exposicdo a cepa mais sensivel ao tratamento foi a A13P3,
seguida de CC e A13P3AD, ATCC8739 (similares entre si), enquanto as cepas
CCAD e ATCC8739AD, se monstraram siginificativamente mais resistentes
neste tratamento.

Apos 2 minutos de exposicdo na tempareatura de 60°C as cepas
mais resistentes foram a ATCC8739, ATCC8739 AD e CC, sendo que apos 3
minutos nessa mesma temperatura as cepas acido adaptadas mostram-se
mais resistentes do que as ndo adaptadas. CC foi mais sensivel em relacéo a

A13P3 a partir de 2 minutos de exposicado e apdés 3 minutos foi totalmente
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inativada (ndo houve crescimento) equanto a A13P3 ainda se encontrava
viavel.

A temperatura de 65°C diferencas significativas foram observadas
apenas a 2 minutos de exposicao, onde a cepa ATCC8739 apresentou a maior
reducdo e a A13P3 foi a mais resistente enquanto a cepa CC apresentou
reducao intermediaria.

Para a temperatura de 70°C exceto no tempo zero, as reducdes das
cepas de O157:H7 CC e A13P3 ndo apresentaram diferencas significativas
entre si e entre suas versdes acido adaptadas nessa temperature.

Apos 1 e 2 minutos a 70° no entanto, as reducfes das cepas acido
adaptadas e ndo adaptadas nao diferiram entre si. Para esta temperatura,
observa-se nas tabelas 1 e 2, que a apartir de um minuto as cepas
apresentaram 6 log ou mais de reducédo e apdés 3 minutos de exposicao todas
as cepas apresentaram reducdo completa do inoculo, inclusive as acido
adaptadas.

De acordo com a legislacéo brasileira para servicos de alimentacéo
(Brasil, 2004), durante os processos de coccdo O centro geométrico do
alimento deve atingir 70°C a fim de garantir a seguranca do mesmo. Os
resultados obsevados indicam, no entanto, que em se tratando da O157:H7 o
alimento deve permanecer ao pelo menos um minuto nessa temperatura para a
inativacdo da mesma. Considerando a baixa dose infectante da O157:H7 a
capacidade de sobrevivéncia ao tramento térmico pode ser responsavel pela

ocorrencia de surtos alimentares.
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A temperatura de 72°C apO0s 1 minuto de exposicdo as cepas
ATCC8739 e CC foram totalmente inativadas, enquanto a cepa A13P3
apresentou reducéo de 6,37 + 1,84 log UFC/ml (Tabela 3). Apés 2 minutos de
exposicao todas as cepas foram inativadas.

ApOs um minuto de exposicdo a 75°C as reducbes nao diferiram
entre si e as contagens forma significatimente reduzidas, e ap0s 2 minutos de
exposicao houve reducéo total do indculo (placas de cultivo sem crescimento).

Analisando-se a eficacia dos tratamentos aplicados a cada cepa
(Tabelas 3 e 4), para a A13P3 observa-se que a reducéo total da mesma so foi
observada apos 3 minutos de exposicdo a 65°C, reducbes semelhantes foram
observadas apoés 2 e 3 minutos a 70°C, 2 minutos a 72°C e 75°C.

A cepa CC demonstrou-se mais sensivel sendo inativada apés 3
minutos a 60°C e um minuto a 65°C, a partir de 70° apresentou comportamento
similar ao da A13P3. ApGs a adaptacao acida, no entanto, a 60°C a cepa CC
apresentou maior resisténcia significativamente maior, enquanto a que a cepa
nao acido adaptada apresentou inativacao total apds 3 minutos de exposicao a
essa temperatura, a cepa acido adaptada teve apenas 1,64 + 0,23 logUFC/mI
de reducédo nas mesmas condicoes.

Esses resultados demonstram que apés atingir 70°C no centro
geomeétrico do alimento a mesmo deveria permanecer pelo menos um minuto
nesta temperatura. A legislacdo estadual de SP (CVS-SP, 2013) recomenda
como critério de seguranca durante a cocc¢ao de alimentos 74 °C, o que vai de
encontro com os resultados obtidos no presente estudo em se tratando da

E.coli O157:H7.
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A cepa ATCC8739 demonstrou-se mais ressisténte a 60°C do que
as cepas de E. coli O157:H7, a partir de 65°C, no entanto, demosntrou
comportamento semelhante sendo totalmente intativada a partir de um minuto
a 70°C.

A cepa A13P3AD quando exposta a temperatura de 60° apresenta
reducdo significativa entre todos os tempos avaliados, sendo em ordem
decrescente de reducdo os tempos de 3, 2, 1 e 0 minutos (3,04 £ 0,55 log
UFC/ml, 2,56 + 0,26 log UFC/ml, 1,97 + 0,05 log UFC/ml e 1,18 + 0,36 log
UFC/ml, respectivamente). A 70°C de exposicdo observa-se reducao completa
do inéculo apos 1 minuto de exposicéao.

A cepa ATCCB8739AD quando exposta a temperatura de 60° néo
apresentou reducdao significativa entre os tempos avaliados. Para 70°C ap0s 2
minutos houve a reducéao total do inéculo (8,51 + 0,00 log UFC/ml).

A cepa CCAD quando exposta a temperatura de 60° ndo apresentou
reducdo significativa entre os tempos avaliados. Para 70°C apds 3 minutos
houve a reducdo completa do inoculo (8,48 + 0,00 log UFC/mI), reducédo
estatisitcamente igual a obtida com 2 minutos de exposi¢cdo, enquanto a cepa
nao adaptada havia sido totalmente reduzida apos 1 minuto a 70°C.

Entre as principais causa de infe¢Bes por E. coli além do contato
direto com pessoas ou animais infectados o consumo de produtos frescos,
agua contaminada e, especialmente carne moida mal cozida sdo os mais
frequentes (CAPRIOLI et al, 2005).

A adaptacdo das ceélulas bacterianas no trato gastrointestinal de

bovinos pode induzir o sistema de acido resisténcia, E. coli 0157 com sistema
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de acido resisténcia induzido pode permanecer resistente ao acido nos
alimentos por um determinado periodo (CHUNG et al, 2006).

Rowbury (1995) através de estudo sobre os fatores ambientais que
influenciam a tolerédncia e sensibilidade em acido de Escherichia coli,
Salmonella spp. e outras enterobactérias e outras enterobactérias concluiram
que a inducdo da tolerédncia Escherichia coli a acidos também pode aumentar a
habilidade do organismo em sobreviver a outros estresses, como a resisténcia
do microrganismo ao aquecimento, radiacdo e antimicrobianos. E. coli também
possui uma resposta de toleréancia a alcalis (ROWBURY et al, 1996). Este
fenomeno também foi observado recentemente por Malheiros et al (2009) que
avaliaram a sobrevivéncia/crescimento de Salmonella Enteritidis acido-
adaptadas e ndo acido-adaptadas submetidas a diferentes tratamentos onde
cepas acido adaptadas foram também mais ressistentes quando submetidas ao
tratamento térmico.

Esse resultado também foi observado no presente estudo onde, nas
temperaturas de 58, 60, 65 e 70°C houve reducéo nas contagens de todas as
cepas, porém a reducao completa so foi observada apds 3 minutos a 60°C (ou
1 min a 65° para a E. coli O157:H7 CC, 1 min a 65°C para as E. coli
ATCC8937 e 2 minutos E. coli O157:H7 A13P3. Apls adaptacdo acida, no
entanto, a 60°C nenhuma cepa foi inativada incluindo a CC, e as reduc¢des das
contagens foram no minimo 1 log inferiores as obtidas para as cepas néo
adaptadas. A 70°C foi necessario 1 minutos de exposicdo para a reducéo

significativa de todas as cepas ndo adaptadas, enquanto as adaptadas, no
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geral, s6 foram totalmente reduzidas apos 2 minutos de exposicdo a mesma
temperatura.

A maioria dos surtos relatados envolvendo E. coli O157:H7 cuja
fonte foram alimentos de origem animal estdo relacionados com falhas no
processo de coccao, relatadas desde o primeiro surto ocorrido em 1983,
causado por hamburger mau cozido (RILEY, 1983). Bem como o caso, mais
conhecido de todos, envolvendo uma rede de “fast food” dos USA também
relacionado ao consumo de carne mal cozida (CDC 1993).

Souza et al, (2011) analisaram as caracteristicas clinicas e
microbiolégicas associadas com 13 casos de SHU pds-diarreicas identificados
em unidades de terapia intensiva pediatrica na cidade de S&o Paulo, ocorridos
entre janeiro de 2001 a agosto de 2005. ATCC8739 foram isoladas a partir de
trés dos sete pacientes cujas culturas de fezes renderam crescimento
bacteriano, e os sorotipos identificados foram 26:H11, O157:H7 e O165:HNM.
Segundo os pesquisadores a fonte de infeccéo foi ndo rastreada neste estudo,
contudo o consumo leite ndo pasteurizado ou carne mal cozida foram
relatados, podendo ser a principal causa de infeccdo na maioria dos casos
estudados. Os resultados do presente estudo, demosntram que a adoc¢ao de
procedimentos adequados de cozimento sdo uma medida de controle eficiente
frente a O157:H7 e que casos como estes, relatados por Souza et al, poderiam
ser evitados.

Apesar da existéncia dos varios relatos de alimentos investigados
sem casos de SHU, a unica implicacdo de E. coli O157:H7 veiculada por

alimentos no Brasil, descrita na literatura, € o caso de um surto com dois casos
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de diarreia, sem SHU, ocorrido em Campinas, em 2001, supostamente
causado por ingestao de carne mal cozida. (CVE/SES-SP, 2011). Esses dados
reforcam a importancia da investigacdo da resitencia térmica dos isolados do
sul Brasil.

5.2. Avaliacao da resisténcia acida de E. coli O157:H7

As Tabelas 5 e 6 apresentam as reducdes obtidas ap0s a exposicao
das cepas de E. coli O157:H7 denominadas A13P3 e CC e da cepa controle
ATCC8739, ndo 0157, em solugbes caldo TSBm acidificado com acido
cloridrico e acido propionico alcancando diferentes pH.

Tabela 5. Reduc¢des logaritimicas e desvio padrdo obtidos apds avaliagdo da
resisténcia acida de trés cepas de E. coli em meio acidificado com ACIDO
CLORIDRICO em diferentes condi¢bes de tempo e pH.

pH gfg?)zﬁ;gs Reducéao (log) em relacdo ao indculo* (UFC/mL)
(t=min) A13P3 cC STE
0 1,45+1,10% 1,770,252 1,3440,222
1 1,27+1,052 1,93+0,27 @ 1,380,302
2.0 2 2,45+0,31°¢ 2,01+0,37 2 1,5340,192
3 2,75%,0,50¢ 2,16+0,392 2,10+0,46 °
0 1,4740,432 1,64+0,212 1,86+0,27 @
1 1,3940,522 1,730,182 1,88+0,302
3.5 2 1,42+0,452 1,64+0,22 2@ 1,670,092
3 0,95+0,812 1,630,192 1,66+0,16 @
0 1,3840,492 1,58+0,22 @ 1,65+0,14 @
1 1,3540,482 1,61+0,182 1,66+0,192
45 2 1,33+0,512 1,59+0,17 @ 1,56+0,22 @
3 1,5240,442 1,670,192 1,5740,182
6,5 0 1,3240,562 1,65+0,322 1,18+0,892
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1 1,39+0,502 1,62+0,30 @ 1,08+0,84 @
2 1,04+0,862 1,61+0,18 @ 1,06+0,83 @
3 1,44+0,602 1,70+0,16 @ 1,03+0,79 2
0 1,48+0,442 1,67+0,152 1,51+0,38 @
1 1,44+0,662 1,66+0,14 @ 1,57+0,38 @
95 2 1,50+0,432 1,66+0,13 2 1,330,552
3 1,44+0,742 1,66+0,20 @ 1,59+0,18 @

* Média dos In6culos: A13P3: 7,88+0,56log UFC/mI; CC: 8,05+0,00g UFC/ml;
CC. 8,25+0,14log UFC/ml
**Meédias ndo seguidas pela mesma letra minuscula na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 6. Reducdes logaritimicas e desvio padréo obtidos apds avaliagao da
resisténcia acida de trés cepas de E. coli em meio acidificado com ACIDO

PROPIONICO em diferentes condicdes de tempo e pH.

pH gf;;?fs)ﬁ;gs Reducéao (log) em relacdo ao in6culo* (UFC/mL)
(t=min) A13P3 cC STE
0 7,88+0,562 8,05+0,00 2 8,25+0,14 2
1 7,880,562 8,05+0,00 @ 8,25+0,14 2
2.0 5 7,880,562 8,0520,00 @ 8,250,142
3 7,880,562 8,05+0,00 @ 8,25+0,14 2
0 1,37+0,542 1,66+0,202 1,41+0,23 2
1 1,400,452 1,71+0,24 2 1,50+0,24 ab
35 2 1,470,452 1,630,212 1,000,772
3 1,59+0,582 1,7540,27 @ 1,64+0,34"
0 0,740,612 1,770,392 1,630,232
1 0,77+0,672 1,77+0,26 @ 1,59+0,18 2
&= 2 0,89+0,822 1,62+0,21 2 1,670,112
3 0,80+0,662 1,5340,202 1,6340,16 2
0 1,440,512 1,64+0,14 2 1,760,112
6.5 1 1,44+0,602 1,75+0,152 1,90+0,27 °
2 1,450,482 1,600,212 1,620,192
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3 1,37+0,432 1,61+0,17 2 1,58+0,14 @
0 1,39+0,452 1,70+0,27 @ 1,67+0,12°
1 1,50+0,492 1,65+0,192 0,99+0,81 2
95 2 1,46+0,472 1,880,412 1,70+0,06 ®
3 1,42+0,472 1,66+0,16 @ 1,68+0,13°

* Média dos Inoculos: A13P3: 7,88+0,56 log UFC/mI; CC: 8,05+£0,00g UFC/ml;
CC: 8,2510,14 log UFC/ml

**Meédias ndo seguidas pela mesma letra minuscula na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A analise individual de cada uma das cepas frente aos tratamentos
com solugao de HCI em diferentes pH em funcdo do tempo demonstrou que
ndo ha diferenca estatisticamente significativa nas redu¢fes das contagens da
cepa A13P3 em nenhum dos tempos testados para cada um dos pH avaliados
exceto para o pH 2.0. No pH 2.0 a reducédo das contagens da cepa A13P3
aumentou significativamente na medida em que o tempo de exposicédo
aumentou, variando de 1,45+1,10 logUFC/ml em t=0, para 2,75 = 0,50 log
UFC/ml apos 3 minutos de exposicédo. Os resultados da analise individual dos
tratamentos com acido cloridrico para a cepa CC demonstraram que a mesma
nao apresentou diferencas significativas entre nenhum dos tempos testados em
todos os pH avaliados. A cepa ATCC8739, no entanto, apresentou o
comportamento variavel em relacdo aos tempos e pH avaliados quando
confrontada com solu¢cdes de HCI em diferentes pH, sendo que, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas apenas para no pH 2.0 e

pH4.5 (Tabela 5).
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A analise individual de cada uma das cepas frente aos tratamentos
com solucéo de acido propidnico (AP) em diferentes pH demonstrou que néo
houve diferenca estatisticamente significativa nas reducdes das contagens das
cepas A13P3 e CC em nenhum dos tempos testados para cada um dos pH
avaliados. Para a CC houve diferencas significativas em funcdo dos tempos de
exposicao no pH3.5, pH 6.5 e pH 9.5.

Comparando a acao dos tratamentos, em relagcdo ao tempo de
contato, observa-se que dentre todos os tratamentos o AP pH 2.0 foi o mais
efetivo na reducdo das contagens da cepa A13P3. Para o0s demais
tratamentos, HCI pH 2.0 a partirdos tempos 1 e 2 apresentou reducao de 2,45
logUFC/mI, sendo que a reducdo nestes tempos foi estatisticamente igual, mas
ja significativamente maior do que a reducédo dos demais tratamento para os
mesmos tempos. Apos 3 minutos de exposicao a reducdo da A13P3 devido a
exposicao ao HCI pH 2.0 foi igual a 2,75 logUFC/mI valor significativamente
maior em relacdo aos tempos anteriores. No entanto, para o mesmo tempo de
exposicao a reducdo obtida pela exposi¢cdo ao pH 2.0 obtido através do acido
propidnico foram aproximadamente trés vezes meiores do que as reducdes
obtidas pelo HCI pH 2.0.

Na analise da acdo dos tratamentos em relacéo ao tempo de contato
observa-se que para a cepa ATCC8739 o tratamento mais efetivo foi o AP pH
2.0 quando comparado com os demais tratamentos. Este comportamento foi
observado para todos os tempos analisados. A reducao obtida apdés 3 minutos

de exposicao ao HCI pH 2.0 foi significativamente maior do que as reducdes
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obtidas com 2 minutos de exposicdo, poréem ainda aproximadamente quatro
vezes menor do que as reducéo do acido propidnco.

O tratamento AP pH 2.0 também foi o mais efetivo na reducéo da
cepa CC, com reducbes significativas quando comparadas aos outros
tratamentos, resultado observado para todos os tempos analisados.

No tempo 2 do HCI pH2.0 a reducdo nas contagens da cepa CC foi
significativamente menor quando comparada a reducédo obtida pelo AP pH 2.0
no mesmo tempo de exposicdo. Nesse tempo a reducdo também foi
equivalente as reducdes obtidas pelos tratamentos HCI pH 9.5 e AP pH 9.5.
ApoOs 3 minutos de exposicdo, no entanto, a reducao foi significativamente
maior quando comparada com as reduc¢des obtidas nos demais tratamentos, no
entanto ainda foi aproximadamente quatro vezes menor em relacdo ao AP pH
2.0 com 3 minutos de exposicdo. Esses resultados indicam que as cepas
A13P3, ATCC8739 e CC foram mais sensiveis aos tratamentos mais acidos e
mais basicos.

Ao comparar o comportamento das trés cepas entre si, frente ao HCI
pH 2.0, para 2 minutos de exposicdo houve diferencas significativas nas
reducdes das trés cepas. A mais sensivel foi a A13P3, em seguida a CC e
ATCC8739 a menos sensivel com reducdes de 2,45 log UFC/g, 2,01 log UFC/g
e 1,53 log UFC/g respectivamente, exceto, apos 3 minutos de exposi¢cao neste
pH as A13P3 continuou sendo a mais sensivel enquanto a CC e ATCC8739
demonstraram comportamento equivalente.

Para o tratamento HCI pH 3.5 ap0s trés minutos de exposicdo de

acordo com andalise estatistica dos resultados a A13P3 demonstrou ser menos
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sensivel do que a ATCC8739 e CC, sendo que de 0 a 2 minutos a A13P3 e a
CC apresentaram reducdes estatisticamente iguais. Para os tratamentos com
solucéo acidificada com HCI até pH final de 4.5, 6.5 e 9.5 a sensibilidade das
trés cepas foi a mesma em todos 0s tempos de exposicao.

Para os temos 0, 1 e 3 minutos as reducdes obtidas para as trés
cepas no tratamento AP pH 3.5 foram equivalentes, o Unico tempo em que
houve diferencas significativas entre as cepas foi no tempo 2 em a CC foi mais
sensivel quando comparada com a ATCC8739. No tratamento AP4.5 a cepa
Al13P3 foi a mais resistente em todos os tempos analisados, quanto a
ATCC8739 e CC apresentaram comportamento igual estatisticamente em
todos os tempos.

Para o tratamento AP pH 6.5 as trés cepas tiveram reducdes
equivalentes apresentando a mesma sensibilidade em todos os tempos de
exposicao, enquanto, para os tempos 0, 1 e 3 minutos as reducdes obtidas
pelo tratamento AP pH 9.5 para as trés cepas foram equivalents. No
tramtamento com AP pH 9.5 Unico tempo em que houve diferencas
significativas entre as cepas foi no tempo 2 em a CC foi mais sensivel quando
comparada com a ATCC8739.

Apesar dos resultados demonstrarem que todos os tratamentos
reduziram as contagens, com excessao do tratamento AP pH 2.0 que
proporcionou a inativagao total do indculo inicial para as trés cepas, nos demais
tratamentos as reducdes variaram de 1 a 2 log UFC/g o que representa uma

reducdo inferior a 30% em relacdo aos respectivos inoculos iniciais. Esses
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resultados demonstram que apesar das reducdes, as cepas de E. coli
estudadas foram capazes de sobreviver em pH que variaram de 2,0 a 9,5.

Vérios estudos tém demonstrado que a E. coli O157:H7, tem uma
multiplicacdo 6timo em pH de préximo a neutralidade, no entanto as mesmas
sao capazes de se multiplicar numa gama de pH que vai de 4,5 e 9,0 (GLASS
et al, 1992; DINEEN et al, 1998).

O pH minimo para a multiplicacdo de E. coli 0157:H7 est& entre 4,0
e 4,5 (BUCHAMAN & BAGI, 1994), no entanto, algumas cepas de E. coli
0157:H7 sao capazes de resistir até valores de pH baixos incluindo pH 3.0
(JORDAN et al, 1999). A adaptacao acida pode variar em funcéo da interacao
do pH com outras caracteristicas de multiplicacdo, por exemplo, um estresse
adicional aumenta o pH para multiplicacdo e o tipo de acido (ex. organico ou
inorganico) e sua concentracado no meio (ABDUL-RAOUF et al, 1993).

Quando alguns microrganismos, como no caso das E. coli, sao
colocados em meios com pH abaixo ou acima da neutralidade, sua capacidade
de proliferar depende da capacidade de modificar o pH do meio para um valor
ou faixa otima (JAY, 2005).

Segundo Jay (2005) apud Chung e Goeperfert (1970), alguns
microrganismos tem a capacidade de em alterar o meio externo para condicdes
mais favoraveis, no caso de acidos como o cloridrico e citrico, 0 que nao
acontece para os acidos acéticos e propionico. Acidos organicos fracos como o
acido aceético e propiénico sdo conservantes comuns em alimentos pois inibem
multiplicacdo bacteriana e fangica. Em solucdo conservante do tipo acidos

fracos existem em equilibrio dependente do pH, nas formas dissociada e nao
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dissociada. Esses conservantes tem uma atividade 6tima de inibicdo em pHs
baixos em razdo da maior concentracdo da forma sem carga (néo dissociada).
Essa forma de acido é livremente permeavel através da membrana plasmatica
e dentro da célula a dissociacéo ocorre devido ao pH proximo da neutralidade,
resultandoem geracdo e acumulacao de anions e céations. Consequentemente
a inibicado da multiplicacdo bacteriana pode ser devida a varios fatores, como,
por exemplo rompimento da funcdo da membrana e inibicdo de reacdes
metabdlicas essenciais (EKLUND, 1985; BRACEY et al, 1998)

Este comportamento foi observado no presente estudo para as trés
cepas estudadas. As reducdes obtidas apOs trés minutos de exposicdo a
solucdo de TSBm acidificado com acido cloridrico pH 2,0 foram de 2,75+,0,50
logUFC/mI para a A13P3, 2,16%0,39 logUFC/ml para a CC e 2,10+0,46
logUFC/mlI a ATCC8739. Por outro lado, para o0 mesmo pH obtido pela
acidificacdo do TSBm com &acido propidnico foi capaz de inativar totalmente
todas as cepas a partir do tempo zero.

A sobrevivéncia da E. coli O157:H7 em alimentos &cidos é
particularmente importante, pois pode promover uma maior sobrevivéncia de E.
coli O157: H7 durante a passagem através do ambiente acido do estbmago
(LEYER et al, 1995; JORDAN et al, 1999) e muitos surtos sdo associados com
a capacidade de sobrevivéncia de E. coli O157:H7 nestes alimentos.

Segundo varios pesquisadores, o0 alto grau de tolerancia a acidez e
secagem (GLASS et al, 1992; LIN et al, 1996; TILDEN et al, 1996) garante a
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em alimentos previamente considerados

seguros (FENG, 1995; PATON et al, 1996).
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Foi constatado experimentalmente, que a E. Coli O157:H7 sobrevive
de semanas a meses, em uma variedade de alimentos &cidos, incluindo
maionese (ZHAO & DOYLE, 1994), salsichas (CLAVERO & BEUCHAT, 1996),
cidra de maca (ZHAO et al, 1993), queijo cheddar (REITSMA & HENNING,
1996) e iogurte (BASTOS, 2009).

Segundo Berry e Cutter (2000), E. coli O157:H7 é considerado um
dos sorovares mais acido resistentes, o que vai de acordo com os resultados
obtidos no presente estudo, uma vez que, a tolerancia acida foi observada para
as trés cepas estudadas. Gorden and Small (1993) relataram que E. coli
enteroinvasivas e enteropatogénicas sao significativamente mais &cido
tolerantes do que as cepas nado patogenicas, no presente estudo foram
analisadas trés cepas patogénicas, sendo duas cepas de E. coli O157:H7
citotoxicas para células Vero e positivas para pelo menos uma Stx, e uma cepa
de E. coli ATCC 7839, patogénica aviaria, isolada do pulmao de um frango com
colisepticemia (BACMAP, 2014), todas se mostraram acido resistentes
sobrevivendo a todos os pH analisados, com excessdo do tratamento AP pH
2.0.

A adaptacdo das células bacterianas no trato gastrintestinal de
bovinos pode induzir o sistema de acido resisténcia (BASTOS, 2009) e a
inducdo da tolerancia a acido em E. coli pode aumentar sua sobrevivéncia em
alimentos acidos (CHEVILLE et al, 1996). Ndo obstante, a E. coli O157:H7
pode se adaptar a condicbes moderadamente &acidas, que Ihe confere
resisténcia ao acido sob condi¢cbes acidas subsequentes letais (<pH 4,5)

(SEPUTIENE et al, 2005).
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Esses resultados demonstram que as cepas de E. coli O157:H7
A13P3 e CC diferiram muito pouco em relacao a resisténcia acida e, apesar de
algumas pequenas diferencas observadas de modo geral, ambas resistiram
bem aos tratamentos acidos a excessao do AP pH 2,0. A cepa ATCC8739
apresentou comportamento semelhante ao observado para as cepas A13P3 e
CC, demonstrando que as cepas de E. coli 0157:H7 isoladas no sul do Brasil
nao apresentaram resisténcia acida maior que o controle utilizado.

5.2.1. Resisténcia de E. coli 0O157:H7 frente a dife rentes
desinfetantes

A seguir sdo apresentados os resultados da avaliacdo da resiténcia
a diferentes desinfetantes de duas cepas de E. coli. Nesse experimento foram
submetidas aos tratamentos as cepas E.coli O157:H7 A13P3 e a cepa
ATCC8739. Foram testados um desinfetante clorado (dicloroisocianurato)
identificado como desinfetante A, um &cido organico (acido latico e acido
citrico), desinfetante B e um desinfetante do grupo quaternario de amonio
(cloreto de benzalconio), desinfetante C.

Todos o0s desinfetantes foram testados na concentracdo
recomendada pelo fabricante (F), ha metade da concentracdo recomendada
(F/2), um quarto da recomendacao (F/4) e duas vezes o recomendado (2F). O
alcool etilico foi utilizado puro (96GL) e diluido a 70%. Todos os testes foram
conduzidos em presenca de matéria organica (1% de albumina bovina).

As Tabelas 7 a 21, apresentam as reducdes obtidas por cada
tratamento em funcdo do tempo expressas em logUFC/g. As médias das

reducdes foram calculadas com base nos valores dos inéculos.
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Para realizacdo dos testes de resisténcia foi utilizado como fonte de
diclorocianurato, desinfetante A, utilizado comumente por servicos de
alimentacdo conforme recomendacfes contidas no rétulo do produto. O
produto € apresentado em po, e utilizado na concentracdo de 2 g/L (130 ppm
de cloro residual).

Os resultados indicaram que n&o houve redugao significativa da E.
coli O157:H7 A13P3, nas concentracdes e tempos testados para o
dicloroisocianurato de sodio, exceto quando foi utilizado o dobro da
concentracdo recomendada pelo fabricante (aproximadamente 260 ppm)
(Tabela 7). Por outro lado, as contagens de E. coli ATCC8739 foram reduzidas
em 0,89 logUFC/g apés 3 minutos de exposicdo a 130 ppm de
dicloroisocianurato de soédio. Reducdes de 5,54 logUFC/g foram observadas
depois de 5 minutos de exposicao a este desinfetante.

Concentracdes de aproximadamente 65 ppm (F/2) e 30 ppm (F/4)
nao reduziram significativamente as contagens da cepa ATCC. Os
demonstraram também que a cepa de E. coli O157:H7 A13P3 foi mais
resistente ao dicloroisocianurato de sédio do que a E. coli ATCC 8739 (Tabela
7 e 8).

Tabela 7. Reducgdes logaritmicas da E. coli O157:H7 A13P3 frente ao
dicloroisocianurato (desinfetnte A) em diferentes concentracoes.

Tempo de
Exposicao Médias das contagens e concentracdo do desinfetante
(min)
Fl4 F/2 F 2F

0 0,24 £ 0,08 0,30 £ 0,05 0,31 £0,05 5,40 £ 0,03
3 0,43+£0,11 0,41 +£0,12 0,33 £0,03 5,40+0,03
5 0,31 £ 0,06 0,37 £0,10 0,33 £0,08 5,40 + 0,03
10 0,41 £ 0,22 0,37 £0,16 0,27 £0,11 5,40 £0,03
15 0,35+0,10 0,37 +£0,18 0,25 £ 0,08 5,40 £ 0,03
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20 0,31+0,05 0,32+0,13 0,29+0,01 5,40 £ 0,03
25 0,37 +0,09 0,27 +0,09 0,30+ 0,04 5,40 £ 0,03
30 0,28+0,15 0,33+0,13 0,27 + 0,03 5,40 +£ 0,03
45 0,39+0,18 0,28+0,11 0,31 +£0,05 5,40 £ 0,03

*Média do indculo: 5,40 logUFC/ml

Tabela 8. Médias das reducdes logaritmicas da E. coli ATCC8739 frente ao
dicloroisocianurato (desinfetante A) em diferentes concentracoes.

Tempo de
Exposicao Médias das contagens e concentracdo do desinfetante
(min)
Fl4 F/2 F 2F
0 0,16 £ 0,01 0,32 + 0,02 0,39 £ 0,02 554+£0,11
3 0,16 + 0,01 0,39 £ 0,08 0,89 + 0,02 5,54 +£0,11
5 0,16 £ 0,01 0,36 + 0,02 554+0,11 554+£0,11
10 0,16 £ 0,01 0,37 £ 0,05 554+0,11 554 +0,11
15 0,16 + 0,01 0,37 £ 0,07 5,54 +0,11 5,54 +0,11
20 0,16 £ 0,01 0,38 + 0,02 554 +0,11 554 +0,11
25 0,16 £ 0,01 0,43 + 0,03 554+£0,11 554+0,11
30 0,16 £ 0,01 0,39 + 0,02 554 +0,11 554 +0,11
45 0,16 £ 0,01 0,39 + 0,02 554+0,11 554 +0,11

*Média do indculo: 5,54 logUFC/ml

O desinfetante comercial B, cujo principio ativo é um acido organico,
produto destinado a desinfec¢cdo de laticinios, industrias farmacéuticas e
industrias de alimentos em geral. O produto é comercializado na forma liquida
com recomendagéo de uso de 0,5 a 1,0%. Os resultados demonstraram que
quando utilizadas as concentragbes recomendadas pelo fabricante, aqui
considerada 1,0% o produto foi capaz de reduzir por completo as contagens a
partir de 3 minutos de contato, a recomendacédo do fabricante indica tempo
minimo de 10 a 15 minutos. As Tabelas 9 e 10 trazem os resultados das
reducdes das contagens de E. coli O157:H7A13P3 frente ao acido organico
(desinfetante B) em diferentes concentracbes em fungdo do tempo. O
desinfetante comercial B, cujo principio ativo € um &acido organico, produto

destinado a desinfeccao de laticinios, industrias farmacéuticas e industrias de
62



alimentos em geral. O produto é comercializado na forma liquida com

recomendacao de uso de 0,5 a 1,0%.

Tabela 9. Reducgbes logaritmicas da E. coli O157:H7A13P3 frente ao acido
organico (desinfetante B) em diferentes concentracbes em funcao do tempo.

Tempo de Exposicao

Médias das contagens e concentracdo do

(min) desinfetante
Fl4 F/2 F 2F
0 0,00 £ 0,00 0,00+0,00 3,19+0,13 6,58+ 0,21
3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
10 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
15 1,14+0,18 3,14 £ 0,21 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
20 254+015 | 658+0,21 | 6,58+0,21 | 6,58+0,21
25 3,28 £ 0,09 6,58 + 0,21 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
30 6,58 + 0,21 6,58 + 0,21 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21
45 6,58 £0,21 6,58 £0,21 6,58+ 0,21 6,58+ 0,21

*Média inoculo: A13P3 6,58 logUFC/ml

Tabela 10. Reducdes logaritmicas da E. coli ATCC8739 frente ao acido
organico (desinfetante B) em diferentes concentracbes em funcao do tempo.

Tempo de Exposicao Médias das contagens e concentracdo do
(min) desinfetante
Fl4 F/2 F 2F
0 0,00+0,00 | 1,16+0,10 | 2,22+0,13 | 6,74+0,08
3 0,00+0,00 | 2,08+0,13 | 6,74+£0,08 | 6,74 +0,08
5 1,18+0,11 | 2,51+0,26 | 6,74+0,08 | 6,74 +0,08
10 2,61+0,12 | 3,39+0,44 | 6,74+0,08 | 6,74 +0,08
15 3,20+0,21 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74 +0,08
20 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08
25 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08
30 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08
45 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08 | 6,74+0,08
*indculo: STE 6,74 logUFC/mI
Os resultados demonstraram que quando utilizadas as

concentracfes recomendadas pelo fabricante, aqui considerada 1,0% o
produto foi capaz de reduzir por completo as contagens a partir de 3 minutos

de contato, a recomendacdo do fabricante indica tempo minimo de 10 a 15
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minutos. Tendo em vista que na concentracao de 0,5% (minima recomendada)
o produto demonstrou-se capaz de reduzir as contagens da ATCC8739 apenas
apos 15 minutos de exposicdo, enquanto para a cepa de E. coli O157:H7
A13P3 foram necessarios 20 minutos para a reducdo total das contagens.
Quando confrontadas com a diluicdo de 0,25% as reducdes mais expressivas
formam observadas nos tempos de 20 e 30 minutos para as cepas STE e
A13P3 respectivamente. Esses resultados demonstram que a cepa de E. coli
0157:H7 A13P3 foi mais resistente para concetracdes inferiores a 1%.

Os experimentos foram conduzidos em presenca de matéria
organica, a fim de simular as condi¢cdes encontradas in loco nas industrias de
alimentos. Jaenisch et al (2010) em estudo a fim de avaliar a atividade
antibacteriana de desinfetantes para uso na producdo organica de aves
observaram que presenca da matéria organica reduziu a atividade
antibacteriana nos desinfetantes a base de acidos organicos (citrico, percético,
latico), produtos que detém a caracteristica de serem biodegradaveis.

Para o teste com alcool etilico foi utilizado alcool puro na forma
liguida com concentracdo de 96GL. O produto foi testado puro e diluido na
concetracdo de 70%. As concentracOes testadas foram escolhidas em funcéo
do uso frequente em industrias de alimentos e principalmente servicos de
alimentacdo. A recomendacdo de concentracdo uso do produto como
desinfetante € de 70% (SES-RS, 2010), no entanto o produto foi testado puro,
pois frequentemente o manipulador de alimentos ndo dilui o produto. Os

resultados demonstraram que quando confrontadas com alcool etilico a 70% e

64



96%, ambas as cepas foram totalmente reduzidas em todos os tempos

testados (Tabela 11).

Tabela 11. Reducdes logaritmicas da E. coli ATCC8739 frente ao alcool etilico
em diferentes concentra¢cdes em funcdo do tempo.

Tempo de Exposicao Médias das contagens e concentracdo do
(min) desinfetante
A13P3 ATCC8739
70% 96% 70% 96%
0 6,95+0,12 | 695+0,12 | 6,30+0,09 | 6,30 +0,09
3 6,95+0,12 | 6,95+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30£0,09
5 6,95+0,12 | 695+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30 +0,09
10 6,95+0,12 | 6,95+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30 £0,09
15 6,95+0,12 | 695+0,12 | 6,30+0,09 | 6,30 +0,09
20 6,95+0,12 | 6,95+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30 £0,09
25 6,95+0,12 | 6,95+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30 0,09
30 6,95+0,12 | 695+0,12 | 6,30+0,09 | 6,30 +0,09
45 6,95+0,12 | 6,95+0,12 | 6,30+£0,09 | 6,30 £0,09

*indculo: A13P3 6,95 logUFC/mI; ATCC8739 6,30 logUFC/ml

O cloreto de benzalconio é utilizado como desinfetante pela industria
de alimentos em geral. O desinfetante comercial C, utilizado nesse estudo, é
um produto a base de cloreto de benzalcénio comercializado na forma liquida
com 22% de principio ativo. A recomendacdo de uso segundo o rotulo do
fabricante € uma diluicdo de 2%(v/v) (4400 ppm), uso em temperatura
ambiente e necessita de enxague. Os resultados demostraram que o produto
foi eficas na reducdo das contagens de ambas as cepas em todos os temos e
concetracbes avaliados (tabelas 12 e 13). Grezzi (2007) reportou que
desinfetantes a base de amoénia quaternaria sdo bastante sensiveis a presenca
de matéria organica, o produto avaliado no presente estudo, no entanto,

demosntrou ser eficiente mesmo na presenca de matéria organica.
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Tabela 12. Médias das reducdes logaritmicas da E. coli O157A 13P3 frente ao
cloreto de benzalcénio em diferentes concentragcdes em funcdo do tempo.

Tempo (zlﬁ]ilf]?posmao Médias das contagens e concentracao do desinfetante
F/2 F/4 F 2F
0 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03
3 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03
5 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03
10 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03
15 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03
20 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03
25 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03
30 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 £ 0,03 6,40 + 0,03
45 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03 6,40 + 0,03

*iIndculo (média): A13P3 6,40 logUFC/ml
**Meédias ndo seguidas pela mesma letra minuscula na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 13. Médias das reducdes logaritmicas da E. coli ATCC8739 frente ao
cloreto de benzalcénio em diferentes concentragcdes em funcdo do tempo.

Tempo de Exposicao Médias das contagens e concentracdo do
(min) desinfetante
F/2 Fl4 F 2F
0 7,54 + 0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15
3 7,54 £0,15 7,54 £ 0,15 7,54 +0,15 7,54 £ 0,15
5 7,54 £0,15 7,54 £ 0,15 7,54 +0,15 7,54 £ 0,15
10 7,54 + 0,15 7,54 + 0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15
15 7,54 £0,15 7,54 £ 0,15 7,54 +0,15 7,54 £ 0,15
20 7,54 + 0,15 7,54 + 0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15
25 7,54 £0,15 7,54 £ 0,15 7,54 +0,15 7,54 £ 0,15
30 7,54 + 0,15 7,54 + 0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15
45 7,54 + 0,15 7,54 + 0,15 7,54 £0,15 7,54 £0,15

*indculo (média): 7,54 logUFC/ml

Com base nos resultados apresentados pode-se dizer que a cepas
de E. coli O157:H7 A13P3 foi mais resistente do que a cepa controla

ATCC8739 quando confrontadas com o dicloroisocianurato e desinfetante a
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base de acido organico. Nao houve diferencas significativas, no entanto
quando as cepas foram expostas ao alcool etilico e cloreto de benzalconio em
todos os tempos e concetracdes avaliados.

5.2.2. Avaliacdo dos processos de lavagem e desinfe  ccédo de
alfaces contaminadas com Escherichia coli 0157:H7

A realizacdo deste ensaio teve o0 objetivo de avaliar diferentes
métodos higienizacdo de alfaces artificialmente contaminadas com E. coli
0157:H7, uma vez que esse vegetal € consumido “in natura”, o que contribui
para transmissédo de DTA.

Para avaliacdo da eficacia dos diferentes tratamentos a
contaminacao artificial da alface utilizada uma cepa de E. coli O157:H7,
denominada CC, isolada por pesquisadores do Laboratério de Microbiologia e
Controle de Alimentos — UFRGS a partir de uma amostra de agua de enxague
utiizada no processamento de alfaces em uma pequena propriedade de
producao organica do sul do Brasil.

Ao todo foram avaliados onze tratamentos e o0s resultados
demonstraram que todos os tratamentos (T1 a T11) reduziram as contagens de
E. coli O157:H7 (CC) das alfaces artificialmente contaminadas. Na Figura 12
observa-se que a reducdo media (total) obtida para as contagens de mesofilos
totais (MT) ficou em torno de 2,72+0,56 log UFC/g enquanto a reducdo media
(total) para as contagens da cepa CC foi de 2,97+1,21 logUFC/g.

Comparando-se as médias das reducdes observa-se uma pequena
diferenca entre as contagens de MT e da cepa CC. Uma possivel explicacédo
para essa diferenca se deve ao fato de que a flora acompanhante, presente

naturalmente na alface, ser mais resistente que E. coli O157:H7, o que resultou
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em reducbes menores nas contagens de MT. Este fato foi observado em
alguns tratamentos onde a flora acompanhante claramente apresentou-se mais
resistente, por exemplo, o tratamento T7 (Figura 1), onde a reducdo das
contagens de E. coli O157:H7 foi 2,80 logUFC/g maior do que a redugéo

observada na quantificacdo de microrganimso mesofilos totais.

8,00 -
m Mesofilos
7,00 -

I E. coli 0157:H7

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

Redugaomédia (log UFC/g)

0,00

Tratamentos

Figura 1. Reducdes médias das contagens de Mesofilos totais e Escherichia coli 0157:H7 (CC)
em alface artificialmente contaminada submetida a diferentes tratamentos. TO - Controle sem
tratamento; T1- Lavagem com agua potavel (30s); T2- Lavagem com agua potavel (30s) e
imersdo em agua tratada por 15 minutos; T3- Lavagem com agua potavel (30s) e imersédo em
hipoclorito de sddio a 2,5%, com 50 ppm de cloro residual, por 15 minutos; T4- Lavagem com
agua potavel (30s) e posteriormente em hipoclorito de sddio a 2,5%, com cloro ativo de 200
ppm, por 15 minutos; T5- Lavagem com agua potavel (30s) e imersdo em hipoclorito de sédio a
2,5%, com cloro ativo de 200 ppm, por 5 minutos; T6- Lavagem com &agua potavel (30s) e
imersao em hipoclorito de sédio a 2,5%, com cloro ativo de 200 ppm, por 1 minutos; T7-
Lavagem com agua potavel (30s) e imersao em hipoclorito de sédio a 2,5%, com cloro ativo de
200 ppm, por 15 minutos/10°C; T8- Lavagem com agua potavel (30s) e imersdo em hipoclorito
de sédio a 2,5%, com cloro ativo de 130 ppm, por 15 minutos (sanitizante comercial A); T9 -
Lavagem com agua potavel (30s) e posteriormente imersdo em solucao de vinagre a 2% por 15
minutos; T10- Lavagem com agua potavel (30s) e imersdo em solugdo de acido peracético
200ppm por 15 minutos. T11l- Lavagem com agua potavel (30s) e imersdo em
dicloroisocianurato de sodio, com cloro ativo de 200 ppm, por 15 minutos (sanitizante comercial
B). Os tratamentos T3 a T1l passaram por enxague com agua potavel (30s) apos a
desinfeccdo
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Na Tabela 14, estdo descritos os valores medios de reducdo e
respecitvos desvios obtidos apds a palicacdo dos diferentes tratamentos
aplicados. A Tabela apresenta ainda as rducdes obtidas pela acao isolada dos
desinfetantes calculada a partir da média das reducdes do tratamento
descontadas das reducdes referentes a etapa de lavagem, conforme formula
descrita no item 5.4.4.6.

Tabela 14: Valores médios e desvio padrdo das reducdes de mesdfilos e E.
coli 0157:H7, em alface artificialmente contaminada, submetida a diferentes
tratamentos.

Mesobfilos E. coli 0157:H7
Reducéo do Reducéo por Reducéo do Reducéo por
Tratamento  desinfecccdo*  Tratamento desinfecccao*
(log UFC/q) (log UFC/g) (log UFC/q) (log UFC/q)
TO - - - -
T1 1,50 + 0,04 - 1,49 +0,18f" -
T2 2,19 + 0,202 - 2,21 + 0,59 -
T3 2,38 + 0,092 0,88 + 0,092 2,13 +0,30f 0,64 + 0,30
T4 2,59 +0,26%¢ 1,09 +0,26%¢ 2,86 + 0,54"" 1,37 +0,54fn
T5 3,47 £0,09%¢ 1,97 +0,09°¢ 2,76 +0,26"" 1,27 +0,26"
T6 3,05+0,06% 155+0,06% 3,27 +£0,279" 1,78 £ 0,279
T7 3,47 +0,09¢ 1,97 £ 0,09¢ 6,27 + 0,50 4,78 + 0,50’
T8 3,03 +0,03¢ 1,53 +0,03¢ 3,88 +0,01" 2,39+0,01"
T9 2,59+0,28% 1,09+0,28% 2,40 +0,39% 0,91 + 0,39
T10 2,47+0,05® 0,97 £+0,05® 2,23 +0,12% 0,74 + 0,12
T11 3,13+0,13% 1,63+0,13% 3,13 +0,57"" 1,64 +0,57%"

* Acdo isolada do desinfetante
**Meédias ndo seguidas pela mesma letra mindscula na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A analise estatitica através do teste de comparagdo de médias de
Tukey demonstrou que exitem diferencas significativas entre alguns
tratamentos, enquanto outros sdo equivalentes. O hipoclorito de sodio é um
dos principais sanitizantes utilizados para a desinfeccdo de alimentos no
ambiente domeéstico, em industrias e servicos de alimentacdo (GUNDUZ;

GONUL; KARAPINAR, 2010; GE; LIE; LIE, 2012), pois normalmente apresenta
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baixo custo e acdo rapida. Neste trabalho foram testados agua sanitaria,
sanificante mais frequente no uso domeéstico e muito utilizado em servigcos de
alimentacdo e os dois saneantes de comerciais (A e B) de uso institucional
mais utilizado pelos servicos de alimentacdo e industrias de vegetais
minimamente processados do RS.

Comparando reducdes médias de E. coli O157:H7 as maiores
reducdes foram observadas nos tratamentos T7 (6,27 £ 0,50 logUFC/g) e T8
(3,88 + 0,01 logUFC/g), respectivamente. Os resultados demonstraram que as
reducdes obtidas nos tratamentos que utilizam solucao clorada T4, T5, T6, T8 e
T11, nao tiveram diferenca estatistica entre si, com excessado de T7 que
apresentou melhor desempenho em relacdo a todos os demais tratamentos.

A legislacdo brasileira estabelece que, quando aplicavel, os
alimentos a serem consumidos crus devem ser submetidos a processo de
higienizacdo a fim de reduzir a contaminacéo superficial. Os produtos utilizados
na higienizacao dos alimentos devem estar regularizados no 6rgdo competente
do Ministério da Saude e serem aplicados de forma a evitar a presenca de
residuos no alimento preparado (Brasil, 2004). No RS, a legislacdo estadual,
para Servicos de Alimentacdo recomenda que produtos consumidos crus sejam
higienizados e recomenda que a etapa de desinfeccdo seja realizada com o
uso de solucao clorada contendo no minimo 100 e no maximo 250 ppm de
cloro livre e tempo de contato de 15 minutos, ou através de produtos
especificos registrados em 6rgdo competente da ANVISA (SES-RS, 2009). Ja
a legislacédo do Estado de SP, diz que a higienizacéo de hortifruticolas deve ser

feita com agua potavel e produtos desinfetantes para uso em alimentos,
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regularizados na ANVISA, atendendo as instru¢cbes recomendadas pelo
fabricante, e quando usada solucéo clorada o tempo de contato deve ser de 15
a 30 minutos e recomenda diluicbes para a solucéo clorada desinfetante de
10ml/L de hipoclorito de sodio 2,5% ou 20ml/L de hipoclorito de sodio 1,0%
(CVS-5, 2013). No entanto, seja a federal ou as de ambito estadual, nenhuma
faz alusdo a temperatura de uso do desinfetante.

A temperatura, no entanto, teve acao significativa sobre a acdo do
desinfetante na reducdo das contagens de E. coli O157:H7. Essa relagao foi
observada comparando-se os resultados dos tratamentos T4 e T7. A solucéo
desinfetante utilizada no tratamento T7 foi exatamente a mesma utilizada no
T4, diferindo apenas pela temperatura do desinfetante. A solucdo T7 a foi
mantida a 10°C (+0,5°C), durante o tempo de imersdo da alface na solucéo,
enquanto o tratamento T4 foi conduzido a temperatura ambiente (26+2°C).
Essa diferenca de temperatura utilizada entre os tratamentos provocou,
portanto, um aumento na acado do desinfetante de um tratamento para o outro
e, com isso, as redugbes da constagens de E. coli O157:H7 e de mesdbfilos
praticamente o dobraram (Tabela 22).

Segundo Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2013) varias
concentracfes de hipoclorito estdo sendo utilizadas para a desinfeccdo de
superficies e alimentos. As indicacbes normalmente variam 50 a 200 ppm
(GUNDUZ & GONUL; KARAPINAR, 2010; GE & LIE, 2012) em imersao
durante um periodo de 15 a 30 minutos.

Estudo realizado por Oliveira et al (2012) demonstrou que o0s

tratamentos que utilizaram hipoclorito de sédio a 200 ppm durante 15 e 30
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minutos foram os mais eficazes na reducdo de microrganismos mesofilos com
2,06 e 2,46 log respectivamente, e coliformes totais de 2,29 e 2,35 log. Apesar
dos valores de reducédo um pouco menores, esses resultados vdo ao encontro
dos resultados obtidos no presente estudo, onde os tratamentos a base de
hipoclorito a excessao de T7, reduziram em meédia 3,05 = 0,28 logUFC/g a
contagem de mesdfilos totais e 3,18 + 0,39 logUFC/g as contagens de E.coli
0157:H7 (coliforme fecal), no entanto a analise estatistica ndo demonstrou
relacdo significativa para as variacdes nos tempos de exposicao.

Uma vez que os tratamentos T4, T5, T6, T8 e T1l1l apresentaram
resultados estatisticamente iguais entre si, os tratamentos onde a desinfeccao
se deu pelo uso de compostos a base de cloro foram os mais eficientes na
reducdo da E. coli O157:H7. Essa reducdao foi independe do tempo de contato
(1, 5, ou 15 minutos) e da fonte de cloro livre (dgua sanitaria 2,5%, dicloro-
isocianurato (sanitizante comercial A) e hipoclorito (sanitizante comercial B).

O desempenho dos tratamentos T1 e T2, onde nao foi rezaliado o
uso de desinfetante, apresentou resultado estatisticamente igual aos
tratamentos com desinfeccdo por solugdo clorada na reducdo de E. coli
0157:H7. Na contagem de mesofilos, T1 foi significativamente menos eficiente
do que os tratamentos T2 e T3. Esse resultado positivo em relacédo a reducéo
da contaminacgéo da E. coli O157:H7 obtida apenas pela etapa de limpeza (T1
e T2) é de extrema importancia, pois, embora seja recomendado que essas
verduras sejam submetidas a métodos de lavagem e desinfec¢cdo, comumente

o manipulador utiliza apenas a lavagem com agua.
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Contudo, a etapa de desinfeccdo ndo deve ser dispensada, pois
apesar diferenca entre as contagens nao ter sido significativa estatistcamente,
as reducdes obtidas pela acéo isolada dos desinfetantes ficaram em média na
casa de 1,7 log UFC/g. Considerando a baixa dose infectiva da E. coli 0157:H7
essa diferenca, pode ser determinate na prevencao dos surtos alimentares.

Além disso, embora a agua possa ser uma ferramenta Util para
reduzir a contaminacdo, também pode introduzir ou difundir contaminantes,
especialmente se for reutilizada, o que justifica a necessidade da manutencéo
da qualidade da agua de processamento. Na verdade, apesar da idéia geral de
que o0s sanitizantes sdo usados para reduzir a populacdo microbiana do
produto, o seu efeito principal € a manutencédo da qualidade microbioldgica da
agua (LOPEZ-GALVEZ et al, 2009). Desta forma, a utilizacdo de agua potavel,
em vez de agua contendo agentes de desinfec¢do quimica para lavar hortalicas
minimamente processadas vem sendo defendida em alguns paises europeus
(SELMA et al, 2009).

A industria de vegetais minimamente processados usa cloro como
um dos desinfetantes mais eficazes para garantir a seguranca de seus
produtos. No entanto, h4a uma tendéncia para a eliminacdo do cloro dos
processo de desinfeccdo por causa das preocupacdes sobre a sua eficacia e
em funcdo dos riscos ambientais e de saude associados com a formacéo,
durante a desinfeccdo, de sub-produtos halogenados potencialmente
carcinogénicos ( OLMEZ & KRETZSCHMAR, 2009) .

Apesar dos produtos a base de cloro continuarem sendo os mais

utilizados, tém-se buscado de alternativas de sanitizantes que garantam a
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qualidade e seguranca do produto, entre esses destacam-se o0s acidos
organicos acido acético e o acido peracético, amplamente utilizados por serem
considerados tdo ou mais eficazes do que esses compostos (AKBAS et al,
2007, SELMA et al, 2009).

De acordo com Fang & Hsueh (2000), os acidos organicos incluem
acido acetico, acido propidnico, acido lactico, e acido citrico, e sé&o
naturalmente encontrados em uma variedade de frutas e alimentos
fermentados. Desses, destaca-se como principal substancia o vinagre (acido
acético), sendo este amplamente estudado quanto a sua eficacia na remocéao
de microrganismos patogénicos de frutas e vegetais frescos.

Diversos trabalhos tém demonstrado que o vinagre € capaz de
diminuir a quantidade de microrganismos em alimentos (incluindo vegetais) e
também em superficies (BELL, CUTTER, SUMNER, 1997; KARAPINAR &
GONUL, 1992; TORRIANI, ORSI, VESCOVO, 1997), devido ao seu
mecanismo de acdo que ao diminuir o pH inativa as enzimas, realiza funcdes
na membrana e na atividade metabdlica no transporte de nutrientes (CHANG &
FANG, 2007; OLMEZ & KRETZSCHMAR, 2009). Além disso, a maioria dos
acidos organicos sdo protonados, o que facilita sua entrada nas células e
consequentemente leva a morte celular dos microrganismos (CHANG & FANG,
2007).

Nesse trabalho, os tratamentos T9 e T10 referem-se ao uso de
acido acetico (vinagre) e acido peracético respectivamente. A analise
estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre estes dois

tratamentos. Quando comparados com os tratamentos utilizando desinfetante a
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base de cloro demonstram ser tdo eficientes quanto, apresentando reducdes
na mesma ordem de grandeza, sendo superados apenas pelo tratamento T7.
Esse resultado demonstra que o uso do acido acético e peracético poderiam
ser uma alternativa ao tratamento tradicional com solucdo clorada para a
industria de alimentos em geral e, especialmente, para os produtores de
produtos organicos, em geral contrarios ao uso do cloro.

Segundo o estudo de Chang & Fang (2007) o vinagre na
concentracédo de 5% foi capaz de reduzir em 4 Log UFC/g de Escherichia coli
0157:H7 aderidas em folhas de alface. Ja na pesquisa realizada por Oliveira et
al (2012) o vinagre na concentracdo de 20% foi capaz de reduzir 2,09 Log
UFC/g da a contaminacdo por coliformes totais nas alfaces coletadas em
servicos de alimentacdo de Porto Alegre-RS. No presente estudo a
concentracéo testada para o vinagre foi de 2% e as reducfes obtidas para as
contagens de mesdfilos totais e E. coli O157:H7 foram de 2,59 + 0,28 log
UFC/g e 2,40 + 0,39 log UFC/g respectivamente.

O solo, ambiente natural dos hortifrutis, € por natureza um meio
ambiente contaminado e, apdés a colheita, estes alimentos apresentam uma
série de microrganismos patogénicos capazes de causar doencas humanas
(OLMEZ & KRETZSCHMAR, 2009; NASCIMENTO, et al, 2003). Uma vez que
frutas e vegetais podem ser contaminados por diversas fontes além do solo,
como contato com dejetos de animais contaminados, poeira, agua de irrigacao,
e esterco tratado inadequadamente, E. coli O157:H7 passa a ser uma
preocupacio nestes produtos (PEREZ-RODRIGUEZ et al, 2011; WARRINER,

2012; RODRIGUES et al, 2014).
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A facil aquisi¢édo, o sabor, a qualidade nutritiva e o fato de ser uma
hortalica de baixo custo fazem da alface (Lactuca sativa L, cichoraceae) a
hortalica folhosa mais consumida no pais e no mundo (ABREU et al, 2010).

Vérios surtos de DTA causados por Escherichia coli O157:H7 tém
sido associados com o consumo alface minimamente procesada (DELAQUIS
et al, 2002; LYNCH et al, 2009).

Segundo dados do CDC (2014), 58 pessoas foram infectadas com
E. coli O157: H7 em um surto envolvendo alface contaminada. O surto ocorreu
no periodo compreendido entre os meses de outubro e novembro de 2011,
acometendo pessoas com idades de 1 a 94 anos, com uma idade mediana de
28 anos, abrangendo nove estados americanos. Cinquenta e nove por cento
dos acometidos eram do sexo feminino. Entre os doentes dos 49 com a
informacéo disponivel, 33 (67%) foram hospitalizadas e trés desenvolveram a
sindrome hemolitico-urémica (SHU), ndo houve 0bitos.

No entanto, diversos métodos tém sido recomendados para reduzir a
quantidade de microrganismos presentes nas alfaces, como por exemplo, 6leo
de orégano (GUNDUZ, GONUL, KARAPINAR, 2010), acido peracético,
diferentes métodos de lavagem (BARRERA, BLENKINSOP, WARRINER,
2012), hipoclorito de sodio 50 ppm e 200 ppm, vinagre 2% e 20% e lavagem
com agua (OLIVEIRA et al, 2012).

Segundo Selam et al (2009), a falta de validacdo de um
procedimento e metodologia padronizada tornam dificil selecionar as
estratégias saneantes mais adequadas para o desinfeccdo de produtos

minimamente processados.
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No que se refere a escolha do desinfetante ideal, esta devera
basear-se naquele que conseguir garantir a destruicdo total dos
microrganismos patogénicos e a diminuicdo dos nao patogénicos a uma
quantidade que ndo possa influenciar de maneira prejudicial a qualidade e as
caracteristicas dos produtos, assim como a seguranca do consumidor (Parish

et al, 2003).
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6. CONCLUSOES

Apés avaliar a resisténcia térmica de duas cepas de E. coli O157:H7,
uma isolada de carcaca bovina (E. coli O157:H7 A13P3) e outra de agua de
lavagem de alfaces organicos (E. coli O157:H7), isoladas no sul do Brasil, nas
temperaturas de 58, 60, 62, 65, 70, 72, 75 e 80°C observou-se que ndo houve
crescimento de nenhuma das cepas apos a exposicao a temperatura de 80°C.
Para as temperaturas de 58, 60, 65 e 70°C houve reducdo nas contagens,
inativagcdo somente apds 3 minutos a 60°C ou 2 min a 65° para a CC, 2 min a
65°C para a ATCC8739 e A13P3. A 70, 72C e 75°C foram necessarios 1
minutos para a reducao significativa de todas as cepas. Apos adaptacéo acida
a 60°C nenhuma cepa foi inativada, a 70°C foi observado aumento significativo
da resisténcia térmica em relacao as ndo adaptadas apenas para a cepa CC.

Os resultados da resisténcia acida das duas cepas de E. coli
0157:H7 referidas acima, demonstram que todas foram acido resistentes, visto
que, apos a exposicado ao caldo TSBm acidificado até o pH 2,0 obtidos com
HCI, mesmo depois de trés minutos as contagens das trés cepas nao foram
totalmente reduzidas ficando em torno de 2 logUFC/ml. A maior reducéo foi
obtida quando as cepas foram expostas ao AP pH 2.0, Unico tratamento que foi

capaz dereduzir completamente as contagens de todas as cepas.
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Apods avaliar a capacidade de sobrevivéncia da E. coli O157:H7
A13P3 frente ao diclorocianurato de sédio, acido organico, alcool etilico e
quaternario de amoénio os resultados demosntraram que a cepa de E. coli
0157:H7 A13P3 foi mais resistente do que a cepa controle E. coli ATCC8739
quando confrontadas com o dicloroisocianurato e desinfetante a base de acido
organico. Nao foram observadas diferencas significativas, no entanto, quando
as cepas foram expostas ao alcool etilico e cloreto de benzalcénio em todos os
tempos e concetracfes avaliados.

Esses dados destacam a importancia dos resultados obtidos no
presente estudo, visto que, as cepas de E. coli O157:H7 analisadas
demonstraram acido resitencia a diferentes pH e maior resitencia térmica
devido a inducéo a resistencia acida. Estes dados, associados ao fato de que a
cepa E. coli O157:H7 A13P3 foi isoda de carcaca de bovinos durante o
processamento em frigorifico sob Inspecdo Federal, no estado com um dos
maiores consumos de carne do pais. Destaca-se ainda e que a cepa E. coli
0157:H7 A13P3 é resitente a dois dos desifetantes mais utilizados pela
industria de alimentos.

Na avaliacdo da eficacia da reducdo de diferentes protocolos de
limpeza e desinfeccdo de alface artificialmente contaminada com E.coli
0157:H7 CC, constatou-se que a etapa de limpeza € a etapa mais importante
no procedimento de higienizacdo de vegetais folhos como a alface. Foram
testados 11 tratamentos, dos quais 09 faziam uso de desinfetantes, destes
todos tiveram desemprenho semelhante, reduzindo as contagens tendo havido

diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos apenas para 0
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tratamento com solucéo clorada (200ppm/15min) T7 conduzido a 10°C para o
qual se observou a maior reducdo. Destaca-se, no entanto que a etapa de
desinfeccao foi responsavel por pelo menos mais 1 log de reducdo, o que em
se tratando da O157:H7 pode significar ter ou ndo reduzido a dose infectante.

Desta forma, é fundamental o uso de protocolos de higienizacao que
sejam eficazes na remocdo dos patdogenos e cada método possui as suas
vantagens e desvantagens, dependendo de uma série de fatores como o
desinfetante utilizado, a concentracdo do produto, tempo de contato, custo,
entre outros. Nesse sentido os tratamentos utilizando acido acético e acido
peracético apresentaram tornam-se uma boa opc¢do na producdo organica,
visto que 0s mesmos apresentaram a mesma reducdo observada para os
tratamentos que utilizaram cloro. O Unico tratamento que se destacou do
demais durante a avaliacdo da resistencia aos desinfetantes que o tratamento
T7, conduzido a 10°C, que demonstrou ser bem mais eficas frente aos demais.
O uso de solucdes desinfetantes com temperature controlada, ja vem sendo
utilizado na Europa, com vista a seguranca do manipuladror.

Esses resultados demonstram que as cepas de O157:H7 sé&o
resistentes a diferentes situacdes de estresse, como temperatura, pH e
desinfetantes, sendo portanto importantes do ponto de vista epidemiolégico
visto que estdo presentes no ambiente e podem ser agentes causadores de

surtos no RS.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Tabelas de resultados da analise estatistica.

Tabela 1. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes médias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
50°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T =50°C, t=0 T =50°C, t=1
Subconjunto Subconjunto
Bacteria N Bacteria N
1 1
ATCC8739 1,12 A13P3 1,28
A13P3 1,15 ATCC8739 1,39
CcC 9 1,39 CC 9 1,43
Sig. 0,46 Sig. 0,86
T =50°C, t=2 T =50°C, t=3
Subconjunto Subconjunto
Bacteria N Bacteria N
1 1
ATCC8739 9 1,02 ATCC8739 9 1,10
A13P3 1,34 A13P3 1,26
CcC 1,41 CC 1,34
Sig. 0,33 Sig. 0,64
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Tabela 2. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes medias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
58°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T =58°C, t=0 T =58°C, t=1
Subconjunto Subconjunto
Bacteria Bacteria 1
N 1 2 N
ATCC8739 9 1.29 ATCC8739 9 1,48
CcC 9 1,45 1,45 CcC 9 1,89
Al13P3 9 1,78 Al13P3 9 1,90
Sig. 0,70 0,23 |[Sig. 0,12
T =58°C, t=2 T =58°C, t=3
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 2 N 1 2
ATCC8739 1,54 ATCC8739 1(,37
CcC 9 1,65 CcC 9 24,10
A13P3 9 2,92 A13P3 9 3,04
Sig. 091| 100 |59 0 1,00

Tabela 3. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes medias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
60°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T =60°C, t=0 T =60°C, t=1
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 N 1 2
A13P3AD 9 1,19 ATCC8739 AD 9 1,42
ATCC8739 9 1,37 CC AD 9 1,49
CC AD 9 1,42 ATCC8739 9 1,90 1,90
ATCC8739AD 9 1,45 A13P3 AD 9 1,98 1,98
cc 9 1,75 cc 9 2,65
A13P3 9 1,95 A13P3 9 2,92
Sig. 0,07 Sig. 0,62 0,06
T =60°C, t=2 T =60°C, t=3
. Subconjunto Subconjunto
Bacteria

N 1 2 3 | Bacteria N 1 2 3
CC AD 9 | 1,41 CCAD 9| 1,64
ATCC8739 AD 9 | 1,44 ATCC8739AD (9| 1,65
ATCC8739 9 | 1,70 ATCC8739 9| 2,56
cC 9 2,50 A13P3 AD 9| 3,04
A13P3 AD 9 2,57 A13P3 9 4,97
Al13P3 9 3,78 |CC 9 8,47
Sig. ,70 | 1,00 | 1,00 |Sig. 15 | 1,00 | 1,00

96



Tabela 4. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes médias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
65°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T=65°C, t=0 T=65C, t=1
Bacteria Subconjunto | oo . oia Subconjunto
ce 9 19 |cCC 9 710
A13P3 9 2,26 ATCC8739 | g 718
ATCC8739 9 239  |A13P3 9 743
Sig. 0,23 Sig. 0.88
T=65°C, t=2 T = 65°C, t=3
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 2 N 1
Al3P3 9 | 6,20 cc 9 757
cc 9 | 752 752 |AL13P3 9 833
ATCCB739 9 793 |ATCC8739| 12 8.37
Sig. 0,14 081 |Sig. 012

Tabela 5. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes médias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
70°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T = 70°C, t=0 T =70°C, t=1
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 2 N 1
ATCC8739 AD| o 251 A13P3 5 10
A13P3 AD 9 2,52 CC AD 9 6.41
A13P3 9 2,71 cc 9 7.04
cc 9 2,83 2,83 ATCC8739 | o 7.44
CC AD ° 290 290 ﬁgccza?sg ° 264
ATCC8739 9 331 A13P3 AD 9 8,13
Sig. 0,29 0,11 Sig. 0,05
T=70°C, t=2 | T =70°C, t=3
Bacteria | N Subconjunto | Bacteria N Subconjunto
| 1 1 | 9
A13P3 9 740 CC 5 oy
ATCC8739 9 7.44 A13P3 AD 9 8.13 8.13
cc 9 7,54 A13P3 9 8,33 8.33
CCAD 9 7,98 ATCC8739 9 8.34 8.34
A13P3 AD 9 813 CCAD 9 8.49
ATCC8739AD| o 851 STE AD 9 851
Sig. 0,29 Sig. 0,14 0,80
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Tabela 6. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes médias das
contagens das cepas de E. coli O157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
72°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T= 72°C’ t:o T= 72°C, t=1
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 N 1 2
ATCC8739 9 3,64 A13P3 9 6,37
cc 9 3,85 ATCC8739 9 8.34
59 0,70 Sig. 1,00 0,62
T=72°C, t=2 T=72°C, t=3
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
A13P3 9 8,33 A13P3 9 8.33
ATCC8739( 9 8,34 ATCC8739 9 8.34
cC 9 8,47 cc 9 8.47
Sig. 0,13 Sig. 013

Tabela 7. Resultados estatisticos das comparacdes das reducdes medias das
contagens das cepas de E. coli 0157:H7 A13P3 e CC e E. coli ATCC 8739 a
75°C em funcao do tempo de exposicao, avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

T=75°C, =0 T =75°C, t=1
. i ) .
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 2 N 1
ATCC8739 | 9 3,93 A13P3 9 6.48
cc 9 4,44 CcC 9 6,69
A13P3 9 4,50 ATCC8739 9 6,70
Sig. 1,00 0,92 Sig. 0.95
T=75°C, t=2 T =75°C, t=3
Bacteria Subconjunto Bacteria Subconjunto
N 1 N 1
AL3P3 9 8,33 A13P3 9 5.33
ATCCB739 | 9 8,34 ATCC8739 | g 8.34
ce 9 8,47 cc 9 8.47
Sig. 0,13 Sig. 0.13
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Tabela 8. Resulatados estatistico da comparacdo das reducbes meédias das
contagens da cepa A13P3 apds exposi¢cdo a solucado de TSBm acidificada com
acido cloridrico e acido propionico em funcdo do tempo de exposicao,

avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

Reducdo A13P3 t=0

Reducdo A13P3 t=1

Subconjunto

Subconjunto

Tratamento N Tratamento N

1 2 1 2 3
AP 45 9 0,74 AP 4.5 9 0,89
HCL 6.5 9 1,32 HCL 6.5 12 1,05
AP 3.5 9 1,37 HCL 4.5 9 1,33
HCL 4.5 9 1,38 HCL 3.5 9 1,42
AP 9.5 9 1,39 AP 6.5 9 1,45
AP 6.5 9 1,44 AP 9.5 9 1,46
HCL 2.0 9 1,45 AP 3.5 9 1,47
HCL 3.5 9 1,47 HCL 9.5 9 1,5
HCL 9.5 9 1,48 HCL 2.0 9 2,45
AP 2.0 9 7,88 AP 2.0 9 7,88
Sig. 0,22 1 Sig. 0,39 1 1

Reducdo A13P3 t=2 Reducdo A13P3 t=3
Subconjunto Subconjunto

Tratamento N 1 2 3 Tratamento N 1 2 3
AP 4.5 9 89 AP 4.5 9 .80
HCL 6.5 12 1,05 HCL 3.5 9 .95
HCL 4.5 9 1,33 AP 6.5 9 1,37
HCL 3.5 9 1,42 AP 9.5 9 1,42
AP 6.5 9 1,45 HCL 6.5 9 1,44
AP 9.5 9 1,46 HCL 9.5 9 1,44
AP 35 9 1,47 HCL 4.5 9 1,52
HCL 9.5 9 1,50 AP 3.5 9 1,59
HCL 2.0 9 2,45 HCL 2.0 9 2,75
AP 2.0 9 7,88 |AP 2.0 9 7,88
Sig. 39 1,00 | 1,00 |Sig 14 1,00 1,00
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Tabela 9. Resulatados estatistico da comparacdo das reducbes médias das
contagens da cepa ATCC8739 apds exposicado a solucdo de TSBm acidificada
com acido cloridrico e acido propionico em funcdo do tempo de exposicao,
avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

Reducédo STE t=0

Reducédo STE t=1

Subconjunto

Subconjunto

Tratamento N 1 2 3 Tratamento N 1 2 3
HCL 6.5 9 1,18 AP 9.5 9 99
HCL 2.0 6 | 1,34 | 1,34 HCL 6.5 9 1,08
AP 3.5 9 | 141 | 1,41 HCL 2.0 6 1,38 1,38
HCL 9.5 9 | 151 | 1,51 AP 3.5 9 1,50 1,50
AP 4.5 9 | 163 | 1,63 HCL 9.5 9 1,57 1,57
HCL 4.5 9 | 165 | 1,65 AP 4.5 9 1,59 1,59
AP 9.5 9 | 167 | 1,67 HCL 4.5 9 1,66 1,66
AP 6.5 9 1,76 HCL 3.5 9 1,88
HCL 3.5 9 1,86 AP 6.5 9 1,90
AP 2.0 9 8,25 AP 2.0 9 8,25
Sig. 0,12 | 0,09 | 1,00 |Sig. 07 34 1,00
Reducéo STE t=2 Reducio STE t=3
Subconjunto Subconjunto
Tratamento N 1 2 3 Tratamento N 1 2 3 4
AP 3.5 9 1,00 HCL 6.5 9 1,03
HCL 6.5 9 1,06 1,06 HCL 4.5 9 1,57
HCL 9.5 9 1,33 1,33 AP 6.5 9 1,58
HCL 2.0 6 1,53 1,53 HCL 9.5 9 1,59
HCL 4.5 9 | 156 | 1,56 AP 4.5 9 1,63 1,63
AP 6.5 9 | 162 | 1,62 AP 3.5 9 1,64 1,64
HCL 3.5 9 | 167 | 1,67 HCL 3.5 9 1,66 1,66
AP 4.5 9 1,67 AP 9.5 9 1,68 1,68
AP 9.5 9 1,70 HCL 2.0 6 2,10
AP 2.0 9 8,25 AP 2.0 9 8,25
Sig. 0,05 | 0,06 | 1,00 |Sig. 1,00 1,00 0,10 | 1,00
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Tabela 10. Resulatados estatistico da comparacdo das reducbes médias das
contagens da cepa CC ap0s exposi¢do a solucdo de TSBm acidificada com
acido cloridrico e acido propionico em funcdo do tempo de exposicao,

avaliadas pelo teste de Tukey (a=5%).

Reducao CC t=0

Reducdo CC t=1

Subconjunto

Subconjunto

Tratamento N 1 2 Tratamento N 1 2

HCL 4.5 9 1,58 HCL 4.5 9 1,61

HCL 3.5 9 1,64 HCL 6.5 9 1,62

AP 6.5 9 1,64 AP 9.5 9 1,65

HCL 6.5 9 1,65 HCL 9.5 9 1,66

AP 3.5 9 1,66 AP 3.5 9 1,71

HCL 9.5 9 1,67 HCL 3.5 9 1,73

AP 9.5 9 1,70 AP 6.5 9 1,75

AP 45 9 1,77 AP 4.5 9 1,77

HCL 2.0 9 1,77 HCL 2.0 9 1,93

AP 2.0 9 8,05 AP 2.0 9 8,05

Sig. 0,80 1,00 Sig. 0,06 1,00
Reducédo CC t=2 Reduc¢éo CC t=3

Subconjunto Subconjunto

Tratamento N 1 2 3 Tratamento N 1 2 3

HCL 4.5 9 1,59 AP 4.5 9 1,53

AP 6.5 9 1,60 AP 6.5 9 1,61

HCL 6.5 9 1,61 HCL 3.5 9 1,63

AP 4.5 9 1,62 AP 9.5 9 1,66

AP 3.5 9 1,63 HCL 9.5 9 1,66

HCL 3.5 9 1,64 HCL 4.5 9 1,67

HCL 9.5 9 1,66 1,66 HCL 6.5 9 1,70

AP 9.5 9 1,88 1,88 AP 3.5 9 1,75

HCL 2.0 9 2,01 HCL 2.0 9 2,16

AP 2.0 9 8,05 |AP20 9 8,05

Sig. 0,27 0,06 1,00 |[Sig. 0,49 1,00 1,00
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Anexo 2
« Artigo de revisdo submetido a Revista Ciencia Rural: Escherichia coli

0157:H7: caracteristicas gerais e ocorréncia no Bra  sil.
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Escherichia coli O157:H7: caracteristicas gerais e ocorréncia no Bsd
Escherichia coli O157:H7: general characteristics and occurrence iBrazil

Cheila Minéia Daniel de Pauld, Marcia Regina Loiko", Eduardo Cesar Tondo

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

Escherichia coli O157:H7 é um dos patdgenos alimentares mais iamted da
atualidade, uma vez que tem sido responsavel p@ra® surtos alimentares em muitos
paises. Varios trabalhos avaliando inUmeras de tamsode alimentos indicaram uma baixa
frequéncia de isolamento de coli O157:H7 em produtos brasileiros. Esses dadosjrporé
devem ser interpretados com cuidado, uma vez qudrasil, ndo ha um monitoramento
sistematico que possa indicar a verdadeira situdgamxorréncia dessa bactéria em alimentos
e varios casos clinicos de SHU ja foram registradodusive um associado B. coli
0157:H7. Além disso, muitas pesquisas tém indicadsolamento cada vez mais frequente
do microrganismo em reservatorios animais, prinoipate bovinos, evidenciando a
necessidade de monitoramento das linhagens pragutertoxina shiga (STEC), pois em um
mundo globalizado, microrganismos emergentes posemrapidamente disseminados. O
objetivo deste estudo € apresentar a situacaoddatalcoli O157:H7 no Brasil.
Palavras-chave Escherichia coli 0157:H7,Sindrome Hurémica Hemolitica (SHU), Doencas
Transmitidas por Alimentos.
) Instituto de Ciéncias Basicas da Salde, Pds Ggaduem Microbiologia Agricola e do
Ambiente - Universidade Federal do Rio Grande dp Bua Sarmento Leite, n.500, CEP:

90050-1709, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brdsimail: cheilapaula@yahoo.com.br
*Autor para correspondéncia.

() Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério rAota Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria — FEPAGRO. Estrada do Conde, n.60Rdr&do do Sul, Rio Grande do Sul,
Brasil. E-mail:marcialoiko@hotmail.com
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ABSTRACT

Escherichia coli O157: H7 is the major foodborne pathogens in thesemt,
since it has been responsible for severe outbréads in many countries. Several
studies evaluate numerous food samples indicatiluyvafrequency of isolation oE.
coli O157:H7 in Brazilian products. However, these ddwauld be interpreted carefully
since in Brazil there is no systematic monitorihgttmight indicate the true situation of
the occurrence of these bacteria in food and skeknical cases of HUS have been
recorded, including one associated with coli O157:H7. Moreover, numerous
researches has been indicating the increasinghyérmt isolation of microorganisms in
animal reservoirs, mainly in cattle, suggesting tieeessity of monitoring of shiga
toxin-producing strains (STEC), because in a giabdl world, emerging
microorganisms could be rapidly disseminated. Tihjeative of this study is present the

current situation oE. coli O157: H7 in Brazil.

Key words: Escherichia coli 0O157:H7 Hemolytic Uremic Syndrome (HUS),
foodborne illness.
Escherichia coli O157:H7

A maioria das cepas descherichia coli (E. coli) ndo causa doencas e faz parte
da flora normal do trato intestinal dos animais,clusive dos humanos
(MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006; FENG et al., 20117TCHAPTCHET &
HANSEN, 2011).Alguns tipos dE. coli, no entanto, podem ser patogénicos causando
diarreia, infeccbes urinarias, doencas respiraprigneumonia e outras doencas

(MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006; BERTAO & SARIDAKIS,2007), enquanto
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outras podem causar graves Doencas TransmitidaMipzentos (DTA), como € o caso
daskE. coli produtoras de toxina Shiga (STEC).

Existem mais de 400 sorovares de STEC (BLANCO gt28104), porém, o
grupo clinicamente associado com colite hemorradit@) € designado de EHEC
(Enterohaemorrhagic E. coli) (BERTAO& SARIDAKIS, 2007; FENG et al., 2011;
FORSYTHE, 2013). EHEC estdo frequentemente imphisadm doencas humanas
severas (NATARO; KAPER, 1998), dentre estas, o \@&rassociado com maior
frequéncia com o0s surtos mais severos é O157:idiaindo que essas cepas sao mais
patogénicas ou mais transmissiveis do que as dH@RSYTHE, 2013).

Apesar deE. coli O157: H7 provocar muitas das manifestacdes relades
com STEC, nos EUA, STEC n&o-O157 também sé&o reladess com inimeros casos
(SCALLAN et al, 2011). Nos Estados Unidos, os sanpgs 026, 045, 0103, O111,
0121 e 0145 causam a maioria dos casos de doemgdo de ndo-O157. Estes
sorogrupos de STEC sao referidos como "top siX'Bag Six". (BETTELHEIM, 2007,
MELLMANN et al., 2009; EFSA, 2009; MATHUSA et al020; SCHAFFZIN et al.,
2012). Outros sorogrupos de STEC, incluindo O10®& também tém sido associados
a casos e surtos de HC e HUS em muitos paises (RAt@l, 1998; JOHNSON et al,
2006; BETTELHEIM, 2007; EFSA, 2009; MELLMANN et aR009).

E. coli O157:H7 foi reconhecida como patdégeno alimentala primeira vez,
nos estados de Oregon e Michigan, nos Estados &lredo 1982, causando dois surtos
de diarreia sanguinolenta severa, envolvendo pelwos47 pessoas, apos a ingestao de
sanduiches contendo hamburgueres de carne boviakno nde cebola e picles,
distribuidos em uma rede &st food. Escherichia coli O157:H7 foi isolada de 9 das 12

diarreias de vitimas dos dois surtos e também deamostra de hamburguer coletado
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em Michigan (RILEY et al., 1983). Segundo os mesmuat®res, esse sorovar ja tinha
sido isolado de um caso clinico esporadico deecbkmorragica, em 1975. Apesar da
severidade dos sintomas, os surtos ndo foram araptardivulgados, na época. Depois
de mais de uma década sem ser associada a sun@htates, em 199F. coli
0157:H7 foi responsavel por um surto, envolvendeaele 700 pessoas, devido ao
consumo de hamburgueres mal passados distribut@osupro fast food nos Estados
Unidos Dentre os envolvidos, mais de 40 casos &aofupara SHU e 4 pessoas 4
morreram (CDC 1993). A partir desse episodio, ol daa considerado o “11 de
setembro” da seguranca dos alimentos nos EBAgoli 0157:H7 ganhou ampla
notoriedade e foi isolada de muitos alimentos engos em muitos surtos, em
diferentes paises (MARLER, B. 2011).
Fatores de viruléncia deE. coli 0157:H7

Os mecanismos pelos quéiscoli 0157:H7 causam HC e SHU ainda nao foram
totaimente elucidados (BERTAO & SARIDAKIS, 2007).mUfator de viruléncia
essencial no entanto é a producdo de pelo menogaxima Shiga (Stx) (codificadas
por genesxl e stx2), (PENNINGTON, 2010). Além desses, destacam-sdéama
intimina (codificada pelo geneae) e EHEC hemolysin (codificada pelo geBhRly)
(SALLAM et al., 2013). Dados epidemiol6gicos sugergue a Stx2é mais importante
no desenvolvimento de SHU do que a Stx1l (AZAGRANGLESIAS, 2009). Tanto
Stx1 quanto Stx2 sejam importantes fatores deénaih de STEC, cepas produtoras de
Stx2 sdo mais virulentas e relacionadas com maguéncia a doencas graves como
HUS (PIANCIOLA et al., 2014). O gerfCH7codifica o antigeno flagelar de coli
0157:H7 e também tem sido investigado como fator vitaléncia das STEC

(GANNON et al., 1997).
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Doencas causadas pdt. coli 0157:H7

De forma geralE. coli O157:H7 podem transmitir trés doencas conhecidas
como colite hemorragica (CH), sindrome hemoliticeémica(SHU), e Purpura
Trombocitopénica Trombdética (PTT) (RIVAS et al.03). Em cerca de trés dias apds o
consumo dos alimentos contaminados, as vitimase dessrorganismo apresentam
diarreia sem sangue e dores abdominais severasse Npsriodo, que dura
aproximadamente trés dias, pode ocorrer vomit@srealguns casos, febre fraca. Em
seguida, as dores abdominais aumentam e surge rieiaisganguinolenta (colite
hemorrégica), a qual pode resultar em evacuacdapateas sangue e auséncia de fezes,
com duracdo de até uma semana. Apds aproximadamggiti® dias do aparecimento
dos sintomas, cultivos positivos do microrganisradgm ser obtidos a partir das fezes.
Cerca de 85 % das colites hemorragicas sao autaufites, ou seja, curam sozinhas.
Porém, em 15 % dos casos ela evolui para a SHUIHW &a complicacdo mais severa
da infeccdo entérica, sendo considerada a princgaa de insuficiéncia renal aguda
em criancas (NATARO & KAPER, 1998; FORSYTHE, 2013, as pessoas
principalmente afetadas por ela sdo as criancas rmenps de cinco anos e idosos
maiores de 65 (SANCHEZ et al., 2010). Essa sindrpowe ser diagnosticada em
média 7+/-2 dias apds o aparecimento da diarred&(CCD/SES-SP, 2011). A SHU é
definida pela triade, anemia hemolitica, trombgatoa e insuficiéncia renal aguda.
Esta sindrome ocorre quando os rins sdo afetadas foinas produzidas pefa coli
0157:H7 (MITTELSTAEDT & CARVALHO, 2006). Clinicaméa, pacientes com
SHU apresentam-se seriamente doentes ou, algumass,veom ictericia e
frequentemente com hipertensédo. Os pacientes padegsentar problemas no sistema

cardiovascular e sistema nervoso central com o¥arardiacos, ataques repentinos de
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apoplexia, coma e encefalopatias hipertensivas. okngh pode levar a morte
(CVE/CCD/SES-SP, 2011). A maioria dos paciente®dP@€ecupera-se com terapias
apropriadas, mas de 3 a 5% das criancas vao aehbjpooximadamente 12 a 30% tém
sequelas severas, que incluem falha renal grapertensdo e/ou manifestacées no
sistema nervoso central (NATARO & KAPER, 1998; FORSIE, 2013). Como né&o
ha uma terapia especifica para a SHU a maioria pdasentes requer tratamento
prolongado, envolvendo dialise, transfusdo de samgutransplante de rins (USDA,
1994; EDUARDO et al., 2002, AZAGRA & IGLESIAS, 2009

A infeccdo porE. coli O157:H7 também pode desencadear o quadro de PTT,
caracterizado por anemia hemolitica micro angiocpatrombocitopenia, manifestacdes
neurologicas, insuficiéncia renal e febre. Pacerem PTT exibem caracteristicas
clinicas e patolégicas semelhantes a de pacieatesS¢iU, porém o envolvimento do
sistema nervoso central é a principal caracteaistRode ocorrer a formacdo de
coagulos sanguineos, o que resulta frequentementenerte (CVE/CCD/SES-SP,
2011), é uma sindrome que geralmente acometernpadult
Reservatoérios e dose infectante

Os bovinos tém sido identificados como o principedervatorio deE. coli
0157:H7, uma vez que podem excretar o patdogenc gelges e assim contaminar
alimentos, agua e ambientes (LAEGREID et al., 1999ERE et al., 1998; CDC,
2009). Embora a quantidade de microrganismos n@dagsara causar a doenga nao
seja conhecida (dose infectante), suspeita-se gaessmilar a dashigella sp. (10
microrganismos) (FENG et al.,, 2011; FORSYTHE, 2018)ingestao de leite cru
(FARROKH et al., 2013), alface (ACKERS et al, 1998DC 2012), batatas

(MORGAN et al., 1988), brotos de rabanete (WATANABEOZASA, 1997), brotos
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de alfafa (CDC, 1997) também tem sido associadatass Existem ainda casos onde a
transmissao ocorreu ao nadar ou beber agua coradanpor esgoto (agua nao tratada)
(PENNIGTON, H., 2010) e também devido a transmigssoa a pessoa (AZASRA &
INGLESIAS, 2009).
Casos clinicos de SHU no Brasil

Dados epidemioldgicos demonstram a ocorréncia ekrsbs casos de SHU no
Brasil, no entanto, sdo poucas as associa¢Oeseagalcom alimentos envolvidos em
surtos no pais (CVE/SP, 2011, SOUZA et al., 20Wa provavel explicagdo para a
falta de associagdo da doenca com surtos alimensarea a ndo obrigatoriedade de
pesquisa deéE. coli O157:H7 em alimentos envolvidos em surtos. Alémssali as
técnicas microbiolégicas convencionais paraoli, ndo sdo capazes de dete&aroli
0O157:H7 ou sua toxina Shiga (PIGATTO et al.,, 2088ONG et al.,, 2014), e os
métodos capazes para isso nao estdo implementaoslaboratérios Centrais
(LACENS).

Um estudo retrospectivo dos casos de SHU ocorndodospital Universitario
de Santa Maria/RS, entre marco de 1987 a agosi®@@ apontou a existéncia de 25
casos de SHU em criancas, com idade entre doissrag€sé meses. Contudo, ndo houve
comprovacao do envolvimento da 0157 nos referideesx(BARCELOS et al. 2000).

No periodo de 1998 a julho de 2000, foram regisgatl casos de SHU, com
historico anterior de diarreia e de possivel asg@c com &. coli 0157 de acordo
com os registros da AIH/DATASUS/MS, Estado de Saal®# (EDUARDO, 2002),
sugerindo a presenca da doenca mas ainda semirnamédo da presenca do patégeno.

Em 2001 um menino de oito meses de idade foi adoném hospital da cidade

de Séo Paulo, e ap6s a analise do quadro clinicdidgnosticado com HUS. ApGs o
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diagnéstico amostras de fezes do paciente foramlisadgas. Os resultados
demonstraram o isolamento de uma cepg.aeli pertencente ao sorogrupo 026: H11.
Este foi o primeiro relato sobre o isolamento deawapa STEC em um paciente com
HUS no Brasil (GUTH et al., 2002).

Em Minas Gerais, a analise das caracteristicasempidbgicas, clinicas e
laboratoriais de casos registrados deSHU pelo Papanto de Nefrologia Pediatricade
um hospital de Uberlandia, coletados entre janeieo 1994 a janeiro de 2004,
demonstrou a possibilidade do diagnéstico de SHtdocama causa de insuficiéncia
renal na infancia em ambas as formas tipicas (@sed) e atipicas (BONETTI et al
2011).

Segundo os dados do boletim do Centro de VigilaBpidemioldgica do Estado
de Sao Paulo, de 1998 a 2011, foram observadoas®® cde SHU, as quais podem ter
sido causadas por medicamentos, doencas sistémiwagditarias, infeccoes
relacionadas ou ndoEa coli. Nesse mesmo periodo, de acordo com o boletimmfora
identificados laboratorialmente pelo Instituto AidoLutz (IAL), 8 casos deE. coli
0157:H7 e destes, um, ocorrido em 2007, evoluia @iU (CVE/SES-SP, 2011).
Contudo, a origem desse microrganismo néo foi ooafla como sendo de alimentos.

Em 2002, trés cepas de STEC isoladas de fezes denfes, pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL) foram sorotipificadas e caractesdas molecularmente. Uma delas,
de 1990, foi proveniente de um paciente HIV+, c@ratos, outra de uma crianga com
quatro anos e a ultima de um adulto apresentaratced sanguinolenta. As amostras
foram sorotipificadas como 0O157:H7 e caracterizadaslecularmente como
possuidoras dos fatores de viruléncia de EHiCentanto néo foi possivel estabelecer

relacdo com alimentos ou identificar a origem dadgéo (IRINO, 2002).
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Em outro estudo, analisando uma colecdo de 39 apa&STEC, isoladas de
pacientes com diarreia, no periodo de 1976 a 1&99Sao Paulo, Vaz et al. (2004)
detectaram a predominancia dos sorogrupos O1116e Of sorotipos encontrados
neste estudo foram: 026:H11, O55:H19, O93:H19, N1 O11:H11, O118:H16 e
O157:H7.

Souza et al, (2011) analisaram as caracteristifagas e microbiologicas
associadas com 13 casos de SHU pés-diarreicasfickais em unidades de terapia
intensiva pediatrica na cidade de S&o Paulo, auosrentre janeiro de 2001 a agosto de
2005.STEC foram isoladas a partir de trés dos pa&teentes cujas culturas de fezes
renderam crescimento bacteriano, e os sorotipagifidados foram 26:H11, O157:H7
e O165:HNM. Segundo os pesquisadores a fonte @edad foi ndo rastreada neste
estudo, contudo o consumo leite ndo pasteurizadmime mal cozida foram relatados,
podendo ser a principal causa de infec¢cdo na raados casos estudados.

De acordo com dados do ano de 2001, foram isolkdaiasE. coli O157:H7 de
pacientes com diarreia, residentes em Campinasfi®Pcom histéria de ingestdo de
hambuarguer e outro de carne moida. Entretanto, foBgossivel a comprovacéo
laboratorial dos alimentos suspeitos, bem comofoipossivel estabelecer a relacdo
entre os casos (CVE/SES-SP, 2011; LEITE, 2011).

Em 2012, a Vigilancia Epidemioldgica do municipie@ dnapolis, Goias,
notificou a suspeita clinica de um caso de SHUtavease de uma dona de casa, de 48
anos, internada no Hospital Evangélico de Anapafisesentando quadro clinico
suspeito. Esse caso foi identificado a partir desiras encaminhadas pelo Nucleo de
Vigilancia Epidemiolégica ao Laboratério de SaudélRa "Dr. Giovanni Cysneiros" -

LACEN. O caso evoluiu para cura sem complicacdesaldnentos em investigacéo

111



220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

como suspeitos de transmitir a doenca foram qugif frescal e garrafada de ervas
para emagrecer (CVS/SES-GO, 2013).

Apesar da existéncia dos varios relatos de alinseimicestigados sem casos de
SHU, a Unica implicacdo dE. coli O157:H7 veiculada por alimentos descrita na
literatura € o caso de um surto com dois casosiateeid, sem SHU, ocorrido em
Campinas, em 2001, supostamente causado por iogestacarne mal cozida.
(CVE/SES-SP, 2011).

Pesquisas e isolamentoskkeherichia coli O157:H7 Brasil

No Estado de Sdo Paulo, a primeira cepa&deoli O157:H7, foi isolada e
identificada pelo IAL, em 1997, a partir de uma atrednde agua de poco, enviada para
analise pelo caseiro de uma chacara de Parelhedi®sUma vez detectado este agente,
foi desenvolvido um trabalho interinstitucional elwendo o IAL (Divisdo de
Bromatologia e Quimica e Divisdo de Biologia Méflica Centro de Vigilancia
Epidemiolégica (CVE) "Prof. Alexandre Vranjac" (8&o de Doencas de Transmissao
Hidrica), o Centro de Vigilancia Sanitaria (CVShae Vigilancias Epidemioldgicas e
Sanitarias da Direcdo Regional de Saude | (DIRId),Estado de SP. Uma segunda
amostra de agua do poc¢o, assim como amostras e liemmanas e de animais Peri-
domiciliares, foram analisadas, no entaBtacoli O157:H7 n&o foi encontrada nestas
amostras (KATSUYA et al,1998).

Silveira et al. (1999) pesquisaram a ocorrénciaedeoli O157:H7 em 886
amostras de hamburgueres produzidos por oito fatigs no sul e sudeste do Brasil,
entre janeiro e setembro de 1997. Em 17 (1,9 %pdusstras havi&. coli capazes de
aglutinar o antisoro para O157, porém testes posterdemonstraram que nao hakzia

coli 0157:H7 em nenhuma das amostras.
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Em 1999,E. coli O157:H7 foi isolada de trés amostras coletadasuem
matadouro no estado do Rio de Janeiro/RJ. Dasitméstras, uma foi de carne bovina e
as outras duas de fezes de gado leiteiro. Este fioimeiro relato dé. coli O157:H7
isolado de gado leiteiro no Brasil (CERQUEIRA, 1999

Irino et al. (2005) analisaram 153 amostras fedaifovinos quanto a presenca
de STEC através do isolamento em meio seletivoodugéo de toxina Shiga (Stx)
através de ensaios de citotoxidade em células \Aee@mmostras foram selecionados
aleatoriamente a partir de seis fazendas leiteicagstado de Sao Paulo, Brasil e os
resultados demonstram a presenca de 202 STECedtas$rduak. coli O157:H7.

A presenca de genes para a toxina Shi#gg ém STEC foi investigada por
Leomil et. al. (2003) a partir de 344 amostrasifeda bezerros com e sem diarreia (n =
139, n = 205), provenientes de 12 fazendas de dadmrte do Estado de SP. Dentre
esses, 44 (12,7 %) animais foram positivos petaOs bezerros com diarreia tiveram
maior frequéncia de isolamentosstbe (28/139, 20 %) do que nos animais sem diarreias
(16/205, 7,8 %). Entre as cepas de STEC, forantifi=alos 16 sorovares, entre eles:
O111:NM (04 isolados), O111:H8 (02) e O118:H16 (@ )sorovar O157:H7 nao foi
iIsolado nesse estudo.

Em 2003, outro estudo foi realizado a fim de inigasta presenca dg. coli
0157:H7 em vegetais normalmente consumidos criBrasil. O estudo avaliou ainda
a resisténcia de uma cepa ATCC 0O157:H7 frentes @owipais sanitizantes
disponiveis no mercado. Foram analisadas 869 amsadtr vegetais, no entanto, nao foi
detectada a presencalfecoli O157:H7, e 0s ensaios com a cepa padrao demomnstrara
gue os desinfetantes testados foram eficazes ndetxsio dos folhosos (SILVA, et al.

2003).
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Durante 1999-2000, foi realizada uma investigaga®®@ propriedades leiteiras
em Pelotas (RS) quanto a presenca&deoli verotoxigénicas. Nessa pesquisa, 1.127
isolados deEscherichia coli foram encontrados provenientes de 243 bovinositie le
agua de consumo humano e animal e de amostrasitde @s pesquisadores
demonstraram a presencakdecoli verotoxigénica em 95 % (57/60) das propriedades,
em 49 % (119/243) dos animais testados, em 5 %)(3166 amostras de agua de
consumo humano, em 8,35 % (5/60) das amostrasudediggconsumo animal e em 5 %
(3/60) das amostras de leite. Em 2,9 % (7/243) atomais testados, foram isoladas
VTEC pertencentes aos sorogrupos 0157, 091 e CHBAKDRINI et al. 2007).

No Maranhdo, no municipio Sao Luis, a ocorrénciaS@&C na microbiota
intestinal de bovinos destinados ao abate de faliala através da pesquisa molecular
por PCR multiplex para os gergsl, stx2 e eae. Ao todo, 100 amostras de fezes foram
analisadas. O percentual de STEC isolado foi d&.7®s principais perfis genotipicos
de viruléncia detectados forarstxl/stx2 (68,8 %,; 2),stx1 (11,8 %) estx2 (8,6 %).
Poucas cepas de STEC (4,4 %) possuiam O gae® em associacdo aos genes
stx.(SALES et al, 2006).

Em estudo mais recente, realizado na regido derRaoBreto, SP, Stella (2009)
analisou 473 cepas, a fim de caracterizar os paifatores de viruléncia de cepas de
E. coli isoladas de leite, agua e fezes de bovinos legieantre essas duas amostras de
fezes foram positivas paEa coli O157:H7.

Silveira (2010) analisou 95 amostras de carne moddetadas em diferentes
municipios proximos a fronteira com o Uruguai e éatna, a fim de investigar a
presenca d&. coli O157:H7. Dentre essas amostras, trés isolados fmantificados

como provaveis€. coli O157:H7, segundo os testes recomendados pelo U@/
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porém apds a caracterizacdo genotipica por PCRItiptay, investigando genes de
viruléncia (fbO157,stx1 e stx2), no Laboratorio de referéncia para a vigilanegional
de HUS e diarreias sanguinolentas no cone sul, imhistdrio da Saude da Argentina
(INEI-ANLIS), os resultados apontaram que os tggdados ndo foram classificados
comokE. coli 0157:H7.

9. Loiko (2013) analisou 108 amostras de carcacasnbevem um
matadouro frigorifico exportador do sul do Bragilpresenca de 22 cepas Becoli
0157:H7 foi detectada, sendo que 6 perfis de PrB&hT identificados entre elas. A
resisténcia a antimicrobianos também foi analisegleglando multirresisténcia frente a
varios antimicrobianos testados. Dentre as cepatiiitadas, uma delas apresentou o
mesmo perfil genotipico e fenotipico de uma cepd&.deoli O157:H7 causadora de
infeccdo alimentar na Argentina, isolada no an2@b naquele pais.

Em 2013, um estudo analisou 100 carcagas bovinasuemfrigorifico
exportador, localizado no interior do estado de Pamlo. Neste estudo nao foi
detectada a presencalfecoli 0157 em nenhuma das amostras (MATOS et al., 2013).

Outro estudo em SP analisou a ocorrénci&.dmli O157: H7 em amostras de
retalhos de carne e de carcacas de bovinos terosnadn pastagem ou em
confinamento. Desses mesmos animais foram colhigiafém, amostras de suabe retal
para a deteccédo experimentalElecoli O157: H7. Um total de 100 suabes retais, 100
amostras de carcacas coletadas antes do resframnee323 amostras de aparas de carne
foram analisados. Segundo os pesquisadores, umatrande retalhos de carne foi

positiva paré. coli O157: H7.
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10. Em um estudo recente, Rodrigues et al. (2014) reswladuas
amostras d&. coli O157:H7 a partir de agua de irrigacdo e aguavdgtm de alfaces,
em uma pequena propriedade de cultivo organicajhdosBrasil.

11. CONCLUSAO

Uma vez que néo existem dados sistematizados Eobod O157:H7 no Brasil
e nem casos de SHU, a ocorréncia cada vez maisefiezjde isolamentos a partir de
amostras de alimentos e reservatorio animal, eaapleshaver apenas uma referéncia de
envolvimento da mesma em surtos alimentares, datiss sdo um forte indicio de que
surtos envolvendde. coli O157:H7, poderdo ser reportados em breve no pais as
como ocorre em diversos paises no mundo.

Este patogeno é extremamente virulento, e quanaoinigccdo € estabelecida,
o desenvolvimento de sua manifestagcdo mais grasiedeome uremica hemolitica, ndo
pode ser prevenida. Tendo em vista que, a trandmissorre por diversas rotas, é
necessario a adocgéo de distintas barreiras a fipredenir a transmissdo do mesmo. A
adocao de medidas como pasteurizagao leite, clodecagua, higienizacdo de folhosos
e cozimento adequado de produtos carneos sdo raed@d@&xtrema importancia na
prevencado de surtos alimentares causado€pooli O157:H7. No entanto, uma vez
que, existem relatos da presenca do microrganismanebientes industriais a lavagem
das méos e as boas praticas de trabalho a fim pgedima contaminacdo cruzada
também sdo essenciais, pois 0 microrganismo paskappelos metodos de deteccgéo e
sistemas de inspecdao tradicionais sem ser detectado

Além dos cuidados, a fim de evitar a cotaminac8traggias para diagnostico
rapido em caso de surtos devem também devem sexdadpdevido a gravidade das

complicagbes que muitas vezes acompanham infecgisadas pde. coli O157:H7,
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destaca-se a necessidade de uma vigilancia ativenplantacéo protocolos de deteccéo
em laboratérios de microbiologia das areas clinécds alimentos.

Além disso, a instrumentacdo dos laboratérios egoéwhcdo das técnicas de
deteccao se fazem necessarios, a fim de, possilalppesquisa rotineira deste patégeno
no Brasil. Conclui-se ainda que, dado o grande ndiie ocorréncias de casos clinicos,
caso a investigacao de coli O157:H7 passe a ser obrigatoria em alimentos, no caso de
ocorréncias DTA, como ja ocorre em paises comodBstdJnidos e Argentina, 0
namero de casos positivos para o isolamentds deli O157:H7 torne-se significativo
e mais proximo do numero de ocorréncias de casioscas de pacientes com
sintomatologia compativel com doencas causadasgpepatogeno.

Destaca-se ainda, que estudos epidemioldgicos patacao de risco, bem
como estudos para caracterizacdo de isoladés d#i O157:H7 encontrados no Brasil
sdo importantes, pois através desses dados é gosiEterminar a incidéncia e
distribuicdo do patdgeno, bem como os possiveevawrios, e estabelecer pontos de
referéncia para a implantacdo de um sistema adegleadigilancia e prevencéao.
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