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PERSISTENCIA DE CEPAS DE Escherichia coli GENERICA E DE STEC
NAO-0157 EM SOLOS AGRICULTAVEIS

RESUMO- Escherichia coli de sorogrupo ndao- O157 produtora de Shiga toxina
€ reconhecida como causadora de sérias doengas em seres humanos.
Entretanto, as pesquisas relacionadas a persisténcia das STEC ndo- 0157 em
solos agricultaveis sao bastante limitadas. No presente estudo foi analisada a
sobrevivéncia de E.coli genérica, E.coli portadora do gene eae e STEC nao-
0157 portadoras do gene stx1, stx2 e eae em dois solos agricultaveis, cultura
de cana-de-agucar e pastagem em duas situagdes diferentes, solos
esterilizados por autoclavagao e solo ndo autoclavado. As linhagens de E.coli
foram inoculadas nos dois solos em ambas as situagdes em um sistema de
microcosmo, o qual foi avaliado por 60 dias. Os resultados mostraram que
todas as linhagens de E.coli foram recuperadas em menor numero nos solos
nao autoclavados do que nos solos esterilizados por autoclavagao. Também foi
verificado que as linhagens STEC nao- O157 sobreviveram por um periodo
maior do que a linhagem de E.coli genérica no solo sob pastagem nao
autoclavado, no minimo por 60 dias. N6s devemos prestar mais atencao ao
longo periodo de sobrevivéncia das linhagens STEC nao- O157 em solos de

pastagem devido ao seu alto potencial de risco ao meio ambiente.

PALAVRAS- CHAVE: Microbiota do solo, Contaminacgao, Solo de cultura de

pastagem, Solo de cultura de cana —de- agucar.



PERSISTENCE OF Escherichia coli STRAINS GENERIC AND NON- 0157
STEC IN AGRICULTURALSOIL

ABSTRACT -Shiga toxin producing Escherichia coli non- O157 serogroup has
been recognized as cause of serious diseases in human. However, research on
the persistence of STEC non- O157 in preharvest is limited. In the current study
we analysed the survival behavior of generic E.coli, E.coli carrying eae gene
and STEC non- O157 strain carrying stx1, stx2 and eae gene in two agricultural
soils, sugar cane culture and grassland in two different situations autoclaved
soil and non- autoclaved soil. The E.coli strains were inoculated in both soils in
a microcosm system which was analysed for sixty days. Results showed that all
E.coli strains were recovered in a smoller number in non- autoclaved soils than
in the autoclaved soils. Also was verified that the STEC non- O157 strains
survived longer than the generic E.coli strain in the non autoclaved grassland
soil, at least for sixty days. We should pay more attention to the STEC non-
0157 serogroup long survival in grassland soil and its potential environmental

risk.

KEYWORDS: Soil microbiota, Contamination, Grassland soil, Sugar cane

soil.



LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Latossolo Vermelho-amarelo ..............cccccooiiiiiiiiiiis 4
Figura 2. Mapa de solos da FCAV/UNESP/Jaboticabal....................... 18

Figura 3. llustracdo da medigdo da Capacidade de Campo/Capacidade de

REtENCAO A8 AQUA .......cveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
Figura 4. Sistema de miCroCOSMO...........cooviiiiiiiiieieeiieeeee e, 22
Figura 5. llustracdo método diluigdo em Série...........ccceevvviiiiiieeennennnns 23

Figura 6A. Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA
amplificados através da reagdo em cadeia da Polimerase (PCR). O
tamanho dos produtos de amplificacdo foi avaliado utilizando como

referencial o marcador de peso molecular 100pb(FERMENTAS). ... 29

Figura 6B. Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA
amplificados através da reagdo em cadeia da Polimerase (PCR). O
tamanho dos produtos de amplificacdo foi avaliado utilizando como

referencial o marcador de peso molecular 100pb(FERMENTAS) .... 30

Figura 7. Valores iniciais de unidade formadora de colbnias de bactérias

totais presente no solo de cana e pasto.........coeevvvvciiiiiieeiieeiiiinnn, 32

Figura 8. Valores médios de numero de unidades formadoras de colbénias
de Escherichia coli portadoras dos genes eae, stx1/stx2,stx1l/stx2/eae e
nao portadoras (genéricas)incubadas em microcosmos de solo de cana-

de- agucar esterilizado por autoclavacao e nao esterilizado ............ 33



Vi

Figura 9. Valores médios de numero de unidades formadoras de colbnias
de Escherichia coli portadoras dos genes eae, stx1/stx2, stx1l/stx2/eae e
nao portadoras incubadas em microcosmos de solo de pastagem

esterilizado por autoclavagao e nao esterilizado ..............ccccceeeeeen. 34

Figura 10. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli ndo portadoras de genes de viruléncia (genérica)
incubadas em microcosmos de solo de cana-de-agucar esterilizado por
autoclavacédo, cana-de-agucar nao esterilizado, solo de pastagem

esterilizado por autoclavagéao e solo de pastagem nao esterilizado . 35

Figura 11. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli portadoras do gene eae incubadas em microcosmos de
solo de cana-de-acucar esterilizado por autoclavacido, cana de agucar
nao esterilizado, solo de pastagem esterilizado por autoclavagao e solo

de pastagem nao esterilizado...........ccooeveeiiiiiiiiiiie e, 36

Figura 12. Valores médios de unidade formadora de colbénias de cepas de
Escherichia coli portadoras dos genes stx1l/stx2 incubadas em
microcosmos de solo de cana-de-agucar esterilizado por autoclavagéo,
cana-de-agucar nao esterilizado, solo de pastagem esterilizado por

autoclavacéo e solo de pastagem nao esterilizado. ............cc........... 37

Figura 13. Valores médios de unidade formadora de colénias de cepas de
Escherichia coli portadoras do gene stxl/stx2/eae incubadas em
microcosmos de solo de cana-de-agucar esterilizado por autoclavacao,
cana-de-agucar nao esterilizado, solo de pastagem esterilizado por

autoclavacao e solo de pastagem nao esterilizado ...........c.............. 38



vii

TABELA

Pagina

Tabela 1 Tratamentos utilizados no solo de cana-de-acucar esterilizado por

= (0] (o]ex F= 1 V7= To%= T TSR PPRPPPR 24

Tabela 2 Tratamentos utilizados no solo de cana-de-agucar nio esterilizado.24

Tabela 3 Tratamentos utilizados no solo de pastagem esterilizados por

AULOCIAVAGAO. .. .coeiiiceeee e 24

Tabela 4 Tratamentos utilizados no solo de pastagem néo esterilizados. ... 25

Tabela 5 Quantidade de INOCUIOD. ... ..o 25



1. INTRODUGCAO

Organismos micro e macroscoépicos habitam o solo, formando comunidades
na maioria das vezes ‘invisiveis” e que raramente sdo mencionadas, mas esses
microrganismos realizam atividades muito importantes para a manutengdo e
sobrevivéncia das comunidades vegetais e animais. Dentre as atividades de maior
importancia destaca-se: decomposi¢cdo da matéria-organica, produ¢cdo de humus,
ciclagem de nutrientes e energia, produgcdo de compostos complexos que
contribuem para agregacao do solo, controle bioldégico de pragas e doencgas,
decomposicdo de xenobidticos. A biota do solo pode ser dividida em relagdo ao
tamanho dos microrganismos em micro, meso e macrofauna. A densidade de todos
0s grupos varia muito em fungdo das caracteristicas de sobrevivéncia ao solo e

climaticas. De modo geral as bactérias representam o grupo mais numeroso.

No Brasil uma grande extensao de terras € utilizada para a cultura da cana
de acgucar e para pastagem, principalmente de rebanhos bovinos. De uma forma
geral os solos no Brasil apresentam elevada acidez, sendo esta uma caracteristica
comum nos solos acima mencionados o0s quais podem porém se diferenciarem pela

quantidade de matéria organica presente nos mesmos.

A poluicdo do solo por metais pesados ou poluentes organicos tem sido
extensivamente estudada nas Ultimas décadas. Muitos pesquisadores
demonstraram que as comunidades microbianas do solo respondem a presenca dos
metais pesados e aos poluentes organicos. Entretanto nos ultimos anos também
aumentaram os trabalhos envolvendo a biopoluicdo do solo por microrganismos
patogénicos incluindo bactérias tais como a Escherichia coli O157: H7, Salmonella

Spp e Listeria monocytogenes.

As cepas de Escherichia coli Shigatoxigénica (STEC) sao caracterizadas por
causar diarréia sanguinolenta, acometendo prevalentemente criangas e idosos em
paises desenvolvidos. Também podem causar lesdes do tipo “attaching-effacing” no

intestino grosso e nos casos mais severos, Necrose. Tornou-se notéria apos dois



grandes surtos em 1982 nos EUA, relacionados ao consumo de hamburguer mal

cozido. Estes surtos foram atribuidos a cepa O157:H7.

A E. coli O157:H7 representa um patégeno muito importante o qual
normalmente esta presente nas fezes dos animais e que tem se mostrado de alta
periculosidade para a seguranga do meio ambiente e para a saude humana devido a
sua baixa dose de células necessarias para a sua infectividade ( em torno de 10
células) e sua alta patogenicidade. Além das rotas tradicionais de transmisséo do
patogeno existe também a possibilidade de infecgdo através de produtos vegetais e
frutas contaminadas com fezes de animais. Existe um aumento das evidéncias
mostrando que o solo e o esterco animal s&o os principais agentes que transportam
a E. coli O157:H7 contaminando os vegetais, frutas e a agua. Além do sorotipo
0O157: H7, o mais importante representante da cepa STEC, nos ultimos anos tem
sido demonstrada a importancia dos sorogrupos ndo-O157 como responsaveis por

doengas em humanos.

No Brasil sdo poucos os estudos relacionados a eliminagdao de bactérias
STEC nédo-0157 presentes em solo agricolas por contaminag¢ao oriunda de fezes de
animais principalmente de vacas e porcos utilizados como esterco para a adubacéao
organica de solos utilizados para o plantio de vegetais. Assim analisar o tempo de
sobrevivéncia em solos torna-se importante devido ao risco que elas representam

para seres humanos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagao do Solo

O solo é composto por trés fases: solida (composta por particulas minerais,
raizes de plantas, populacbes de organismos macro e microscopicos e com
metabolismo ativo ou dormente e matéria organica), liquida (agua com elementos
dissolvidos) e gasosa (gases da atmosfera com diferentes proporcdes). A parte
sélida geralmente representa aproximadamente 45% do volume total, seguido do
espaco poroso (fase liquida e gasosa) que representa cerca de 50% e 5%
representado pela matéria organica. As trés fases podem variar de acordo com o
tipo de solo e as condigbes ambientais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Oliveira; Jacomine; Camargo (1992) descrevem cinco fatores de formagao do
solo que interferem direta ou indiretamente na sua estrutura: clima, relevo, seres
vivos, material de origem e tempo. Cada solo é o produto do efeito de todos os seus
fatores de formagdo. Ainda de acordo com os autores atributos morfolégicos
também devem ser levados em conta na classificacdo como: textura, cor,
consisténcia, estrutura, cerosidade, noédulos e concregbes e transicdo entre

horizontes.

Caracteristicas dos solos variam consideravelmente de um lugar para outro.
Essas variacbes estabeleceram sistemas de classificacdo em que o solo é
considerado como uma composi¢ao de grande numero de solos isolados (BRADY,
1989). As principais classes de solos encontrados no Brasil sdo: Argilosos,
Cambissolos, Latossolos, Luvissolos, Neossolos, Planossolos, Plintossolos e
Vertissolos (SILVA; SILVA; CAVALCANTI,2005). O tipo de solo utilizado no presente

trabalho esta ilustrado nas Figura 1.



Figura 1. Latossolo Vermelho-amarelo

Fonte: SILVA; SILVA; CAVALCANTE.,2005.

2.2 Bactérias do Solo

A capacidade das bactérias em se multiplicar € de extrema importancia para
os solos. Através da multiplicagdo essas bactérias conseguem ajustar rapidamente
suas atividades quanto as mudangas ambientais. Bactérias variam em seu formato,
as predominantes nos solos sdo as em forma de bastdes. No solo o numero de
bactérias é variavel, principalmente pelo fato de diversos fatores interferirem no seu

crescimento e desenvolvimento (BRADY,1989).

Os procariotos (Bactérias e Arqueias) tém a capacidade de se propagar por
quase todos os ambientes do solo, devido principalmente ao seu tamanho e sua
capacidade de desenvolverem fases de ociosidade extremamente resistentes.
(BRADY; WEIL,2013). Segundo Brady (1989), o numero de bactérias presentes no
solo é variavel devido a diversos fatores que influenciam sua multiplicagdo, na
maioria das vezes encontram-se nos horizontes de superficie pelo fato de serem

mais favoraveis as condigdes de aeragao, umidade, temperatura e alimentacgéao.



Esses microrganismos podem ser autotréficos ou heterotroficos, sendo a
maioria das bactérias do solo heterotréficas onde sua fonte energia deriva da
matéria organica. Sao responsaveis juntamente com os fungos pela degradagao
geral da matéria organica do solo. Participam de quase todas as reagdes organicas
que caracterizam um solo saudavel, as bactérias sdo responsaveis pela oxidagao do
nitrogénio, oxidagdo do enxofre e fixagdo do nitrogénio auxiliando na nutricdo das
plantas (BRADY; WEIL, 2013; BRADY, 1989).

A presenga de um microrganismo no solo é estabelecida pelas condigdes
ambientais dominantes e dos limites da sua equipagem genética. A sua
permanéncia depende da rapidez das respostas fisiologicas em relagdo as
condigdes ambientais. Alguns microrganismos conseguem sobreviver em condigdes
de salinidade, pressdo, pH e temperaturas extremas. A capacidade de adaptacao
dos microrganismos faz com que limitacbes fisicas (aeragdo, agua, adesao,
porosidade,...) e limitagdes quimicas (disponibilidade de nutrientes, toxicidade,...)
sejam ultrapassadas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

2.3 Microcosmos

Os ecossistemas ao ar livre sdo muito complexos e dificeis de serem
delimitados, os meios cientificos de experiéncia e controle ficam cada vez mais
dificeis de serem estudados, com isso muitas pesquisas estdo sendo realizadas
dentro do proprio laboratorio em sistemas denominados microcosmos, onde as
condicbes de campo com limites definidos e cuja manipulagao e repeticao pode ser

feita da maneira que se deseja (ODUM,2001).

Microcosmos ou pequenos mundos autocontidos, sejam em garrafas ou
outros recipientes podem simular em versdo miniatura a natureza dos ecossistemas,
esses recipientes recebem o nome de microecossistema e utiliza o macrosistema (o
mundo natural) como base de referéncia. Dois tipos de microcosmos de laboratério

podem ser diferenciados: 1.microecossistema derivados diretamente da natureza



por semeadura multipla de meios de cultura com amostras ambientais; 2.sistemas
construidos adicionando-se espécies de culturas puras ou nao contaminadas até
que se obtenha as combinagdes desejadas. O primeiro sistema representa a
natureza simplificada para organismos que sobrevivem por longos periodos no limite
dos recipientes, do ambiente de luz e temperatura imposto (ODUM; BARRET, 2007).
No segundo sistema adicionando componentes previamente isolados e estudados,
tem se o estudo da interacdo entre as espécies (ODUM, 2001). O sistema
microcosmos pode sugerir hipoteses e mecanismos que podem ser testados em

manipulagdes de campo a longos prazos (KREBS, 2009).

2.4 Escherichia coli

A Enterocacteriaceae é a mais importante familia bacteriana. As
enterobacteriaceas sdo microrganismos anaerdbios facultativos, bacilos Gram-
negativos, apresentam membrana citoplasmatica, espago periplasmico,
peptidoglicano e membrana externa. Sua grande maioria possui filamento flagelar e
estrutura capsular conhecidas como antigenos K. Sua membrana externa contém
lioipolissacarideos (LPS), porinas e diferentes tipos de fimbrias. Dentre as espécies,

a Escherichia coli € umas das mais importantes (TRABULSI et al.,2004).

A E.coli € um microrganismo pertencente a microbiota da maioria dos animais
e do ser humano. Habitam tipicamente o trato gastrointestinal desde as primeiras
horas de vida do recém nascido estabelecendo com seu hospedeiro uma relagcéo de
beneficios mutuos, como a sintetizagdo de vitamina B e K. A E.coli permanece
inofensivamente confinada na luz do intestino grosso, entretanto pode vir a causar
infeccdo quando o hospedeiro estiver debilitado, imunossuprimido ou quando as
barreiras gastrointestinais forem violadas (NATARO; KAPER, 1998).

As estirpes de E.coli sdo distribuidas em trés grupos: comensais, patogénicas
intestinais ou diarreiogénicas (DEC) e patogénicas extraintestinais (EXPEC) essa

classificagdo varia de acordo com o seu conjunto de genes de viruléncia e



propriedades clinicas. (RUSSO; JOHNSON, 2000). As estirpes diarreiogénicas
(DEC) sao subdivididas em seis categorias: E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enteroinvasora (EIEC), E.coli enteroagregativa (EAEC), E.coli enterotoxigénica
(ETEC), E.coli difusamente aderente (DAEC), E.coli enterohemorragiga (EHEC) ou
E.coli produtora de toxina Shiga (STEC) (NATARO; KAPER,1998). Segundo Kaper;
Nataro;Mobley (2004) as estirpes EPEC, ETEC e EHEC ou STEC além dos seres

humanos podem também causar doengas em animais.

2.5 Escherichia coli no Solo

A E.coli € uma bactéria naturalmente presente em todos os animais de
sangue quente, incluindo humanos e quando liberada no ambiente através de
material fecal se torna um indicador de contaminagao fecal, método muito utilizado
para verificagdo de contaminantes nas aguas. Acreditava-se que a E.coli ndo
sobrevivia fora do seu habitat primario, entretanto estudos mostram a E.coli
crescendo em diferentes habitats como agua, sedimentos e solo (ISHII;
SADOWSKY, 2008).

A preocupagdao com o ambiente e os recursos hidricos € uma constante,
principalmente com a contaminacgéo dos recursos hidricos pelo escoamento de terra
adubada com residuos de animais. Um componente fundamental na avaliagao e
gestdo dos riscos de contaminagdo da agua potavel a partir da poluicéo fecal é a
avaliagao da persisténcia ambiental de bactérias indicadoras. Varios trabalhos que
avaliaram a presenca de E.coli, verificaram a persisténcia em diversos ambiente
como: agua salgada e doce, sedimentos aquaticos, solos e adubo armanezado.
(TOPP et al., 2003).

Os patdgenos zoondticos provenientes do esterco podem invadir o solo
através da irrigagdo com agua de esgoto, contaminagéao através de agua de chuva
em areas de estoque de fezes de animais e através da aplicagao de esterco (fezes)
de animais nos campos de plantagées (BRADFORD et al., 2013).



Estudos vém salientando a capacidade da E.coli sobreviver por longos
periodos de tempo no meio ambiente tornando capaz de se replicar em agua, algas
e solos. No solo a E.coli enfrenta muitas adversidades no ambiente como altas e
baixas temperaturas, salinidade, umidade limitada, baixo teor de matéria organica,
radiagcédo solar e predacgéo (ISHII; SADOWSKY, 2008). Ainda segundo os autores a
adicao de nutrientes como o estrume aumentou muito a concentracao de E.coli no
solo. Depois de liberado no solo através dos excrementos dos animais a grande
maioria das bactérias presentes morre devido a baixa quantidade de nutrientes e
outros fatores ambientais. Entretanto algumas conseguem sobreviver e se ligam ao
solo. Essas cepas de E.coli podem crescer e manter sua populagéo tempo suficiente
para se adaptar ou “naturalizar” no ambiente e dessa maneira se reintroduz no

hospedeiro através da agua e de alimentos contaminados.

2.6 Escherichia coli Produtora de Toxina Shiga Like (STEC)

As Escherichia coli produtoras de Shigatoxina se diferem de outras
Escherichia coli pela produ¢cdo de um ou dois tipos de toxinas denominadas de
toxina Shiga que tem seu mecanismo de agao envolvendo a inibicdo da sintese
protéica nas células alvo (PATON; PATON, 1998). As Shiga toxinas (Stx) pertencem
a uma familia de proteinas ribossomo-inativas encontradas em algumas bactérias
(KUHNERT; BOERLIN; FREY., 2000).

O gene que codifica a toxina € o gene stx, esse gene se localiza no genoma
dos bacteriofagos ligando-se ao cromossomo da célula hospedeira. A participagcao
dos genes no bacteriéfago permite ndo apenas a capacidade de disseminagao entre
diferentes cepas, mas possibilita ainda a presenca de duas toxinas na mesma
bactéria (GOBIUS et al., 2003; FURST et al., 2000).

Inicialmente distinguia-se das demais cepas de E.coli pelo sorotipo
(O157:H7), mas logo outra caracteristica tornou-se fundamental em sua

classificagdo: a produgéo de uma toxina semelhante a toxina produzida pela Shigella



dysenteriae, a shiga-like toxina, também denominada verotoxina. Em Shigella, o
gene que codifica tal toxina &€ cromossémico, enquanto que na STEC ele pode ser
transmitido por bacteriéfagos (ROBINS-BROWNE ; HARTLAND, 2002) .

Paton e Paton. (1998) descreveram a existéncia de dois grupos principais
desta toxina: Stx1 (VT 1) e Stx 2 (VT 2). Curiosamente as células epiteliais do
intestino humano s&o parcialmente resistentes a agao citotdéxica de Stx, entretanto a
toxina € capaz de atravessar o epitélio intestinal e alcangar células do epitélio de
vasos que suprem o intestino, o rim, pancreas e outras visceras como cérebro e
coracao. A série de eventos a partir desta lesdo vascular pode resultar em
coagulacao intravascular, que por sua vez resulta em trombocitopenia, micro
angiopatia, anemia hemolitica com hemdlise e consequente faléncia renal,
caracterizando a sindrome classica da HUS (sindrome hemolitica urémica)
(ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002).

Melton-Celsa e O’ Brien. (1998) descrevem que a Escherichia coli produtora
de Shiga toxina podem produzir duas toxinas a Stx1 e a Stx2. A E.coli STEC pode
produzir Stx1, Stx2 ou ambas. Essas toxinas sio diferentes na sequéncia de
aminoacidos da subunidade B, que dessa forma altera a afinidade pelo receptor

celular. As toxinas Shiga possuem algumas caracteristicas:

- 0 modo de acao consiste na inibicdo da sintese protéica em células eucaridtica;
- o0 receptor na célula eucaridtica é o glicolipideo Gbs ou Gby;

-a estrutura da proteina é constituida de um polipeptidio A e cinco polipeptidios B;
- citotoxica para células Vero, Hela e células endoteliais;

- 0s aminoacidos idénticos entre Stx1 e Stx2 sdo de cerca de 55%;

- Stx1 e Stx2 nao apresentam reacgao cruzada;

- Stx2 é mais toxica para as células endoteliais microvascular renal humana do que
a Stx1.
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Scheutz et al., 2012, descrevem que existem duas classes de toxina shiga,
Stx1 e Stx2, e sete subtipos da toxina Stx2, sendo estes mais comumente
associados com quadros de doengas graves. As Shigatoxinas podem atuar também
nos enterdcitos, a Stx2 é mais frequentemente associada a doengas graves em
relacdo a toxina Stx1. Dentre os sorogrupos de STEC os sorogrupos 026, 0103,
0111, 0145 e O157 sdo os mais associados a doengas (SCHMIDT, 2010).

2.7 Escherichia coli STEC no Solo

Bovinos e pequenos ruminantes sao considerados os principais reservatorios
naturais de cepas STEC que acometem humanos (BETTELHEIM, 2003). A
transmissdo ocorre por alimentos contaminados, como carne, leite, queijos n&o
pasteurizados, agua, contato pessoal ou pode ser transmitida por animais (CLARKE,
2001).

Descri¢des sobre a sobrevivéncia de E.coli O157:H7 no solo ou em ambientes
relacionados ao solo (esterco) variam de dias a mais de 1 ano (ISLAM et al, 2004;
VAN ELSAS et al, 2011; YAO et al, 2013). O desaparecimento da E. coli O157:H7
no solo pode ser afetado por fatores bidticos ou abiodticos (VAN ELSAS et al, 2011;
BRADFORD et al, 2013; YAO et al, 2013). Entre os fatores bidticos foi demonstrado
que as comunidades microbianas do solo especialmente as bactérias e os fungos
exercem um importante papel na sobrevivéncia da E. coli O157:H7 (YAO et al, 2013)
. Um declinio na diversidade microbiana coincide com um aumento da sobrevivéncia
das células invasoras de E. coli O157:H7 (SEMENOV et al, 2008).

Segundo Van Elsas et al. (2012) existe uma correlagdo negativa entre a
diversidade da microbiota do solo e a sobrevivéncia do microrganismo invasor.
Segundo os autores existe uma diminuigdo da habilidade de competitividade do
microrganismo invasor em relagdo a comunidades microbianas do solo com alta
diversidade e elevado numero de células. Conforme os autores avaliaram apos 3, 30

e 60 dias depois da invasdo a inclinacdo das curvas de sobrevivéncia da E.coli
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O157:H7 se tornam progressivamente mais acentuadas, indicando que a
diversidade da populacao pertencente a microbiota do solo exerce o seu efeito na
diminuicdo da sobrevivéncia da célula invasora (0O157:H7) na porcao terminal do
experimento em torno do dia 60 apds a inoculagdo da célula invasora. Segundo os
mesmos autores esta sobrevivéncia se torna particularmente afetada em fungao da
presenga no solo, em grande numero das actinobactérias as quais apresentam a
capacidade de produzir metabolitos secundarios que regulam o crescimento das
diferentes bactérias encontradas no ecossistema do solo, este importante papel das
actinobactérias também foi abordado por Kim et al. (2011);Yao et al. (2014)
verificaram que outras bactérias Gram negativas tais como Bacteroides,
Gammaproteobactérias, Firmicutes e Proteobactérias também suprimem a

sobrevivéncia de uma E.coli invasora O157:H7 quando inoculada no solo.

Outros autores tém levantado o papel dos fatores abidticos sobre a
sobrevivéncia de uma E.coli O157:H7 inoculada no solo, neste sentido Zhang et al.
(2013) examinaram a sobrevivéncia desta E. coli em 12 solos de regides distintas na
China . Os resultados obtidos mostraram que existe uma nitida diferenca na
sobrevivéncia de E.coli O157:H7 quando inoculada em solo acido e solo neutro. Em
solo acido a E.coli O157:H7 nao foi mais detectada apds 7 dias da inoculagdo e em
solo neutro foi verificado que o decaimento da sobrevivéncia da E.coli O157:H7 foi
muito mais lento e a bactéria pode sobreviver por 38 dias. Wang et al. (2014)
confirmaram estes resultados e verificaram que se o solo é ligeiramente alcalino com
pH entre 8,4 e 8,6 esta sobrevivéncia pode ser estendida por 25 dias e a presenga
de lodo no solo tem um efeito benéfico para esta sobrevida do patdégeno invasor a
E.coli O157:H7.

2.8 Escherichia coli STEC em Humanos

A relagéo entre o homem e o patdgeno € muito importante, estes patégenos
estdo entre os principais agentes de infeccbes em diversos paises. A relagdo com os

animais é de extrema importancia ao homem nao somente pelas perdas
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econbmicas, mas também pelo fato desses animais serem um vasto reservatério de
patogenos humanos, (TRABULSI et al,2004).

A E.coli O157:H7 tem sido descrita como uma produtora de toxina Shiga-like,
com capacidade de producao das toxinas Stx1 e Stx2, sendo considerada o principal
patdgeno entre as STEC nos Estados Unidos e Europa. Entretanto estudos recentes
(MATHUSA et al, 2010) tém reconhecido uma importéncia crescente dos sorotipos
ndo-0157 incluindo 026, 045, 091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0121 e 0145 entre
as linhagens STEC ligadas a doengas humanas severas que se manifestam nos
Estados Unidos, Europa e partes da América latina. Neste sentido € digno de nota
que no Brasil a maioria das infecgbes por STEC tem sido associada a linhagens
nao-0157 (IRINO et al, 2007).

Os sintomas clinicos causados por infeccdo por STEC n&o-O157 podem ser
similares aqueles da STEC 0157 na indugdo de doencgas. Linhagens STEC
pertencentes aos sorogrupos nao-0O157 tem sido incriminadas em surtos em grande
escala ou em infecgbes esporadicas através do consumo de produtos frescos (CDC,
2010). Recentemente uma linhagem STEC n&o-0O157, a E.coli O104:H2 foi
incriminada como a causadora de um grande surto de infecgdo provocada por
alimento fresco (vegetal) na Alemanha (BEUTIN ; MARTIN, 2012), sendo que
durante este surto ocorreram mais de 4000 internagbes hospitalares incluindo 50
mortes (LAING et al, 2012).

Estudos recentes descrevem que a maioria das STEC 0157 e 026 (contendo
os genes stx, eae e EHEC-hlyA), provenientes de gado de corte, eram patogénicas
para os seres humanos (SASAKI et al., 2011). A contaminagdo da carne pelo
patdgeno pode acontecer por diversas formas, como: na remogao da pele do animal
as bactérias podem ser transferidas para a carcaga e posteriormente contaminarem
a carne através das facas utilizadas, dos equipamentos e mao de manipuladores
contaminados (THOMAS et al., 2012).

Segundo Gould et al (2013) apdés analise de dados clinicos disponiveis
verificou que as infec¢gdes com STEC O 157 geralmente causam uma doenga mais
intensa do que aquelas produzidas por STEC n&o-0157, assim pacientes com
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infeccdo por STEC n&o-O157 foram menos hospitalizados (14%) do que aqueles
infectados com O157 (43%).

Pelo acima exposto esta claro que ambas as STECs 0157 e n&ao-0O157
podem causar serias doengas na espécie humana através do consumo de vegetais
e frutas frescas contaminadas com esta bactéria (VAN ELSAS et al, 2011), portanto
estudos sdo necessarios para um melhor entendimento dos fatores que favorecem
ou dificultam a sobrevivéncia das STEC no solo das fazendas de produgédo agricola.
A contaminacdo destes produtos no campo pode ocorrer de diferentes maneiras
uma vez que agua, sedimentos e solo sdo os principais reservatérios no meio
ambiente das STEC provenientes das fezes dos animais. Os solos agriculturaveis
podem ser contaminados com STEC através principalmente da aplicacdo de esterco
(fezes) animal (COOLEY et al, 2007). Neste sentido Ma et al. (2014) analisaram a
persisténcia de linhagens de E. coli O157 e n&o-O157 em solos agricultaveis.
Segundo os autores a linhagem de E. coli 0103 :H2 STEC uma vez inoculada no
solo sobreviveu trés vezes mais (66 dias) do que uma linhagem O157:H7 inoculada

no mesmo tipo de solo (23 dias).

2.9 Escherichia coli STEC Formando Biofilme

A E.coli é uma bactéria de diferentes apresentacodes, incluindo bactérias da
flora normal de seres humanos e de animais, entretanto possui estirpes patogénicas
como a STEC de grande importancia médica. A STEC é uma bactéria muito
importante, pois pode sobreviver por longos periodos fora do ambiente do seu
hospedeiro, como agua e solo. Além da STEC O157:H7 outros sorogrupos tem sido
identificados e responsabilizados como causadores de diversos surtos em paises
como Estados Unidos e Alemanha que sao: 026, 045,0103, 0111, 0121, 0145
(VOGELEER et al.,2014).

Diversos surtos de intoxicagao alimentar foram atribuidas a Escherichia coli

O157:H7 e Samonella ssp. que foram transportadas por alimentos como alfafa,
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couve, rabanete, feijado e agrido. Bactérias foram encontradas em brotos, sendo que
provavelmente a contaminacdo pode ter ocorrido durante o plantio devido a
contaminagdo da semente. Apos a germinacdo da semente contaminada essa
cresce e espalha a bactéria para mudas vizinhas (JETER; MATTHYSSE, 2005).
Surtos ocorridos na California com espinafre contaminado por E.coli O157:H7 foi
atribuido a agua de irrigagado contaminada (ISHII; SADOWSKY, 2008).

Bactérias ndo vivem normalmente em suspensdo, mas em comunidades
denominadas biofilmes. Biofiimes s&o caracterizados pela presenga de diversos
microrganismos, como bactérias, fungos, algas e protozoarios que se unem numa
matriz fechada polimérica extracelular que se liga a uma superficie bidtica ou
abidtica. A formacéo do biofilme exige etapas especificas descritas em um processo
de quatro etapas: 1.contato inicial, 2. Aderéncia, 3. Maturagéo, 4.Dispersdo.O
primeiro passo na formacéao do biofilme é a ligagao com a superficie, 0 que depende
da atracdo e repulsdo entre a bactéria e a superficie; sendo também influenciado
pelas condi¢des ambientais (Temperatura, pH, rugosidade da superficie,...), 0
segundo passo € influenciado pela presengca de estruturas como as adesinas
fimbriais; o terceiro passo na formagao do biofiime é a maturacao, nessa etapa as
bactérias continuam a se multiplicar produzindo matrizes extracelulares, nessa
terceira etapa o biofilme adquire forma tridimensional; o quarto passo se da através
da separacao das bactérias do biofilme e conseguinte disperséo, contribuindo para
transmissao da bactéria (VOGELEER et al.,2014).

Estudos realizados por Jeter; Matthysse, (2005) com E.coli O157:H7 e E.coli
K12 sugerem que estirpes patogénicas podem apresentar mais de um mecanismo
para a ligacdo com a superficie da planta. Fink et al. (2012) também utilizando como
comparagao estudou a interagdo ,a sobrevivéncia e a ligacdo de bactérias com a
folha de alface tendo como objetivo a comparacgdo entre a E.coli K12 e a E.coli

0157:H7 patogeno associado a grandes surtos.

Chen et al. (2013), realizaram um estudo com estirpes nao O157:H7 (026,
045, 0103, O111, 0113, O121,e O145), e O157:H7 avaliando se a presenga de
dois gendtipos inseridos nas E.coli ndao O157:H7 constituiam barreiras na formagao
do biofilme como fazem em amostras de E.coli O157:H7; foi verificado que quando
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ambos 0s genotipo s&o encontrados esses n&o sao tado susceptiveis como sdo em
E.coli O157:H7.Ainda segundo os autores bactérias que utilizam o biofilme contam
com alguns beneficios que a ajudam a sobreviver. O biofilme auxilia a resistir ao

estresse oxidativo, ao tratamento com antibiéticos, a fome e a dessecacgao.

E.coli STEC tem sido observadas em alimentos frescos como alface. As
bactérias persistem e crescem no interior do tecido da planta por um mecanismo
ainda nao completamente descrita. A contaminagédo também ocorre com a utilizacao
do estrume utilizado no campo que frequentemente através do escoamento da agua
da chuva acaba contaminando o solo e a agua que posteriormente sera utilizada
para irrigacéo (VOGELEER et al.,2014).

O numero de surtos de gastroenterites causadas por E.coli O157:H7 vem
aumentando e se atribui ao fato o consumo de vegetais verdes folhosos, como o
alface. E de conhecimento que a bactéria cresce e sobrevive na filosfera das
plantas, mas o mecanismo utilizados por essa bactéria sdo na grande maioria
desconhecidos (FINK et al.,2012).



16

3. OBJETIVOS

3.1 Determinar a prevaléncia de cepas de E.coli genérica, E.coli portadora do gene

eae e STEC nao 0157 incubadas em solo utilizado na cultura de cana-de-agucar.

3.2 Determinar a prevaléncia de cepas de E.coli genérica, E.coli portadora do gene

eae e STEC nao 0157 incubadas em solo utilizado na pastagem de animal bovino.

3.3 Avaliar a relacéo entre as cepas de E.coli e a microbiota nativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do Solo

Os solos usados para a realizagado desse estudo foram coletados em
solos sob o cultivo de cana-de-agucar e em pastagem de bovinos pertencentes a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP em Jaboticabal.
Figura 2.

O solo utilizado para pastagem é definido como Latossolo Vermelho eutréfico
tipico textura argilosa a moderado caulinitico hipoférrico, relevo suave ondulado. A
definicdo utilizada para o solo de cana-de-agucar é Latossolo Vermelho eutréfico
tipico textura muito argilosa a moderado relevo caulinitico oxidico mesoférrico,
relevo suave ondulado. Os solos foram coletados com auxilio de um enxadao e
coletado na profundidade de 20 centimetros. Antes da coleta o local foi previamente
limpo com a retirada do material vegetal e foi coletada uma amostra composta de 10

amostras simples.
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SOLO DE PASTAGEM

SOLO CANA- DE -ACUCAR

————EMERAPA (1999 - Nasasd o Litsli o
 tr e o el ased o MG Pl o e Srofis i o
Paxture o rgilom A mode xdo melero ot uba do

ANDRIOLI, I.CENTURION, J.F. Levant amento detalhado dos =ala = da Faculdade de Ciéncias Agrarias =
Veterindrias de Jab oticabal, CONGRESS0O BERASILEIRC DE CIENCLA DO SOLO, 27, Brazilia, 1999,
Anaizs, Brasilia, Sociedad e Brazileira de Ciédncia do Solo, 1999, 32p . [(TO25-3 CD-ROM].

LE1- Latossolo Vermelho-Escuro eutréfico A moderado textura argilosa relevo suave ondulado (EUTRUSTOX).
EMBRAPA (1999)-Latossolo Vermelho eutrofico tipico textura argilosa A moderado caulinitico hipoférrico relevo suave
ondulado.

LE 2- Latossolo Vermelho-Escuro distréfico A moderado textura argilosa relevo plano (HAPLUSTOX). EMBRAPA
(1999)- Latossolo Vermelho distréfico tipico textura argilosa A moderado caulinitico hipoférrico relevo plano.

.:LE 3- Latossolo Vermelho-Escuro eutréfico A moderado textura muito argilosa relevo suave ondulado (EUTRUSTOX).
EMBRAPA (1999)- Latossolo Vermelho eutrdfico tipico textura muito argilosa A moderado caulinitico oxidico mesoférrico relevo
suave ondulado.

.LR- Latossolo Roxo eutréfico A moderado textura muito argilosa relevo suave ondulado e ondulado (EUTRUSTOX).
EMBRAPA (1999)- Latossolo Vermelho eutroférrico tipico textura muito argilosa A moderado caulinitico-oxidico relevo suave
ondulado e ondulado.

TR- Terra Roxa estruturada latossdlica eutréfico A moderado textura muito argilosa relevo ondulado (KANDIUSTALF).
EMBRAPA (1999)- Nitossolo Vermelho eutroférrico latossélico A moderado textura muito argilosa relevo ondulado.

.'Li+B- Litossolo +Cambissolo eutréfico +Afloramento de rocha (EUTROPEPT). EMBRAPA (1999)- Neossolo Litélico
eutréfico+Cambissolo Haplico eutroférrico textura argilosa A moderado relevo ondulado.

Figura 2. Mapa de solos da FCAV/UNESP/Jaboticabal

Disponivel em : http://javali.fcav.unesp.br/Home/departamentos/soloeadubos/mapadesolos.gif

Acesso em 12/02/2012.


http://javali.fcav.unesp.br/Home/departamentos/soloeadubos/mapadesolos.gif
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4.2 Processamento das Amostras de Solo.

ApOs a realizacdo das coletas as amostras foram transportadas para o
Laboratério de Microbiologia da FCAV onde os solos foram secos (terra fina seca ao
ar (TSFA)), peneirados em peneira de malha de 2mm e toda a matéria vegetal foi
retirada. Apos a secagem foi determinado a capacidade de retencéo de agua do solo
(CRA), umidade, pH e matéria organica segundo descrito por Smith 1991 e Raij et al
1997. Posteriormente foram armazenados em temperatura ambiente até sua

utilizacao.

- Secagem da Amostra de Solo

A secagem das amostras de solo de pastagem e de solo de cana-de-agucar
foi realizada através da secagem ao ar, na sombra em temperatura ambiente (28-

30°C). Posteriormente foi passado em peneira de 2mm.

- Capacidade De Retencgao de agua (CRA)/Capacidade de Campo (CC)

Para a determinagao da capacidade de campo foram utilizados os protocolos
dos autores acima indicados. Foi utilizado o solo seco ao ar (TFSA), peneirado em
peneira de malha de 2mm, o recipiente para determinacido da capacidade de campo
(peso1) foi pesado, em seguida o solo foi colocado no recipiente, o mesmo foi
novamente pesado (peso2). O recipiente foi imerso em um frasco contendo agua de
modo a alcangar a metade da altura do recipiente, foi esperado até umedecer a
superficie do solo no recipiente, aguardou-se alguns minutos apos ter se observado
a umidade na superficie, o recipiente foi retirado da agua e colocado sobre papel
absorvente para escorrer a agua por 24 horas, tampou-se o recipiente com papel
aluminio (para evitar evaporagao da agua), o recipiente foi novamente pesado apos
as 24 horas (sem o papel aluminio, peso3) para o calculo de quanto de agua o solo

reteve (Capacidade de Campo (CC)), onde :100% da capacidade de campo do solo
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foi: Peso2-(menos) Peso1 g/solo. Para quantidade de agua (agua retida pelo solo:

peso3- (menos)peso2). A Figura 3 ilustra uma etapa da Determinagédo de Campo.

Figura 3: llustragéo da medicao da Capacidade de Campo/Capacidade de Retencéo
de Agua.

_pH

A determinacdo de pH seguiu os protocolos descritos pelos autores acima
indicados: foi utilizado10 gramas de solo seco ao ar (TSFA) peneirado em peneira
de malha de 2mm,a esse foi adicionado 25ml H20 ou solugdo de CaClz 0,01 M; foi
esperado 15 minutos até que essa solucdo molhasse a amostra; a solugao apds o
periodo de espera foi agitada por 10 minutos em agitador de hélice individual ou
mesa giratoria; posteriormente a solugdo ficou em repouso por 30 minutos; foi
realizada a leitura sem agitar, introduzindo-se a ponta do eletrodo na parte do

solo.Anotou-se o valor.

- Umidade e Matéria Organica

A determinacdo da matéria organica foi realizada seguindo os protocolos dos
autores acima indicados: para determinacao foi utilizado o método em estufa foi
pesado o cadinho de porcelana; em seguida foi colocada a amostra do solo, foi

pesado o cadinho mais amostra umida; o cadinho mais a mostra de solo foi colocado
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em estufa a 98° ou 105°C por 24 horas; apds as 24 horas foi retirado da estufa e foi
colocado imediatamente em dissecador com silica indicadora de umidade;apés
resfriamento, foi pesado o cadinho mais amostra seca. Onde: amostra Umida menos
amostra seca vezes 100 dividido pela amostra umida, foi obtido o percentual de
umidade. O peso foi anotado. Posteriormente foi colocado o cadinho mais a
amostra seca em estufa “mufla” a 550°C por 24 horas; apds as 24 horas a mufla foi
desligada e foi aguardado até essa atingir em torno de 100°C; foi retirado o cadinho
da mufla e foi colocado imediatamente em dissecador com silica indicadora de

umidade. Apos resfriamento, foi pesado o cadinho mais amostra queimada;

Onde: cadinho queimado menos peso do cadinho, cadinho mais amostra seca é
igual @ amostra queimada. Amostra queimada menos amostra seca foi obtido
matéria organica (MO). MO g/kg= amostra seca menos amostra queimada vezes

1000dividido pela amostra seca.

4.3 Linhagens de E.coli

Quatro linhagens de E.coli fora utilizadas para inoculagdo nos solos. Eram
provenientes do Laboratério de Microbiologia da FCAV/UNESP/ Jaboticabal. As

linhagens foram assim definidas:

L1: primeira linhagem, definida como cepas nao portadoras genes de
viruléncia;
L2: segunda linhagem, definida como cepas portadora do gene de viruléncia

eae;

L3: terceira linhagem, definida como cepas portadoras dos genes de

viruléncia stx1/stx2;

L4: quarta linhagem, definida como portadoras dos genes de viruléncia

stx1/stx2 e eae.
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4.4 Incubagao no Solo

Os solos ap6s serem secos e antes de receberem os indculos foram ao
tempo 0 (antes do inicio do experimento) analisados quanto a presenga de
Escherichia coli. Foram coletados 10g de solo de pastagem e 10g de solo de cana-
de-agucar, levados a agitagdo em solugdo contendo Pirofosfato por 30 minutos,
posteriormente foram plaqueadas em placas contendo o meio MacConkey Agar e
foram deixadas em estufa a 37° C por 24 h. Nao houve crescimento caracteristico de

cepas de E.coli.

Os solos receberam inoculos bacterianos e foram incubados em um sistema
denominado microcosmos. Esse microcosmos tem como objetivo reproduzir as
condi¢des do solo no campo, entretanto de forma controlada. Uma porgéo de 100
gramas de cada solo foram pesados e incubados em recipientes de vidros com
tampa de rosca devidamente limpos e secos. Os recipientes de vidros foram
mantidos fechados, entretanto permitiam a troca gasosa com o ambiente e foram
incubados a temperatura ambiente na auséncia de luz. A figura 4 ilustra o sistema

microcosmo utilizado.

Figura 4. Sistema de microcosmo.
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A persisténcia das bactérias no solo foi determinada com a realizacédo de
contagens de unidades formadoras de colénias (UFC) pelo método da diluigdo em
série e incubados em placas. Os frascos contendo solo obtido de cana- de- agucar e
solo de pastagem receberam 60% da sua Capacidade de Retencéo de Agua (CRA)
contendo uma solugdo de agua esterilizada e concentragdes definidas para cada

inoculo.
- Diluicdo em série

Para realizacdo do método de diluicio em série utilizou-se 1 frasco
Erlenmeyer 250 ml adicionado de 95 ml de solugao de pirofosfato 0,1% (p/v), 6 tubos
de ensaio 18x180 nm adicionado de 9ml de solugéo de pirofosfato 0,1% (p/v). Figura

5 ilustra a realizagdo do método de diluicdo em série.

1mL 1mL 1mL mL im 1mL

8 L | . | Rl ¥

Cada tubo
contém 9 mL

\_/ \_/ J

Amostra

. 1/10 17100 110 1108 1/10¢
Diluigao ==

% (10) (10%) (109 (10*) (104

Plaqueamento ‘ ‘ ‘

de 1 mL de cada
e O
J 36 6 0
coldnias coidnias ceolonia
NaGmero excessivo de coldnias,
contagem impossivel ‘

36 x 10* = 3,6 x 10" UFC/mL da amostra original
Fator de diluicao
Figura 5: llustragdo do método diluicdo em série.

Disponivel em: http://fitopatologial.blogspot.com.br/2013 06 _01_archive.html
Acesso em 25/04/2015.



http://fitopatologia1.blogspot.com.br/2013_06_01_archive.html%20Acesso%20em%2025/04/2015
http://fitopatologia1.blogspot.com.br/2013_06_01_archive.html%20Acesso%20em%2025/04/2015
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4.5 Persisténcia de Escherichia coli em Solos

4.5.1Tratamentos

Os frascos contendo os solos constituiram os seguintes tratamentos, como

segue apresentados nas Figuras

Solo Cana-de-aguicar

Esterilizado por autoclavagdo

Inoculados com bactérias sem fator de viruléncia (cepa genérica) Tratamento: T1
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia eae Tratamento: T2
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2 Tratamento: T3
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2/eae Tratamento: T4

Tabela 1: Tratamentos utilizados no solo de cana-de-agucar esterilizado por

autoclavacgao.

Solo Cana-de-agticar

N3&o esterilizado

Inoculados com bactérias sem fator de viruléncia (cepa genérica) Tratamento: TS5
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia eae Tratamento: T6
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2 Tratamento: T7
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2/eae Tratamento: T8

Tabela 2: Tratamentos utilizados no solo de cana-de-acucar nao esterilizado:

Esterilizado por autoclavagao

Solo Pastagem

Inoculados com bactérias sem fator de viruléncia (cepa genérica) Tratamento: T9
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia eae Tratamento: T10
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2 Tratamento: T11
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2/eae Tratamento: T12

Tabela 3: Tratamentos utilizados no solo de pastagem esterilizado por autoclavagao.



25

Solo Pastagem
Inoculados com bactérias sem fator de viruléncia (cepa genérica) Tratamento: T13
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia eae Tratamento: T14
Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2 Tratamento: T15
Nao esterilizado Inoculados com bactérias com fator de viruléncia stx1/stx2/eae Tratamento: T16

Tabela 4: Tratamentos utilizados no solo de pastagem nao esterilizado.

4.5.2 Inoculagao da E. coli

Para a inoculagao das bactérias no solo, as cepas de E.coli foram cultivadas
em placas contendo o meio MacConkey Agar e foram deixadas em estufa a 37° C
por 24 h. Suspensas em agua estéril até uma densidade de cerca de 1x108 unidades
formadoras de colénias (UFC)/ml (assumindo que uma Abseso de 1.1 corresponde a
densidade de cerca de 1x10° UFC). (Tabela 1)

A densidade celular inicial para cada tratamento foi de cerca de 10° UFC de
E.coli/g de solo.Os solos foram acondicionados em Camara Incubadora para BOD
no escuro e apds cada periodo de incubagdo 5°10°,15°,20°60° dia foram

realizadas as contagens de UFC.

Tabela 5: Quantidade de in6culo utilizada.

BACTERIA QUANTIDADE INOCULADA
Controle sem viruléncia 68x108 UFC/ml
Gene eae 5,5x108 UFC/ml
Gene stx1/stx2 4,5x108 UFC/ml
Gene stx1/stx2/eae 2,5x108 UFC/m
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4.6 Método de Contagem

As contagens foram realizadas no 5°, 10°, 15°, 20°, 60° dia de incubacéo.
Aproximadamente 10 gramas de solo de cada frasco foram retirados e levados a
agitacdo com pirofosfato por 30 minutos. Para a contagem do numero de bactérias
totais utilizou-se a técnica de diluicdo seriada, descrita por Wollum (1982), utilizando
como meio de cultura para contagem em placa MacConkey Agar essa técnica
consistiu em diluicdes até a ordem de 10-%e posterior plaqueamento de uma aliquota
da diluicao pelo método de espalhamento em placa e incubadas a 37°C. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicata. Populagdes bacterianas foram expressas

numa base de peso seco do solo.

4.7 Extracao do DNA Bacteriano

Apos o periodo de incubagao das culturas multiplicadas no caldo BHI, foi
realizada a extracdo do DNA através de um protocolo de lise térmica segundo a
técnica proposta por Keskimaki et al. (2001) com pequenas modificagdes.

Nesta técnica, 1 mL da cultura foi transferida para um tubo eppendorf e
centrifugada a 15.000 rpm por 2 minutos para a precipitagdo das células e descarte
do sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspensas em 1 mL de tampao
fosfato salino (PBS) e agitadas em vortex por 30 segundos. A cultura bacteriana foi
novamente precipitada por centrifugagdo e o processo de lavagem repetido, dessa
vez com 500 pL de agua ultrapura Milli-Q (Millipore Corporation, EUA) estéril. Apos
essa lavagem, o tubo eppendorf contendo a cultura foi colocado por 10 minutos em
agua fervente. Apds esse periodo, as células foram precipitadas através de
centrifugacéo a 14.000 rpm durante 2 minutos e do qual foi retirado uma aliquota de
300 pl do sobrenadante (DNA) e transferido para outro tubo eppendorf. Esse

material lisado, foi estocado em freezer a —80°C. O produto oriundo dessa
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preparacao foi utilizado para a realizagdo da PCR de triagem, para a deteccao de
STEC e EPEC.

Logo apds a extragdo do DNA, todas as amostras foram armazenadas em
freezer -80°C, em tubos contendo 750 pL de glicerol e 750uL do caldo BHI com a

cultura de bactérias para analises futuras.

4.8 Deteccao de STEC e EPEC Através de PCR

A identificacdo e isolamento bacteriano foram realizados conforme o
procedimento do protocolo do Reference Laboratory for Escherichia coli, (EcL), da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Montreal (disponivel em
http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC PCR en.aspx).

Para detecgdo de STEC e EPEC, foi realizada uma PCR de triagem em que
foram pesquisados 0s genes stxi, stxz2 e eae. Para tal, uma aliquota de DNA (4 uL)
foi acrescentada a mistura contendo 0,4 uL de dNTP (10 mM), 2 uL de solugéo
tampao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 0.8% Nonidet P40), 1.6 yL de 25 mM
MgCl2, 0.8 yL de cada primer 10 pM, e uma unidade de Taq DNA polimerase
(Fermentas, Europe). Agua MilliQ foi adicionada até completar o volume total de
20uL. Os ciclos consistiram de um estagio inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de
25 ciclos, cada um contendo desnaturacado a 94°C por 30 segundos, anelamento a
50°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. O ciclo de extensao

final foi a 72°C por 7 minutos.

Apés cada PCR, acrescentava-se de SuL de corante de front (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) no produto da reagédo e foi aplicado marcador
molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA) em um gel de agarose a 1,5%
contendo brometo de etidio (1ug/mL) em tampao Tris-Borato-EDTA (TEB) e
separados por eletroforese (70V/1h). Os produtos de amplificagcdo foram

visualizados por exposi¢cédo do gel em luz UV e fotografado.


http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx
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4.9 Detecgao de STEC e EPEC no Solo

A deteccado de STEC e EPEC nos solos analisados foi realizada através da
técnica do método de contagem. Para a realizagdo de contagem através desse
meétodo foi necessario anteriormente realizar a técnica de diluicdo seriada garantindo
dessa maneira que o numero de colbénias na placa fosse o desejado. Apds

plagueamento foram incubadas a 37° C por 24 horas para realizagdo da contagem.

O método consiste na contagem do numero de unidades formadoras de
colénia (UFC) de bactérias com caracteristicas e E.coli, a contagem foi realizada em
triplicata. Posteriormente a contagem, cepas com caracteristicas foram escolhidas

aleatoriamente para deteccéo por PCR.
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5. RESULTADOS

A técnica de PCR foi utilizada inicialmente para comprovar que nos solos
analisados, solo de pastagem e solo de cana-de-agucar no tempo 0 (antes do inicio
do tratamento) ndo continham E.coli, como foi demonstrado pelos marcadores
selecionados (Figura 6A); apds a incubacéo das cepas de E.coli essas passaram a

ser detectadas nos solos através da PCR.(Figura 6B).

Nos ensaios moleculares foram analisados genes determinantes dos fatores
de viruléncia stx2, stxl e eae. Os resultados das analises dos solos por PCR estao

indicados na Figura 6 A e Figura 6 B.

A Figura 6 A, apresenta os resultados de uma PCR de triagem onde foi
pesquisada a presenga do gene stx2, para os solos de cana-de-agucar e solo de
pastagem, ambos esterilizados por autoclavacéo e nao esterilizado para o periodo
antes da inoculagao, tempo 0. As amostras bacterianas n&o apresentaram o gene,

os isolados foram negativos para a presenga da E.coli stx2, indicando portanto que a

amostra no tempo 0 n&o continha cepas de E.coli.

Figura 6 A. Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados
através da reagcao em cadeia da Polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de
amplificagdo foi avaliado utilizando como referencial o marcador de peso molecular
100pb(FERMENTAS).
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Canaleta M- Marcador de peso molecular;

Canaleta C~- Controle negativo da reagéo;

Canaleta C*- Controle positivo para o gene stx2 (807pb);
Canaleta 2- Solo de cana esterilizado por autoclavagao, tempo 0;
Canaleta 3- Solo de cana nao esterilizado, tempo 0;

Canaleta 4- Solo de pasto esterilizado por autoclavacao, tempo 0;

Canaleta 5- Solo de pasto nao esterilizado, tempo 0.

Os resultados obtidos na Figura 6 B, mostram uma PCR de triagem onde foi
pesquisada a presencga dos genes eae e stx1l. A Figura 6 A, para os solos de cana-
de-agucar e solo de pastagem, ambos esterilizados por autoclavagédo e nao
esterilizado para diferentes periodos (tempo, 5,10 e 60 dias). As amostras
bacterianas analisadas nas canaletas de 9 a 12 foram positivas para a presenca do
gene eae tempo 5 e 10 dias, as canaletas de 13 e 14 foram negativas para a
presenga do gene (E.coli genérica) tempo 10 dias, as canaletas de 15 e 16 foram
positivas para a presenga do gene stx1/stx2,eae tempo 10 dias, as canaletas de 17
a 20 foram positivas para a presenga do gene eae tempo 60 dias indicando portanto
que a amostra nos diferentes periodos de contagem ainda continham cepas de

E.coli.

Figura 6B. Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados através
da reagdo em cadeia da Polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de
amplificagdo foi avaliado utilizando como referencial o marcador de peso molecular
100pb(FERMENTAS).
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Canaleta C*- Controle positivo para eae (570pb) e stx1 (388pb);

Canaleta 9- Solo de cana esterilizado por autoclavagao inoculado com cepa eae,
tempo 5 dias;

Canaleta 10- Solo de cana nao esterilizado inoculado com cepa eae, tempo 5 dias;

Canaleta 11- Solo de cana esterilizado por autoclavacéo inoculado com cepa eae,
tempo 10 dias;

Canaleta 12- Solo de cana nao esterilizado inoculado com cepa eae, tempo 10 dias;

Canaleta 13- Solo de pasto esterilizado por autoclavacéo inoculado com cepa de
E.coli genérica, tempo 10 dias;

Canaleta 14- Solo de pasto ndo esterilizado, inoculado com cepa de E.coli genérica,
tempo 10 dias;

Canaleta 15- Solo de pasto esterilizado por autoclavagdo, inoculado com cepa
stx1/stx2/eae, tempo 10 dias;

Canaleta 16- Solo de pasto nao esterilizado, inoculado com cepa stxl/stx2/eae,
tempo 10 dias;

Canaleta 17- Solo de cana esterilizado por autoclavacéao, inoculado com cepa eae,
tempo 60 dias;

Canaleta 18- Solo de cana néo esterilizado, inoculado com cepa eae, tempo 60 dias;

Canaleta19- Solo de pasto esterilizado por autoclavagao, inoculado com cepa eae,
tempo 60 dias;

Canaleta 20- Solo de pasto n&o esterilizado, inoculado com cepa eae, tempo 60
dias.

Neste estudo dois tipos de solos foram analisados, cana-de-acgucar e
pastagem, ambos se apresentaram acidos com pH de 4,05 e 4,69,e valores de
porcentagem de MO (matéria organica) de 1,9 e 4,1% respectivamente. O exame
desses solos antes do inicio do estudo revelou que nenhum continha quaisquer cepa
de E. coli. Quatro cepas diferentes de E. coli foram inoculadas nos solos testados,
duas delas foram caracterizadas como STEC n&o-O157 como indicado em materiais
e meétodos, uma caracterizada pela presenca do gene eae, e o Uultima cepa foi
caracterizada como E. coli genérica nao portadora dos genes de viruléncia. Para

determinar os efeitos adicionais dos microrganismos nativos do solo, nés utilizamos
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amostras esterilizadas por autoclavacao e amostras nao esterilizadas de solos de

cana-de-agucar e pastagem.

O numero de bactérias (UFC) presente na microbiota inicial do solo sob cana
de acgucar e solo sob pastagem foram muito semelhantes apesar das diferencas
apresentadas por cada solo como o valor de pH e a porcentagem de matéria

organica (Figura 7).

Log10 UFC/g de solo seco

O T T
Cana Pastagem

Figura 7. Valores iniciais de unidade formadora de colbnias de bactérias totais

presente no solo de cana e pasto.

O numero de bactérias recuperadas no solo sob cana-de-agucar nas duas
condi¢des, condicdo de esterilidade por autoclavagdao do solo e condigdo de nao
esterilidade foram semelhantes para os diferentes tempos de incubacao. Entretanto,
comparando o numero de isolados entre as duas condicdes observa-se um numero
muito maior de bactérias na condigdo de esterilidade por autoclavagao comparado
com a condicdo de nao esterilidade do solo. Provavelmente a presenca da
microbiota natural do solo dificultou o aumento populacional dos isolados de E. coli

inoculados no solo (Figura 8).
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Solo de Cana de Acticar Autoclavado CA A Solo de Cana de Aglcar Nao Autoclavado CA NA
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Figura 8. Valores médios de numero de unidades formadoras de colbnias de
Escherichia coli portadoras dos genes eae, stx1/stx2,stx1/stx2/eae e nao portadoras
(genéricas) incubadas em microcosmos de solo de cana de agucar esterilizado por
autoclavagao e nao esterilizado.

Quando se utilizou o solo sob pastagem o numero de bactérias foi muito
menor na condi¢cao de nao esterilidade comparado com a condi¢cao de esterilidade, o
mesmo comportamento foi observado para o solo sob cana-de-agcucar. Comparando
0 solo sob cana-de-agucar com o solo sob pastagem pode-se observar que o
comportamento foram semelhantes nas duas condigdes (de esterilidade e nao
esterilidade), entretanto no solo sob pastagem pode-se observar uma diferenca de

comportamento dos isolados em funcio da persisténcia dos mesmos.

A analise global do numero de isolados bacterianos nos diferentes tipos de
solos permitiu verificar que em ambos os solos esterilizados por autoclavagao cana
e pasto, 0 numero de bactérias sempre aumentou entre o 5° dia da analise e o 10°
dia da anadlise independentemente da presencga (eae; stx1/stx2; stxl/stx2/eae) ou
auséncia (genérica) de fatores de viruléncia sempre seguida de uma diminuigéo
deste numero de bactérias até o 60° dia do experimento (Figura 8 e Figura 9).
Quando consideramos os solos nao esterilizados por autoclavagdo o comportamento
€ um pouco diferente nos dois solos. No solo de cana nao autoclavado os isolados
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correspondentes a cepa genérica e as cepas portadoras dos genes eae e stx1/stx2
apresentam uma diminuicdo do numero entre 5° e o 10° dia do experimento, seguido
por um pequeno aumento no numero de bactérias entre o 10° e o 15° dia ,
apresentando por fim uma queda do numero de bactérias entre o 15° dia e o 60° dia
do experimento (Figura 8).Enquanto que no solo de pastagem nao autoclavado a
cepa genérica diminuiu 0o seu numero do 5° ao 60° dia numa queda constante,
entretanto, as cepas portadoras dos genes eae, stxl/stx2 e stxl/stx2/eae
apresentaram uma manutencdo ou aumento do numero de bactérias entre os dias 5°

e 15° do experimento (Figura 9).
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Figura 9. Valores médios de numero de unidades formadoras de colonias de
Escherichia coli portadoras dos genes eae, stx1/stx2, stx1l/stx2/eae e ndo portadoras
incubadas em microcosmos de solo de pastagem esterilizado por autoclavagao e
nao esterilizado.

Ao analisarmos o comportamento das cepas adicionadas ao solo de forma
individual foi possivel observar que a cepa de E.coli genérica apresentou uma queda
constante do numero de bactérias entre o0 5° e o 60° dia de forma acentuada para os
dois solos ndo autoclavados (cana e pastagem) e uma queda mais discreta para os

solos esterilizados por autoclavagéo, ocorrendo inclusive um pequeno aumento no
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numero de células entre o 10° e o 15° dia no solo de cana esterilizado por

autoclavacéo (Figura 10).
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Figura 10. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli ndo portadoras de genes de viruléncia (genérica) incubadas em
microcosmos de solo de cana-de-acucar esterilizado por autoclavagdo, cana de
agucar nao esterilizado, solo de pastagem esterilizado por autoclavagéo e solo de
pastagem nao esterilizado.

A cepa portadora do gene eae sempre apresentou um aumento do numero de
células entre o0 5° e 0 10° dia para os solos esterilizados por autoclavagao (cana e
pastagem) e para o solo de pastagem nao autoclavado exibindo uma diminui¢éo do
numero de células bacterianas para este periodo apenas no solo de cana nao

autoclavado. (Figura 11).
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O numero de isolados portadores dos gene eae foram superiores no solo sob
pastagem nas condigbes de esterilidade por autoclavagdo e nao esterilidade,
comparado com o solo sob cana-de-agucar. Estes resultados sugerem o efeito da

matéria organica favorecendo as cepas portadoras do gene eae (Figura 11).
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Figura 11. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli portadoras do gene eae incubadas em microcosmos de solo de
cana-de-acucar esterilizado por autoclavagao, cana-de-agucar nao esterilizado, solo
de pastagem esterilizado por autoclavagéo e solo de pastagem néo esterilizado.

A cepa portadora dos genes stx1l/stx2 apresentou um comportamento de
aumento no numero de células entre o 5° e o 15° dia nos solos esterilizados por
autoclavacéo (cana e pastagem), sendo que no solo de cana esterilizado por
autoclavacado este aumento do numero de células se manteve até o 20° dia do

experimento seguido por uma diminuicdo no numero de células até o 60° dia. Nos
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solos nao autoclavados o comportamento foi diferente com uma manutencdo do
numero de células entre 5° e o 10° dia no solo de pasto ndo esterilizado por
autoclavagao, seguido de uma queda do numero de células entre 0 10° e 0 15° dia e
uma recuperagao no numero de células entre o 15° e o 60° dia, enquanto que no
solo de cana n&o autoclavado apds uma pequena recuperagado no 15° dia no numero
que células ocorreu uma queda constante no numero de células até o 60° dia (Figura
12).
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Figura 12. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli portadoras dos genes stx1l/stx2 incubadas em microcosmos de
solode cana-de-agucar esterilizado por autoclavagdo, cana de agucar nao
esterilizado, solo de pastagem esterilizado por autoclavagéo e solo de pastagem néao
esterilizado.

A cepa portadora dos genes stx1/stx2/eae apresentou um comportamento de
manutengdo ou aumento do numero de células bacterianas recuperadas até o 20°
dia do experimento nos dois tipos de solos esterilizados por autoclavagao (cana e

pastagem). Enquanto que nos solos ndo autoclavados, apesar de partir de um
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numero menor de células recuperadas foi possivel verificar um aumento do numero

de células até o 15° dia do experimento para o solo de pastagem n&o autoclavado e

até o 20° dia para o solo de cana n&o autoclavado (Figura 13).
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Figura 13. Valores médios de unidade formadora de colbnias de cepas de
Escherichia coli portadoras do gene stxl/stx2/eae incubadas em microcosmos de
solo de cana-de-agucar esterilizado por autoclavagdo, cana de acgucar nao
esterilizado, solo de pastagem esterilizado por autoclavagéo e solo de pastagem néo

esterilizado.
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6. DISCUSSAO

Os ecossistemas naturais mostram uma resisténcia a invasao por organismos
estranhos aquele ecosistema sendo verdadeira a afirmativa que a resisténcia
apresentada pelo ecosistema esta diretamente relacionada a diversidade das
espécies presentes no ecossistema. Quanto mais rico em diversidade for um
ecosistema mais estavel ele se apresentara. Assim, existe uma relagao inversa entre
a diversidade microbiana no solo e a sobrevivéncia de uma nova espécie invasora
adicionada a este solo(VAN ELSAS et al.,2012).

A analise inicial dos solos examinados no presente trabalho, solo de cultivo de
cana e solo utilizado como pastagem nao apresentou uma diferenca significativa
entre 0 numero de bactérias determinados em cada um dos solos. Esta mesma
andlise ndo permitiu o isolamento de nenhuma colénia de Escherichia coli
porventura presente no solo. Assim, apds a adigdo inicial dos indculos bacterianos
em cada um dos tipos de solo examinados no sistema de microcosmo a
sobrevivéncia, multiplicacdo ou morte das células bacterianas recuperadas apos os
intervalos de tempo examinados sdo uma indicagdo da sobrevivéncia das células de

E.coli presentes no indculo original frente as particularidades de cada microcosmo.

Embora as condi¢cdes de permanéncia de E.coli no solo, no esterco ou na
agua sao consideradas menos favoraveis do que no sistema intestinal, este
microrganismo tem sido recuperado destes habitats em prazos que variam de
poucos dias até um ano (FUKUSHIMA et al., 1999).

Estudos preliminares indicaram uma curta sobrevivéncia de bactérias
entéricas em solos com paixo pH. Entretanto, deve ser levado em consideracdo que
estes estudos foram realizados com cepas de E.coli comensal (genérica)
(SJOGREN., 1994) e ndo com linhagens patogénicas de E.coli, como por exemplo a
cepa O157:H7 a qual se mostrou significativamente mais tolerante a acidez do que
as linhagens néo patogénicas (GORDEN ; SAMALL,1993), assim & provavel que o
sorotipo O157:H7 apresente alguma vantagem seletiva sobre outros tipos de E.coli
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em pH acido. Nesse sentido Zhang et al. (2013) e Wang et al. (2014) verificaram que
E.coli O157:H7 uma vez inoculada no solo apresentou um declinio no numero de
células viaveis muito rapidamente quando inoculada em solo acido (pH 4,57 — 5,14)
nao sendo mais detectada apds 7 dias de incubagao do solo, os autores verificaram
também que este declinio foi muito menor em solo neutro (pH 6,51 — 7,39) onde as

bactérias foram detectadas até o 38° dia de experimento.

Além do pH outro fator abidtico que exerce forte efeito sobre a sobrevivéncia
de células de E.coli O157:H7 é a temperatura. Vidovic et al. (2007), verificaram que
a inoculagao de um solo inoculado com E.coli O157:H7 em baixa temperatura a 4°C
aumentou a sobrevida da célula invasora para 390 dias em solos com alto conteudo

de carbono.

A E.coli O157:H7 é um foodlorne pathogen (patégeno associado a
alimentagcdo) o qual pode causar diarreia aquosa e/ou sanguinolenta, colite
hemorragica (HC), sindrome urémica hemorragica (HUS) e trombocitopenia purpura
trombdtica (MEAD et al., 1999) no ser humano, sendo que a dose minima infectante
de E.coli O157:H7 para o ser humano é de apenas 10 células bacterianas (GRIFFIN
; TAUXE,1991). A infeccdo humana por E.coli O157:H7 tem sido associada a varias
rotas de transmissao, incluindo a exposi¢ao direta a animais infectados (RENWICK
et al., 1993), pessoa a pessoa (BELONGIA et al., 1993) e mais tipicamente devido
ao consumo de carne moida contaminada nao adequadamente cozida
(ARMSTRONG et al., 1996). Existe entretanto, uma possibilidade real da infecgéo
por E.coli O157:H7 no ser humano se originar de produtos prontos para o consumo
como os vegetais minimamente processados ou as frutas, os quais acabam por
entrar em contato direto ou indireto com as fezes dos animais, as quais sao
utilizadas para adubar o solo (FUKUSHIMA et al., 1997).

Segundo Vogeleer et al. (2014), as células de STEC sdo constantemente
eliminadas com as fezes de bovinos, as quais podem naturalmente contaminar os
solos de fazendas (areas de pastagem), ou serem utilizadas como adubo organico
do solo, podendo vir a contaminar areas de cultivo de vegetais. Estas células podem
sobreviver no solo por um determinado periodo de tempo e principalmente por meio

da irrigagao poderiam contaminar vegetais como o alface ou a beterraba.
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A maioria dos estudos realizados examinaram principalmente as cepas STEC
de O157:H7 em relagdo a sua sobrevivéncia no solo, enquanto que a analise da
persisténcia de cepas nao- 0157 tem recebido menor atencédo (TOPP et al., 2003).
No entanto, na Europa e nos Estados Unidos o papel das cepas STEC nao-
O157:H7 (por exemplo, 026:H11, 091:H21, 0O103:H2 e 0145:H28), como
causadoras de HC, HUS e outras doengas gastrointestinais estdo sendo cada vez
mais reconhecidas (MATHUSA et al., 2010). Deve ainda ser lembrado que no Brasil
a maioria das infecgées humanas por STEC envolvem cepas nao- O157 portadoras

dos fatores de viruléncia stx1 e eae (IRINO et al., 2007).

Gould et al. (2013), descreveram que poucas linhagens de STEC nao- 0157
tem sido associadas a epidemias e que pacientes portadores de infecgcbes por cepas
STEC ndo- 0157 sao menos hospitalizados do que os pacientes portadores de
cepas 0157 (14% versus 43%). Também foi verificado que 74% dos isolados STEC
nao- O157 portavam apenas o gene stx1, enquanto que 17% apresentavam o gene

stx2 e somente 9% carregavam os genes Stx1/stx2.

Pelos motivos acima mencionados foram selecionadas cepas STEC n&o-
0157 de origem bovina para serem inoculadas em dois tipos distintos de solos, solo
utilizado para o cultivo de cana de agucar o qual foi associados a uma menor
diversidade microbiana do seu ecossistema e o solo utilizado para pastagem
normalmente associado a uma maior diversidade microbiana do seu ecossistema e
em duas situagdes distintas solo esterilizado por autoclavacdo e solo néao

autoclavado.

Alguns autores realizaram trabalhos demonstrando que nao apenas a
diversidade microbiana do ecossistema € importante, mas também a manutencgao de
determinados grupos de organismos como fungos e actinobactérias os quais
possuem a capacidade de produzir uma ampla variedade de metabolitos
secundarios os quais possuem um papel fundamental na eliminagcdo de espécies
invasoras do solo (VAN ELSAS et al, 2012; VIDOVIC et al 2007;YAO et al, 2014),
desse modo o processo de esterilizagdo por autoclavacdo do solo representa um

aspecto fundamental na eliminagdo destas espécies produtoras de metabdlitos
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secundarios com uma consequéncia direta na sobrevivéncia de uma espécie

invasora em um ecosistema no solo.

Kim et al. (2011), inoculou 3 linhagens diferentes de E.coli O157:H7 em um
composto comercial previamente autoclavado. Os autores verificaram que o
processo de autoclavagdo eliminou boa parte dos actinomicetos e fungos
originalmente presentes no composto, o que diminuiu a capacidade da microbiota do
ecosistema selecionado em resistir a bactéria O157 invasoras, aumentando

portanto, a viabilidade da O157 no composto.

Devido a esta particularidade, neste trabalho além de dois tipos diferentes de
solo, também foi analisado o impacto na sobrevivéncia das cepas E.coli invasoras,
do fenbmeno de eliminacdo de espécies selvagens nos microcosmos analisados
devido ao aquecimento gerado pela autoclavagéo. Assim, os inéculos dos diferentes
tipos de cepas de E.coli foram analisadas sob duas situacdes diferentes dos solos

examinados, solo esterilizado por autoclavagao e nao autoclavado.

Topp et al. (2003), descreveram o desaparecimento de duas cepas de E.coli
genéricas isoladas de dejetos de suino e inoculadas em solo argiloso apés 30 dias

de inoculacéo no solo.

Wang et al. (2014), estudaram a dinamica de sobrevivéncia de E.coli O157:H7
em 14 solos coletados na China. O tempo de desaparecimento da cepa inoculada foi
calculado como o tempo necessario para alcancar o limite de deteccdo de 100
UFC/g de solo seco. Este tempo variou de 1,4 a 25,8 dias, sendo que o tempo mais
longo de desaparecimento foi observado em solo neutro ou alcalino. A bactéria
0O157:H7 sofreu um rapido declinio nos cinco solos mais acidos da regido sul da
China com uma média de sobrevivéncia de um a trés dias. Estes resultados
coincidem com os resultados de Zhang et al. (2013), que também examinaram a
sobrevivéncia de E.coli O157:H7 em 12 solos da China. Segundo os autores existe
uma nitida diferenga na sobrevivéncia em solos acidos e solos neutros com
resultados de 7 dias e 38 dias respectivamente. No presente trabalho os dois solos
apresentaram um carater acido (cana- 4,05 e pasto- 4,69), o que segundo a
literatura acima descrita coincide com o menor tempo de sobrevida de células STEC.
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No presente estudo foi possivel observar que em ambos os solos
esterilizados cana e pastagem, existe um aumento no numero de células de E.coli
inoculadas entre o 5% o 10° dia para todas as cepas analisadas e em seguida
apresentam em torno do 15° dia um decréscimo nas curvas de sobrevivéncia, isto

esta de acordo com os resultados apresentados por Van Elsas et al. (2012).

Van Elsas et al. ( 2012) examinou a relacdo inversa existente entre a
diversidade microbiana no solo e a sobrevivencia da espécie invasora E.coli
O157:H7. Para isto os autores inocularam esta bactéria em diferentes microcosmos
contendo o mesmo solo, esterilizado por irradiagdo e nao esterilizado, com
diferentes comunidades microbianas cultivaveis diferencialmente construidas, assim
existiam comunidades com 5, 20 e 100 diferentes linhagens de bactérias do solo. Os
autores verificaram que no solo nao esterilizado a capacidade de sobrevivéncia da
invasora E.coli O157:H7 depende da riqueza de diversidade microbiana das
bactérias naturais do solo. Quanto maior a diversidade maior a dificuldade da
O157:H7 invasora. Segundo os autores esta limitagcdo depende da produgdo de
metabalitos secundarios envolvidos no controle do crescimento da célula invasora, e
depende também da competicdo por nutrientes o que representa um importante
mecanismo de limitagdo da invasdo em comunidades microbianas altamente
diversificadas. Em relacao ao solo esterilizado por irradiacdo os autores verificaram
que a auséncia de competicdo da célula O157:H7 invasora com as comunidades
microbianas naturais do solo, permitiu a invasora um bom desenvolvimento inclusive
com aumento do numero de células invasoras durante um periodo inicial. Este
mesmo efeito foi verificado no presente trabalho em relacdo aos solos de cana e

pastagem esterilizados por autoclavagéo.

Ma et al. (2013) também indicaram que a sobrevivéncia de cepas de E.coli
0O157:H7 foi negativamente correlacionada com a diversidade microbiana do solo
devido a concorréncia entre as comunidades bacterianas nativas e a espécie
introduzida por nutrientes e espacgo. Assim, a esterilidade dos solos tem um efeito
direto na eliminacao de diferentes espécies nativas do solo especialmente fungos e
actinobactérias o que diminuiu a concorréncia entre as comunidades nativas e a

espécie invasora. Yao et al. (2013) demonstraram que varias espécies de bactérias
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Gram negativas naturais do solo também possuem um grande efeito de supressao
sobre a espécie invasora E.coli O157:H7. A maioria dos estudos anteriormente
apresentados estdo focados na persisténcia da E.coli O157:H7 em diferentes tipos
de solos e de uma forma geral concluiram que esta persisténcia € amplamente
afetada pelas propriedades do solo, mas além disto € também influenciada pela
biologia do solo, incluindo as particularidades das comunidades microbianas nativas.
Os potenciais mecanismos envolvidos com a sobrevivéncia incluem a predacao,
competicdo por nutrientes e o antagonismo entre as espécies (MA et al, 2013;
SEMENOV et al, 2007). Acredita-se que um solo com um ecosistema com menor
nivel de diversidade microbiana € mais sensivel para a invasao por E.coli O157:H7
do que um solo com um nivel mais elevado de biodiversidade (VAN ELSAS et
al,2012; VIDOVIC et al, 2007; MA et al, 2014). Isto pode ser comprovado no
presente trabalho comparando-se o comportamento das cepas inoculadas em solos
de cana nado autoclavado com o solo de pastagem ndo autoclavado, pois no solo de
cana nao autoclavado apds uma queda inicial no 5° dia, as cepas invasoras se
recuperaram e aumentaram o seu numero até o 15° dia, antes de sofrerem uma
queda na sobrevivéncia. Por outro lado no solo de pastagem ndo autoclavado as
cepas invasoras nao conseguiram esta multiplicagdo bacteriana, sendo o exemplo
mais evidente o comportamento da célula de E.coli genérica inoculada a qual
apresentou uma queda constante na sobrevivéncia a partir do 5° dia do experimento,
resultado este que que esta de acordo com o trabalho de Topp et al. (2003) o qual

descreveu a eliminagao de cepas genéricas de E.coli em solo argiloso.

Sorogrupos de E.coli produtoras de Shiga toxina O157 e nao- O157
s&o conhecidas por causar doengas graves no ser humano (MATHUSA et al, 2010).
No entanto, a investigacdo sobre a persisténcia de STEC nao- O157 em solo é
bastante limitado. Ma et al. (2014) estudaram a persisténcia de trés estirpes de
STEC n&o- 0157 em solos agricolas na California e Arizona nos EUA. O estudo
mostrou que as cepas de STEC ndo- O157 de sorotipos 0O26:H11 e O103:H2 ambas
isoladas de fezes de vaca sobreviveram 2 e 3 vezes, respectivamente, mais do que
a estirpe de E.coli O157:H7 nos solos testados. Isto significa que as cepas podem
persistir no ambiente agricola por até trés meses, o que pode aumentar

consideravelmente a oportunidade para o ciclo de recontaminacédo da bactéria para
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0 gado e a subsequente transmissao para a cadeia alimentar humana. Os resultados
apresentados no presente estudo indicaram que as cepas STEC nao- O157 podem

persistir no solo por um periodo no minimo de 60 dias.

Ibekwe et al.(2014), analisaram a sobrevivéncia de células de STEC 0157 e
STEC nao- 0157 em 32 solos (16 organicos e 16 convencionais) originarios da
Califérnia e do Arizona. Os autores verificaram que o menor tempo de sobrevivéncia
foi observado para a STEC O157:H7 (32,6 dias) enquanto que para as STEC nao-

0157 o tempo de sobrevida observado foi maior (56 dias).

A anadlise do desempenho de cada uma das cepas de E.coli inoculadas em
cada um dos solos analisados permitiu a verificagdo de algumas particularidades. A
comparagao da sobrevivéncia da cepa genérica de E.coli nos solos esterilizados por
autoclavacado e nao autoclavados permite verificar que nos solos esterilizados por
autoclavacéao a destruicdo de parte dos microrganismos nativos dos solos de cana e
pastagem permitiu uma facilitagdo do estabelecimento da cepa invasora de E.coli
que nao apenas se manteve mas se multiplicou, aumentando o numero de células
invasoras entre o 10° e o 15° dia do experimento. Por outro lado a diversidade
microbiana existente no solo de cana e de pastagem desde o primeiro periodo de
avaliagdo no 5° dia de experimento exerceu a sua capacidade inibidora do
desenvolvimento da célula invasora de E.coli competindo por nutrientes e espaco o
que provocou uma diminuicao do numero de células de E.coli recuperadas ao longo
do experimento o que coincide com os relatos apresentados por outros autores
(OVERBEEK et al.,2010; KIM et al.,2011; VAN ELSAS et al., 2012; YAO et al.,2014).

O mesmo tipo de comportamento foi encontrado para o desempenho da cepa
de E.coli portadora do gene eae inoculada nos dois solos analisados, demonstrando

a mesma pressao da diversidade microbiana existente no solo.

Por outro lado, a analise do desempenho das cepas de STEC nao- 0157
portadoras dos genes stxl/stx2 e stxl/stx2/eae mostrou uma outra realidade.
Quando analisado o comportamento destas cepas nos solos de cana e pasto
esterilizados por autoclavagao é possivel verificar um aumento do numero de células

das cepas STEC nao- O157 por um periodo de tempo que varia entre o0 5° e 0 20°
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dia do experimento, para em seguida apresentarem uma queda do numero de
células a partir do 20° dia até o 60° dia, o que em linhas gerais e num espago de
tempo menor, até o 10° dia do experimento, coincide com o comportamento das
cepas de E.coli genérica e E.coli portadora do gene eae. O que reforga os resultados
apresentados por outros autores, menor diversidade pela destruicdo de espécies
microbianas nativas pela autoclavacdo produz um efeito inicial facilitador da
instalagdo de uma cepa invasora de E.coli (OVERBEEK et al.,2010; KIM et al.,2011;
VAN ELSAS et al., 2012; YAO et al.,2014). Lembrando ainda que como verificado
por Ma et al (2014) e Ibekewe et al (2014) as cepas STEC nao- O157 no presente
trabalho se mantiveram viaveis em um alto numero de células por no minimo 60
dias, tempo limite de observacdo do presente trabalho, especialmente no solo
esterilizado por autoclavagao utilizado para a cultura de cana, o qual apresentou
uma menor diversidade microbiana quando comparado ao solo de pastagem. A
manutencdo de um alto numero de células STEC ndo- O157 permite supor a
presengca deste contaminante no solo por periodos tdo longos como aqueles
descritos por Franz et al (2008) 54-105 dias; Ingeng et al (2011) 49-84 dias; Duffitt et
al (2011) 179 dias para STEC O157:H7 ou por Ma et al (2014) 98 dias; Ibekwe et al
(2014) 90 dias para cepas STEC nao- O157.

No presente trabalho pode também ser verificado que em relagdo aos solos
nao esterilizados por autoclavagéo de cana e pastagem, as cepas invasoras STEC
nao-0157 quando comparadas ao desempenho da cepa de E.coli genérica, nestes
mesmos solos mostrou uma queda da sobrevivéncia de células muito menos
abruptamente que a E.coli genérica. O que em ultima analise significa uma maior
permanéncia e sobrevivéncia das células STEC ndo- O157 nestes solos,
aumentando muito a possibilidade de recontaminagdao do gado, no caso de solo
utilizado para pastagem. Isto parece confirmar os resultados apresentados por
Ingeng et al (2011) os quais indicaram que os solos que entraram em contato com
esterco (fezes), bovino apresentaram uma maior quantidade disponivel de nutrientes
0 que seria um agente facilitador para a manutencao de cepas STEC invasoras no
solo por um periodo mais longo de tempo.
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Além dos aspectos acima descritos existem outros fatores que merecem ser
considerados. Vogeleer et al. (2014) verificaram que as cepas de STEC podem
sobreviver no solo e em solos com culturas de alface. As bactérias podem
contaminar a litosfera da planta, sobrevivendo por um longo periodo podendo se
tornar um contaminante da cadeia alimentar humana. Segundo os autores existe a
hipotese que esta ligagdo das bactérias ao alface poderia estar relacionada a
habilidade das cepas STEC de formar biofilme. Por outro lado, Chen et al. (2013)
sugeriu que esta ligagao poderia ocorrer através das fibras curli. Um reforgco a esta
hipotese foi apresentado pelo trabalho de Jeter e Matthysse (2005) os quais
verificaram que uma cepa de E.coli K12 HB 101 que ndo apresentava a capacidade
de sintetizar a fibra curli, apés receber o gene mboA através de um plasmideo,

passou a produzir a fibra e adquiriu a habilidade de se ligar a sementes de vegetais.

Biscoia et al., (2013) verificou que linhagens STEC tem a capacidade de
expressar diferentes adesinas (fimbrias tipo 1, curli, Agn 43, etc), as quais estao
relacionadas com a formacao de biofilme. Os autores também verificaram que 28%
das linhagens de E.coli O157:H7 e 51% das linhagens STEC nao- O157 analisadas
apresentaram a expressdo destas adesinas, o que facilita a ligacdo e a

contaminagao de vegetais por estas células bacterianas.

Byppanahalli e Fujioka., (2004) verificaram que o meio ambiente do solo no
Hawaii foi caracterizado como permissivo para suportar o crescimento in sito de
E.coli. Apesar das condi¢cboes desfavoraveis a bactéria se torna estabelecida como
uma populacao minoritaria na microflora do solo. Ishii et al., (2006) descreveram que
linhagens identicas de E.coli foram repetidamente isoladas em solos temperados do
Minesota nos EUA. Os autores verificaram que as linhagens de E.coli isoladas do
solo apresentavam um padrdo de restricaio de DNA distinto daquele obtidos de
células de E.coli isolado de fezes de bovino depositadas no solo, o que sugere que
as cepas isoladas do solo ndo tinham sido recentemente depositadas pelos animais.
Ishii e Sadowsky., (2008) ampliaram a discussdo ao propor que cepas de E.coli

“*

podem sobreviver, se multiplicar e tornar-se naturalisada” em comunidades
bacterianas em solos tropicais, sub tropicais e temperados, permanecendo nos

mesmos por longos periodos de tempo.
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Os fatores acima mencionados amplificam a possibilidade de cepas de E.coli
STEC nao- O157 sobreviverem por longos periodos de tempo no solo o que
aumenta exponencialmente a possibilidade destas cepas contaminarem o solo e
reinfectarem os bovinos ou contaminar os vegetais e serem introduzidos na cadeia

alimentar humana, podendo infectar os seres humanos.

O presente trabalho demostrou a persisténcia de cepas STEC nao- O157 de
origem bovina nos solos utilizados para cultura de cana e pastagem para os animais
por um periodo de no minimo 60 dias, o que representa um tempo bastante extenso
0 que aumenta a possibilidade de recontaminag¢do do gado ou infecgdo de seres
humanos, o que caracteriza um problema de saude publica, que necessita ser

cuidadosamente analisado para minimizar os riscos de contaminacéo.



49

7. CONCLUSOES

7.1 Foi possivel verificar a persisténcia das cepas de E.coli genérica, E.coli
portadora do gene eae e STEC nao- O157 portadora dos genes stxl/stx2/eae; em
maior numero de células no solo utilizado pra cultura de cana-de-acucar esterilizado
por autoclavagao, e em menor numero de células no mesmo solo ndo autoclavado

por um periodo de 60 dias;

7.2 Foi possivel verificar a persisténcia das cepas de E.coli genérica, E.coli
portadora do gene eae e STEC ndo- O157 portadora dos genes stxl/stx2/eae em
maior numero de ceélulas no solo utilizado para pastagem esterilizado por
autoclavacao, e em menor numero de células no mesmo solo ndo autoclavado por

um periodo de 60 dias;

7.3 Foi possivel verificar que nos dois tipos de solos utilizados, na condigao de nao
autoclavacao, a microbiota nativa destes solos exercem um forte efeito inibidor no
estabelecimento das cepas invasoras inoculadas, diminuindo o numero de células
de E.coli recuperadas ao longo do experimento, porém permitindo a recuperacao de
células de E.coli viaveis apdés 60 dias de incubacido no microcosmo. Também foi
verificado que no solo de pastagem ndo autoclavado, a cepa genérica de E.coli
apresentou um declinio constante no numero de células recuperadas ao longo do
experimento enquanto que as cepas de STEC ndo- O157 inoculadas apresentaram
um efeito de estabilizacdo no numero de células recuperadas no periodo de 5° ao

60° dia do experimento.
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