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RESUMO

Foi feito um estudo da ocorréncia de E.coli O157:H7 em vegetais que sao normalmente consumidos crus no Brasil e uma avaliacao da sua
resisténcia aos sanitizantes disponiveis no mercado para desinfeccao de verduras, equipamentos e utensilios, incluindo compostos
clorados e compostos de amonio quaternario. Na avaliacao da ocorréncia em vegetais foram analisadas 869 amostras, nao sendo detec-
tada a presenca do patégeno. Os imunoensaios enzimaticos (ELISA) utilizados nas analises (Reveal E.coli 0157 Neogem e EHEC Test Kit
3M Company) apresentaram uma taxa de falsos resultados presuntivos de 13,6 e 11,8%, respectivamente, nao confirmados como E.coli
0157 nos testes bioquimicos posteriores. Na avaliacao da resisténcia aos sanitizantes pelo método 960.9 da AOAC, observou-se que os
tratamentos com 100 e 200ppm de hipoclorito de sédio, dicloroisocianurato de soédio e cloreto de benzalconio/30s se mostraram eficazes
contra E.coli ATCC 11229 e E.coli 0157:H7 ATCC 43890, promovendo mais de 5 reducoes decimais nas populacoes alvo.
Palavras-chave: Escherichia coli O157:H7; ocorréncia; vegetais; desinfeccao; cloro; amonio quaternario; hipoclorito de sodio;
dicloroisocianurato de soédio; cloreto de banzalconio.

SUMMARY

OCCURRENCE OF Escherichia coli0157:H7 IN VEGETABLES AND ITS RESISTANCE TO THE DISINFECTANTS USED IN FRESH PRODUCE.
A study of E.coli O157:H7 occurrence in vegetables that are usually consumed raw in Brazil was carried out as well as an evaluation of
its resistance to the sanitizers available on the market for disinfection of green vegetables, equipment and utensils, including chlorine
and quaternary ammonium compounds. In the evaluation of the occurrence in vegetables, 869 samples were analyzed, without the
presence of the pathogen being detected. The enzymatic immunoassay (ELISA) used in the analyses (Reveal E.coli 0157 Neogem ¢ EHEC
Test Kit 3M Company) presented a false presumtive rate of 13,6 and 11,8%, respectively, not confirmed as E.coli 0157 in the subsequent
stages of identification. In the evaluation of the resistance to the sanitizers using the AOAC method 960.9 it was observed that the
treatment with 100ppm and 200ppm of sodium hypochlorite, sodium dichloroisocyanurate and benzalconium chloride/30s showed
effectiveness against E.coli ATCC 11229 e E.coli 0157:H7 ATCC 43890, with more than 5 decimal reductions over the population.

Keywords: Escherichia coli O157:H7; occurrence; vegetables; disinfection; chlorine; quaternary ammonium; sodium hypochlorite; sodium

dichloroisocyanurate, benzalconium chloride.

1 - INTRODUCAO

Escherichia coli € um habitante normal do trato-in-
testinal dos animais (incluindo o homem) e exerce um
efeito benéfico sobre o organismo, suprimindo a multi-
plicacao de bactérias prejudiciais e sintetizando uma
consideravel quantidade de vitaminas. Dentre as cepas
de E.coli, entretanto, ha um grupo capaz de provocar
doencas em individuos humanos, coletivamente chama-
das de E.coli enteropatogénicas (EEC). Essas cepas ocu-
pam hoje o segundo lugar entre os principais agentes
doencas de origem alimentar nos Estados Unidos, onde
responderam por 7,4% dos surtos e 28,6% das mortes
provocadas por bactérias naquele pais, no periodo de
1993 a 1997 [34].

Atualmente ha  seis classes de  E.coli
enteropatogénicas reconhecidas, dentre elas as cepas de
E.coliO157:H7, que pertencem ao grupo das E.coli entero-
hemorragicas (EHEC) ou produtoras de verotoxina
(VTEC). A patogenicidade das cepas EHEC parece estar
associada a uma série de fatores, incluindo a producao
de varias citotoxinas, coletivamente chamadas de
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verotoxinas (VTs) ou “shiga-like” toxinas (SLTs), simila-
res a toxina produzida pela bactéria Shigella dysenteriae
tipo I [19, 44]. As VTs provocam uma doeng¢a chamada
de colite hemorragica que, em casos mais graves, resul-
ta em um quadro conhecido como sindrome urémica
hemolitica (HUS) [30]. A colite hemorragica tem um pe-
riodo de incubagao de 3 a 10 dias e duragdo de 2 a 9
dias. Os sintomas sdo diarréia sanguinolenta e dores
abdominais severas e, de acordo com a literatura, cerca
de 10-15% dos casos agravam-se até o quadro de HUS
[18], situacao em que ocorre destruicao de eritrocitos e
falha aguda dos rins, levando a necessidade de dialise,
transplante dos rins ou morte [43, 44]. A dose infectiva é
ainda desconhecida mas, através da compilacao de da-
dos de surtos investigados nos Estados Unidos, parece
encontrar-se na faixa de 10 células por grama ou milili-
tro do alimento consumido [18].

O grupo EHEC tem mais de 60 sorotipos que pro-
duzem SLT, porém, de acordo com KARMALI [25], o
sorotipo O157:H7 predomina, sendo o mais freqliente-
mente associado a surtos de colite hemorragica e HUS.
As principais caracteristicas que distinguem E.coli
0157:H7 das demais cepas de E.coli sao o crescimento
pobre ou nulo a 44°C e a incapacidade de utilizar o
sorbitol e produzir a enzima B-glicuronidase [28, 30,
32, 38]. Em funcao dessas diferencas, nao sao detecta-
das nas analises de coliformes fecais pelo método do
numero mais provavel (NMP), que utiliza a fermentacao
da lactose a 44,5°C como caracteristica confirmativa,
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nem nas analises diretas de E.coli utilizando substratos
para a enzima [-glicuronidase.

1.1 - Alimentos envolvidos em surtos

Nos Estados Unidos, de acordo com os dados do CDC
(Center for Disease Control and Prevention) [34], os ali-
mentos mais freqlientemente implicados em surtos pro-
vocados por cepas de E.coli enteropatogénica, no perio-
do de 1993 a 1997, foram a carne bovina (25%) e as
frutas, vegetais e saladas (20%). A US Food and Drug
Administration [18] acredita que dentre as cepas
enteropatogénicas envolvidas, E.coli O157:H7 seja a mais
frequiente, representando hoje o segundo agente etiologico
de diarréia bacteriana nos Estados da costa do Pacifico.

E.coli O157:H7 foi implicada pela primeira vez em
surto de doenca de origem alimentar em 1982 e, nos
anos seguintes, mais de 30 surtos foram registrados so
nos Estados Unidos [21]. Em 1993 um grande surto en-
volvendo mais de 700 pessoas atingiu 4 estados norte
americanos, com 51 casos de HUS e 4 mortes. O surto
foi provocado pelo consumo de hamburguer mal cozido
em uma rede regional de restaurantes tipo “fast food”,
chamando a atencao para a carne como fonte potencial
desse microrganismo. A partir dai as pesquisas demons-
traram que o trato-intestinal de ruminantes, particular-
mente bovinos e ovinos, parece ser o principal reserva-
torio das cepas entero-hemorragicas de E.coli O157:H7
[26]. Nesse tipo de animais, a incidéncia em fezes varia
de O a 10% [15] e a carne bovina moida (hamburguer),
de maneira especial, tem sido o principal agente de sur-
tos registrados nos Estados Unidos [18, 19] e paises da
Europa.

Nos ultimos 10 anos, entretanto, aumentou signifi-
cativamente o numero de surtos associados com outros
veiculos além da carne, particularmente as frutas, os
sucos de frutas, os vegetais e as saladas preparadas com
vegetais. Em 1991 ocorreu um surto nos Estados Uni-
dos em que 23 pessoas foram atingidas através do con-
sumo de cidra de maga nao pasteurizada [19]. Aparente-
mente, a cidra foi produzida com macas recolhidas do
chao e contaminadas com esterco de bovinos.

Em 1993 ocorreu um surto no Estado do Oregon,
EUA, provocado pelo consumo de meldes e outros itens
da mesa de saladas de um restaurante, aparentemente
atingidos por contaminacao cruzada através de produ-
tos carneos manipulados na cozinha [19].

Em 1995, 92 pessoas foram atingidas por um surto
em Montana, EUA, provocado pelo consumo de alface
contaminada com agua de irrigacao [3].

Em 1996 ocorreram dois surtos nos Estados Unidos,
provocados pelo consumo de suco de maca nao pasteuri-
zado. O primeiro atingiu pelo menos 70 pessoas, espa-
lhadas por varios estados do oeste, com 3 casos de HUS e
1 morte [10]. O segundo atingiu 45 pessoas dos estados
da California, Colorado, Columbia Britanica e Washing-
ton, com 12 casos de HUS e nenhuma morte [9].

Em 1996 também foram registrados 4 surtos em es-
colas primarias do Japao, envolvendo o consumo de sa-

ladas [2]. O maior deles ocorreu na cidade de Sakai, com
mais de 5.500 pessoas atingidas pelo consumo de broto
de rabanete, com 3 mortes registradas. Os demais ocor-
reram nas cidades de Gifu, com 379 pessoas atingidas
pelo consumo de salada, Morioka, com 47 atingidos pelo
consumo de salada e frutos do mar e Obihiro, com 157
atingidos também pelo consumo de salada.

Em 1997 ocorreram dois surtos nos Estados Uni-
dos, provocados pelo consumo de broto de alfafa [11],
um no estado de Michigan, com 60 pessoas atingidas (2
casos de HUS) e outro no Estado da Virginia, com 48
pessoas atingidas e nenhum caso de HUS. Em 2000,
novamente nos Estados Unidos, mais 58 pessoas foram
atingidas por E.coli O157:H7, através do consumo de
salada [3].

1.2 - Resisténcia aos agentes de desinfeccao de ver-
duras e frutas

A freqiiéncia de implicacao das frutas e vegetais em
surtos provocados por E.coli O157:H7 levantou uma sé-
rie de questdes sobre a eficacia dos procedimentos de
desinfeccao desses produtos e foram realizados muitos
trabalhos para avaliar a resisténcia das cepas de E.coli
0O157:H7 aos principios ativos mais comuns. Um levan-
tamento geral desses estudos mostra uma variacdo muito
grande nas condicoes dos ensaios que, além de nao rela-
tar acuradamente a metodologia utilizada, nao padroni-
zam variaveis importantes como o tipo de desinfetante,
a concentracao utilizada, o tempo de contato, a tempe-
ratura de contato, a forma de preparacao do inéculo, a
superficie inoculada e a forma de quantificar os sobrevi-
ventes, dentre outras.

TAKEUCHI & FRANK [41], por exemplo, avaliaram o
efeito do hipoclorito de sédio (200ppm de cloro residual
livre/5min/22°C) sobre E.coli 0157:H7 inoculada na su-
perficie intacta e em cortes de folhas de alface, obser-
vando 0,3 e 0,4 reducgdes decimais, respectivamente. Os
autores relataram uma variacdo experimental significa-
tiva nesse estudo, que atribuiram a diferencas fisiologi-
cas entre as folhas de alface utilizadas nas repeticoes.

BEUCHAT et al. [7], em estudo similar, obtiveram
0,87 reducodes decimais e, segundo TAKEUCHI & FRANK
[41], essa diferenca em relacao as 0,3 e 0,4 reducgdes
obtidas em seu estudo podem ser atribuidas ao fato de o
experimento de BEUCHAT et al. [7] nao ter utilizado uma
etapa de neutralizacdo do cloro, apos o tempo de conta-
to, bem como a variagdes no nivel inicial do inéculo e
tempo de contato das folhas com a suspensao
contaminante.

BEUCHAT et al.[8] avaliaram o efeito do tratamento
de sementes de alfafa com CalOCIl], (200ppm de cloro
residual livre/22°C/15min) e observaram 1,3 reducoes
decimais na populacao de E.coli O157:H7 artificialmen-
te inoculada. Elevando a concentracao de cloro residual
livre para 20.000ppm, nas mesmas condi¢oes, o nume-
ro de redugdes decimais passou para 2,6.

TAORMINA & BEUCHAT [42] também avaliaram o
efeito do tratamento com 20.000ppm de cloro residual

168 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 23(2): 167-173, maio-ago. 2003



Escherichia coli O157:H7 em vegetais e resisténcia aos agentes de desinfeccao de verduras, Silva et al

livre (10min de contato) sobre E.coli O157:H7 artificial-
mente inoculada em sementes de alfafa e obtiveram re-
sultado similar, com 2,8 reduc¢oes decimais. Com 100ppm
de cloro residual livre, nas mesmas condicdes, obtive-
ram 2,2 redugoes.

Conforme destacado pelos proprios autores, a com-
paracao dos resultados desses trabalhos é complicada e
dificulta sobremaneira a conclusao sobre a eficacia dos
desinfetantes. Em 2001 BEUCHAT e um grupo de pes-
quisadores de diversas instituicoes de pesquisa norte-
americanas publicaram um artigo de interesse geral no
Journal of Food Protection [6], alertando para a necessi-
dade de padronizacao de métodos para determinacao da
eficacia de desinfetantes contra microrganismos
patogénicos em frutas e vegetais.

A AOAC dispoe de dois métodos para determinacao
da atividade bactericida de desinfetantes, adotados ofi-
cialmente no Brasil pela PORTARIA 336 de 22 de julho
de 1999 [36], da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria (ANVISA), Ministério da Saude. Sao os métodos de
diluicao de uso e suspensao, cuja principal diferenca é a
forma como os microrganismos sdo expostos a acdo do
desinfetante. No método de diluicao de uso as células
sao fixadas e secadas em um suporte solido (carreador)
e no método de suspensdo sdo suspensas na propria
solucao desinfetante. As principais vantagens desses mé-
todos em relacdo a inoculacao direta de frutas e vegetais
€ que todo o procedimento € criteriosamente padroniza-
do, permitindo comparar resultados obtidos em qual-
quer laboratério do Brasil ou do exterior. O método de
suspensao é mais simples, menos trabalhoso e mais
barato do que o método de diluicao de uso, razao pela
qual foi selecionado para a realizacao desse trabalho,
cujos objetivos foram efetuar um levantamento da ocor-
réncia de E.coli O157:H7 em vegetais crus e avaliar sua
resisténcia aos desinfetantes mais amplamente utiliza-
dos na desinfeccao de verduras e de equipamentos e uten-
silios de restaurantes e cozinhas industriais.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Ocorréncia em vegetais

A amostragem foi feita em colaboracédo com trés for-
necedores de vegetais do CEASA Campinas (SP), cole-
tando-se cerca de 30 amostras de vegetais por semana,
no periodo de maio a outubro de 1999. Foram
selecionadas para o trabalho amostras de alface, racula
e chicoria, que sdo normalmente consumidos na forma
de salada crua. As amostras foram analisadas utilizan-
do-se os “kits” de imunoensaio enzimatico da 3M
Company (EHEC Test Kit 3M 6477) ou da Neogem
Corporation (Reveal E.coli 0157 Test Kit), obedecendo
ao seguinte procedimento:

2.1.1 - ELISA 3M (EHEC Test Kit 3M 6477) - 25g
da amostra foram homogeneizados com 225mL de Caldo
EC Modificado Novobiocina (mECn), preparado de acordo
com a formulacao descrita por OKREND et al. [33]. O cal-
do foi incubado a 37°C por 6 horas sob agitacao e, em
seguida, transferido para uma incubadora estatica por

mais 18 horas a 37°C. Conforme orientacao do fabrican-
te, uma aliquota de 1mL do caldo enriquecido foi entao
inoculada em Petrifilm coliformes/ E.coli (3M Company) e,
apos incubacgao a 41°C/24h, foi verificada a presenca ou
nao de colonias tipicas de E.coli O157:H7 (colonias
glicuronidase negativas, vermelhas, com presenca de bo-
lhas de gas). Nos casos em que se observou a presenca de
colonias tipicas foi realizado o imunoensaio enzimatico
da 3M, seguindo a orientacao dos fabricantes. Todas as
amostras que apresentaram resultados ELISA positivo fo-
ram submetidas a confirmacao, estriando-se o caldo de
enriquecimento original em placas de Agar McConkey
Sorbitol (Difco 0079). Apos incubagao a 35°C/24h foram
selecionadas colonias tipicas (sorbitol negativas, brancas)
para confirmacao, que foi feita através do teste sorologico
de aglutinacdo em lamina com o antisoro O157 (Probac
do Brasil), atividade de B-glicuronidase em Caldo Lauril
Sulfato Triptose suplementado com 4-metilumbeliferil-$-
D-glicuronideo (LST-MUG Merck 12588), teste de cresci-
mento em Agar Triplice Acticar Ferro (TSI Difco 0265) e
teste de crescimento em Agar Lisina Ferro (LIA Difco 0849).
A partir dos tubos de TSI, as culturas presuntivas foram
submetidas a provas bioquimicas adicionais, utilizando-
se o kit API 20E da BioMerieux.

2.1.2 - ELISA Neogem (Reveal E.coli 0157 Test
Kit) - 25g da amostra foram homogeneizados com 225mL
do Caldo Neogem para E.coli 0157 (Reveal media 8 hours
9760) e incubados a 41°C por 8 horas sob agitagao. O
imunoensaio foi realizado com uma aliquota do caldo
enriquecido, submetido a fervura, conforme instrucoes
do fabricante. Todas as amostras que apresentaram re-
sultados ELISA positivo foram submetidas a confirma-
¢ao, estriando-se o caldo de enriquecimento original (8h
de incubacédo) em placas de Agar McConkey Sorbitol
(Difco 0079). Apods incubacao a 35°C/24h foram
selecionadas colonias tipicas para confirmacao, que foi
feita seguindo o mesmo procedimento utilizado para o
método da 3M.

2.2 - Avaliacao da eficdcia antimicrobiana de desin-
fetantes contra E.coli 0157:H7

O teste de eficacia antimicrobiana foi feito de acordo
com o método de suspensao N° 960.9 da Association of
Official Analytical Chemists [4]. A eficacia foi verificada
contra a cepa de E.coli O157:H7 ATCC 43890 e, para
comparacgao, também contra E.coli ATCC 11229 (nao
patogénica), uma das cepas padrao no Brasil para teste
de desinfetantes usados na industria de alimentos.

Na realizacao dos testes foram utilizados os seguin-
tes desinfetantes:

e Solucao de hipoclorito de s6dio a 100 e 200mg/L,
preparada em agua destilada estéril a partir do
produto comercial agua sanitaria Brilhante®. A
concentracao de cloro residual livre foi determina-
da por titulacao com tiossulfato de sodio, de acor-
do com técnica descrita por EATON et al. [16].

e Solucao de dicloroisocianurato de sodio a 100 e
200mg/L, preparada em agua destilada estéril a
partir de produto comercial Aquatabs®. A concen-
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tracao de cloro residual livre foi determinada con-
forme descrito anteriormente.

¢ Solucao de cloreto de benzalconio a 100 e 200mgL,
preparada em agua destilada estéril a partir do
produto comercial “Cloreto de Benzalconio” P.A.
(Vetec Codigo 1126). A concentracao do principio
ativo na solucao foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no Manual da Qualidade
65.3210.014 do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) [24].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Ocorréncia em vegetais

Os resultados da ocorréncia de E.coli O157:H7 em
vegetais encontram-se sumarizados na Tabela 1. Foram
analisadas 869 amostras, das quais 113 (13%) apresen-
taram teste presuntivo de ELISA positivo, sendo consi-
deradas suspeitas. Nos testes bioquimicos e sorologicos
posteriores, entretanto, a presenca do patogeno nessas
amostras nao foi confirmada, representando uma taxa
de falsos presuntivos de 13,6% nas analises realizadas
com o Reveal E.coli 0157 da Neogem e 11,8% das anali-
ses realizadas com o EHEC Test Kit da 3M.

TABELA 1. Ocorréncia de E.coli O157:H7 em vegetais.

Método Tipo de Nimero de Nimero de Nimero de
amostra amostras amostras suspeita81 amostras
analisada analisadas confirmadas®
Reveal Alface 289 43 (14,9%) 0
£.coli 0157 Chicéria 174 13 (7,5%) 0
Neogem Ricula 101 21 (20.8%) 0
Total 564 77 (13.6%) 0
EHEC Test Kit Alface 109 12 (11%) 0
3M Company Chicéria 97 11 (11,3%) 0
Ricula 99 13 (13,1%) 0
Total 305 36 (11.3%) 0
Total 869 113 (13%) 0

‘Amostras que apresentaram teste de ELISA positivo.
?Amostras nas quais a presenca de E.coli O157:H7 foi confirmada através de provas
sorolégicas e bioquimicas tradicionais.

E importante destacar que a base de dados do API
20E nao diferencia as cepas 0157 das demais cepas de
E.coli, tendo sido utilizada, na interpretacao dos resul-
tados, a orientacao de HALDANE et al. [22], segundo a
qual a combinac¢ao mais tipica dessas cepas nos 21 pri-
meiros testes da cartela de resultados do API 20E (Figu-
ra 1) € “5144172” (91,9% das cepas), podendo também
ocorrer as combinagdes “5144152” (cepas sacarose ne-
gativas, 2,7%) e “5144162” (cepas ramnose negativas,
5,4%).

Levantamentos sobre a ocorréncia de E.coli O157:H7
em alimentos sdo raramente encontrados na literatura,
sendo mais comuns os relatos diretamente relacionados
com surtos. Segundo KNIGHT [26] pesquisas em super-
mercados americanos revelaram E.coli O157:H7 em 1 a
2,5% das amostras de carne testadas (bovina, suina e
de aves) e um levantamento realizado no México revelou
contaminacao em 19% dos vegetais analisados [5]. Numa
compilacao apresentada por DESMARCHELIER & GRAU

[15], relatos de diferentes partes do mundo indicaram
contaminagao em 0,2% das carcagas de bovinos anali-
sadas, O a 3,7% da carne bovina moida, 0 a 1,5% da
carne de porco, 2% da carne de carneiro e O a 1,5% da
carne de aves.

+ + |+ - - -+ - + |+ - + o+ o+ -+
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FIGURA 1. Caracteristicas tipicas das cepas de E.coli O157:H7
no “Kit”API 20E da BioMérieux [22].

ONPG = orto-nitro-fenil-B-D-galactopiranosideo (atividade de B-galactosidase), ADH
= atividade de arginina dehidrolase, LDC = atividade de lisina descarboxilase, ODC =
atividade de ornitina descarboxilase, CIT = utilizacao de ciitrato, H,S = producao de
H,S, URE = atividade de urease, TDA = atividade de triptofano deaminase, IND =
producao de indol, VP = producao de acetoina (teste de VP), GEL = atividade de
gelatinase, GLU = fermentacao/oxidagao da glicose, MAN = fermentacao/oxidag¢ao
do manitol, INO = fermentacao/oxidacao do inositol, SOR = fermentacao/oxidacao
do sorbitol, RHA = fermentacao/oxidacdao da rhamnose, SAC = fermentacao/oxida-
cao da sacarose, MEL = fermentagao/oxidacao da melibiose, AMY = fermentacao/
oxidacao da amigdalina, ARA = fermentacao/oxidacao da arabinose, OX = atividade
de citocromo oxidase. Os numeros que acompanham o teste sdo os pontos a serem
atribuidos quando o resultado for positivo, para compor a combinac¢ao numérica.

No Brasil nao ha dados sistematicos que possam
indicar a situacao da ocorréncia de E.coli O157:H7 em
alimentos. SILVEIRA et al. ([40] analisaram cerca de 800
amostras de hamburgueres produzidos por frigorificos
do sul e sudeste, ndo sendo detectada a presenca de
E.coli O157:H7 nas amostras. Em levantamento similar,
SILVA et al. [39] analisaram 340 amostras de produtos
carneos e ambiente industrial, também nao sendo de-
tectada a presenca desse microrganismo. Esses resulta-
dos, assim como os obtidos em nosso trabalho, revelam
uma baixa freqliéncia desse patogeno em nossos produ-
tos, considerando-se que amostragens similares em ou-
tros paises tém detectado a presenca, em porcentagens
variadas das amostras analisadas. Ainda assim, devem
ser interpretados cuidadosamente: em primeiro lugar,
assim como todos os dados de amostragem, nao devem
ser entendidos como garantia de auséncia porque, ain-
da que o tamanho das amostras seja da mesma ordem
de grandeza encontrada em levantamentos similares fora
do Brasil, esta muito longe do tamanho da producéao do
pais. Em segundo lugar, a qualidade microbiolégica dos
vegetais varia muito de regido para regiao, sendo afeta-
da pelas condicdes de cultivo, tratamento da agua de
irrigacao, tratamento de esgotos e sistema de distribui-
cao. Em nosso trabalho a amostragem foi feita apenas
na cidade de Campinas, onde os vegetais apresentam,
segundo dados de NASCIMENTO [31], boa qualidade
sanitaria e baixa contaminacao por coliformes fecais,
E.coli e Salmonella.

Além disso, o Centro de Vigilancia Epidemiologica
do Estado de Sao Paulo (CVE/SP) [14] registrou, no pe-
riodo de 1998 a 2000, 15 casos de HUS em hospitais
publicos do Estado, com historico anterior de diarréia e
possivel associacao com E.coli O157:H7. Nos casos em
que foi feita a coprocultura a presenca de E.coli foi de-
tectada mas o agente nao foi isolado e/ou sorotipado
para confirmacao. Também no Rio Grande do Sul, um
estudo retrospectivo de casos de HUS ocorridos no Hos-
pital Universitario da Universidade Federal de Santa
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Maria, no periodo de marco de 1997 a agosto de 1999,
apontou a existéncia de 31 casos da doenca em criancas
com idade de 2 a 57 meses [14]. Esses relatos atestam a
existéncia de HUS no pais e deixam clara a necessidade
de monitoramento dessa bactéria em diferentes produ-
tos e regides, porque a experiéncia tem demonstrado que,
num mercado globalizado, patogenos emergentes podem
ser rapidamente disseminados pelo mundo, consideran-
do-se a intensa movimentacao internacional de pessoas
e mercadorias. O CVE ja implantou um sistema de vigi-
lancia ativa no Estado de Sao Paulo e, considerando-se
que a maioria dos surtos relatados na literatura interna-
cional foram veiculados por alimentos, é de grande inte-
resse para a saude publica que estudos de ocorréncia
continuem a ser efetuados em todas as regides do pais.

3.2. Resisténcia aos sanitizantes

Os resultados dos testes de resisténcia de E.coli
O157:H7 (ATCC 43890) e E.coli comum (ATCC 11229)
aos sanitizantes encontram-se sumariados na Tabela 2.

O método utilizado nas analises (teste de suspensao
AOAC 960.9) preconiza como eficaz, na concentracao
testada, os sanitizantes que apresentarem 5 ou mais
reducdes decimais na populacao alvo, apos 30 segundos
de contato. De acordo com esse critério, todos os desin-
fetantes testados se mostraram eficazes contra E.coli
O157:H7, nas concentracoes de 100 e 200ppm. Esses
resultados concordaram com os obtidos contra E.coli
ATCC 11229 (cepa padrao recomendada pela AOAC para
testes de eficacia antimicrobiana de desinfetantes de uso
na industria de alimentos), demonstrando que, nos tes-
tes realizados, as duas cepas apresentaram comporta-
mento equivalente quanto a resisténcia a esses agentes
de desinfeccao. Esse resultado € importante para os pro-
fissionais responsaveis pelo controle de qualidade em
restaurantes e cozinhas industriais, porque a analise de
coliformes fecais e E.coli é relativamente simples e co-
mum nos laboratérios das empresas, o que nao aconte-
ce com a analise de E.coli O157:H7.

CHESCA [12] realizou um estudo comparativo da
eficacia antimicrobiana de diversos desinfetantes con-
tra as mesmas cepas de E.coli 0157:H7 ATCC 43890 e
E.coli comum ATCC 11229, artificialmente inoculadas
em amostras de alface, observando que o tratamento com
200ppm de hipoclorito de s6dio/ 15min promoveu uma
média de 4,09 reducodes decimais na populacao de E.coli
comum e 2,70 reducoes decimais na populacao de E.coli
O157:H7. O tratamento com 200ppm de
dicloroisocianurato de sodio/ 15min promoveu uma mé-
dia de 3,69 reducdes decimais na populacdo de E.coli
comum e 2,57 reducoes decimais na populacao de E.coli
O157:H7. A analise estatistica nao evidenciou diferenca
significativa entre os resultados obtidos contra E.coli
0O157:H7 e E.coli comum, comprovando que as duas ce-
pas apresentaram resisténcia semelhante aos tratamen-
tos de desinfeccao com compostos de cloro. Por outro
lado, esses valores de reducao decimal sdo menores do
que os obtidos em nosso trabalho, variacao provavel-
mente devida a diferenca na forma de exposicao das cé-

lulas ao desinfetante, em suspensio, no Nosso caso e
fixadas as folhas de alface, no caso de CHESCA.

TABELA 2. Resultados dos testes de resisténcia de E.coli O157:H7
aos sanitizantes empregando-se o método AOAC 960.9.

Contagem inicial, final e nimero de redugdes decimais *

Concentracio e

E.coli O157:H7 ATCC 43890
tempo de

Desinfetante E.coli ATCC 11229

A, (log UFC/mL) (log UFC/mL)
Inicial Final Redugbes*  Inicial Final ~ Redugdes*
Dicloroisocianumto100PPM305 9,1 <30 6,1 88 <30 >58
desddio 200ppm/30s 93 <30 56,3 96 <30 56,6
100ppm/30s 93 <30 56,3 97 <30 6.7
o 94 <30 64 97 <30 56,7
Hipoclorito
de sodio 200ppm/30s 93 30 563 97 <30 6.7
94 <30 6.4 97 <30 6.7
100ppm/30s 93 38 55 96 <30 6.6
97 39 58 97 <30 56,7
Cloreto de
benzalconio 200ppm/30s 83 30 553 79 20 59
97 <30 56,7 97 <30 6.7

* O numero de redugoes decimais é definido como [Log UFC da populagao inicial -
Log UFC da populacao final].

E importante considerar, na interpretacdo de resul-
tados obtidos pelo método de suspensdao AOAC 960.0,
as vantagens e as limitacoes da técnica. A principal van-
tagem € que o método é padronizado e reconhecido in-
ternacionalmente, de forma que os dados podem ser com-
parados, permitindo verificar se as cepas avaliadas apre-
sentam diferenca na resisténcia aos desinfetantes testa-
dos. A principal desvantagem € que o método nao repro-
duz as condicdes de adesao e formacao de biofilmes que
se observa na pratica de desinfeccao de vegetais. Nessas
condicoes, os resultados da literatura deixam claro que
a eficacia dos desinfetantes, aplicados tanto a microbiota
natural quanto a cepas de microrganismos artificialmente
inoculadas em superficies de frutas e verduras, € muito
menor do que nos testes de suspensao. Além disso, mes-
mo que a caracteristica de resisténcia das cepas aos di-
ferentes principios ativos dos desinfetantes seja similar,
as diferencas nas caracteristicas de adesividade e for-
macao de biofilmes podem interferir na eficacia dos de-
sinfetantes [1, 13, 20, 23, 27, 29, 35, 37, 45]

Outro fator importante a considerar é o fato de de-
sinfetantes com o mesmo principio ativo, porém, de mar-
cas comerciais distintas, apresentarem diferenca na efi-
cacia antimicrobiana [17]. Assim, € imprescindivel o
monitoramento periodico da qualidade dos produtos dis-
poniveis no mercado, para garantir seguranca dos trata-
mentos de desinfeccao aplicados.

Considerando-se ainda a crescente participacao dos
vegetais na transmissao de E.coli O157:H7 e as evidén-
cias de que, no Brasil, casos de HUS podem estar sendo
veiculados por alimentos, € importante que sejam con-
duzidos novos estudos para avaliar a resisténcia de ou-
tras cepas de E.coli O157:H7 aos diferentes desinfetan-
tes disponiveis no mercado. Ainda mais importante € que
esses estudos sejam conduzidos com métodos padroni-
zados, que reproduzam as condicdes experimentais, de
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forma que os resultados possam ser comparados e utili-
zados na tomada de decisdes pelos agentes de satde e
controle de qualidade.

4 - CONCLUSOES

Nao foi detectada a presenca de E.coli O157:H7 nas
amostras de vegetais analisadas, corroborando resulta-
dos ja obtidos para produtos carneos no Brasil por
SILVEIRA [40] e SILVA [39]. Embora esses resultados
nao possam ser interpretados como garantia de ausén-
cia desse patogeno no pais, atesta que a ocorréncia em
nosso meio €, certamente, mais baixa do que em outros
paises.

Nosso estudo demonstrou que tanto o cloreto de
benzalconio quanto o hipoclorito e o dicloroisocianurato
de sédio sdo eficazes na destruicao de E.coli O157:H7 em
suspensao, nas concentracoes de 100 e 200ppm, apos
30s de contato. Demonstrou também que a resisténcia
da cepa de E.coli O157:H7 ATCC 43890 a esses desinfe-
tante é similar a resisténcia da cepa padrao AOAC para
ensaios de eficacia antimicrobiana, E.coli ATCC 112209.
Assim, é razoavel supor que, no monitoramento dos pro-
cessos de desinfeccao de verduras em restaurantes e co-
zinhas industriais, acompanhar a reducédo na contagem
de E.coli ou coliformes fecais depois da desinfeccao seja
suficiente para avaliar a seguranca dos tratamentos.
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