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RESUMO

Foi verificada a ocorréncia de Escherichia coli O157:H7 em 340
amostras de produtos carneos e ambiente industrial, provenien-
tes de frigorificos do Sul e Sudeste do Brasil, no periodo de
abril/98 a abril/99. A presencga de E.coli O157:H7 nao foi detec-
tada em nenhuma das amostras analisadas e os resultados da
avaliagdo da sensibilidade dos métodos de detecgao evidencia-
ram que tanto o método cultural quanto o imunoensaio da Neogem
foram capazes de detectar a presenca de E.coli O157:H7 em cultura
pura em concentragdes iniciais de menos de 0,5Log UFC/mL do
caldo de enriquecimento.

Palavras-chave: Escherichia coli O157:H7; carne; produtos
carneos; métodos; imunoensaios enzimaticos; ELISA; Reveal
E.coli 0157.

SUMMARY
OCCURRENCE OF Escherichia coli O157:H7 IN MEAT
PRODUCTS AND SENSIBILITY OF THE DETECTION
METHODS. The occurrence of E.coli O157:H7 was evaluated
in 340 samples of meat products and industrial environment of
meat manufacturers from the South and Southeast regions of
Brazil, from April, 1998 to April, 1999. Pathogen was not detected
in any of the samples analysed, and the evaluation of the sensibility
of the studied detection methods showed that both, culture and
immuno-assay methods detected E.coli O157:H7 in pure culture
in initial population levels of 0.5Log CFU/mL of enrichment broth.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, meat, meat products,
methods, enzimatic immunoassay, ELISA, Reveal E.coli O157.

1 - INTRODUGAO

E.coli O157:H7 pertence a um grupo de cepas
patogénicas de E.coli, conhecidas como entero-
hemorragicas (EHEC) ou produtoras de verotoxina
(VTEC). Essas linhagens caracterizam-se pela produ-
¢ao de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou “shiga-
like” toxina (ST), similar & produzida pela bactéria Shigella
dysenteriae tipo | [16]. A VT provoca uma doenca cha-
mada colite hemorragica que, em casos mais graves,
resulta em um quadro conhecido como sindrome urémica
hemolitica (HUS) [10]. As cepas EHEC podem perten-
cer a diferentes grupos sorolégicos somaticos, mas a
maioria das linhagens associadas @ HUS sao do sorétipo
O157:H7 [17]. Essas cepas diferem das demais cepas
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de E.coli em algumas caracteristicas, sendo mais im-
portantes a ndo fermentagao do sorbitol, a ndo produ-
¢do da enzima B-glicuronidase e o crescimento pobre
ou nulo a 44°C [9, 10, 11, 12].

O trato-intestinal de ruminantes, particularmente
bovinos e ovinos, parece ser o principal reservatério
das cepas entero-hemorragicas de E.coli O157:H7 e E.coli
0O157:NM. Ja foram incriminados em surtos, dentre outros
alimentos, leite cru, carne bovina mal cozida e outros
produtos a base de carne (rosbifes, hamburgueres e
salsichas tipo “hot-dog”), frutas e vegetais (alface, me-
l&0, suco de macé e diversos tipos de saladas) e maio-
nese industrializada [3,6,15]. No geral, pode-se dizer
que a carne bovina é uma das principais fontes poten-
ciais de E.coli O157:H7, uma vez que o trato
gastrointestinal de bovinos é o reservatério desses mi-
crorganismos [7].

E. coli O157:H7 é reconhecida como patégeno de
origem alimentar desde 1982, respondendo por milha-
res de casos de diarréia e sindrome hurémica hemolitica
(HUS) nos Estados Unidos, Europa e Jap&o. No Brasil,
SILVEIRA et al [14] analisaram, no periodo de janeiro a
dezembro de 1997, 886 amostras de hamburgueres
provenientes de frigorificos do Sul e Sudeste, ndo sen-
do detectada a presencga desse patdgeno em nenhuma
das amostras. O presente estudo complementou esses
resultados, verificando a ocorréncia em outros produ-
tos carneos e no ambiente industrial. Também foi feita
uma avaliagdo da sensibilidade dos métodos com cul-
tura pura de E.coli O157:H7, injuriada e n&o injuriada,
acompanhada ou ndo de uma cepa competidora de E.coli
comum.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

As amostras de produtos carneos diversos e ambi-
ente industrial foram coletadas em frigorificos localiza-
dos nas regides Sul e Sudeste do Brasil, no periodo de
abril/98 a abril/99.

2.2 — Métodos de analise

Na determinacdo da ocorréncia foi utilizado o mé-
todo de imunoensaio enzimatico da Neogem (Reveal
E.coli 0157 Test Kit ). Na avaliagdo da sensibilidade o
imunoensaio enzimatico foi comparado com o método
cultural, ambos descritos abaixo.

2.2.1 — Método cultural

25g da amostra foram homogeneizadas com 225mL
de Caldo EC Modificado Novobiocina (mECn), incuba-

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 21(2): 223-227, maio-ago. 2001 223



das por 6 horas em “shaker” com temperatura contro-
lada a 37°C e, em seguida, incubadas em incubadora
estatica por mais 18 horas a 37°C. Uma algada do cal-
do enriquecido foi estriada em placas de Agar McConkey
Sorbitol e, apds incubagao a 35°C/24h foram selecio-
nadas colbnias tipicas para confirmagéo, que foi feita
através do teste sorolégico de aglutinagdo em lamina
com antisoro O157 (Probac do Brasil), atividade de B-
glicuronidase em Caldo Lauril Sulfato Triptose
suplementado com 4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo
(LST-MUG), teste de crescimento em Agar Triplice Agticar
Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA) e, a partir dos tubos de
TSI, provas bioquimicas utilizando-se o kit da BioMerieux
(API 20E).

2.2.2 — ELISA Neogem (Reveal E.coli 0157 Test
Kit)

259 da amostra foram homogeneizadas com 225mL
do Caldo Neogem para E.coli O157 (Reveal media 8
hours 9760), incubadas por 8 horas em “shaker” com
temperatura controlada a 41°C. O imunoensaio foi rea-
lizado com uma aliquota do caldo enriquecido, subme-
tida a fervura, conforme instrugdes do fabricante. To-
das as amostras sinalizadas pelo imunoensaio foram
submetidas a confirmacéao, estriando-se uma algada do
caldo de enriquecimento original (8h de enriquecimen-
to), em placas de Agar McConkey Sorbitol. Apés incu-
bacao a 35°C/24h foram selecionadas coldnias tipicas
para confirmagéao, que foi feita seguindo o mesmo pro-
cedimento utilizado no método cultural, incluindo-se o
teste soroldgico de aglutinagdo em lamina com antisoro
0157 (Probac do Brasil).

2.3 - Determinacado do limite de sensibilidade dos
métodos

Foram feitos varios tipos de avaliagbes para deter-
minar o limite de sensibilidade do método da Neogem,
sempre em paralelo com o método cultural: a) Avalia-
¢do com cultura pura nao injuriada, feita utilizando-se
uma cepa de E.coli O157:H7 inoculada nos caldos de
enriquecimento antes do inicio da analise, em concentra-
¢Oes iniciais variando de 6,5 a menos de 0,5Log UFC/mL
de caldo. A sequéncia da andlise seguiu as mesmas
etapas descritas nos itens 2.2.1.e 2.2.2., dispensando-
se a confirmacédo. b) Avaliagdo com cultura pura injuri-
ada, feita utilizando-se o0 mesmo procedimento segui-
do para a cepa néo injuriada, com indéculo inicial vari-
ando de 2,1 a menos de 0,1Log UFC/mL de caldo. c)
Avaliagdo com cultura mista nado injuriada, feita utili-
zando-se a cepa de E.coli O157:H7 inoculada em con-
centracgdes iniciais variando de 5,5 a 3,5Log UFC/mL
de caldo, acompanhada de uma cepa de E.coli comum
competidora (ATCC 25922), inoculada em concentra-
¢Oes iniciais variando de 1 a 100 vezes a da cepa de
E.coli O157:H7. A sequéncia das analises seguiu as
mesmas etapas descritas nos itens 2.2.1. e 2.2.2, dis-
pensando-se as provas bioquimicas em APl 20E. d)
Avaliagdo com cultura mista injuriada, feita seguindo-
se o0 mesmo procedimento utilizado na avaliagdo com
cultura mista nao injuriada, porém, em concentragdes

224 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 21(2)

iniciais da cepa competidora de 50 a 5.000 vezes a da
cepa de E.coli O157:H7.

Em todos os casos a simulagio de injuria foi feita
por choque térmico sub-letal aplicado em banho-maria
a 60°C/5min e a quantificagdo da populagéo final de
E.coli O157:H7 e E.coli comum apés o periodo de enri-
quecimento foi feita em Petrifilm coliformes/E.coli (3M
Company).

Para uma avaliagéo preliminar do limite de sensi-
bilidade do ELISA propriamente dito, o imunoensaio foi
realizado com a cepa pura de E.coli O157:H7 suspensa
em Caldo Neogem, com concentragdes variando de 9,0
a 3,0Log UFC/mL.

3 - RESULTADOS

3.1 — Ocorréncia de E.coli 0O157:H7 em produtos
carneos e ambiente industrial

Os resultados encontram-se sumariados na Tabela
1. Foram analisadas 340 amostras, ndo sendo detec-
tada a presenca de E.coli O157:H7 em nenhuma das
amostras analisadas. Esses resultados complementam
os ja previamente relatados para produtos carneos no
Brasil [14], atestando, sendo a auséncia, pelo menos
uma baixa freqiéncia desse patégeno em nossa pro-
ducéo.

TABELA 1. Ocorréncia de E.coli O157:H7 em produtos carneos
e ambiente industrial.

Tipo amostra N° amostras analisadas Amostras positivas

Hamburguer 77 0
Linglica 148 0
Ambiente 115 0
Total 340 0

3.2 — Determinagdo do limite de sensibilidade dos
métodos de deteccio utilizados

3.2.1. Na avaliagdo preliminar do limite de sensibi-
lidade do ELISA propriamente dito, o imunoensaio da
Neogem foi realizado com a cepa pura de E.coli O157:H7
suspensa em Caldo Neogem, sendo a captura das cé-
lulas feita a partir de uma pequena aliquota (5 gotas)
do caldo de enriquecimento. Observou-se que, para
emissdo de um sinal claro, foi necessaria uma conta-
gem de E.coli O157:H7 na faixa de 108-10® UFC/mL,
valor similar aos normalmente relatados para Salmonella,
que também encontra-se na faixa de 10%-108/mL [13].

3.2.2. Os resultados da avaliagdo da sensibilidade
dos métodos com cultura pura, utilizando-se uma cepa
de E.coli O157:H7 nao injuriada, adicionada ao caldo
de enriquecimento com contagens iniciais variando de
4,5 a menos de 0,5Log UFC/mL, encontram-se
sumarizados na Tabela 2. No caldo EC Modificado
Novobiocina (mECn) a contagem E.coli O157:H7 ele-
vou-se em menos de dois ciclos logaritmicos apds o
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periodo de enriquecimento, porém, mesmo assim, em
todos os casos foi possivel a recuperagédo de colbnias
tipicas no Agar MacConkey Sorbitol. No caldo Neogem
a contagem elevou-se a valores acima de 8,0Log UFC/mL
em todos os casos, podendo-se obter um sinal positivo
no teste de ELISA e também a recuperacgao de coldni-
as tipicas na Agar MacConkey Sorbitol. Comparado com
o caldo mECn, os resultados evidenciaram que a velo-
cidade de crescimento de E.coli O157:H7 foi muito maior
no Caldo Neogem, permitindo levar a populagéo aos
niveis de detecgdo do ELISA mesmo a partir de conta-
gens iniciais abaixo de 0,5Log UFC/mL.

TABELA 2. Resultados da avaliagao do limite de sensibilidade
do método cultural e do imunoensaio enzimatico da Neogem
(Reveal E.coliO157) na detecgéo de E.coli O157:H7 em cultura
pura, utlizando-se indculo n&o injuriado.

Inéeulo inicial Método cultural Imunoensaio Reveal E.coli 0157
adicionado ao Enriquecimento em Caldo mECn Enriquecimento em Caldo Neogem
caldo de Contagem final ~ Recuperagéo no Agar  Contagem final ELISA Recuperagéo no Agar
enriquecimento  (Log UFC/mL)®  MacConkey Sorbitol b (Log UFC/mL) © MacConkey Sorbitol b
(Log UFC/mL)
45 58 ¥ 20 " ¥
35 47 + 89 + +
25 38 + 9,0 + +
15 30 + 9,0 + +
05 19 + >88 + .
<05 10 + 578 + .

2Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitagdo
seguido de 18h a 35°C sem agitagao. *Estrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a
partir de uma algada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do caldo
enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitagéo.

TABELA 3. Resultados da avaliagéo do limite de sensibilidade
do método cultural e do imunoensaio enzimatico da Neogem
(Reveal E.coliO157) na detecgéao de E.coliO157:H7 em cultura
pura com inoculo injuriado por injuria sub-letal (choque tér-
mico em banho-maria a 60°C por 5 minutos).

Inéeulo inicial Meétodo cultural Imunoensaio Reveal E.coli 0157

adicionado ao Enriquecimento em Caldo mECn Enriquecimento em Caldo Neogem

caldo de Contagem Recuperagao no Contagem ELISA  Recuperagdo no
enriquecimento final (Log Agar MacConkey final (Log Agar MacConkey
(Log UFC/mL) UFC/mL) * Sorbitol * UFC/mL)* Sorbitol *
21 33 + 74 + +
11 25 + 6,1 + +
0,1 1,0 + 6,1 + +
<0,1 04 + 51 - pobre

2Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitagdo
seguido de 18h a 35°C sem agitagao. *Estrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a
partir de uma algada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do caldo
enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitagéo.

3.2.3. Os resultados da avaliagdo da sensibilidade
dos métodos com cultura pura, utilizando-se uma cepa
de E.coli O157:H7 submetida a injuria sub-letal (cho-
que térmico a 60°C/5min), adicionada ao caldo de enri-
quecimento com contagens iniciais variando de 2,1 a
menos de 0,1Log UFC/mL, encontram-se sumarizados
na Tabela 3. No caldo EC Modificado Novobiocina (mECn)
a contagem E.coli O157:H7 elevou-se em no maximo
um ciclo logaritmico, porém, ainda assim, em todos os
casos foi possivel a recuperacéo de colbnias tipicas no
Agar MacConkey Sorbitol. No caldo Neogem a conta-
gem elevou-se em mais de 5 ciclos logaritmicos, em

todos os casos, porém, com inoéculo inicial abaixo de
0,1Log UFC/mL, n&o foi possivel a obtengcdo de um si-
nal positivo no teste de ELISA e a recuperacg&o no Agar
MacConkey Sorbitol foi muito pobre, com desenvolvi-
mento de um numero reduzido de coldnias tipicas. Nesse
caso € possivel que o inéculo transferido na algada te-
nha sido muito pequeno.

3.2.4. Na avaliagao da sensibilidade dos métodos
com cultura mista sem injuria (Tabela 4) foi utilizado
inoculo inicial de E.coli O157:H7 variando na faixa de
3,5 a 1,5Log UFC/mL e proporgéo de 1:100, 1:10 e 1:1
entre as cepas de E.coli O157:H7 e E.coli comum. Em
todas as situacbes testadas os dois métodos permiti-
ram uma boa recuperacéo da cepa no Agar MacConkey
Sorbitol e o ELISA da Neogem foi capaz de sinalizar a
presenga de E.coli O157:H7 mesmo na presenga de uma
populagdo competidora 100 vezes maior.

TABELA 4. Resultados da avaliagao do limite de sensibilidade
do método cultural e do imunoensaio enzimatico da Neogem
(Reveal E.coli 0157) na detecgéo de E.coli O157:H7, acom-
panhada de uma cepa de E.coli comum (ATCC 25922) com-
petidora, com inéculos néo injuriados.

Inéculo inicial Método cultural Imunoensaio Reveal E.coli 0157

adicionado ao Enriquecimento em Caldo mECn Enriquecimento em Caldo Neogem
caldo de
enriquecimento
(Log UFC/mL)
E.coli E.coli  Contagem final Recuperagdoem ELISA Contagem final Recuperagdo em
0157:H7 comum  E.coli 0157:H7 MacConkey E.coli O157:H7 MacConkey
(Log UFC/mL) Sorbitol * (Log UFC/mL) Sorbitol
3.5 55 57 + + 7.7 +
3,5 4,5 52 + + 8,7 +
3.5 3,5 4,9 + + 9,1 +
25 4,5 3,0 + + 7.7 +
25 3,5 37 + + 8,8 +
25 25 38 + + 8,9 +
15 3,5 25 + + 7,0 +
1,5 2,5 27 + + 8,9 +
1,5 15 26 + + 8,6 +

aContagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitagéo
seguido de 18h a 35°C sem agitagdo. *Estrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a
partir de uma algada do caldo enriquecido. ¢ Contagem realizada a partir do caldo
enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitag&o.

3.2.5. Nos testes com inoculagdo das duas cultu-
ras injuriadas (Tabela 5) foi mantida a faixa de inéculo
inicial da E.coli O157:H7 mas a proporg¢éo entre as ce-
pas passou para 1:5000, 1:500 e 1:50. Nesse caso, a
populagdo final de E.coli O157:H7 no Caldo Neogem
manteve-se em faixas 10 a 1.000 vezes menores do
que as obtidas com a cepa sem injuria €, no Caldo mECn,
esse dado ndo pode ser bem avaliado porque as conta-
gens finais ficaram abaixo das iniciais. A explicacéo
provavel para esse resultado é o fato de a elevagéo da
populagéo de E.coli 0157:H7 no Caldo mECn né&o ser
muito acentuada, dificultando a competicdo com a cepa
de E.coli comum nas placas de Petrifilm. Ainda assim,
os resultados mostraram que, em todas as combina-
¢cbes testadas, tanto o caldo Neogem quanto o caldo
mECn permitiram a recuperagéo da E.coli O157:H7 no
Agar MacConkey Sorbitol, porém, o ELISA da Neogem
nao conseguiu sinalizar a presenga da cepa nas com-
binagdes com proporgado acima de 1:500. Cabe lem-
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brar que, nos alimentos mais susceptiveis a contami-
nagéo por E.coli 0157:H7, como hamburgueres, lingui-
cas e outros produtos carneos crus, a contagem de
coliformes fecais temotolerantes (E.coli) permitida pela
legislagao brasileira é de 5,0x10%g [1], de forma que,
numa amostra no limite de tolerancia, a presenga de
menos de 10UFC/g de E.coli O157:H7 poderia ndo ser
detectada pelo ELISA da Neogem. Cabe ainda lembrar
que a menor dose infectiva de E.coli O157:H7 conheci-
da encontra-se na ordem de 10 células/g [2, 4, 8], evi-
denciando o risco de ndo detecg¢ado do patdégeno em pro-
dutos potencialmente capazes de provocar a doenga.

TABELA 5. Resultados da avaliagao do limite de sensibilidade
do método cultural e do imunoensaio enzimatico da Neogem
(Reveal E.coli 0157) na detecgéo de E.coli O157:H7, acom-
panhada de uma cepa de E.coli comum (ATCC 25922) com-
petidora, com inéculos injuriados por injuria sub-letal (cho-
que térmico em banho-maria a 60°C por 5 minutos).

Inéculo inicial Meétodo cultural Imunoensaio Reveal E.coli 0157

adicionado ao caldo  Enriquecimento em Caldo mECn Enriquecimento em Caldo Neogem
de enriquecimento
(Log UFC/mL)
E.coli E.coli Contagem final Recuperagdoem ELISA Contagem final Recuperagdoem

0157:H7 comum E.coli O157:H7 MacConkey E.coli O157:H7 MacConkey

(Log UFC/mL)® Sorbitol (Log UFC/mL) Sorbitol
35 72 >2,0 + fraco 6,3 +
35 6,2 >2,0 + + 6,3 +
35 52 28 + + 6,6 +
25 6,2 20 + >6,0 +
25 52 27 + + 6,0 +
25 42 20 + + 64 .
15 52 26 + >5,0 +
15 42 15 + + >5,0 ¥
1.5 32 11 + + 57 +

“Contagem realizada a partir do caldo enriquecido a 35°C por 6 horas sob agitagao
seguido de 18h a 35°C sem agitagdo. *Estrias em Agar MacConkey Sorbitol feitas a
partir de uma algada do caldo enriquecido. °Contagem realizada a partir do caldo
enriquecido a 41°C por 8 horas sob agitagéo.

4 — CONCLUSOES

* Nao foi detectada a presenga de E.coli O157:H7
nas amostras analisadas, corroborando os resul-
tados anteriormente obtidos por SILVEIRA et al
[14], com amostras de hamburguer. Embora esse
resultado ndo possa ser interpretado como garan-
tia da auséncia desse patdgeno nos produtos carneos
brasileiros, atesta que a ocorréncia no Brasil é, cer-
tamente, mais baixa do que nos Estados Unidos,
Europa e outros Japao, onde amostragens simila-
res tém detectado a presenga em 0,2 a 3,7% do
total de amostras analisadas nos diferentes estu-
dos [5].

* O ELISA da Neogem exigiu contagens minimas de
10 a 108 UFC de E.coli O157/mL para a emisséo
de um sinal positivo inequivoco, deixando claro que,
assim como todos os ELISAs heterogéneos de cap-
tura desenvolvidos para Salmonella ou Listeria, até
o momento, nao tem sensibilidade para aplicacéo
direta na amostra, sendo essencial a etapa de en-
riguecimento, para levar a contagem aos niveis de
deteccgéo.
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» Tanto o método cultural quanto o imunoensaio da
Neogem foram capazes de detectar a presenca de
E.coli O157:H7 em cultura pura, injuriada ou n&o, em
concentragdes iniciais de menos de 0,5Log UFC/mL
do caldo de enriquecimento.

« Tanto o método cultural quanto o imunoensaio da
Neogem foram capazes de detectar a presenca de
E.coli O157:H7 em cultura mista com E.coli comum
competidora, injuriada ou ndo, em concentragoes
iniciais de 1,5Log UFC/mL do caldo de enriqueci-
mento, até concentragdes 500 vezes maior do com-
petidor.
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