UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

CARACTERIZACAO DE Escherichia coli
SHIGATOXIGENICA ISOLADA EM ESTABELECIMENTOS
COMERCIAIS NO MUNICIPIO DE TAQUARITINGA, S.P.

Daniela Rodolpho

Orientador: Prof. Dr. José Moacir Marin

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Microbiologia
Agropecuaria.

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Outubro de 2006



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Daniela Rodolpho - nascida aos 07 de dezembro de 1976 no municipio de
Taquaritinga - SP. Formada em Medicina Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias
Agrarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, aos 22 de janeiro de 2000.
Especialista em Saude Publica pela Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP,
em 25 de abril de 2002. Obteve o titulo de Mestre em Microbiologia pela
Faculdade de Ciéncias Agrarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, em 04 de
dezembro de 2002. Atua como Médica Veterinaria junto a Vigilancia Sanitaria da
Secretaria Municipal de Saude do municipio de Taquaritinga-SP, desde abril de
2001.



“Ser feliz ndo é ter uma vida perfeita.

Ser feliz é reconhecer que vale a pena viver,
apesar de todos os desafios, perdas e frustragdes.
Ser feliz € deixar de ser vitima dos problemas

e se tornar autor da propria histéria.”

(Augusto Cury)



DEDICATORIA

Aos meus pais, Osvaldo Rodolpho Filho e Diva Geni da Rocha Rodolpho,
pela dedicagdo por completo em todas as fases de minha vida, pelos esforgos
feitos em pré de minha formacgéo, educacao e tudo tratado com muito amor.

A minha irma, Perla Christina Rodolpho, a quem admiro muito e
principalmente a meu orientador, Prof Dr. José Moacir Marin, por todo aprendizado

durante este periodo, a confianga e o coleguismo.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela presenca principalmente nos momentos mais dificeis atravessados

neste periodo.

A técnica do laboratério, Tania Marques da Silva, pelas varias assisténcias

prestadas durante o desenvolvimento pratico do trabalho.

As amigas e amigos do laboratério por todo apoio prestado no decorrer destes
anos, principalmente a Vanessa Parpinelli que me acompanhou em muitas fases

do desenvolvimento deste trabalho.

A Walter Cristian Vivancos de Souza, pelas ajudas prestadas durante o trabalho, o

incentivo e dedicagéo, sendo uma pessoa a qual respeito e admiro muito.

Ao amigo Aristeu de Campos Silva pelo auxilio para que pudesse realizar este

curso e me incentivando durante toda jornada.

Aos proprietarios dos estabelecimentos onde foram realizadas as coletas de

amostras, pois sem eles este trabalho nao seria possivel.



Vi

SUMARIO
Pagina
1. INTRODUGAO . ...t e ettt 01
2. REVISAO DE LITERATURA . ....oooeeeeeeeeeeeeee et 02
2.1. Carne como Veiculo em Transmissao Alimentar.............c.ccccccc. 02
2.2. Qualidade Higiénico-Sanitaria dos Alimentos.............ccoiiiiiiiiiiiiiiin, 03
2.3. Riscos de Doencgas Veiculadas por Alimentos..............coooiiiiiieeee 10
2.4. O Género EscheriChia...........cooiiiiiiiii e 17
2.5. Higiene de EQUIPamMENTOS. ........cooiiiiiiiiiiee e e e e a e 21
2.6. Manipulagao de AlIMENtOS......cccooiiiiiiieeee e 23
2.7. ANtiMICIODIANOS. ... e 26
3. OBUETIVOS . ..ttt ettt e e e e e e e e e e et reaeaaeeaaan e e e 32
4. MATERIAL E METODOS........ootiieeteee ettt ennen e 32
4.1. Coleta, Transporte e Semeadura das Amostras...........cccocccvveeeiiiiiiiiennennne 32
g Ot B 7= 14 o1 PRSPPI 32
4.1.2. Maos dos Manipuladores..............oeeiiiiiiieiice e e 33
4.1.3. Superficie de EQUIPAMENTOS.........cccooiiiiiiiiiiee e 33
4.2. Analise MICrobiolOgICa. ... . .uue i 34
4.2.1. Teste PreSuntiVO...........eiiiiiiiiiiiieeieeeee e e e e e e 34
4.2.2. Teste Confirmativo.........cooooioioiii e, 37
4.2.3. Isolamento de E. COli..... ... e 37
4.2.4. Provas BiOQUIMICAS...........ciiiiiiiiiee e e e 38
4.3. Extracdo de DNA Template.........ooouuniiiiiiiiee e e 39
4.4. Determinacéo de Gene de Viruléncia (stx 1, stx2 e eae).......ccccceeeveeeeeee.. 40
4.5. O157 Latex AGIUtINACAO. .......uuuiii e e 41
4.6. Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana............ccccceeeiiiiiiiiiiiiiceeee e 41
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ......c.ooeeeeeeeeee e 43

B. CONCLUSOES.......cocuiiiiiieieieeee ettt e 59



vii

7. REFERENCIAS . ..o e, 60
APENDICE. ... oo et 79



LISTA DE ABREVIATURAS

APPCC - Analise de Perigos e Pontos Criticas de Controle
CEC - Caldo Escherichia coli

CLSS - Caldo Lauril Sulfato de Sédio

DAEC - Escherichia coli difusamente aderente
E. coli — Escherichia coli

eae — gene da intimina

EaggEC - Escherichia coli enteroagregativa
EHEC - Escherichia coli enterohemorragica
EIEC - Escherichia coli enteroinvasiva

EMB — Eosina Azul de Metileno

EPEC — Escherichia coli enteropatogénica
ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica

HUS — Sindrome Urémica Hemolitica

LB — Luria Bertani

MHM — Agar Miller Hinton

NMP — Numero Mais Provavel

OMS - Organizag¢ao Mundial da Saude

PCR - Reagédo em Cadeia da Polimerase
PPHO — Procedimento Padréao de Higiene Operacional
STEC — Escherichia coli shigatoxigénica

stx — shiga-toxina

TSI — Agar Ferro Triplice Agucar

VHA - Virus da Hepatite tipo A

viii



CARACTERIZACAO DE Escherichia coli SHIGATOXIGENICA ISOLADA EM
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS NO MUNICIPIO DE TAQUARITINGA, S.P.

RESUMO - Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC) tem sido implicada
como agente causador de severas doengas humanas. Amostras de carne moida,
moedor de carne e maos de manipuladores de 23 estabelecimentos comerciais
foram testadas para o isolamento de E. coli usando métodos microbiolégicos
padronizados. Um total de 287 cepas de E. coli isoladas destes diferentes locais
foram submetidas ao PCR para detecgdo de genes stx 1, stx 2 e eae. As cepas
positivas para o gene stx foram analisadas verificando se pertenciam ao sorogrupo
O157. Quatro cepas de STEC foram isoladas, sendo 2 de carne moida e 2 de
moedor de carne, todas possuiam o gene stx 2, sendo negativas para a presenca
do gene eae e o sorogrupo O1s7. Todas as E. coli isoladas, incluindo as 4 STEC,
foram pesquisadas para sua resisténcia a 12 antibidticos. Altos niveis de
resisténcia frente aos diferentes agentes antimicrobianos foram detectados; as
resisténcias maiores foram observadas para a tetraciclina (76,6%), amoxicilina
(64,1%) e cefalotina (58,8%). Os altos niveis de resisténcia antimicrobiana
salientam a necessidade para a utilizagdo racional destes agentes em bovinos.
Foram observadas indices elevados de sensibilidade frente a associagéo
amoxicilina + &cido clavulanico (96,6%), ceftriaxona (92,7%) e gentamicina
(90,3%).

Palavras-Chave: bovino, carne moida, Escherichia coli, resisténcia antibittica,
STEC, stx 2.



CHARACTERIZATION OF SHIGATOXIGENIC Escherichia coli ISOLATED
FROM RETAIL MEAT STORES IN TAQUARITINGA, S.P.

SUMMARY - Shiga toxigenic Escherichia coli (STEC) has been implicated
as the causative agent of several human diseases. Samples from 23 retail meat
stores (ground beef, grinding-machine and human hand) were assayed for E. coli
isolation using microbiological standard methods. A total of 287 E. coli isolates
from these different origins were submitted to polymerase chain reaction for the
detection of stx 1, stx 2 and eae genes. The isolates positives for stx gene were
serotyped for O457. Four STEC isolates were recovered, 2 from ground beef and 2
from grinding-machine; all harbored the stx 2 gene and were negative for the
presence of the eae gene and the serogroup O1s7. All E. coli isolates including the
four STEC were screened for antibiotic resistance. High levels of resistance
against different antimicrobial agents were detected; those most commonly
observed were to tetracycline (76.6%), amoxicillin (64.1%) and cephalothin
(58.8%). Such high levels of antimicrobial agents’ resistance highlight the need for
a more rational use of these agents in cattle. Susceptibility was high for amoxicillin

+ clavulanic acid (96,6%), ceftriaxone (92,7%) and gentamicin (90,3%).

Keywords: cattle, ground beef, Escherichia coli, antibiotic resistance, STEC, stx 2.



1. INTRODUCAO

A bactéria Escherichia coli faz parte do grupo dos coliformes fecais e € tida como
o agente de enfermidades veiculadas por alimentos, causando desde diarréia simples a
severa sanguinolenta. Mais especificamente a E. coli shigatoxigénica tem sido
incriminada como principal agente etiolégico de colite hemorragica, sindrome urémica
hemolitica (HUS) e faléncia renal podendo, em alguns casos, levar a morte. Possuem
como fatores de viruléncia o gene stx (shiga toxina) 1 e 2, que inibem a sintese protéica
levando a morte celular, e o gene eae (intimina) relacionado a capacidade de adesao
que a bactéria tem a parede celular.

Apesar da E. coli O4s7:H7 ter sido isolada de casos clinicos, outros sorogrupos
de E. coli ndo-O45; também tem sido encontrados, sendo um dos principais
reservatérios deste agente os bovinos, tanto da E. coli O¢s7:H; como da ndo-O1s7.

Falhas que possam ocorrer na cadeia produtiva da carne, mais especificamente
da carne moida, desde a exploragao zootécnica, abate e comércio varejista favorecem
a veiculagao da bactéria E. coli levando a sua disseminagao até o consumidor. Como a
carne moida é um produto de grande consumo, ela se torna um veiculo de transmisséo
de patégenos afetando principalmente imunossuprimidos, idosos e criangas.

Também o estudo da resisténcia antimicrobiana de E. coli é importante, pois esta
bactéria pode estar envolvida em surtos alimentares. O conhecimento de sua
susceptibilidade aos antimicrobianos é fundamental para assegurar a eficacia do
tratamento. E motivo de preocupacgdo a capacidade de transferéncia de genes de
resisténcia que esta bactéria possui, seja entre elementos da mesma espécie ou

espécies diferentes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Carne como Veiculo em Transmissao Alimentar

A carne bovina é uma excelente fonte de proteinas de alta qualidade, de
vitaminas importantes como a tiamina, riboflavina, B6 e B12, além de minerais como o
zinco e o ferro. E um alimento nutricionalmente importante para a manutencéo da
saude, amplamente utilizado em refeigbes institucionais, que requer inspegao sanitaria
rigorosa, conservagao adequada e controle total de qualidade (REINDERS et al., 2001).

O Brasil tem se transformado no maior detentor de rebanho comercial do planeta,
com aproximadamente 170 milhdes de cabegas, sendo 80% destinadas ao corte ou
producao de carne e 20% a produgao de leite. Esses numeros s6 s&o inferiores ao da
China onde o rebanho bovino atinge 200 milhdes (ABIEC, 2002).

Tendo em vista o fato de que a carne se constitui numa das fontes basicas de
proteina animal essencial para nosso organismo e estando esta sujeita a contaminacao
que se reflete em sua qualidade microbiolégica e na saude publica, alguns trabalhos
tém isolado os microrganismos de carnes em estabelecimentos produtores, comerciais
e também das maos de operarios de industria frigorifica (BLANCO et al., 2004,
DONTOROWU et al., 2003, KHAN et al., 2002, RIBEIRO et al., 2000).

Diante deste fato sdo testadas diferentes formas de higienizagdo para minimizar
o problema referente a contaminacgéo alimentar (RIBEIRO et al., 2000).

A carne bovina moida in natura tem sido reconhecida como fonte primaria de
infeccdo quando manipulada incorretamente, ocasionando graves conseqiiéncias a
saude dos seres humanos, tanto os préprios manipuladores como os consumidores
(LOGUERCIO et al., 2002, PIGATTO & BARROS, 2003, BLANCO et al., 2004).

Os produtos carneos sao alimentos sujeitos a grandes contaminagdes, por serem
excelentes meios de cultura para o desenvolvimento e multiplicagdo dos
microrganismos. O produto carneo, mesmo que obtido de animais sadios, pode se
contaminar no abate em feiras livre, agougues e supermercados e nesta situacéo
chegar a mesa do consumidor (HEUVELINK et al., 2001, McEVOY et al., 2003).



Durante todo o processamento, a carne é manipulada por pessoas muitas vezes
com falta de orientacdo adequada ou mesmo com descaso, colaborando para a baixa
qualidade do produto. (BROOKS et al, 2001, COSTA et al., 2000, FERREIRA &
SOBRINHO, 2003).

Pesquisa realizada por SPERS (2003) demonstrou que 65,8% dos consumidores
comem carne 3 ou mais vezes por semana e que 49,1% compram esta somente em
supermercado. Neste mesmo trabalho, foi avaliada a percepcao dos comerciantes para
verificar o que consideram como carne fresca.

A conservagao das carnes, do mesmo modo que a maioria dos alimentos
pereciveis, as vezes necessita de uma combinacdo de distintos sistemas de
conservagao. O fato de que a maioria das carnes é um excelente meio de cultivo (com
elevada porcentagem de umidade e abundantes nutrientes), somado ao fato de que é
possivel que alguns microrganismos estejam presentes causando contaminacgao, faz
com que a conservacao das carnes seja mais dificil que a maioria das demais classes
de alimentos. Alguns tratamentos para a conservacéo podem minimizar o crescimento
bacteriano sendo seu armazenamento prolongado a temperatura de refrigeracao
(UNGAR et.al., 1992, PEREIRA & MACULEVICIUS, 1999, COSTA et al., 2000,
ELLEBRACHT et al.,, 1999). Para comprovar tal fato, PALUMBO et al. (1999)
demonstraram que ndo ha aumento significativo na contagem coliforme e Escherichia

coli de swabs de carcagas suinas submetidos a refrigeragéo.

2.2. Qualidade Higiénico-Sanitaria dos Alimentos

A higiene dos alimentos de origem animal inicia-se nas propriedades de
exploracao zootécnica. As condi¢cdes higiénico-sanitarias séo de fundamental
importancia para obtencdo de um alimento de qualidade e segura para o consumidor.
Estas devem ser adequadas em todas as etapas do processo de obtencdo que vai
desde a produgéo, até o abate e a comercializacao (ELDER et al., 2000).

Isto € demonstrado por ELDER et al. (2000) onde em um frigorifico seguindo os

procedimentos sanitarios € possivel constatar a reducéo na taxa de microrganismos. Ha



também que se considerar a aplicacao do plano APPCC (Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle) nas industrias onde é usado para diminuir o risco de doengas
alimentares através dos estagios de intervencédo do processo (MARTINIS et al., 2001,
OLIVEIRA et al, 2002).

A completa prevencdo da contaminagdo dos alimentos, principalmente os de
origem animal, é extremamente dificil, tendo em vista a ampla distribuicdo de bactérias
no ambiente e a freqlente existéncia de portadores assintomaticos. No entanto, a
adocdo de medidas higiénico-sanitarias no manuseio e processamento, o controle de
alimentacdo fornecida para animais e a prevencao das contaminag¢des cruzadas, séo
algumas das medidas importantes para a reducdo dos niveis de contaminacéo
(FRIEDRICH et al., 2003, RANDALL et al., 1999, WASTESON et al., 2005).

Do ponto de vista de saude publica, no Brasil, o Ministério da Saude, através da
vigilancia sanitaria, atua na fiscalizagdo do comércio de alimentos, nas industrias e nos
supermercados, tentando agir de forma a minimizar os maiores problemas que possam
ser encontrados nos alimentos pereciveis, como contaminagdes microbiologicas, devido
a refrigeracdo inadequada, ao alto tempo de exposi¢cdo, aos manipuladores e as
condi¢bes inadequadas de armazenagem e manipulacao (AVERY et al., 2002, COSTA
et al., 2000, LAGAGGIO et al., 2002).

Outro 6rgao fiscalizador do governo federal esta junto ao Ministério da
Agricultura, através do Departamento de Inspec¢do de Produtos de Origem Animal, ao
qual cabe a inspecdo dos produtos de origem animal durante seu abate e
processamento de produtos derivados da carne a fim de minimizar os eventos que
possam acontecer vindo de um animal portador de alguma afeccdo ou até mesmo
prevenir possiveis falhas durante toda cadeia do abate e processamento (SPERS,
2003).

A qualidade em geral e os atributos de seguranca do alimento, sdo importantes
elementos para a tomada de decisdo dos consumidores, para as estratégias privadas e
para as politicas publicas. A implantacéo de programas como APPCC e PPHO tem sido
realizado visando atender a entrega de produtos com qualidade para o consumidor
(BRASIL, 1998 e 2003).



Um dos fatores de vital importancia para definir a qualidade de um alimento,
refere-se as suas caracteristicas microbiolégicas. A avaliacdo da qualidade
microbioldégica das carnes esta baseada em parametros higiénicos e sanitarios, os
quais permitem uma avaliacdo global da matéria-prima usada, da higiene e limpeza
durante o processo e da provavel vida util do produto final. Os parametros de avaliagéo
sanitaria ja tém relacdo direta com a presengca de contaminantes microbianos
potencialmente patdgenos, sendo estes estabelecidos através de legislacdes (BRASIL,
2001 e 2003).

A segurancga do alimento vem sendo objeto de interesse por parte de diversos
agentes econémicos e dos consumidores, sendo que a seguranga do alimento possui
enfoque qualitativo, referente a garantia da qualidade de um produto, permitindo ao
consumidor adquirir um alimento com atributos de qualidade que sejam do seu
interesse, entre os quais, os atributos ligados a sua saude (SPERS, 2003).

Durante a vida, os tecidos animais sadios apresentam-se praticamente estéreis e
as defesas naturais contrabalangam os efeitos do meio ambiente, incluindo a defesa
contra o ataque de microrganismo. Os tecidos de animais saudaveis, exceto a
superficie externa, o trato gastrointestinal e as vias respiratérias, contém poucos
microrganismos gracas aos mecanismos de defesa que controlam com eficiéncia a
multiplicacdo dos agentes infecciosos em animais vivos (RIEDEL, 1992).

Porém, por ocasido do abate, a carne pode ser contaminada em contato com o
pélo, pele, cascos, conteudo do estbmago e visceras, equipamentos e utensilios
utilizados no abate, méos e vestuarios do pessoal envolvido no processo e agua
utilizada para lavagem de carcagas (ASLAM et al., 2004, HEUVELINK et al., 2001,
McEVOQY et al, 2003).

Sabe-se que a carne, mesmo que seja obtida de animais sadios, contamina-se
desde a sangria, passando por toda a tecnologia de abate, bem como nos agougues,
feiras livres e supermercados, quando, entdo, chega a mesa do consumidor. E nesta
cadeia pode haver pouca atencdo referente a higiene e controle de temperatura
(LAZARO et al., 1999).



A contaminagdo microbiana dos tecidos destinados a produgdo de carne é
indesejavel, poréem esta € uma consequéncia inevitavel do processo pelos quais os
animais vivos sdo convertidos em carne para o consumo humano. A carne fresca
constitui-se num substrato, com condigcbes Otimas para o crescimento de muitos
microrganismos, devido a sua umidade, pH, riqueza de compostos nutrientes e
minerais, além de fatores de crescimento. Portanto, a maioria das contaminagdes
microbianas pode proliferar rapidamente se as condigdes, principalmente, de
temperatura e atmosfera gasosa, forem favoraveis. Este crescimento bacteriano podera
causar uma deterioracdo no produto e, de acordo com o microrganismo presente,
podera causar risco a saude (GERMANO & GERMANO, 2003).

Sabendo-se que esta exposta a contaminagdo microbiana desde a sangria até o
ato do consumo acaba sendo envolvida na disseminagao de patdgenos causadores de
enfermidades no homem, como Escherichia coli, Salmonella spp e Shigella spp, sendo
que estas podem ser severas e estes patdbgenos podem estar naturalmente nos animais
(BOPP et al., 2003, PABST et al., 2003, WINOKUR et al., 2001, ZWEIFEL et al., 2004).

Nos alimentos, em geral, ndo deveriam ser encontrados microrganismos que
pudessem comprometer a qualidade microbiolégica dos alimentos para que estes nao
causassem danos a saude dos consumidores (OLIVEIRA et al, 2002).

Em todas as etapas do processamento da carne, esta € manipulada por
trabalhadores que, por falta de orientacdo ou negligéncia, colaboram para a baixa
qualidade do produto. Quando portadores de enfermidades acabam transmitindo as
mesmas para os alimentos (LOGUERCIO et al., 2002).

Carne moida é o produto carneo obtido a partir da moagem de massas
musculares bovinas. E uma forma comum e importante na comercializagdo da carne
bovina em nivel de varejo, pois constitui fonte de proteina de boa qualidade, é mais
acessivel a faixa da populagdo com menor poder aquisitivo e pode ser utilizada em
refeicdes, de maneiras variadas e praticas. Sendo reconhecida como fonte primaria de
infeccdo quando nao manipulada adequadamente (BRASIL, 2003).

Os microrganismos superficiais estdo, portanto, distribuidos desigualmente por

toda a carne moida e podem produzir contaminagdes posteriores durante o processo,



causando surtos de toxinfecgbes alimentares com conseqiéncias graves a saude dos
seres humanos. A contaminagdo microbiana pode reduzir a vida util da carne moida
bem como representar risco a saude do consumidor (BERNARDI et al., 2004).

Com isso, a qualidade e microbiota encontrada na carne moida dependera da
higiene e manipulacdo que sofre em todos estes passos, do processo de moagem que
passar, da embalagem usada no seu acondicionamento e estocagem do produto final
pelo consumidor. Em adicdo, deve ser ressaltado também o aspecto qualitativo
microbiano, uma vez que o produto sofre manipulacao por diferentes pessoas e em
situacdes e lugares diferentes (BLANCO et al., 2004).

Essa contaminacdo se da, inclusive, por enterobactérias, que podem causar
disturbios gastrointestinais agudos, como diarréia, vOmito, dores abdominais e
desconforto. Podem ocorrer possiveis surtos de doencgas, que trazem danos sérios a
saude da populagéo e, consequentemente, prejuizos econdmicos (BRETT et al, 2003,
DOMINGUE et al, 2003, FRIEDRICH et al, 2003, GIAMMANCO et al, 2002 , OLIVEIRA
et al., 2002).

A loja varejista € o ultimo elo numa cadeia comercial entre o produtor e o
consumidor final dos alimentos e representa o ponto extremo em que o controle deve
ser aplicado realisticamente ao manuseio e armazenamento do produto. Portanto, o
varejista tem a especial responsabilidade de garantir que no ponto de venda néo
aumentem os riscos ligados aos alimentos (SAO PAULO, 1978).

Algumas vezes estas carnes podem ser encontradas congeladas nos
estabelecimentos comerciais. Mas as carnes que se congelam estdo expostas aos
mesmos riscos de contaminacdo e multiplicacdo de microrganismos que as demais
carnes. Se o descongelamento da carne ocorrer de forma lenta sob temperatura
controlada € possivel diminuir o risco da multiplicagdo microbiana. Se este
descongelamento ocorrer sem controle algum de temperatura, sendo mantido em
temperatura ambiente, isto favorece que a superficie externa se descongele mais
rapidamente permitindo que o0s microrganismos que ai estejam presentes se
multipliquem (GERMANO & GERMANO, 2003).



De uma maneira generalizada, é proibido moer carne previamente para depois
expod-la a venda, e estas constantemente apresentam maior nUmero de microrganismos
que as carnes nao picadas. Esta situacdo deve-se a fatores como: as carnes moidas
comercializadas em estabelecimentos publicos s&o constituidas na maioria das vezes
por sobras de diversas pecgas de carne in natura e, portanto, correspondem a porgdes ja
manipuladas; e também apresenta uma area superficial maior, o que em parte explica o
aumento de sua flora. Outro fator determinante no aumento da carga microbiana esta
relacionado ao maquinario e aos demais utensilios que em alguns locais de venda nao
sao dados os cuidados necessarios para higiene e sanitizacdo dos mesmos, o que seria
necessario para prevenir recontaminagées (JAY, 2000; RIEDEL, 1992, SAO PAULO,
1978).

Podem ser detectados na anélise de alimentos os coliformes totais e os fecais.
PELCZAR Jr et al. (1996), cita que o indice de coliformes é utilizado para avaliar as
condicbes higiénicas, sendo que altas contagens significam contaminagcdo no
manuseio, na limpeza e sanitizagbes deficientes. Conforme os valores encontrados, isto
indica falta de higiene, controle de qualidade e controle sanitario.

A presenca de bactérias do grupo coliformes fecais nos alimentos é interpretada
como indicador de contaminagdo fecal, ou seja, de condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias. Este indice de coliformes fecais € empregado tendo em vista que a
populagcédo deste grupo é constituida de uma alta proporcao de E. coli. Sua presenca
indica a possibilidade de ocorrerem outros microrganismos entéricos na amostra. O
indice de coliformes totais € utilizado para avaliar as condigdes higiénicas, sendo que
altas contagens significam contaminacdo po6s-processamento, limpeza e sanificacédo
deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicagdo durante o processamento
ou estocagem (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

O uso de E. coli como um indicador de contaminacéo de origem fecal presente
em agua foi proposto em 1892, uma vez que esse microrganismo € encontrado no
conteudo intestinal do homem e animais de sangue quente (FRANCO & LANDGRAF,
2003).



Trabalho realizado por OLIVEIRA et al. (1999) mostra a presenca de coliforme
fecais em hamburguer de frango, denunciando assim caracteristicas higiénico sanitarias
inadequadas quanto a elaboracao, transporte e/ou comercializagao do referido produto.

No trabalho de FERREIRA & SOBRINHO (2003) foram encontrados altos indices
de coliformes totais e coliformes fecais. Um fator muito importante para o elevado indice
de coliformes totais da carne bovina, € provavelmente devido a falta de refrigeracao do
dos microrganismos ja existentes, porém n&o a eliminacgao destes.

Os alimentos crus, tal como séo recebidos nas cozinhas, podem albergar grande
variedade de microrganismos patogénicos. Matérias-primas de origem clandestina
como carnes nao inspecionadas sao responsaveis pela veiculagdo das mais variadas
espécies de microrganismos, muitos deles patogénicos para o homem. Dentre 0s
alimentos que mais freqientemente aparecem relacionados a surtos de toxinfecgéo
alimentares destacam-se as carnes bovinas e de frango, responsaveis pela veiculacgéo,
principalmente de clostridios, estafilococos e enterobactérias (DOYLE & SCHOENI,
1987, DOYLE, 1991, GERMANO & GERMANO, 2003, PESSANHA & GONTIJO FILHO,
2001).

Para que um patdgeno possa provocar toxinfecgdo € necessario que ele atinja
concentragao elevada no alimento, ou produza toxinas durante sua multiplicacdo, o que
podera ocorrer nos alimentos (HOFFMAN et al., 2002).

Ha autores, como ELLEBRACHT et al. (1999), que propbéem o tratamento da
carne moida com agua quente ou adicionada de acido para diminuir a carga microbiana
presente.

Os métodos de calor visam a eliminagcdo de microrganismos inconvenientes e,
quando isso néo € possivel, eles procuram impedir ou retardar o seu crescimento. De
modo geral, a aplicagdo dos processos de conservagao pelo calor esta condicionada ao
grau adequado de temperatura e ao tempo de sua exposicdo e as diferentes
caracteristicas dos produtos a serem tratados (GERMANO & GERMANO, 2003).

SILVA et al. (2002) analisando carne de frango refrigerada constataram a

incidéncia de E. coli em 95% das amostras, sendo que ha algumas cepas que
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produzem toxinas. ARTHUR et al. (2002) encontraram toxinas elaboradas por cepas de
Escherichia coli isoladas de carcagas bovinas de industrias comerciais. Sua presenca
indica contaminacédo fecal direta ou indireta, sugerindo que outros microrganismos
patogénicos podem estar presentes. Outro fator a ser considerado é que os
microrganismos pesquisados sao mesoéfilos, o que representa a manutencéo do produto
em temperaturas inadequadas a sua conservagdo em uma ou mais etapas do seu
processamento ou armazenamento.

Se o processamento de alimento de origem animal for bem conduzido, os niveis
de contaminagéo microbiana serdo baixos, uma vez que a qualidade final dependera da
extensdao da contaminacao/recontaminacdo das espécies bacterianas presentes e da

temperatura de armazenamento (REINDERS et al., 2001).

2.3. Riscos de Doencgas Veiculadas por Alimentos

As doencas veiculadas por alimentos, constituem-se hoje em um dos problemas
de saude mais disseminados e uma importante causa de reducdo da produtividade
econdmica. A importancia destas doengas como um problema real de saude da
populagéo é, no geral, subestimada porque a verdadeira incidéncia é de dificil avaliacao
e a severidade das conseqiéncias a saude ou a economia ndo sado devidamente
analisadas (TESSARI et al., 2003).

Os alimentos destinados ao consumo humano séo produzidos, manipulados e
consumidos em um meio ambiente contaminado com uma grande variedade e
quantidade de microrganismos e parasitos. Em conseqiéncia desta situagdo, o homem
ingere diariamente microrganismos e, as vezes, parasitos juntamente com os alimentos,
dentre estes, certamente, também patogénicos (RIEDEL, 1992).

As toxinfec¢des alimentares afetam anualmente milhdes de pessoas no mundo
todo e a inocuidade tornou-se um importante critério de julgamento no comércio

internacional de alimentos. As doengas transmitidas por alimentos sdo causadas
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principalmente por compostos quimicos, virus, parasitas e bactérias (DE MARTINIS,
2004, UNGAR et al., 1992).

Os contaminantes dos alimentos possuem 2 origens: endbégena e exbégena. Os
contaminantes de origem enddgena ja se encontram nos alimentos antes de sua
obtencdo e os de origem exdégena sdo contaminantes adicionados nos alimentos
durante sua manipulagédo (UNGAR et al., 1992).

Sao importantes causas de infecgbes e intoxicagcdes alimentares os
contaminantes de origem exogenas onde estdo contidos os microrganismos como E.
coli. Portanto, a grande preocupacdo é impedir que estes microrganismos sejam
adicionados a matéria-prima e se multipliquem (GERMANO & GERMANO, 2003).

Os problemas microbiolégicos fundamentais s&o: contaminagdo microbiana
inicial dos alimentos que entrem nos sistemas do mercado, microrganismos
acrescentados aos alimentos por contaminagcdo com outros alimentos, manipuladores
de alimentos, superficie de contato dos alimentos, multiplicacdo de microrganismos
devido a pratica de manuseio inadequado, crescimento de microrganismo em alimentos
pereciveis como a carne, mesmo quando mantidas em temperaturas adequadas
(BLANCO et al, 2004, DOYLE & SCHOENI, 1987, DOYLE, 1991, SIDJABAT-
TAMBUNAN et al., 1998).

Apesar da presenca de microrganismos patogénicos ser possivel, a microflora
deterioradora € predominante na carne e seus derivados. Dentre as bactérias
associadas a deterioracdo de produtos carneos refrigerados destacam-se as
pertencentes a familia Enterobacteriacea e Pseudomonas sp. A presenca dessas
bactérias em numero elevado diminui o periodo de vida de prateleira do produto,
provocando prejuizos aos comerciantes (GERMANO & GERMANO, 2003).

Segundo FRANCO & LANDGRAF (2003), a presenga do numero elevado de
enterobactérias, em alimentos de origem animal, pode indicar a manipulacdo sem
cuidado de higiene e/ou armazenamento inadequado, bem como contaminacgao fecal. A
pesquisa de coliformes fecais ou de E. coli nos alimentos nos fornece, com maior
seguranga, informacdes sobre as condi¢gdes higiénicas do produto e é a melhor

indicacao da eventual presenca de enteropatdégenos.
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As principais doengas de origem microbiana transmitidas por alimentos possuem
como caracteristicas comuns um curto periodo de incubagdo e um quadro clinico
gastrointestinal manifestado por diarréia, nauseas, vomitos e dor abdominal,
acompanhado ou néo de febre. Normalmente, podem ser de curta ou longa duragéo,
podendo variar com recuperagao total do paciente ou complicagdes graves, conduzindo
até mesmo a morte (CDC, 2003, DOMINGUE et al., 2003, GERMANO & GERMANO,
2003).

Deve-se enfatizar a importancia destes quadros em populagcdes carentes e
desnutridas, que vivem em condigdes higiénico-sanitarias precarias muitas vezes
consideradas normais para estas que ai vivem. Sdo condigcbes precarias de
saneamento basico, as quais facilitam a contaminacdo de agua e dos alimentos. A
desnutricdo, associada ou n&o a uma doenca transmitida por alimentos, deteriora
acentuadamente a qualidade de vida (CDC, 2003).

As incidéncias acontecem onde as condi¢cdes sanitarias sao precarias e a
contaminagédo dos suprimentos de agua € uma constante. Com isto, o homem apos
sofrer sucessivas infecgdes por esta e ndo passar por tratamento adequado acaba
sendo um portador de cepas patogénicas, propiciando a contaminagcdo do ambiente e o
contagio de outras pessoas (GERMANO & GERMANO, 2003).

A manutencdo da qualidade microbioldégica do sistema de abastecimento de
agua usada para beber, recreacdo e pescado é imperativo, como a contaminagao
destes sistemas pode haver alto risco para a saude publica bem como resultar em uma
significativa perda econdmica. A contaminacdo da agua com fezes humanas,
geralmente, € tida como grande risco a saude humana, por conterem patdégenos
entérico especificos. Animais também podem servir como reservatorio para uma
variedade de patégenos entéricos, como a E. coli, sendo esta problematica de varios
anos. Portanto, os patogenos ndo se limitam apenas aos humanos, eles se estendem
também aos animais (RANDALL et al., 1999, SAVAGE et al., 1973).

Falhas no sistema de abastecimento de agua podem levar a enfermidades
severas como o ocorrido nos Estados Unidos em 1999, onde houve um surto

envolvendo 775 pacientes, sendo que destes pacientes foram isolados E. coli O1s7:H5
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de 128 pacientes com cepas produtoras de shiga toxina, sendo confirmado o mesmo
isolamento diretamente da dgua do sistema de abastecimento (BOPP et al., 2003).

De acordo com registros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OPAS,
2006), saéo detectados anualmente, nos paises em desenvolvimento, mais de 1 bilh&do
de casos de diarréia aguda em criangas menores de 5 anos, das quais 5 milhdes
chegam ao O&bito. A contaminagdo bacteriana dos alimentos € uma das causas
representativas destes casos.

Estes dados puderam ser observados por PABST et al. (2003), onde criangas
menores de 5 anos de idade foram mais atingidas por infecgbes provocadas por E. coli
enteroagregativa do que as maiores. As criangas apresentaram sintomas como diarréia
e vdmito. Foi possivel verificar também que pessoas que se deslocam de seus paises
de origem em viagens sdo acometidas por enfermidades provavelmente devido a falhas
no saneamento dos paises por onde estiveram.

Em paises em desenvolvimento, as doencas diarréicas s&o prevalentes e
constituem uma importante causa de morbidade e mortalidade entre as criangas
pequenas. Pesquisadores calculam que todos os anos, de 1 milhdo a 100 milhdes de
individuos contraem doencgas (infecgbes e intoxicagcdes) decorrentes de alimentos,
através do consumo de refei¢cdes e agua de bebida (OPAS, 2006).

Um estudo realizado por KHAN et al. (2002) mostra a distribuicdo de E. coli
envolvida desde enfermidades em humanos provocando diarréia, presenga em animais
na carne, o que demonstra ligagdo nos diversos niveis observando a cadeia
epidemiolégica em que esta bactéria esta envolvida. Neste estudo foi possivel observar
STEC em 18% das amostras de fezes de bovinos aparentemente sadios, em 50% da
carne de abatedouro, em 1,4% das fezes com presenga de sangue e em 0,6% das
fezes aquosas de pacientes com diarréia.

Em algumas propriedades rurais, sendo o inicio da cadeia epidemioldgica,
costuma-se fazer a reciclagem de residuos soélidos e compostos. Existe uma certa
distribuicdo de microrganismos como E. coli, Klebsiella, Enterobacter nestas
propriedades. A realizacdo de compostagem para reduzir os niveis destes

microrganismos deve ser realizada de maneira cuidadosa e monitorada, pois se forem
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dadas condigbes proprias para o desenvolvimento dos mesmos, estes crescerdo em
niveis exorbitantes podendo ser disseminado na propriedade, nos alimentos ali
produzidos e contaminando a agua (CARROLL & JASPER, 1978, GIAMMANCO et al.,
2002).

Pode-se considerar como vias de transmissao os alimentos de origem animal,
vegetal e a agua. Sendo assim, qualquer alimento exposto a contaminacéao fecal, seja
através da agua de preparo de alimentos ou manipuladores infectados é capaz de
veicular E. coli (BOPP et al., 2003, GIAMMANCO et al., 2002, JENKINS et al., 2002,
RANDALL et al., 1999).

Assim sendo, o conhecimento das fontes de infeccao e veiculos de disseminagao
de enterobactérias é, portanto, basico em Saude Publica. Deste modo, a investigacéo
de enterobactérias em manipuladores de alimentos, assim como em fontes animais,
tem especial interesse ja que esta familia bacteriana alberga tanto microrganismos
classicos de contaminagdo fecal como germes patogénicos produtores de toxinfecgéo
alimentar (ASLAM et al, 2004, GERMANO & GERMANO, 2003, LAZARO et al., 1999,
REINDERS et al., 2001, RIBEIRO et al., 2000, SCOTT, 2002).

Quando o alimento passar por processo de industrializacdo, possiveis
contaminantes de manipulacdo e transporte anterior poderdo ser eliminados por
processos de tratamento, mas isto ndo ocorre quando a venda ao consumidor final é do
alimento in natura. Sendo que, maquinas em mau estado de conservacao, higiene
deficiente, manipulagédo e manipuladores de baixo nivel técnico ou sem treinamento,
utensilios contaminados, agua sem tratamento ou controle de acordo com os padrbes
de potabilidade constituem causa de ma qualidade de um alimento e grande potencial
de risco a saude publica (GERMANO & GERMANO, 2003).

A maioria dos casos de doengas, de origem microbiana, transmitidas por
alimentos deve-se a manipulagdo inadequada. Dentre as causas mais comuns
encontram-se a ma utilizagdo da temperatura no preparo e conservacao dos alimentos,
a contaminagao cruzada, a higiene pessoal deficiente, a preparagéo dos alimentos com

muita antecedéncia ao seu consumo, a limpeza impropria de equipamentos e utensilios



15

e o contato de manipuladores infectados com alimentos ja preparados (ASLAM et al.,
2004, COSTA et al., 2000, REINDERS et al., 2001, WARRINER et al., 2002).

O desenvolvimento microbiano, além de outros fatores, somente é possivel em
suas faixas preferenciais de temperatura, observando-se que cada grupo microbiano
tem sua temperatura 6tima de crescimento (GERMANO & GERMANO, 2003).

A temperatura dos alimentos é um dos fatores mais importantes para assegurar a
qualidade sanitaria dos alimentos e a sua acertabilidade, sendo um dos mais
importantes pontos criticos e um dos unicos meios que se pode utilizar eficientemente
no combate a microrganismos. Para controlar o perigo pode ser usado o binbémio
tempo/temperatura para alimentos processados termicamente; temperatura durante a
distribuicdo de produtos que necessitam de manutencdo a quente (PEREIRA &
MACULEVICIUS, 1999).

Pelas abordagens mencionadas, fica explicito que existe uma preocupagéo no
sentido da realizacdo de estudos relacionados com a microbiologia dos alimentos,
primeiro, em virtude do enorme numero de doengas que os produtos carneos podem
veicular; segundo, pelas grandes perdas econdmicas que tais contamina¢cbes podem
proporcionar, trazendo substanciais prejuizos a populagcéo e a nagédo (OLIVEIRA et al,
2002).

A carne bovina, quando consumida crua ou insuficientemente cozida, constitui
uma fonte de contaminagdo, pois o0s animais podem ser os portadores da
contaminacdo. Pode haver a contaminagdo de carcagas durante o abate por falha
durante o mesmo, falta de higiene e por contaminac&o pelo manipulador. Essas pecas
de carne chegam ao consumidor e o agente podera nao sé estar presente na superficie
da pega, mas também ir para sua regiao interna estando ela moida ou como fruto de
produtos fabricados como hamburguer. Dessa forma, permite que o agente permaneca
no meio, facilitando sua disseminagdo (CERQUEIRA et al., 1999, GERMANO &
GERMANO, 2003, MIDGLEY & DESMARCHELIER, 2001, MORA et al., 2005).

Ao lado dos microrganismos envolvidos em processos de deterioragéo, existem
diversas espécies patogénicas que podem contaminar os alimentos, principalmente os

produtos de origem animal. Dentre esses microrganismos encontram-se Salmonella
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spp, Shigella spp e E. coli. As formas virulentas desses microrganismos podem causar
doencas agudas que se manifestam como diarréia, dores abdominais, nauseas, vémitos
e febre, podendo provocar a morte de criangas, idosos e individuos imunodeprimidos,
ou doengas cronicas (PABST et al., 2003, SILVA et al., 2002, WINOKUR et al., 2001,
ZWEIFEL et al., 2004).

Algumas bactérias secretam substancias que contribuem para a sua viruléncia.
Alguns microrganismos produzem substancias prejudiciais conhecidas como toxinas. A
capacidade de um microrganismo de produzir uma toxina — uma substancia que tem
efeito prejudicial sobre as células e os tecidos do hospedeiro - e a poténcia desta toxina
séo fatores importantes na habilidade do microrganismo em causar doenga (BLANCO
et al., 2003, PELCZAR Jr et al., 1996).

Existem cepas de Escherichia coli que sédo produtoras de shiga toxina que
podem causar intoxicagdo alimentar e doencas severas. Estas estdo envolvidas em
colites hemorragicas ou sindrome urémica hemolitica, sendo causa de faléncia renal em
humanos (BRETT et al., 2003, KHAN et al., 2002, RUIZ et al., 2002). Estéo envolvidas
também em enfermidades em animais causando lesdes como no trabalho de
DONOHUE-ROLFE et al. (2000) que demonstram lesGes neurotropicas produzidas por
esta toxina.

No estado de Sao Paulo, os surtos registrados envolvendo Sindrome Urémica
Hemolitica (HUS) entre os anos de 1998 e 2002 mostram um total de 21 casos, sendo
confirmados 20 casos, aos quais foram considerados por possuir historico alimentar
com diarréia com sangue ou ndo precedendo o quadro e/ou isolamento de E. coli em
coprocultura. Desse total, a faixa etaria mais envolvida foram criangcas menores de 1
ano de idade (11 criangas). Do total de 20 casos, 15 apresentaram diarréia, 1 sem
diarréia e 1 sem informacao. Dentre os 20 casos de HUS, em 7 n&o foram coletadas
amostras de fezes para analise, em 9 foram coletadas fezes sendo 2 com resultados
positivos para E. coli sem sorotipagem e 7 negativos. A maioria dos surtos ocorreram
no ano de 1999 envolvendo 9 casos (CVE, 2006).

Sendo que no ano de 2003, foram notificados no estado de Sdo Paulo 71 surtos

de doencgas transmitidas por alimentos e aguas. Deste total 56 casos envolviam carne
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e/ou derivados, 40 casos foram atribuidos a carne e sua participacédo em alimentos, 2
hamburguer, 1 salsicha, 2 cachorro quente, 4 carne moida, 1 linglica, 2 figado, 1
mortadela, 1 esfiha+quibe, 1 rocambole de carne, 1 bolinho de carne (CVE, 2006).

No mesmo ano, foram atribuidos aos surtos o envolvimento de E. coli e/ou
coliformes em 17 surtos, tendo um envolvimento de 2712 pessoas. Destes, apenas 1
estava envolvido E.coli e Clostridium sulfito redutor, 1 por E. coli e Staphylococcus
coagulase positivo, 5 por Coliforme, 1 por VHA (Virus da Hepatite tipo A) e coliformes,
1 por E. coli, Shigella e Enterobacter, 1 por Giardia e E. coli (provaveis), 1 por
Salmonella sp e E.coli invasora, 1 por E.coli, 1 por E. coli enteroinvasiva tipo 5, 1 por E.
coli enteroinvasora V e VI, 1 por Rotavirus, E. coli e Candida albicans, 1 por E. coli 028-
1. Desse total 6 possuiam o envolvimento de carne. Quanto a carne moida, esteve
envolvida em 1 surto com o isolamento de E. coli 028-1 atingindo 24 pessoas (CVE,
2006).

A prevencéao e o controle dependem obrigatoriamente da observagao rigorosa dos
preceitos de higiene desde o abate até a conservagao da carne na casa do consumidor,
pelos cuidados da manipulacdo de produtos crus, higienizacdo de instalagdes e
equipamentos, tratamento térmico adequado e a manutencdo dos produtos sob
refrigeracéo durante o tempo adequado (ELDER et al., 2000, GERMANO & GERMANO,
2003, REINDERS et al., 2001).

2.4. O Género Escherichia

O envolvimento de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae em
enfermidades veiculadas por alimentos, ocorre por causa de um saneamento deficiente,
de asseio pessoal inadequado e por contaminag¢ao cruzada das superficies de trabalho
e utensilios. A presenca de tais bactérias representa um perigo que deve ser eliminado
ou controlado mediante praticas higiénicas corretas que impegcam o crescimento de
patégenos (BOPP et al., 2003, HEUVELINK et al., 2001).
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A E. coli pertence ao grupo de bactérias coliformes fecais. Esta bactéria possui
como habitat o trato gastrointestinal do homem e dos animais, podendo também levar
ao desenvolvimento de enfermidades (MAINIL et al.,, 1999, RIBEIRO et al., 2000,
WASTESON et al., 2005, WHITE et al., 2000).

Na analise de alimentos de rotina sao realizados testes incluindo a pesquisa do
grupo coliformes fecais, onde estes microrganismos estdo presentes em altas
proporc¢des indicando a possibilidade de ocorréncia de outros microrganismos entéricos.
Havendo a positividade para este grupo, isto significa que houve contaminagao durante
o processamento, limpeza deficiente, tratamento térmico inadequado ou multiplicacéo
do agente durante o processamento e estocagem (LAGAGGIO et al., 2002, SILVA et
al., 2002, OLIVEIRA et al., 2002).

A presencga de E. coli em alimentos deve ser considerada quanto a origem fecal
da contaminacao e a patogenicidade comprovada deste microrganismo para o homem,
particularmente de linhagens classificadas atualmente como emergentes. Sua
distribuigdo é mundial sendo estudada em diversos paises como Inglaterra (LIEBANA et
al., 2003), Estados Unidos (BOPP et al., 2003), Canada (DOYLE & SCHOENI, 1987),
Brasil (BERNARDI et al., 2004), Italia (BONARDI et al., 1999, PAGANI et al., 2003).

A toxinfecgéo causada por E. coli leva a gastroenterite, cujo o principal sintoma &
a diarréia. E bem conhecida em E. coli a produgdo de toxinas que levam ao
desenvolvimento de enfermidades em humanos e em animais (BRETT et al., 2003,
DOMINGUE et al., 2003, FRIEDRICH et al.,, 2003, GIAMMANCO et al., 2002,
RICHARDS et al., 1998).

Esta bactéria pode ser transmitida por produtos carneos, pois a mesma faz parte
da microbiota do trato gastrointestinal sendo isolada das fezes de animais de consumo.
(ADWAN & ADWAN, 2004, BROOKS et al., 2001, MEICHTRI et al., 2004).

A presenca de E. coli indica a qualidade microbiolégica da carne, desde seu
abate até a comercializagdo, dependendo de uma série de cuidados higiénico-
sanitarios. A carne, no comércio varejista, sofre processo de corte e moagem, podendo
aumentar ainda mais o seu nivel de contaminacgédo. Ela € mantida em vitrines e algumas

vezes em temperatura inadequada. Essas diferentes etapas podem promover a



19

contaminagcdo do produto por diferentes microrganismos existindo grande chance
desses se multiplicarem, deteriorar o produto, liberar toxinas e colocar em risco a saude
do consumidor (ASLAM et al.,, 2004, FERREIRA & SOBRINHO, 2003, JAY, 2000,
REINDERS et al., 2001).

Quando o alimento contaminado é assim consumido, o desenvolvimento de
enfermidade dependera de varios fatores como susceptibilidade individual, a quantidade
de alimento consumido, entre outros. As doses infectantes de E. coli, que permitem a
colonizagdo do microrganismo ao nivel das células intestinais dos individuos infectados
e a consequente produgdo de toxina também variam de acordo com o tipo de cepa
considerada. Conforme PABST et al. (2003) foi possivel observar que criangas foram
mais acometidas por cepas de E. coli enteroagregativa (EAEC) e estas estavam
relacionadas a histérico recente de viagem.

Sao conhecidas 4 classes enterovirulentas do patdégeno, responsaveis por
quadros de gastroenterites no homem: enteropatogénica (EPEC) (BERNARDI et al.,
2004, GHILARDI, 2000), enterotoxigénica (ETEC) (EKLUND et al, 2002),
enteroinvasiva (EIEC) (PRATA, 1999), enterohemorragica (EHEC) (MAKINO et al.,
2003). Sao conhecidas outras duas classes, a difusamente aderente (DAEC) (WANG et
al.,, 2002) e a enteroagregativa (EaggEC) (GHILARDI, 2000, PABST et al., 2003,
PELCZAR Jr et al, 1996).

Estudos relacionados com fatores de viruléncia, sintomatologia e epidemiologia
demonstraram que sorogrupos do grupo EPEC (E. coli enteropatogénica) sé&o
heterogéneos e algumas linhagens apresentam expressivo potencial patogénico,
podendo corresponder as classes EHEC, ETEC, EIEC, EaggEC e DAEC (E. coli difuso
aderente). Demonstrando assim que os sorogrupos sao bastante heterogéneos com
relacdo aos mecanismos de viruléncia, uma vez que eles podem apresentar as
caracteristicas de viruléncia de qualquer uma das categorias de E. coli diarreiogénicas
descritas (GHILARDI, 2000). Portanto, a presenca de linhagens de EPEC em alimentos
deve ser considerada um alerta em nivel de saude publica. Ressalta-se atengdo quando

nos reportamos particularmente para areas de menor poder sécio-econdémica.



20

Segundo GERMANO & GERMANO (2003), nas infecgbes enterohemorragica e
enteroinvasivas a dose infectante é de apenas 10 células, semelhante ao que acontece
em infeccbes causas pela Shigella sp. Por outro lado, para haver manifestacao clinica
da forma enterotoxigénica estima-se que haja necessidade de 100 milhdes a 10 bilhdes
de bactérias.

A E. coli enterohemorragica (EHEC) esta relacionada aos primeiros surtos
envolvendo principalmente o sorotipo O457:H7, sendo sua identificagdo como patégeno
em 1982 como causa de uma série de surtos especialmente no Canada, Japéo e
Estados Unidos (KARMALI, 1989 citado por BLANCO et al., 2003, PATON & PATON,
1998).

E. coli enterohemorragica (EHEC), a causa de colites hemorragicas e sindrome
urémica hemolitica (HUS), causa de faléncia renal aguda, € marcada por anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e disfungdo renal. Ha envolvimento de
varios sorotipos e nao somente o sorotipo O4s7:H7 (BRETT et al., 2003, DOMINGUE et
al., 2003, FRIEDRICH et al., 2003, GIAMMANCO et al., 2002,). DONOHUE-ROLFE et
al. (2000) demonstraram que este agente pode levar a lesdes neurolégicas, sendo este
demonstrado em animais. Estas lesbes sdo provocadas por estas cepas pela producéo
de 2 toxinas: shiga toxina 1 (stx1) e shiga toxina 2 (stx2). Pode haver a producéo de
uma unica toxina ou a producgédo das duas toxinas (IRINO et al., 2005).

Trabalhos como de BLANCO et al. (2003) tem mostrado que os animais s&o 0s
maiores reservatorios de E. coli shigatoxigénica, sendo também um patdégeno para
humanos, e sua transmissdo pode ocorrer através do consumo de carne e outros
produtos derivados.

Existem cepas que s&o necrotoxigénicas, como demonstrado por MAINIL et al.
(1999), sendo isoladas de animais e de humanos carreando genes de adesao e outras
propriedades associadas a viruléncia.

Apesar de toda preocupacéo referente aos fatores de viruléncia que cepas de E.
coli apresentam, alguns trabalhos tem demonstrado que certas cepas n&o os possuem
como em LIPMAN et al. (1995) em estudo realizado com cepas de E. coli isoladas de

casos de mastite bovina onde nenhuma cepa apresentou enterotoxinas e gene para
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verotoxina. Assim também DONTOROU et al. (2003) ao analisarem varios alimentos
nao detectaram tais cepas nas amostras de carne moida.

Outro fator de viruléncia é a presenca do gene eae que determina a producgéo da
proteina intimina, que esta relacionada a capacidade de aderéncia que a bactéria tem a
célula em nivel intestinal. Este fator aparece envolvido em casos onde cepas de E. coli
foram investigadas estando associado em pacientes com sindrome urémica hemolitica
e também em portadores assintomaticos (FRIEDRICH et al., 2003).

GALLAND et al. (2001) identificaram o gene eaeA em E. coli O4s7:H7 sendo este
estudo realizado em carne bovina. Em contrapartida, no trabalho realizado por
DOMINGUE et al. (2003) as cepas de E. coli produtoras de shiga toxina obtidas de
pacientes com sindrome urémica hemolitica e colite hemorragica ndo possuiam o gene
eae, mostrando que este gene ndo é um fator determinante no desenvolvimento da

enfermidade.

2.5. Higiene de Equipamentos

O controle estrito de todas as operagbes é fundamental para minimizar a
contaminagdo microbiana das carcacas, com a finalidade de evitar riscos a saude
humana e garantir a qualidade das carnes produzidas. E possivel observar reducdo na
taxa de contaminagdo quando s&o aplicados procedimentos sanitarios durante o
processamento, tais como a aplicagdo de Boas Praticas de Manipulacdo e do plano
APPCC (Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) (ELDER et al., 2000,
REINDERS et al., 2001).

Os equipamentos utilizados no preparo e comercializagéo da carne bovina moida
devem apresentar boas condi¢gbes higiénico-sanitarias para evitar qualquer tipo de
contaminagcédo ao entrar em contato com o alimento. A aplicagdo de procedimentos
operacionais padronizados sado determinantes, pois havendo um controle de todas as
etapas de higienizagao pelo estabelecimento comercial isto determinara um menor risco
de contaminacao do alimento (BRASIL, 2002).
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LOGUERCIO et al. (2002) puderam observar que os equipamentos utilizados no
preparo e comercializagdo da carne moida apresentavam-se em condigcbes
insatisfatérias de higiene, tornando o produto em contato com este equipamento
imprdprio para 0 consumo.

ASLAM et al. (2004) demonstraram que em industria de carne embalada a
contaminagao microbiana pode ocorrer depois do toalete da carcaca, sugerindo atencéo
na separagao das carcacas durante o toalete e mostrando que higiene e limpeza do
ambiente e equipamentos sao fundamentais para manutengao da qualidade sanitaria do
produto.

Deficiéncias na construgdo também podem ser fatores determinantes na
contaminagédo cruzada de produtos, como citada por HEUVELINK et al. (2001) que
puderam observar a contaminagcdo cruzada de carcacas através do contato direto
devido falhas na construgcéo permitindo o contato carcaga-carcacga e destas com o piso
e parede. Nestes casos, havendo falha na limpeza e desinfec¢ao, havera contaminagao
do produto. Este mesmo trabalho demonstra que em 39% dos abatedouros
inspecionados a limpeza e desinfecgdo eram inadequados. E na inspecgéo visual
puderam detectar que em 11 dos 27 estabelecimentos visitados, mais de 10% das
carcagas estavam contaminadas visualmente. Apés um trabalho conduzido, visando
reduzir esta contaminacdo, péde ser observado uma reducdo nestes valores de 22%
para 7% da contaminacao das carcagas quando empregadas praticas de higiene.

A limpeza e desinfeccéo de utensilios, equipamentos e superficie que entram em
contato com os alimentos in natura, constitui ponto importante para a veiculagédo de
microrganismos patogénicos e deve ser dada muita atencdo a este fato (BRASIL,
2003). A promiscuidade de utensilios e recipientes propicia a disseminacdo de agentes
das toxinfecgbes, bem como a contaminagdo dos préprios manipuladores. Por outro
lado, os manipuladores podem contaminar os alimentos ao embala-los (GERMANO &
GERMANO, 2003).

A limpeza das instalagdes deve ser feita impreterivelmente antes e apds o
término das atividades e sempre que necessario. Toda instalacdo, equipamento e

utensilios devem ser mantidos em bom estado de conservacéo e funcionamento. A
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frequéncia de limpeza e desinfecgdo deve ser sempre que as circunstancias assim o
exigir, imediatamente apés o término do trabalho e quantas vezes for conveniente
(BRASIL, 1997).

2.6. Manipulacédo de Alimentos

As pessoas que manipulam os alimentos desempenham uma fungéo importante
na preservagcao da higiene dos mesmos. O estado de saude das pessoas que
trabalham em estabelecimentos de produtos alimenticios, assim como suas praticas
higiénicas influenciam diretamente a qualidade final dos alimentos (LAGAGGIO et al.,
2002).

Para efeito da inspecéo sanitaria de alimentos, qualquer pessoa que entra direta
ou indiretamente em contato com substancias alimenticias é considerada manipulador
(RIEDEL, 1992).

A pele possui uma microbiota variada tornando o homem uma fonte de
contaminacé&o importante dentro da cadeia alimentar. As pessoas podem ser portadoras
de agentes infecciosos devido a falta de higiene, quando acometidas de patologias ou
mesmo como portadoras assintomaticas. Ocorrendo falhas durante a manipulagéo, os
microrganismos causadores de doencgas aproveitardo todas as ocasibes para
determinar o aparecimento de doenca no homem (FRIEDRICH et al., 2003, LAGAGGIO
et al., 2002, RIEDEL, 1992, WINOKUR et al., 2001).

A superficie das méaos pode apresentar grande numero de microrganismos
patogénicos ou n&o, e quando n&o ha uma adequada higienizagdo, durante a
manipulagdo de alimentos podem contamina-los com microrganismos capazes de
acarretar inumeras enfermidades. Dessa forma, os alimentos consumidos pelo homem,
tanto os de origem vegetal como os de origem animal, podem ser contaminados por
microrganismos, durante qualquer uma das etapas de producdo, manipulacgéo,
transporte, armazenamento ou distribuicdo (BONARDI et al., 1999, GIAMMANCO et al.,
2002).
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Com isso, a higiene e os habitos pessoais sao imprescindiveis para a obtengao
de produtos com qualidade satisfatoria, sendo essencial a adocdo de praticas
adequadas e treinamento de pessoal (LAGAGGIO et al., 2002).

Os manipuladores estédo diariamente em estreito contato com muitas pessoas, as
quais podem possuir microrganismos causadores de doencgas, de forma aparente ou
inaparente. Sendo que nem doentes e nem portadores devem freqlentar
estabelecimentos de géneros alimenticios e muito menos trabalhar neles. Todos devem
ser capacitados em legislagdo pertinente a area, seguranca do trabalho, legislagéo
sanitaria e higiene (RIEDEL, 1992, SAO PAULO, 2001).

A microbiota das maos e roupas dos manipuladores pode ser oriunda de solo,
agua, poeira e outros ambientes. Outra fonte importante sdo as fossas nasais, a boca e
a pele. Em condi¢gdes muito precarias de higiene também os microrganismos do trato
gastrointestinal podem contaminar as maos dos manipuladores e, conseqientemente,
os alimentos por eles preparados (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

A constatacéo ou suspeita de que o manipulador apresente alguma enfermidade
ou problema de saude que possa resultar na transmissao de perigos aos alimentos ou
mesmo que sejam portadores, deve impedi-lo de entrar em qualquer area de
manipulagdo ou operagcdo com alimentos se existir a probabilidade da contaminagao
destes e dos equipamentos. Portanto, as pessoas que mantém contatos com alimentos
devem submeter-se aos exames médicos e laboratoriais que avaliem a condigdo de
saude antes do inicio de sua atividade e/ou periodicamente, apos o inicio das mesmas
(BRASIL, 1997 e 2004, SAO PAULO, 1999).

Os proprietarios devem tomar medidas necessarias para que ndo se permita a
ninguém que se saiba ou que se suspeite que padece ou € vetor de uma enfermidade
susceptivel de transmitir aos alimentos, ou que apresentem feridas infectadas,
infec¢des cutaneas, chagas ou diarréia, trabalhar em qualquer area de manipulagéo de
alimentos com microrganismos patogenos, até que obtenha alta médica. Sendo assim,
toda pessoa que trabalhe em manipulagdo deve avisar seu estado de saude (BRASIL,
1997 e 2004, SAO PAULO, 1999).
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Para que um manipulador contamine um alimento, de forma a causar uma
enfermidade de origem alimentar, é necessario que uma seqiiéncia de condi¢cbes seja
atendida como: que os microrganismos sejam excretados em quantidade suficiente,
passem para as maos ou partes expostas do corpo e que entrem em contato direto ou
indireto com o alimento; que sobrevivam o suficiente para contaminar o alimento; que o
alimento contaminado n&o seja submetido a tratamento capaz de destruir os
microrganismos antes de ser consumido; que o numero de microrganismos presente
constitua dose infectante, ou que o tipo de alimento ou a sua condicdo de
armazenamento permitam que os microrganismos se multipliquem até a dose infectiva,
ou produzam toxinas (GERMANO & GERMANO, 2003).

Todos os surtos de origem alimentar causados por E. coli sdo direta ou
indiretamente ligados a contaminagao fecal humana. Isto significa a provavel exposicao
do alimento a agua néo tratada e contaminada com esgoto doméstico ou manipulagéo
inadequada (BOPP et al., 2003).

Segundo FRANCO & LANDGRAF (2003), a presenca de numero elevado de
enterobactérias, em alimentos de origem animal, pode indicar a manipulacdo sem
cuidado de higiene e/ou armazenamento inadequado, bem como contaminacgao fecal.

Os manipuladores, quando manipulam a carne de maneira incorreta, podem
contrair enfermidades quando n&o higienizam suas maos apdés a manipulagao, pois a
carne bovina in natura tem sido reconhecida como fonte primaria de infecgéo e quando
esta higiene é precaria ele pode se contaminar. A higienizacdo do manipulador existe
ndao somente para proteger o alimento, mas também para proteger a saude do
manipulador (LOGUERCIO et al., 2002).

Os manipuladores de alimentos possuem fundamental importancia na higiene e
sanidade dos mesmos, visto que cabe a eles grande parte do manuseio, tornando-se
fonte potencial de contaminagédo caso ocorram falhas no processo de preparagéo. Pois,
apesar de todos os conhecimentos sobre higiene dos alimentos para a prevencao de
enfermidades de origem alimentar, surtos e casos esporadicos ainda continuam a
acontecer (CVE, 2006).
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Pode-se considerar também como um fator de contaminagéo dos alimentos a
deficiente preparagdo profissional de alguns manipuladores, dedicados em muitas
ocasides a executar multiplas tarefas além da manipulagdo dos alimentos. LAGAGGIO
et al. (2002) afirmam que entre as medidas aplicaveis na prevencao de doencas
transmitidas por alimentos, a educacgéo e informagdo em higiene dos alimentos para
manipuladores de alimentos € destacada, pois a maioria das pessoas que trabalham na
manipulacao de alimentos possui uma formacao deficiente. Portanto, a metodologia dos
programas de treinamento destinados a este publico deve considerar suas limitagdes, a
fim de que se atinja o objetivo de compreensédo e a mudanga de atitude do individuo
frente ao seu trabalho. Os autores verificaram que apos a realizagao de palestras sobre
educacao sanitaria foi conseguida a reducdo da contaminacdo das méos dos
manipuladores de alimentos. Assim, deve ser realizado um monitoramento e
capacitagdo constante mantendo-se um nivel adequado de higiene de individuos que
atuam nos locais de manipulagéo de alimentos.

Muitas bactérias adquiridas dos alimentos crus, dos dejetos e do ambiente
podem ser removidas das méaos através de lavagem correta das mesmas. Para manter-
se a seguranca alimentar em ambiente de manipulacdo de alimentos algumas regras
devem ser seguidas no processo de higienizagdo das maos pelos manipuladores
(BRASIL, 1997 e 2004, SAO PAULO, 1999).

E bom destacar que todos estes esforcos sdo para minimizar possiveis
contaminantes que possam estar presentes nas maos dos manipuladores (LAZARO et
al., 1999).

2.7. Antimicrobianos

Os antibidticos constituem uma classe especial de agentes terapéuticos, sendo

que os mesmos sdo produzidos naturalmente. Alguns podem ser quimicamente

modificados apds sua producgéo natural, sendo estes os antibioticos semi-sintéticos.
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Paralelamente a estes, existem os quimioterapicos que constituem uma classe de
antimicrobianos obtidos sintéticamente (ATLAS, 1996).

A atuagdo de antibidticos B-lactdmicos, como ampicilina, amoxicilina+acido
clavulanico, ocorre de maneira irreversivel as proteinas fixadoras de penicilina ou PBPs,
inibindo sua acéo. Estas proteinas estdo localizadas na face externa da membrana
citoplasmatica participando de maneira fundamental da 3? etapa da biosssintese das
novas moléculas de peptoglicanos e sua incorporagcao no peptoglicano preexistente na
parede celular da bactéria em multiplicagdo. Dessa maneira, ocorre a divisdo celular da
célula bacteriana, formacao de septos entre as bactérias filhas e seu alongamento. Os
B-lactamicos também possuem atividade por aumentarem a atividade das autolisinas,
substancias que lisam a parede celular formando septos para que novos componentes
do peptoglicano possam ser incorporados a parede celular em crescimento (JACOBY &
ACHER, 1991, TAVARES, 1999).

A estreptomicina e outros aminoglicosideos agem sobre a membrana
citoplasmatica provocando alteragdes devido a formacgao irregular de seus constituintes.
Eles agem em nivel de ribossomo onde interferem na sintese das proteinas produzindo
seu bloqueio ou causando a formacgao de proteinas erradas, dependendo da fragdo do
ribossomo a qual se ligam (SOARES, 2001). Em concentragdes terapéuticas eles ligam-
se a fracdo 30S provocando uma distorcao no RNA-mensageiro ligado a esta fragao do
ribossomo. Desta forma a unido dos aminoacidos se faz de maneira diferente da
codificada geneticamente, originando proteinas aberrantes. Estas proteinas aberrantes
ao serem incorporadas a membrana celular, enzimas e outras estruturas essenciais,
provocam alteragdes em sua fungao. Trata-se, portanto, de um efeito secundario a uma
alteragdo primaria em outro local (JACOBY & ARCHER, 1991, ATLAS, 1996,
TAVARES, 1999).

A primeira referéncia a resisténcia antibidtica surgiu nos anos 40 com as
penicilinas, tendo ressurgido com o advento dos novos antibiéticos, nos anos 50 e 60,
com a resisténcia dos gonococos as penicilinas e as tetraciclinas. Hoje em dia esta
resisténcia causa enormes problemas na terapéutica com implicagées na saude publica
(SOARES, 2001).
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No mundo atual, a pesquisa, a descoberta e a producédo de novos agentes
antimicrobianos revelam-se crescentes e necessarios, devido a seu emprego em
medicina humana e veterinaria. De grande importancia s&o os antibidticos e hormdnios,
ai utilizados como fator de engorda de animais e rapido crescimento para a alimentagéo
humana, onde os antibioticos s&do utilizados como estimulantes de crescimento em
ragdes, como a tetraciclina e penicilina, e cujos residuos podem ser eliminados no leite
OU nos ovos, ou ainda estar presentes nos produtos carneos. Também sao utilizados na
protegcdo contra a deterioragcdo de alimentos mantidos no gelo, em conservas, no
combate a ervas daninhas e na preservacédo de plantas e em meios seletivos usados
em laboratérios (GERMANO & GERMANO, 2003, PELCZAR Jr et al., 1996, TAVARES,
1999).

Os residuos de antimicrobianos em alimentos, consequéncia direta do seu uso
em Medicina Veterinaria, devem ser observados quanto a questdo de resisténcia
bacteriana. O avango tecnologico implica em uma dependéncia cada vez maior do uso
de substancias quimicas, como medicamentos de uso veterinarios ou aditivos, na
criacdo de animais de interesse econdmico. Atualmente existem cerca de 121
medicamentos usados em Medicina Veterinaria que contém antimicrobianos em suas
formulagdes, como: gentamicina, neomicina e penicilina. Portanto, o uso de
antimicrobianos em pecuaria deve ser discutido quanto ao aparecimento de formas de
microrganismos resistentes (PALERMO NETO, 2001).

Apesar do controle de residuos de antimicrobianos em produtos de origem
animal, ainda sao encontrados microrganismos resistentes a estes agentes
provavelmente devido a administracao errada realizada nas propriedades de exploragao
zootécnica por pessoas sem qualquer tipo de orientacdo sobre a administragéo correta
destes (BRASIL, 1999).

A exposicado de microrganismos a doses subletais de antimicrobianos resulta no
desenvolvimento de cepas que tém a resisténcia aumentada para estes
antimicrobianos. Por esta raz&o, tornou-se necessaria as investigagcbes sobre o

comportamento das bactérias frente aos antimicrobianos (COSTA et al., 2002).
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A prescricao de antimicrobianos é feita para combater determinados agentes
bacterianos envolvidos no processo infeccioso e ndo um unico agente. A indicagcao de
drogas especificas para o tratamento de doenca seria muito boa se todas as bactérias
apresentassem sensibilidade constante as drogas. No entanto, a maioria dos agentes
apresenta variacdo de sensibilidade in vitro destes microrganismos (COSTA et al.,
2002).

O perfil de resisténcia que cepas de microrganismos vem apresentando deve-se
ao uso indiscriminado de drogas que, exercendo a chamada “pressao seletiva”, vem
contribuindo para o aumento de fatores de resisténcia pelas bactérias o qual é
transferivel através dos mecanismos de recombinagdo genética (TRABULSI, 1999).
Este uso indiscriminado de drogas chama a atencao pelo temor de que o aumento do
uso de antibiéticos na pecuaria contribua para o desenvolvimento de bactérias cada vez
mais resistentes.

A resisténcia aos antimicrobianos, sendo um fendmeno genético, pode ser
natural ou adquirida, relacionado a existéncia de genes contidos em unidades
cromossomais e extra-cromossomais do microrganismo, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acao das drogas (TAVARES, 1999).

A resisténcia natural ou intrinseca faz parte das caracteristicas biologicas
primitivas dos microrganismos e é observada em determinada espécie bacteriana.
Resulta de genes cromossémicos que codificam a existéncia na célula de estruturas ou
mecanismos que impedem o antibiético de agir em seu receptor, ou que codificam a
falta de sitio de acdo da droga, ou que determinam a existéncia de receptores
inadequados para a ligagdo com uma substancia especifica (SOARES, 2001,
TAVARES, 1999).

A resisténcia adquirida € aquela que surge em uma bactéria primitivamente
sensivel a este mesmo antimicrobiano, aparecendo, posteriormente, em exemplares
que nao sofrem a agéo da droga. Esta resisténcia pode ser adquirida através de DNA
extra-cromossdémico, os plamideos, que conferem a célula caracteristicas bioldgicas
adicionais, como a expressao de resisténcia aos antimicrobianos (ATLAS, 1996,
TAVARES, 1999).
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A resisténcia pode ser ainda originada por mutacdes durante o processo
reprodutivo havendo erros de cépia para formacao do DNA (TAVARES, 1999).

O mecanismo de troca de material genético (transducgdo, conjugagcdo e
transposicdo) também possibilita a transferéncia de genes de resisténcia entre as
espécies bacterianas e mesmo entre géneros bacterianos (ARCHER & CLIMO, 1994,
SOARES, 2001).

Os antibidticos ndo parecem ser agentes mutagénicos, portanto, ndo sdo causa
direta do surgimento de resisténcia, eles apenas selecionam 0s microrganismos
resistentes que existem em uma populagdo bacteriana. Entretanto, os antibidticos
podem ter a capacidade de induzir resisténcia em determinadas espécies bacterianas
(TAVARES, 1999).

A resisténcia aos antibioticos pode ser simples, quando ha resisténcia a apenas
uma droga, ou multipla, quando ha resisténcia simultaneamente a duas ou mais drogas,
e a resisténcia cruzada quando o mecanismo bioquimico de resisténcia a uma droga é
0 mesmo para outras (JACOBY & ARCHER, 1991, TAVARES, 1999).

A resisténcia cruzada geralmente age dentro de uma mesma familia de
antibidticos, mas isto ndo é rigorosamente observado, pois a resisténcia cruzada
depende do mecanismo de resisténcia, 0 que ocorre com os aminoglicosideos onde a
resisténcia pode ser pela producéo de fosforilases, acetilases e adenilases, alteragdes
do ribossomo que impedem sua acéo e por bloqueio da permeabilidade as drogas.
Como exemplo podemos observar o desenvolvimento da resisténcia a estreptomicina
por bloqueio da permeabilidade, o mesmo apresentado por outros aminoglicosideos,
pois estes ndo penetram imediatamente na célula, necessitando de um sistema ativo de
transporte. Modificagdo neste sistema de transporte seria a causa de resisténcia a estas
drogas. No entanto, quando a resisténcia for devida a alteracdo ribossomal ela é
especifica a este antibiético, nao acarretando resisténcia cruzada aos demais membros
do grupo (JACOBY & ARCHER, 1991, TAVARES, 1999).

As resisténcias, provavelmente, estdo relacionadas ao uso abusivo de
antibioticos, que favorece a selegdo de linhagens com diferentes mecanismos de

resisténcias, bem como a transferéncia dos genes responsaveis por estas
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caracteristicas, através dos plasmideos de resisténcia. Dentro de um mesmo ambiente
sob grande pressao seletiva pelo uso de antimicrobiano, é possivel observar a
transferéncia de resisténcia frente a antimicrobianos através de plasmideos, sendo este
um problema principalmente nos hospitais, que pode ocorrer entre diferentes espécies
bacterianas (BOU et al., 2002, SHEN et al., 1999, WINOKUR et al., 2001).

A resisténcia a antimicrobianos tem resultado em aumento de mortalidade e
morbidade, como também em alto custo para o tratamento de infec¢des provocadas por
bactérias multirresistentes (ARCHER & CLIMO, 1994).

E importante ressaltar que as drogas também sado utilizadas na terapéutica
humana, sugerindo que em casos de toxinfec¢des alimentares causadas por um destes
microrganismos talvez n&o sejam eficientes para o tratamento (COSTA et al., 2002).

O perfil de resisténcia pela espécie bacteriana, em questdo a E. coli, é variavel
entre os paises, regides e origem de cepas, de acordo com varios estudos realizados
(PAGANI et al., 2003; GIAMMANCO et al., 2002; KHAN et al., 2002; ADWAN et al.,
2004; SCHROEDER et al., 2003; DONTOROU et al., 2003; MORA et al., 2005; RADU
et al., 1998).

Neste contexto, os alimentos de origem animal tornam-se potenciais
transmissores de infec¢des de dificil tratamento uma vez que os antibi6ticos sao usados
nas criagdes de aves, bovinos e suinos, sendo ministrados também como medida
preventiva, onde tal pratica favorece a presenca de residuos de antibidticos nestes

alimentos e consequentemente a selegcédo de bactérias resistentes (PALERMO, 2001).
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3. OBJETIVOS

Sendo a carne moida um produto de grande consumo nacional € importante
demonstrar possiveis falhas que estejam ocorrendo durante a sua comercializagdo. O
objetivo deste trabalho foi verificar o comportamento de cepas de E. coli isoladas de
carne moida, moedor de carne e das maos dos manipuladores, determinando:

- aocorréncia de STEC através da pesquisa dos genes stx 1 e stx 2,
- pesquisa do gene eae,
- comprovacgao se as cepas positivas para stx pertencem ao sorogrupo O1sz,

- caracterizacao de resisténcia antimicrobiana entre as E. coli isoladas.

4. MATERIAL E METODOS

Foi avaliada a presengca de E. coli isolada de carne moida, maos dos
manipuladores e do moedor de carne em estabelecimentos comerciais (9 agougues, 6
mercearias e 8 supermercados) do municipio de Taquaritinga — S. P. durante o periodo
de margo de 2004 a janeiro de 2005.

4.1. Coleta, Transporte e Semeadura das Amostras

4.1.1. Carne

Foram coletadas 23 amostras de carne moida sendo realizada de forma como se

fosse oferecer a venda ao consumidor. Nos estabelecimentos era encontrada carne ja

moida estando em exposi¢cdo em vitrine ou a sua moagem no momento da venda a

pedido. As amostras de carne foram colocadas em sacos plasticos como de costume de
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cada estabelecimento no seu acondicionamento, contendo cada amostra, em média,
200g no total.

Eram identificadas (recebendo uma seqiéncia numérica a titulo de identificacao
no laboratério) e colocadas em caixa térmica sob temperatura controlada (a caixa
térmica continha gelo reciclavel e termémetro para controle da temperatura), mantendo
a temperatura de refrigeracao (2-8°C) até sua analise no laboratério.

No laboratério, era feita a homogeneizagdo da carne dentro do préprio saco

plastico onde estava acondicionada para posterior retirada da aliquota para a analise.
4.1.2. Maos dos Manipuladores

Para a coleta das amostras das maos dos manipuladores foi utilizado swab
umidecido em agua peptonada esterilizada. Foi utilizado um tubo contendo 10 ml de
4gua peptonada (diluicdo 10") para transporte e iniciar as diluicdes.

O swab era passado por toda a superficie das maos, dedos e sob a unha dos
acougueiros antes de proceder a manipulagdo da carne. Depois colocado no tubo
contendo a agua peptonada e transportado ao laboratério em caixa térmica, com
temperatura controlada, conforme realizado com as amostras de carne.

De cada estabelecimento era realizada a coleta de um manipulador.
4.1.3. Superficie de Equipamentos

Para a coleta das amostras dos moedores de carne, procedia-se da mesma
maneira que as amostras das maos onde era utilizado swab umidecido em agua
peptonada esterilizada, sendo utilizado um tubo contendo 10 ml de agua peptonada
(diluicao 107") para o transporte e sucessivas diluigdes.

O swab era passado por toda a superficie da entrada da carne no maquinario e
na saida da mesma, antes da carne ser moida. Este swab era entdo acondicionado em
tubo contendo a agua peptonada e transportado ao laboratério, em caixa térmica, tendo

sua temperatura controlada, conforme realizado com as amostras de carne.
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De cada estabelecimento era realizada a coleta de um moedor.

4.2. Andlise Microbioldgica

No laboratério eram pesados 25 g de carne moida e esta colocada em saco
plastico com 225 ml de agua peptonada esterilizada. Entdo, realizava-se a
homogeneizacdo. Esta primeira diluicdo foi considerada a diluicio 10" (APHA, 1992,
BRASIL, 2003).

Em seguida eram efetuadas as demais diluicdes em série até a diluigdo 107,
Iniciando-se a partir destas diluicdes o Teste Presuntivo e Teste Confirmativo para
Coliformes Totais e Fecais, conforme Fluxograma 1.

O mesmo procedimento, incluindo diluicdes e testes, foi realizado com os tubos
contendo os swabs das maos dos manipuladores e dos moedores de carne, conforme o

Fluxograma 2.
4.2.1. Teste Presuntivo

Da diluicao inicial era retirado 1 ml e colocados em tubos contendo 9 ml de Caldo
Lauril Sulfato de Sédio (CLSS) (diluicdo 10™"). Procedia-se da mesma maneira até
completar a diluigdo 10°. Os tubos continham tubos de Duhran para retencéo de gas
produzido e leitura da prova. Os tubos eram agitados e levados em banho Maria a 35°C
por 24-48h (APHA, 1992, BRASIL, 2003).

Apbs 24/48h era efetuada a leitura. Os tubos que apresentassem a producgéo de

gas e turvacao eram submetidos ao Teste Confirmativo.
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4.2.2. Teste Confirmativo

Dos tubos de Caldo Lauril Sulfato de So6dio que apresentassem turvacdo e
presenca de gas, com o auxilio de uma alga de platina, eram retiradas algcadas e
inoculadas em tubos contendo Caldo Bile Verde Brilhante (CBVB) e Caldo Escherichia
coli (CEC) para a analise da presenca de coliformes totais e fecais, respectivamente.

Os tubos continham tubos de Duhran para analisar a produgc&o ou n&o de gas.

Os tubos eram agitados e levados para banho Maria, sendo que, 0os que
continham Caldo Bile Verde Brilhante foram mantidos a 35°C/24-48h e os que
continham Caldo EC foram acondicionados na temperatura de 45,5 + 0,5°C por 24h.

Para a leitura foram considerados positivos os tubos que apresentaram a
producdo de gas e turvacéo. Estes foram lidos conforme a Tabela de Numero Mais
Provavel de Hoskins (NMP) (QUADRO 1 do APENDICE). Destes tubos (tanto os
positivos para coliforme totais como fecais) era realizado o isolamento bacteriano,

quando passados para placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).

4.2.3. Isolamento de E. coli

Com o auxilio de uma alga de platina, era retirada uma aliquota dos tubos que
apresentassem a retencédo de gas nos tubos de Duhran e turvagéo. Esta era semeada
por esgotamento na superficie das placas contendo o meio de cultura Eosina Azul de
Metileno.

Este procedimento foi realizado tanto para os tubos positivos contendo o Caldo
Bile Verde Brilhante como para os tubos contendo o Caldo EC, para verificar o provavel
crescimento de E. coli.

As placas eram levadas invertidas a estufa a 37°C por 24h. Apos este periodo
realizava-se a leitura. Eram consideradas provaveis E. coli as colénias que

apresentassem o centro negro e contra a luz a coloragéo azul/esverdeada metalico.
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Estas colbnias eram passadas para tubos contendo agar Luria Bertani (LB),
levadas para estufa a 37°C/24h. Apés este periodo, estocadas e aguardando a série

bioquimica.

4.2.4. Provas Bioquimicas

As provas bioquimicas para confirmacao bacteriana de Escherichia coli foram
realizadas com culturas jovens, que estavam em agar LB, incubadas a 37°C/24h.
Foram utilizados:
> Agar Ferro Triplice Acgtcar (TSI) em superficie e profundidade. Os tubos eram
incubados a 37°C/24h. Era considerada positiva quando tal meio tornava-se amarelo;
> Agar Citrato de Simons onde as amostras eram semeadas em superficie e
incubadas a 37°C/24h. A E. coli ndo possui crescimento neste meio, portanto, ndo ha
alteragcéo da cor do mesmo (verde);

- Prova de Indol onde as amostras primeiramente eram crescidas em agua peptonada
(1%) a 37°C/24h. Apbs o crescimento bacteriano foram adicionadas, em média, de 4 a
6 gotas de Reativo de Kovacs. Eram consideradas positivas a esta prova os tubos onde
se formava na superficie um halo vermelho;
- Prova da Lisina foi realizada em tubos onde as amostras eram inoculadas, cobertas
com Oleo mineral e levadas em incubacdo a 37°C por 24 horas. Caso a cor
permanecesse roxa tal prova era positiva, havendo a mudanga de coloragdo para
amarelo era negativa. Deve-se tomar cuidado nessa prova, pois pode haver reagéo
tardia recomendando-se incubar por mais 24 horas em caso de duvida na alteracédo da
cor;
- A prova da Uréia foi realizada utilizando o agar uréia, onde as cepas eram semeadas
em superficie. Nao ha alteracdo da coloracdo do meio quando se tratar de Escherichia
coli. Nesta prova deve-se tomar muita atencdo, pois a mudanga de cor para rosa
(negativo) pode ser muito discreta.

Tendo assim passado por todas as provas bioquimicas as cepas eram semeadas

em meio de cultura em agitacéo por 24 horas e, apds o crescimento, eram transferidas
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1000 pl da cultura em eppendorf contendo 250 pl de glicerol 100%. Eram agitados para
completa mistura da cultura com o glicerol, identificados e estocados em freezer a —
18°C.

4.3. Extragdo de DNA Template

A extracao do DNA foi realizada segundo a técnica descrita por KESKIMAKI et
al. (2001) onde as cepas de E. coli eram crescidas, em tubos contendo 2 ml de caldo
BHI overnight. Ap6s o crescimento, 1 ml desta cultura era transferida para um
eppendorf e precipitadas a 12000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante era descartado e o
pellet, formado por células bacterianas, era ressuspendido em 500 ul de agua de Milli Q
autoclavada. Agitava-se bem em vortex para completa diluicdo e era levado novamente
a centrifuga a 12000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante era novamente descartado e o
pellet de células ressuspendido em 500 ul de agua Milli Q autoclavada. Novamente era
centrifugado a 12000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante era desprezado e o pellet
ressuspendido em 250 ul de agua Milli Q autoclavada.

Os eppendorfs contendo a suspensdo de células bacterianas eram levados em
agua em ebulicdo a 100°C por 10 minutos para rompimento da célula bacteriana e
liberagcdo do material genético (DNA). Apds retirados da fervura eram centrifugados a
12000 rpm por 30 segundos. Do sobrenadante era retirada uma aliquota de 150 ul do
sobrenadante e transferido para um novo eppendorf onde era levado para conservagéo
em freezer a —18°C.

O sobrenadante foi utilizado na reacao de PCR para determinacao dos genes de

viruléncia (stx 1, stx 2 e eae).
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4.4. Determinacdo de Gene de Viruléncia (stx 1, stx 2 e eae)

A determinagcdo dos genes de viruléncia stx 1, stx 2 e eae foram realizados
conforme ORDEN et al. (1998) e CHINA et al. (1996), respectivamente, e a seqiiéncia
de bases, localizagdo e o tamanho dos primers especificos para a amplificacdo dos
produtos especificos stx 1 e stx 2 sdo apresentados na Tabela 1 e do eae na Tabela 2.

Os primers utilizados foram adquiridos de IDT (Integrated DNA Technologies,
Inc.). A amplificacdo do DNA bacteriano foi realizado com 50ul contendo 10ul de
amostra do sobrenadante, 150 ul de cada primer, 0,2 mM (cada) dATP, dGTP, dCTP e
dTTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM MgCl;, 50 mM KCI, e 2,5U de Amplitaq DNA
polimerase. Esta mistura foi realizada com um termociclador (Eppendorf Mastercycler) a
94°C por 2 minutos para um ciclo (desnaturac¢do) seguido de 30 ciclos de 94°C por 1
minuto (desnaturacgao), 55°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 1 minuto (extens&o).
No ultimo ciclo, a ultima fase foi realizada por um tempo maior (10 minutos) para

completa extensdo pela Amplitag DNA polimerase.

TABELA 1 — Primers usados no PCR para amplificacdo dos fragmentos especificos de

genes para stx1 e stx2.

Primer Sequéncia de oligonucleotideos |Locagéao do| Tamanho do
(5’3) gene produto da
amplificacao (pb)
stx 1a CAGTTAATGTGGTGGCGAAG 215-234 894
stx 1b CTGCTAATAGTTCTGCGCATG 1089-1109
stx 2a CTTCGGTATCCTATTCCCGG 288-307 478

stx 2b GGATGCATCTCTGGTCATTG 747-766
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TABELA 2 — Pares de primers usados neste estudo para identificacédo do gene eae.

Gene Primer e seqiiéncia Tamanho do produto do PCR
(bp)
Eae B52, AGGCTTCGTCACAGTTG 570
B53, CCATCGTCACCAGAGGA

Os produtos da amplificagcao foram visualizados através de eletroforese de 10 pul
da mistura da reacédo final da PCR em gel de agarose 1%. Os fragmentos da
amplificacdo do DNA dos tamanhos especificos foram corados com brometo de etidio e
verificados sob luz fluorescente ultra-violeta. Os marcadores moleculares foram

incluidos em cada gel ($x174 Hae lll digest).

4.5. O357 Latex Aglutinagéo

As cepas confirmadas no PCR como produtoras de shiga-toxina (stx) foram
sorotipadas para o antigeno O do sorogrupo O4s7 usando o Kit teste Oqs7 Latex
Aglutinacdo (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK), onde uma aliquota da cepa era
semeada sobre o cartédo teste e sobre este, gotas do reagente. Para leitura observa-se
a formacao de grumos de aglutinagédo como sendo resultado positivo e ndo havendo a

formacéo foi considerado resultado negativo para o sorogrupo O1s7.

4.6. Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

As cepas de E. coli isoladas eram submetidas ao Antibiograma para a

determinag&o do perfil de resisténcia bacteriano aos antimicrobianos. Foi utilizado o
método de disco difusdo conforme o NCCLS (2000).
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O Agar Miller Hinton (MHM), previamente esterilizado e resfriado a 50°C, era
distribuido em placas de Petri esterilizadas (25X12 mm) na quantidade necessaria
(cerca de 40 ml) para formar uma camada de 5 mm de espessura.

Foram utilizadas drogas de uso corrente na terapéutica veterinaria e humana
como: Acido Nalidixico (30 pg), Amicacina (30 pg), Amoxicilina (10 pg), Acido
clavulanico + Amoxicilina (30 ng), Ampicilina (10 ug), Cefalotina (30 pg), Ceftriaxona (30
ug), Ciprofloxacina (5 ng), Cotrimoxazol (25 ug), Estreptomicina (10 pg), Gentamicina
(10 ng), Tetracilina (30 nug).

Os in6culos das cepas foram preparados a partir da cultura que era reativada em
placas contendo agar LB, crescidas a 37°C/24h, e preparando uma suspensao
bacteriana com cerca de 5 colénias em tubos contendo caldo LB e levados em estufa a
37°C por cerca de 2 a 4 horas até obter o padréo 0,5 na escala de Mc Farland.

Apds o crescimento, eram homogeneizados e, com auxilio de swab o inéculo era
semeado em toda a superficie do MHM. Esperava-se a secagem da superficie e entao
os discos eram adicionados de forma equidistante e pressionados levemente sobre a
superficie do meio de cultura, com auxilio de pinga. Em seguida, as placas invertidas
eram levadas em estufas e incubadas a 37°C/18 a 24 horas.

As placas foram examinadas quanto a presencga ou auséncia de halo de inibigéo,
ao redor dos discos, e a determinagéo do didametro do halo de inibi¢cao foi efetuada com
auxilio de régua milimétrica. Os resultados foram interpretados como resistentes (R),
intermediarios (I) ou sensiveis (S), segundo NCCLS (2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas amostras de E. coli isoladas de diferentes locais
(carne moida, moedor de carne e maos dos manipuladores) do comércio varejista de
carne, para pesquisa de resisténcia antimicrobiana e genes de viruléncia, no municipio
de Taquaritinga — S.P.

Durante o trabalho foram pesquisados 23 estabelecimentos comerciais de onde
foram coletadas amostras de carne moida, swab das méos dos manipuladores e dos
moedores de carne.

Nos testes confirmativos para coliformes totais e fecais da carne moida foi
possivel constatar que o Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais foi >1100
em 9 (39,13%) amostras, sendo também encontrado igual valor para Coliforme Fecais
em 4 (17,39%) amostras. Em todos os estabelecimentos houve a presenca de
Coliformes Totais e em 12 (52,17%) estabelecimentos a presenca de Coliformes Fecais
foi maior que 3,0 (FIGURA 1).

Pela legislacdo (BRASIL, 2001) ndo é permitido apenas a presenca de
Salmonella sp em 25g de amostra de carne moida analisada. Para as demais classes
microbianas n&o ha referéncia quanto a quantidade permitida.

A presenca de bactérias do grupo coliformes totais indica que as amostras
sofreram contaminagdo de origem ambiental, bem como a constatacdo de coliformes
fecais na carne moida aponta para possiveis falhas que possam ter ocorrido desde o
abate, manipulacdo e armazenamento da mesma mostrando as caracteristicas
higiénico-sanitarias inadequadas pela qual possa ter passado até o final de sua cadeia
no comeércio varejista do referido produto.

REINDERS et al. (2001) demonstraram que a aplicagdo de Boas Praticas de
Manipulacao diminui a contaminagédo de carcagas bovinas pelas fezes durante o abate.
Assim também HEUVELINK et al. (2001) verificaram que a aplicacao de programas no
controle de qualidade durante o abate leva a diminuicdo da contaminacao das carcagas
sendo um importante passo para diminuir a incidéncia de doencgas veiculadas por

alimentos.
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O indice elevado de coliformes totais das carnes pode estar relacionada a
contaminagdo durante o manuseio, a limpeza de superficie de contato e/ou utilizagao

inadequada dos saneantes, desde o abate ao varejo, além da contaminag&o por
manipuladores.

NMP de Coliformes Totais e Coliformes Fecais por grama de Carne Moida
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O coliformes totais

M coliformes fecais

Quantidade de amostra
(o]

<0,3

NMP/g

FIGURA 1 - Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por grama de
Carne Moida de um total de 23 estabelecimentos comerciais no municipio
de Taquaritinga — S.P., no periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005
(valores correspondentes no QUADRO 2 do APENDICE).

A analise microbiologica de alimentos € uma ferramenta util para elucidar duvidas

relacionadas a possiveis veiculos de contaminacao e o agente etiologico que possa se
encontrado.
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No que se refere a carne, no momento da coleta das amostras foi possivel
constatar em alguns estabelecimentos que a mesma ja estava moida (14
estabelecimentos — 60,87%) e mantida em vitrines, sendo que pela legislacdo (SAO
PAULO, 1978) tal fato é proibido e a carne deve ser moida somente a pedido do
consumidor para evitar qualquer risco de proliferagdo bacteriana devido ao aumento da
superficie de contato da carne com o ambiente.

OLIVEIRA et al. (1999) constatou a presenga de coliformes fecais em
hamburguer de frango, o que demonstra um produto que passa por varias fases de
manipulacdo podendo ocorrer a falha em algum ponto da cadeia produtiva.

A ocorréncia de coliforme fecal € indicadora de contaminagdo por fezes de
animais de sangue quente e humanos, e da possibilidade da presenca de bactérias
patogénicas, que tem seu habitat no trato intestinal. Segundo a RDC 12 de 2001
(BRASIL, 2001), a denominagéo “coliformes a 45°C” & equivalente a coliformes fecais e
coliformes termotolerantes, sendo capazes de fermentar a lactose a 44-45°C (+ 0,2°C)
em 24h, compreendendo o género Escherichia.

Das maos dos manipuladores foi constatado o NMP de Coliformes Totais >1100
em 5 (21,74%) amostras e em 1 (4,34%) amostra para Coliformes Fecais. Sendo que
foram encontradas contagens de Coliformes Fecais das maos dos manipuladores em
10 (43,48%) estabelecimentos (FIGURA 2).

A presenca de coliformes fecais nas maos dos manipuladores € uma indicagcao
de higienizagao incorreta representando um papel importante na cadeia epidemioldgica
das toxinfec¢des alimentares, pois este pode estar transferindo o agente para diversos
alimentos e contaminando maquinarios. Neste trabalho foi constatada a presenca de E.
coli isoladas das mé&os de 3 manipuladores (13,04%) nos 23 estabelecimentos
comerciais. MAINIL et al. (1999) ao analisarem amostras de E. coli puderam notar que
as provenientes de bovinos, suinos e humanos poderiam pertencer ao mesmo sorotipo

carreando genes de viruléncia.
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NMP de Coliforme Totais e Fecais por swab das mé&os dos
manipuladores
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FIGURA 2 - Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por swab das
maos dos manipuladores de um total de 23 estabelecimentos comerciais
no municipio de Taquaritinga - S.P., no periodo de marco de 2004 a
janeiro de 2005 (valores correspondentes no QUADRO 3 do APENDICE).

Dos moedores de carne foi constatado NMP de Coliformes Totais > 1100 em 8
(34,78%) amostras e em 1 para o mesmo NMP de Coliformes Fecais (Figura 3).

Nos moedores de carne foram encontrados Coliformes Totais em 21 (91,30%)
estabelecimentos e Coliformes Fecais em 12 (52,17%) estabelecimentos, sendo estes
numeros elevados o que é uma preocupante demonstrando falhas na higienizacao do
moedor de carne. Deste modo ele seria uma via de transmissao no comércio varejista,
pois toda carne que por ele passar podera estar sendo contaminada. Como a coleta de
amostra de moedor foi realizada passando o swab antes de moer a carne, aponta-se
para o fato de higiene incorreta havendo a possibilidade de formag¢ao de um biofilme no
local, com retencdo de matéria organica devido peculiaridades pela dificuldade de

limpeza e higienizagcdo do maquinario.
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Aparentemente alguns maquinarios estavam limpos, mas pelos resultados
apontados podemos verificar que a desinfeccdo dos mesmos n&o era realizada de
maneira correta ou suficiente para eliminar os microrganismos patogénicos. ASLAM et
al. (2004) observaram que em abatedouro o isolamento de E. coli dos equipamentos e
instalagcbes € grande favorecendo a transmisséo para a carne, chamando atencao para

o fato da contaminagéo cruzada.

NMP de Coliformes Totais e Fecais por swab de Moedor de Carne
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FIGURA 3 — Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por swab do
moedor de carne de um total de 23 estabelecimentos comerciais no
municipio de Taquaritinga — S.P., no periodo de margo de 2004 a janeiro
de 2005 (valores correspondentes no QUADRO 4 do APENDICE).

De todos os estabelecimentos onde foram realizadas as coletas 14 (60,87%)
continham E. coli. A contaminagcao com E. coli variou conforme o local da coleta, no
total foram isoladas 287 cepas, sendo 91 (31,71%) isoladas de carne moida, 42

(14,63%) das maos dos manipuladores e 154 (53,66%) dos moedores de carne,
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sinalizando para o fato do produto funcionar como veiculo de transferéncia desses
patégenos para o consumidor. BLANCO et al. (2004) demonstraram que os bovinos sédo
importantes reservatérios de E. coli para humanos ao analisarem a cadeia produtiva da
carne e encontrarem a presenca desta bactéria nas fezes bovina, carne moida e
hamburguer.

Esse microrganismo é comensal do trato gastrointestinal do homem e animais
sendo amplamente disseminado. A grande maioria das cepas dessa bactéria ndo é
patogénica, mas algumas como E. coli enteropatogénica, E coli enterohemorragica, E.
coli enterotoxigénica e E. coli enteroinvasiva, apresentam diferentes graus de
patogenicidade, podendo causar graves doengas no homem (GERMANO &
GERMANO, 2003). A carne pode ser contaminada por ocasiao do abate ao entrar em
contato com pélos, pele, cascos, conteudo do estomago e visceras, equipamentos e
utensilios, além das méos e vestuario de funcionarios e agua contaminada.

A constatacdo de E. coli na carne moida aponta para possiveis falhas que
possam ter ocorrido desde o abate, manipulacdo e armazenamento da mesma
mostrando as caracteristicas higiénico-sanitarias inadequadas pela qual possa ter
passado até o final de sua cadeia no comércio varejista do referido produto, sendo esta
um indicador sanitario. Devido sua patogenicidade podera ser a causa de toxinfecgbes
alimentares.

De todos os estabelecimentos onde foram realizadas as coletas das amostras
de carne moida, foram isoladas Escherichia coli de 11 estabelecimentos (47,83%)
sinalizando para o fato da carne moida funcionar como veiculo de transferéncia desses
patégenos para o consumidor. Destes 11 (47,83%) estabelecimentos foi possivel
observar que apenas em 4 (17,39%) foi isolado o patégeno somente da carne, pois em
5 (21,74%) deles houve o isolamento do moedor de carne e em 2 (8,70%) deles o
isolamento ocorreu nos 3 pontos de coleta (carne moida, méos do manipulador e do
moedor de carne) (TABELA 3), demonstrando que a carne é um importante reservatério

de E. coli.
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TABELA 3 — Quantidade de estabelecimentos comerciais onde houve isolamento de E.

coli no municipio de Taquaritinga — SP, no periodo de margo de 2004 e

janeiro de 2005.
Ponto de coleta no Quantidade de Porcentagem (%)
estabelecimento estabelecimentos
Carne moida 4 17,39
Méaos dos manipuladores 1 4,34
Moedor de carne 2 8,70
Carne + moedor de carne 5 21,74
Carne + ma&os dos 2 8,70
manipuladores + moedor de
carne
Nenhum isolamento 9 39,13
Total 23 100

Essa freqiéncia de isolamento torna-se preocupante pelo fato do consumidor
usar este produto em sua alimentagéo e na constituicdo de outros produtos como quibe,
onde esta carne é utilizada sem nenhuma preparagdo que assegure a eliminagéo do
agente da carne. NASCIMENTO et al. (2002) estudando amostras de quibe cru
observaram o isolamento de E. coliem 11,1% das amostras.

O indice de 14,63% de E. coli das maos dos manipuladores € um importante
indicador para avaliar a situacdo grave de higiene, pois o simples fato de haver a
presenca de coliforme fecal (43,48%) ja &€ uma preocupacdo, pois este sendo
patogénico pode ser transmitido a carne.

A presengca de E. coli nas méos dos manipuladores é uma indicagdo de
higienizagdo incorreta representando um papel importante na cadeia epidemioldgica
das toxinfec¢des alimentares, pois este pode estar transferindo o agente para diversos
alimentos e contaminando maquinarios. Sua presenca foi encontrada em 3 (13,04%)

estabelecimentos comerciais, onde em 1 houve sua constatagdo somente nas méos do
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manipulador e nos outros 2 estabelecimentos foi constatada nos 3 pontos de coleta
(TABELA 3).

MAINIL et al. (1999) ao analisarem amostras de E. coli puderam notar que as
provenientes de bovinos, suinos e humanos poderiam pertencer ao mesmo sorotipo
carreando genes de viruléncia, mostrando assim o homem como um importante elo na
cadeia epidemiolégica onde poderia estar contaminando o alimento, sendo uma fonte
de contaminagdo ou mesmo servindo como veiculo para o mesmo e levando ao
desenvolvimento de enfermidades como colites hemorragicas ou sindrome urémica
hemolitica, sendo causa de faléncia renal em humanos (BRETT et al., 2003, KHAN et
al., 2002, RUIZ et al., 2002). JOHNSON et al. (2005) mostraram que ha uma fracdo de
E. coli extraintestinal envolvidas em contaminagdo alimentar e resisténcia
antimicrobiana havendo a possibilidade deste agente ser de origem extraintetinal
proveniente de humano e ndo somente devido a contaminacao fecal da carne durante o
abate.

Foram isoladas E. coli do moedor de 9 estabelecimentos, onde em 2
estabelecimentos houve o isolamento do agente somente do moedor, em 2 o
isolamento dos 3 pontos de coleta e em 5 houve o isolamento também da carne
(TABELA 3). Estes numeros s&o preocupantes, pois demonstram possiveis falhas que
estdo ocorrendo na higienizagdo do equipamento. Deste modo ele seria uma fonte de
infeccdo no comércio varejista, pois toda carne que por ele passar podera estar sendo
contaminada. ASLAM et al. (2004) observaram que em abatedouro o isolamento de E.
coli dos equipamentos e instalagdes é grande e favorecem a transmisséo a carne,
chamando atenc¢ao para o fato da contaminagao cruzada.

Neste trabalho podemos verificar que a carne moida e o moedor de carne
participam como os principais disseminadores do patdégeno neste tipo de comércio
mantendo o agente no ambiente. Estes achados sugerem um produto processado em
condigbes higiénico-sanitarias inadequadas, podendo esta contaminacgéo ser atribuida
as condicoes de higiene extremamente deficitarias dos locais de abate favorecendo

contaminagdes cruzadas, assim como encontrado por RICHARDS et al. (1998).
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Durante as diferentes etapas de processamento, desde o abate até o comércio
varejista, a qualidade microbioldgica da carne, a higiene de utensilios e equipamentos e
dos manipuladores s&o pontos importantes para a seguranca microbiolégica do
alimento que sera entregue ao consumidor (ASLAM et al., 2004, REINDERS et al.,
2001, LAGAGGIO et al., 2002).

O préprio animal € uma fonte de contaminagdo importante de microrganismos
onde podem estar nas fezes, couro, casco contaminando a carne (McEVOY et al.,
2003). Pelos resultados encontrados neste trabalho verificamos que, apesar da carne
estar aparentemente sem alterac¢des, o elevado numero de microrganismos (287 cepas)
indica que houve condigbes favoraveis para a multiplicacdo microbiana, provavelmente
devido inadequacédo das condi¢gdes do bindmio tempo/temperatura. Também sé&o
indicacdes de contaminagao por poeira, ambiente e manipulagdo desde o abate, etapa
em que se inicia a contaminag&o por microrganismos, até sua manipulacao final.

Conforme HEUVELINK et al. (2001), o controle da contaminagdo fecal da
carcaga durante o abate como praticas higiénicas e exclusdo de animais sujos na linha
de producédo, sao importantes na diminuicdo da incidéncia de patbgenos de origem
alimentar associado a carne.

Constatou-se a auséncia de contaminagdo por E. coli em qualquer ponto de
coleta em 9 estabelecimentos (TABELA 3).

Na prova de atividade antimicrobiana o maior indice de resisténcia foi frente a
tetraciclina. Os resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana (TABELA 4)
mostraram um alto nivel de resisténcia a tetraciclina, cefalotina, amoxicilina e
estreptomicina. Em geral, estes achados estdo em conformidade com dados de outros
estudos os quais tém demonstrado que tal resisténcia € comum entre amostras isoladas
de alimentos de origem animal e carne (SAENZ et al., 2001; SCHROEDER et al., 2003).
Resultado semelhante foi obtido por WHITE et al. (2000) ao estudarem E. coli
proveniente de bovinos com diarréia onde suas amostras mostraram alta resisténcia
(100%) frente a tetraciclina e estreptomicina podendo esta resisténcia serem
transferidas via plasmidios em nivel intestinal para a microbiota normal existente ou

mesmo contaminando a carne durante o abate e assim até o consumidor. KHAN et al.



52

(2002) puderam observar multirresisténcia de E. coli isoladas de humanos, bovinos e

carne.

TABELA 4 — Perfil de susceptibilidade antimicrobiana apresentado por 287 cepas de E.
coli isoladas de carne moida, moedor de carne e maos dos manipuladores
de carne em 23 estabelecimentos comerciais no municipio de

Taquaritinga — SP, no periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Cepas

Antimicrobianos S*(%) R(%)
Tetraciclina 23,4 76,6
Amoxicilina 35,9 64,1
Cefalotina 41,2 58,8
Estreptomicina 48,8 51,2
Acido nalidixico 68,7 31,3
Ampicilina 76,4 23,6
Amicacina 83,4 16,3
Ciprofloxacina 84,7 15,3
Cotrimoxazol 87,8 12,2
Gentamicina 90,3 9,7

Ceftriaxona 92,7 7,3

Amoxicilina+ acido clavulanico 96,6 3,4

Obs: O nivel intermediario foi somado ao resistente.
*S - Sensivel

R - Resistente

Esta resisténcia apresentada pode ser transferida através de plasmideos a
outros patdégenos ou mesmo quando ingeridos transferi-los para a microbiota intestinal,
sendo preocupante, pois estes mesmo poderiam estar envolvidos em enfermidades e ja

apresentar resisténcia antimicrobiana as drogas utilizadas.
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A resisténcia antimicrobiana pode ser devida ao uso abusivo em animais nao
somente na terapéutica veterinaria, mas também como uma maneira preventiva do
desenvolvimento de enfermidades.

Foram encontrados também elevados indices de resisténcia, acima de 50%, para
tetraciclina (76.6%), amoxicilina (64.1%), cefalotina (58.8%) e estreptomicina (51.2%).

A resisténcia para mais de 3 drogas foi encontrada em 67% dos isolados e 22%
foram resistentes a mais de 6 antimicrobianos.

Dos 12 antimicrobianos analisados foram obtidos altos indices de agdo em
analise in vitro para Escherichia coli, a associagdo Acido clavulanico + Amoxicilina
(96,6%) seguida por ceftriaxona (92,7%), gentamicina (90,3%) conforme Tabela 4. Foi
possivel observar que das 287 cepas de E. coli analisadas para atividade

antimicrobiana 30 (10,45%) foram sensiveis a todas as drogas utilizadas.
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FIGURA 4 — Comportamento de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos
testados, isoladas de estabelecimentos comerciais no municipio de

Taquaritinga — S.P., no periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005.
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DONTOROU et al. (2003) observaram grande sensibilidade das amostras as
quais eram sensiveis aos 8 antimicrobianos testados.

A quantidade de cepas de E. coli isoladas (287), aliada ao carater de resisténcia
multipla a antimicrobianos (FIGURA 4), passivel de transferéncia e a possibilidade de
linhagens patogénicas, sugerem que os alimentos avaliados sao potencialmente
perigosos a saude humana e necessitam de medidas urgentes em relacao ao controle
sanitario da qualidade, sob o risco de num futuro préximo contribuir para a
disseminacao das denominadas doencgas emergentes (MARTINS et al., 2002).

Trabalhos como de JOHNSON et al. (2003 e 2005) também alertam para a
presenca de patdgenos resistentes em alimentos. Também BOU et al. (2002) alertam
para o fato de plasmideos de resisténcia serem disseminados entre diferentes cepas de
E. coli. WINOKUR et al. (2001) ao analisarem plasmideos de resisténcia em E. coli e
Salmonella isoladas de alimentos de origem animal e humano verificaram que
determinados fragmentos do material genético conservavam plasmideos idénticos
identificados nas duas espécies bacterianas sugerindo a transferéncia de resisténcia
antimicrobiana entre espécies diferentes, fato importante, pois isto poderia estar
ocorrendo em nivel intestinal ao consumir um alimento contaminado.

Na deteccado de genes stx 1 e stx 2 foram identificadas 4 cepas STEC (TABELA
5 e FIGURA 5), duas delas provenientes de um mesmo agougue, mas em pontos de
coleta diferentes, sendo uma da carne moida e outra do moedor. As outras duas foram
provenientes de locais diferentes sendo uma de carne moida e outra de moedor, mas
de estabelecimentos comerciais diferentes. Todas elas possuiam o gene stx 2.

Cepas STEC fazem parte da microbiota grastrointestinal de bovinos produzidos
para alimentacao (carne). Como sempre ha a possibilidade de transferéncia de material
fecal para a carcaga durante a matanca, existe o potencial de contaminagédo da carne
por estas bactérias (ELDER et al., 2000). Também existe a possibilidade de
contaminacgdo cruzada da carne e equipamentos durante o processamento da carne
(ASLAM et al., 2004). Ambas situacbes sao de interesse publico, pois € grande a

possibilidade de contaminag&o de carne consumida pela populagédo humana.
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TABELA 5 - STEC isoladas de estabelecimentos comerciais no municipio de

Taquaritinga — SP, no periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Origem N° de cepas N° de cepas Genotipo stx
analisadas positivas (%)
Carne moida 91 2(2,1) stx 2
Méaos de 42 0 (0.0) -
manipuladores
Moedor de carne 154 2(1,2) stx 2
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FIGURA 5 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produto de PCR para deteccao de
stx 1 e stx 2.

Canaletal — marcador de peso molecular $x174 Hae Il digest; Canaleta 2 — E. coli J2

produtora de stx 2 Departamento de Microbiologia de IB — UNICAMP, Canaleta 3 —

diluicdo 1/100; Canaleta 4 — cepa 393 (moedor de carne); Canaleta 5 — cepa 426 (carne

moida); Canaleta 6 — cepa 530 (moedor de carne); Canaleta 7 — cepa 883 (carne

moida).
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Neste estudo, todas as cepas isoladas STEC apresentaram o gene stx 2. Estes
resultados sdo consistentes com relatos anteriores do Brasil onde o gene stx 2 foi
encontrado como sendo mais prevalente do que stx 1 em isolados de bovinos (LIRA et
al., 2004; IRINO et al., 2005), também concordam com relatos da Argentina (PADOLA
et al., 2004).

A E. coli produtora de toxinas é um importante microrganismo causador de
toxinfeccao alimentar (BOPP et al., 2003, PABST et al., 2003, MAKINO et al., 2003). E.
coli Shiga toxigénica (STEC) tem sido reconhecida como agente causador de doencas
humanas severas incluindo desde diarréia leve a severa sanguinolenta (colite
hemorragica), sindrome hemolitica (HUS) e faléncia renal (PATON & PATON, 1998;
HUSSEIN & BOLLINGER, 2005).

As cepas STEC associadas frequentemente a doencgas clinicas nos Estados
Unidos e Europa é o sorotipo O4s7:H; (NATARO & KAPER, 1998; CAPRIOLI et al.,
2005). Entretanto, varios outros sorotipos sdo comumente associados com surtos
severos e, em alguns paises, sdo isolados de casos clinicos mais do que a Oqsy
(NATARO & KAPER, 1998; LAW, 2000).

No presente trabalho n&o foi detectado o sorotipo O1s57, sendo as cepas
analisadas classificadas como STEC n&o-O1s;.

Os bovinos séo considerados reservatérios primarios de STEC O157 € nd0o-O4s7
(BETTELHEIM, 2000). Infecgdes humanas severas tém sido vinculadas a presenca de
STEC em carne moida mal cozida (HUSSEIN & BOLLINGER, 2005). Durante o
processamento, a contaminagdo fecal da carcaga ou transferéncia de bactéria
encontrada no couro do animal para a carcaga pode facilitar a transmissdo de STEC
dentro da cadeia alimentar (ELDER et al., 2000; CAPRIOLLI et al., 2005). Tal fato indica
falhas higiénicas durante o processamento dos alimentos e possibilidade em potencial
de veiculagao de enteropatdgenos e o risco em potencial ao consumidor.

HUSSEIN & BOLLINGER (2005) apresentaram uma revisao sobre a presenca de
STEC em carne; os autores relataram a presenca rara de STEC n&o-O1s7 de 1,7% a
58,0% em amostras de carne obtida nas industrias de embalagem da carne e de 3,0% a

62,5% em amostras de supermercado, sendo que os EUA, Inglaterra, Canada e india
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apresentavam uma alta freqiéncia de isolamento. Neste estudo a prevaléncia de STEC
foi de 1,39%, sendo menor do que o relatado por IRINO et al., 2005.

Nenhuma cepa STEC apresentou o gene eae (intimina). Resultado semelhante
foi obtido por DOMINGUE et al. (2003) ao analisarem amostras humanas (sindrome
urémica hemolitica e colite hemorragica) e de carne, onde todas cepas foram negativas
para intimina. FRIEDRICH et al. (2003) detectaram este mesmo gene associado com
doengas em humano, como a Sindrome Urémica Hemolitica, mas estava presente
também em individuos assintomaticos. GALLAND et al. (2001), ao estudarem E. coli
O157:H7 isoladas de carne bovina, puderam verificar que 26 de seus isolados possuiam
0 gene eaeA.

O modelo de resisténcia entre as STEC isoladas esta apresentado na TABELA 6.
Um dos isolados, cepa 530, exibiu resisténcia a 7 antimicrobianos, enquanto que a cepa

426 foi sensivel a todas as drogas testadas.

TABELA 6 - Padrdo de resisténcia encontrada entre as cepas STEC isoladas de
estabelecimentos comerciais no municipio de Taquaritinga — SP, no

periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005.

Numero da Cepa Origem Resistotipos

426 Carne Nenhum *

393 Moedor de carne amox **

883 Carne nalid; cef, amox; tet

530 Moedor de carne cipro; amic; amp; nalid; cef;
amox; tet

*- susceptibilidade para todos antibiéticos testados

- resisténcia: amox-amoxicilina; nalid-acido nalidixico; cef-cefalotina; tet-

tetraciclina; cipro-ciprofoxacina; amic-amicacina; amp-ampicilina

Dois dos isolados, cepa 393 e 426, sdo provenientes do mesmo agougue, um de
carne moida e o outro de moedor de carne. Considerando seus padrdes de resisténcia

€ possivel verificar que elas sao similares, diferenciando somente pela resisténcia a um
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antimicrobiano (TABELA 6), na verdade classificada como nivel intermediario. Estudos
anteriores tém sugerido que a limpeza inadequada do moedor de carne pode resultar
na contaminacgéo da carne moida com E. coli (FARREL et al., 1998) apesar do fato que
a maioria dos regulamentos estabelece a necessidade da limpeza adequada dos
equipamentos. A contaminagdo cruzada de equipamento por E. coli durante o
processamento ja foi estudada (ASLAM et al.,, 2004). WARRINER et al (2002)
demonstraram que alguns clones de E. coli foram isolados de carcaga suina e
equipamentos durante o processamento da carcaga, comprovando a possibilidade de
contaminagé&o cruzada, o que € razdo de preocupacao, pois ha a possibilidade de
bactéria patogénica ser disseminada através do alimento para consumo humano.

A emergéncia e disseminacao de resisténcia antimicrobiana entre as cepas de E.
coli, especialmente as cepas STEC de bovinos poderia ter implicagédo clinica negativa
para humanos, pois existe o risco em potencial da transferéncia dos genes de
resisténcia para as bactérias do intestino humano, deste modo a fiscalizagdo continua
do aparecimento de resisténcia antimicrobiana entre patégenos zoonoéticos presentes
em alimentos, incluindo STEC, é necessaria para assegurar a saude publica.
Inicialmente, STEC O4s7:H; era encontrada susceptivel a muitos antimicrobianos
(SCHMIDT et al., 1998). Entretanto, estudos recentes tém documentado um aumento
da resisténcia antimicrobiana entre STEC O;s7:H; e especialmente entre STEC nao-
O157 (GALLAND et al., 2001; KHAN et al., 2002).

A respeito do baixo numero de amostras STEC isoladas neste estudo (n = 4) o
padrao de resisténcia de algumas cepas (TABELA 6) mostrou resisténcia para quatro
ou mais antibioticos, o que coincide com um relato recente de MORA et al. (2005), o
qual descreveu que entre 581 cepas STEC n&o-O4s57 analisadas, 239 (41.0%) foram
resistentes a mais de um dos antimicrobianos testados e a resisténcia multipla foi
encontrada em 92,0% destas amostras, com 71 cepas mostrando resisténcia para cinco
ou mais agentes antimicrobianos. A resisténcia antimicrobiana de bactérias em
alimentos pode servir como uma fonte de genes de resisténcia, a qual poderia ser

transferida para a microbiota intestinal humana (WINOKUR et al., 2001). Estratégias de
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controle deveriam ser introduzidas pelas autoridades veterinarias para a protecdo da
saude publica.

Medidas como capacitagdo dos manipuladores para obter no¢des quanto a
veiculacdo de enfermidades por alimentos e trabalho de conscientizagcdo quanto a
correta higienizacao de maquinario é importante, pois a peculiaridade deste quanto a
dificuldade de sua higienizag&o favorece a permanéncia do microrganismo no local e a

veiculagao deste agente pela carne que passar por este equipamento.

6. CONCLUSOES

Portanto, concluimos neste trabalho:
—> alto isolamento de E. coli do moedor de carne, carne moida, seguido pelas maos dos
manipuladores;
- elevada resisténcia frente a tetraciclina (76,6%), amoxicilina (64,1%), cefalotina
(58,8%) e estreptomicina (51,2%);
- a resisténcia multipla foi mais freqliente para trés (47 cepas), quatro (43 cepas) e
cinco (39 cepas) antimicrobianos;
-> néo foi isolada E. coli produtora de stx 1;
- foi detectado gene stx 2 em 4 cepas de STEC nao-O1s7, onde 2 foram isoladas de
carne moida e 2 de moedor de carne, sendo 2 (uma de carne e uma de moedor)
isoladas do mesmo estabelecimento comercial;
- 0 gene da intimina (eae) nao foi detectado em nenhuma cepa;
- duas cepas STEC apresentaram multirresisténcia;
-> néo foi isolada cepa de E. coli O4s;.
- a carne moida e o moedor de carne mal higienizado s&o importantes meios de

veiculagéo de E. coli no comércio varejista.
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APENDICE
MEIOS DE CULTURA
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
COMPOSICAO (g/L)
Agar bacteriologico.............ccoco.o...... 13,5
Azul de metileno........ccccooevviieiiiinnnns 0,065
EOSiNAY .o 0,4
Fosfato bibasico de potassio.............. 2,0
LactoSe........uuuuieiiiiiiiii 5,0
Peptona de gelatina.........c................ 10,0

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C

Dissolver 36g em 1 litro de agua destilada. Hidratar 10-15 minutos. Aquecer
agitando freqientemente e ferver por 1 minuto. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Distribuir 15-20 ml por placa de Petri esterilizada.

Usado como meio classico para o isolamento e diferenciacéo de enterobactérias.
Neste meio a combinag&o de eosina e azul de metileno como indicador promovem uma
diferenciagéo distinta entre as col6nias de organismos fermentadores da lactose e dos
que nao fermentam. A sacarose foi incluida no meio para detectar os membros do
grupo coliforme que fermentam este carboidrato mais rapido que a lactose. As col6nias
fermentadoras de lactose sdo negras ou possuem centros negros com periferia
transparente, ao passo que as que nao fermentam lactose ou a sacarose sao incolores.
O meio ¢ ligeiramente inibidor para organismos gram positivos.

No caso, a Escherichia coli apresenta colonias elevadas ou ligeiramente
convexas, de 2 a 3 mm de diametro. Apresentam a luz transmitida um centro negro com

borda estreita e clara e brilho metalico azul-esverdeado a luz refletida.
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Caldo Escherichia coli (Caldo EC)
COMPOSICAO (g/L)

Cloreto de sOdio.........cccuveeveereeeeenies 5,0
Fosfato bibasico de potassio............... 4.0
Fosfato monobasico de potassio......... 1,5
LactOSe...... i 5,0
Peptona de caseina...........ccccuueenne.... 20,0
Sais biliares n® 3.......ooeiiiiiiiii, 1,5

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C

Dissolver 37g em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15 minutos. Aquecer
ligeiramente, se necessario. Distribuir em tubos contendo tubos de Durhan. Esterilizar a
121°C por 15 minutos.

Este meio € recomendado pela APHA para deteccédo e contagem do numero
mais provavel (NMP) de coliformes fecais em aguas, esgotos e alimentos.

Consiste de um caldo de lactose com adicdo de 0,15% de sais biliares que
inibem o desenvolvimento da flora acompanhante dos coliformes e permite o
crescimento de Escherichia coli. Este meio tem um forte sistema de tamponamento que
controla o pH durante a fermentacéo. Pode ser incubado a 35 + 2°C para detecgéo de
coliformes ou a 45 + 0,5°C para isolamento de Escherichia coli.

A Escherichia coli apresentam excelente crescimento com formacgéo de gas.

Caldo Bile Verde Brilhante (CBVB)
COMPOSICAO (g/L)

Bile bovina..........cccccvveinnneee 20,0
Lactose...........uevvveeiniiiiininnnne 10,0
Peptona de gelatina............. 10,0
Verde brilhante....................... 0,0133

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C
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Dissolver 40g em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15 minutos. Aquecer
ligeiramente, se necessario. Distribuir em tubos contendo tubos de Durhan. Esterilizar a
121°C por 15 minutos.

Meio de cultura seletivo recomendado pela APHA para pesquisar coliformes em
aguas potaveis, de esgoto, leite, produtos lacteos e outros de importancia sanitaria.

A bile e o verde brilhante inibem o desenvolvimento da flora acompanhante dos
coliformes. A presenca de gas apds incubacédo durante 24-48h é considerada como
prova positiva para a presenca do grupo Escherichia coli — Enterobacter.

Ap6s incubagdo por 24-48h a 35 + 2°C a Escherichia coli apresenta bom

crescimento com formacéo de gas.

Caldo Lauril Sulfato de Sodio (CLSS)
COMPOSICAO (g/L)

Cloreto de sOdi0...........uuueeieiiiiiiiiiiiiinnee 5,0
Fosfato bibasico de potéassio................. 2,75
Fosfato monobasico de potassio........... 2,75
LactoSe.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiie 5,0
Lauril sulfato de sodio...........ccccceeeeennnnn 0,1
Peptona de caseina...........cccccceeee.... 20,0

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C

Dissolver 35,6g em 1 litro de agua destilada. Aquecer ligeiramente, se
necessario. Distribuir em tubos contendo tubos de Durhan. Esterilizar a 121°C por 15
minutos.

Recomendado pela APHA para a detecgéo de coliformes em agua, derivados de
leite e outros alimentos usando técnicas do numero mais provavel (NMP).

A formacéao de gas em tubos de fermentacéo, dentro de 48 + 3h de incubacgéo a
35 + 2°C, é evidencia presuntiva da presenga de microrganismos coliformes.

A Escherichia coli apresenta bom crescimento e formacao de gas.
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Agar Luria Bertani (LB)
COMPOSICAO (g/L)

Triptona........ccccoeeeiiieee, 10,0
Extrato de Levedura............... 5,0
Cloreto de sodio................... 10,0
Agua destilada.................. 1000,0mL

pH ajustado 7,0
Aquecer agitando freqientemente e ferver por 1 min. Esterilizar a 121°C por 15

minutos.

Infusdo Cérebro Coracéao (BHI)
COMPOSICAO (g/L)

Cloreto de sOdio..........cuvvvueeiiiininnnnnne. 5,0
DEXIrOSE...ccvviiieeeiieeeee e 2,0
Fosfato bibasico de sddio................... 2,5
Infus&o de cérebro e coragao........... 17,5
Peptona de carne.............ccccoveeeeennnnn. 5,0
Peptona de caseina..............ccouuee. 5,0

Dissolver 37g em 1 litro de agua destilada. Aquecer ligeiramente, se necessario.
Distribuir 5 ml por tubo 15x125mm. Esterilizar a 121°C/15min.

Apds incubacéao por 24-48h a 35 + 2°C.
Meio muito rico em nutrientes e especialmente util para a cultura e desenvolvimento de

germes delicados e dificeis.

Agar Ferro Triplice Acucar (TSI)
COMPOSICAO (g/L)

Agar bacteriolégico...........cccocuue... 13,0
Cloreto de sédio...........ccccuvuneeennnn. 5,0
DeEXIrOSe.....uviiveiiieeeiie e, 1,0

LactoSe....oeeeeeeeeeee, 10,0
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Peptona de carne............ccc......... 10,0
Peptona de caseina..................... 10,0
SacCaroSe......ccccceeeeiiiiiciieeeeeennn 10,0
Sulfato de ferro Il e aménio........... 0,2
Tiossulfato de sédio...................... 0,2
Vermelho de fenol..........ccc.c.......... 0,025

pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C

Dissolver 59,4g em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15min. Aquecer
agitando frequentemente e ferver por 1 min. Distribuir 3 ml por tubo 13x100 mm.
Esterilizar a 121°C/15min. Esfriar em posicao inclinada, de modo que o meio no fundo
do tubo alcance uma profundidade de 1,5-2,0 cm.

Meio diferencial recomendado para a identificagdo de bacilos entéricos, baseado
na fermentacéo da glicose, lactose e sacarose e na producgao de sulfeto de hidrogénio
(H2S).

Sendo E. coli o meio apresentara a superficie e o fundo amarelo.

Agar Citrato Simons
COMPOSICAO (g/L)

Agar bacteriol0gico...........ccoeeeeieiiiii 15,0
Azul de bromotimol..........cccooveiiiiiiiie 0,08
Citrato de SOdiO........cocevvviiiiiiiiiiiiee e, 2,0
Cloreto de sOdi0.......coevvvviiveiiiiiiiieieee e, 5,0
Fosfato bibasico de potassio............ccccuu...... 1,0
Fosfato monobasico de aménio.................... 1,0
Sulfato de magnésio...........ceeveveveveiiiiiieennen. 0,2

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C.
Dissolver 24,2g em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15min. Aquecer
agitando freqientemente e ferver por 1 min. Distribuir 5 ml por tubo 15x125mm.

Esterilizar a 121°C/15 min. Esfriar em posi¢ao inclinada.
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Usado para diferenciar e identificar enterobactérias, baseando-se na utilizacdo do
citrato como unica fonte de carbono.
A reacgao aparece apos incubacéo por 4 dias a 35 + 2°C. A E. coli € negativa, ndo

apresentando crescimento.

Indol

AGUA PEPTONADA

Agua destilada.................... 1000m|
Cloreto de sodio.........ccccvveeeennn.. 5g
Peptona........ccccceiiiieieennns 10-20g

Dissolver todos ingredientes em agua e distribuir em tubos.
REATIVO DE KOVACS
- 5g de paradimetilaminobenzaldeido em 75ml de alcool amilico.
- Dissolver a 60°C, 5 minutos
- Adicionar 25ml de HCI puro, densidade 1,12 (33-35%). Aparece uma cor
vermelha.
- Deixar em repouso até que a cor mude para amarelo, o que ocorre e, 6-7horas.

Estara entdo o reativo pronto para o uso.

Lisina

COMPOSICAO (g/L)
Peptona..........cco 50
Extrato de levedura................oovviiiiiiiiiiiennnen. 3,0
Dextrose. ..., 1,0
Aminoacido Lisina...........cooviiiiiieeiiiiniis 5,0
Indicador Purpura de Bromocresol............... 0,02
Agua destilada............ccocooevveeeireen 1000ml

Dissolver, distribuir em tubos de ensaio cerca de 1,5ml e autoclavar para

esterilizar.



Agar uréia

COMPOSICAO (g/L)

MEIO BASE
Peptona........ccooooiiii 1,0
Cloreto de sOdio.........ccuuvveeeeeeeiiiiiiieeee. 5,0
Fosfato monopotassico (KH2POs)............ 2,0
GlICOSE... i 1,0
o £ | P 15,0
Solucao de vermelho de fenol a 0,2%......6ml
Agua destilada..........cccooveieeeeeeeen 1000m
UREIA 40%

Ur€ia.....eeieeeeeeee e 409
Agua destilada esterilizada..................... 100ml
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Dissolver os ingredientes, com exce¢do da uréia, em 1 litro de agua destilada.

Ajustar o pH a 6,9. Autoclavar a 121°C/15min. Apds o resfriamento, adicionar

assepticamente, para cada 100ml do meio base, 5ml da solugéo Uréia 40%. Distribuir

assepticamente porgdes de cerca de 3ml em tubos de ensaio e inclina-los.

A E. coli ndo apresenta alteragdo na coloragéo.

Agar Muller Hinton (MHM)

COMPOSICAO (g/L)

Extrato de carne.................... 3,00
Caseina hidrolisada..............coooecviiieeenen.n. 17,50
Amido SOlUVEL..........uueiiiiiiiiiis 1,50

AQar 4gar........cccoocoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 17,00

Agua destilada suficiente para completar 1000 ml de meio de cultura.

Era colocado em erlenmeyer e levado para autoclavar por 15 minutos a 120° +

1°C. Apoés autoclavado, eram distribuidos cerca de 30 ml do meio em cada placa de

Petri.
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QUADRO 1 - Numero Mais Provavel (NMP) por grama ou mL, para séries de 3 tubos

com in6culos de 0,1, 0,01 e 0,001 g ou mL.

Numero de Tubos Positivos

—

0,01

0,001

NMP/g ou mL

<3,0

3,0

3,0

6,1

6,2

9,4

3,6

7,2

11

7,4

11

11

15

16

9,2

14

20

15

20

27

21

28

35

29

36

23

38

64

43

75

120

160

93

150

210

290

240
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3
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>1100

Fonte: BRASIL, 2003.

QUADRO 2 — Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por grama

de Carne Moida de um total de 23 estabelecimentos comerciais no

municipio de Taquaritinga — S.P., no periodo de marco de 2004 a janeiro

de 2005.

NMP/g

Coliformes Totais

Coliformes Fecais

>1100

9

4

1100

460

290

210

150

120

93

N =] = 2 al ] D

75

43

N

21

20

15

11

9,2

7,4

3,6

<3,0

TOTAL

23
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QUADRO 3- Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por swab das
maos dos manipuladores de 23 estabelecimentos comerciais no municipio

de Taquaritinga — S.P., no periodo de marco de 2004 a janeiro de 2005.

NMP/g Coliformes Totais Coliformes Fecais
>1100 5 1
1100 1 0
93 2 0
43 2 0
23 1 0
21 2 0
9,2 3 1
7,4 0 3
3,6 2 5
<3,0 5 13
TOTAL 23 23
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QUADRO 4- Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais por swab do

moedor de carne de 23 estabelecimentos comerciais no municipio de

Taquaritinga — S.P., no periodo de margo de 2004 a janeiro de 2005.

NMP/g Coliformes Totais Coliformes Fecais
>1100 8 1
1100 4 0
460 1 1
240 2 1
150 1 1
93 1 0
75 1 0
43 1 0
28 0 1
15 1 0
9,2 0 1
7,4 0 1
7,2 1 1
3,6 0 4
<3,0 2 11
TOTAL 23 23
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QUADRO 5- Categorias de estabelecimentos com os respectivos isolamentos de E.

coli, locais e STEC identificadas.

Estabelecimento | Atividade Apresentagdo da | Quantidade de cepas de E. coli| Cepas
carne no momento isoladas STEC
da coleta
Moida a | Ja moida | Carne Mao do Moedor
pedido |(bandeja) | moida | manipulador de
carne
1 Acougue X 3 - - -
2 Supermercado X 1 - - -
3 Supermercado X - - 1 -
4 Acougue X - - - -
5 Acougue X - - - -
6 Acougue X - - - -
7 Mercearia X - - - -
8 Mercearia X - - - -
9 Mercearia X - - - -
10 Supermercado X 1 - - -
11 Supermercado X - - - -
12 Acougue X - - - -
13 Acougue X - 10 - -
14 Acgougue X 9 25 21 1 carne
moida
1 moedor
de carne
15 Agougue X 13 - 19 1 moedor
de carne
16 Supermercado X 9 - 2 -
17 Supermercado X 5 7 33 -
18 Acougue X 1 - - -
19 Mercearia X - - 28 -
20 Supermercado X 2 - 18 -
21 Supermercado X 7 - 10 1 carne
moida
22 Mercearia X - - - -
23 Mercearia X 40 - 22 -
TOTAL 09 14 91 42 154 4
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