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RESUMO

Escherichia coli O157:H7 produtora de toxina Shiga constitui-se em um dos principais patégenos
presentes em produtos carneos fermentados, sobretudo em salames, o que torna importante a
detecgao desse microrganismo para garantir a seqguranga microbiolégica destes produtos. O objetivo
deste estudo foi o de avaliar 30 amostras de salames adquiridas no comércio da cidade de Campinas
com o intuito de identificar a presenga da E. coli O157:H7, por meio da técnica de Reagdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR). A avaliacao da sensibilidade da metodologia usada
indicou que seu limite de detec¢gdo em amostras de salame artificialmente inoculadas é de 10° UFC/g.
As amostras analisadas ndo apresentaram genes para E. coli O157:H7, indicando que estas
amostras de salame devem apresentar barreiras que impedem a sobrevivéncia e o crescimento deste

patoégeno.
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ABSTRACT

Shiga toxin-producing Escherichia coli O157:H7 is one of the main pathogens present in fermented
meat products, especially in salami, which makes it important to detect this microorganism to ensure
the microbiological safety of these products. The objective of this study was to evaluate 30 samples
of salami purchased in the city of Campinas in order to identify the presence of E. coli O157:H7, using
the Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) technique. The evaluation of the sensitivity of
the methodology indicated that its detection limit in artificially inoculated salami samples is 10° CFU/g.
The analyzed samples did not present genes for E. coli O157:H7, indicating that these samples of

salami must present barriers that prevent the survival and growth of this pathogen.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC), salami, Real-

time PCR technique, microbiological safety.

1 INTRODUGAO

E. coli O157:H7 foi reconhecida como um patégeno humano em 1982, durante surtos
ocasionados pelo consumo de hamburgueres sub processados termicamente preparados em uma
rede de Fast Food nos Estados Unidos. E uma bactéria pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, a qual é constituida por bacilos Gram negativos, anaerdbios facultativos. Em
geral, sdo encontradas na porc¢ao distal do trato gastrointestinal, mais precisamente no colén e ceco,
de animais de sangue quente, incluindo os humanos. Apesar de serem constituintes da microbiota
intestinal, também sao encontradas de forma livre no ambiente. No entanto, algumas linhagens dessa
espécie de bactéria podem ocasionar severos sintomas adversos intestinais ou extra intestinais ao
consumidor, tais como infecgdes urinarias, sindrome hemolitico-urémica e septicemia (BAKAS et al.,
2013).

E. coli O157:H7 constitui um importante vetor de doengas de origem alimentar e pertence a
um grupo de linhagens patogénicas de E. coli, conhecidas como enterohemorragicas (EHEC) ou
produtoras de toxinas Shiga (STEC), similares a produzida por Shigella dysenteriae tipo |. As
linhagens de STEC produzem duas toxinas com elevado potencial patogénico, as quais sao
codificadas pelos genes stx1 e stx2, que podem ser transmitidos e incorporados nos cromossomos
bacterianos (GYLES, 2007). Apesar da incidéncia deste microrganismo ser relativamente baixa,
apresenta um sério perigo a saude do consumidor, devido a taxa de mortalidade associada as

infecgbes, sobretudo em criangas e idosos (GARCIA et al., 2008).

O salame é um produto carneo industrializado, o qual é consumido sem a necessidade de ser

submetido a um tratamento prévio de cozimento, pois seus processos de producdo visam garantir
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sua estabilidade microbioldgica e prolongar sua vida util. As barreiras microbiolégicas deste produto
sdo asseguradas por meio da atuagao sinergistica de diversos fatores fisico-quimicos, como
atividade de agua reduzida, baixo valor de pH e presencga de sais de cura (nitrito e nitrato), que devem
contribuir positivamente para o controle do crescimento de patégenos. Porém, a capacidade de E.
coli O157:H7 se adaptar a condi¢gdes de alta acidez (DUFFY et al., 2000) fez com que este
microrganismo fosse considerado um dos patdégenos mais perigosos em produtos carneos
fermentados. Varios estudos tém mostrado que E. coli O157: H7 é capaz de sobreviver aos
processos de fermentagéo, secagem e armazenamento (GLASS et al., 1992; HINKENS et al., 1996;
NISSEN & HOLCK, 1998). Além disso, ja foram reportados surtos de E. coli O157:H7 em salame,
evidenciando a susceptibilidade deste produto frente a este microrganismo (WILLIAMS et al., 2000).
Diante da necessidade de se conhecer a disseminacdo de E. coli O157:H7 dentre os produtos
carneos fermentados, o objetivo deste estudo foi o de avaliar a ocorréncia desta bactéria em salames

obtidos em supermercados de Campinas, SP.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Origem e conservagao dos microrganismos

Foram testadas culturas de referéncia de E. coli, E. coli O157:H7 e E. coli O157:H7
desprovida dos genes stx1 e stx2, provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) e
obtidas no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) pertencente a Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As culturas foram mantidas em caldo Triptona de Soja (TSB)
suplementado com 15% de glicerol a 4°C até o momento do uso. As culturas foram ativadas em
caldo TSB e incubadas a 35°C/24h.

2.2 Método de detecgao de E. coli produtoras de toxina Shiga

A detecgédo de E. coli produtora de toxina Shiga foi realizada pelo método MLG 5C do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019) com adaptagdes. Neste estudo foi
usado o termociclador QuantStudio™ 3 (Applied Biosystems™, EUA) em substituigdo ao
termociclador ABI 7500 FAST® (Applied Biosystems™, EUA). Esta substituicao afeta o numero de
canais disponiveis, causando uma redugao de cinco para trés canais com o uso do QuantStudio
3™, Desta forma, o desenho experimental da amplificagdo do DNA e das sondas usadas no

experimento foi alterado conforme descrito no item 2.2.1.
2.2.1 Selecao dos primers e sondas

Neste trabalho, foram selecionados oligonucleotideos especificos que codificam as toxinas
Shiga 1 e 2 (stx1e stx2), a intimina (eae), o gene flagelar H7 (fliCH7) e o oligonucleotideo universal
16S rRNA de E. coli O157:H7 para a detec¢ao simultdnea de genes presentes em EHEC O157:H7
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por PCR em Tempo Real (RT-PCR). As sequéncias em questao sdo indicadas no protocolo MLG
5C (USDA, 2019), e estao descritas nas Tabelas 1 e 2. Como controle interno positivo nas reagdes
de PCR foi utilizado o VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control - VIC™ Assay (Applied
Biosystems) em conjunto com o VetMAX™ Xeno™ Internal Positive Control DNA (Applied

Biosystems) ao invés dos oligonucleotideos para o gene 16S rRNA.

Tabela 1. Primers usados nas reac¢des de RT-PCR.

Oligonucletideo Sequéncia 5-3’ Alvo
Stx-F TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY TTACG
Stx-R CCC CAG TTC ARW GTRAGR TCM ACD TC stx
Eae-F CATTGATCAGGATTTTTC TGG TGA TA
Eae-R CTC ATG CGG AAA TAG CCG TTM eas
FIiCH7-F TAC CAT CGC AAA AGC AAC TCC _
FIICH7-R GTC GGC AAC GTT AGT GAT ACC flicH7
16S RNA-F CCT CTT GCCATC GGATGT G
16S RNA-R GGC TGG TCATCC TCT CAG ACC 165 rRNA

F: Forward; R: Reverse.

Tabela 2. Sondas usadas nas rea¢des de RT-PCR.

Oligonucletideo Sequéncia 5’-3’ Alvo
Stx1_FAM 6FAM-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT TAT GTA A-QSY stx1
Stx2_FAM 6FAM-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC-QSY stx2
Eae_ABY ABY-ATA GTC TCG CCA GTATTC GCC ACC AAT ACC-QSY eae

FIICH7_FAM 6FAM-GTG GGG TAA CGG CTC ACC TAG GCG AC-QSY fliCH7
16S Ecoli_VIC VIC-CGG CTG CCG CGA CAT CTT CAA T-QSY 16S rRNA

2.2.2 Extragdao do DNA

A extragao de DNA foi realizada de acordo com o método de lise térmica adaptado do
protocolo MLG 5C (USDA, 2019). Para tanto, apds a etapa de enriquecimento em caldo Triptona de
Soja (TSB) Modificado com Novobiocina a 20mg, um volume de 1mL de amostra foi transferido
assepticamente com o auxilio de micropipeta para um tubo tipo Eppendorf, o qual foi submetido a
centrifugacao a 9.000rpm por 4min e o sobrenadante descartado. Ao precipitado foram adicionados
100uL de agua deionizada estéril e esta suspensado foi homogeneizada com o auxilio de
micropipeta. Os tubos foram submetidos ao congelamento a -82°C por 15min, apds aquecimento
em banho seco a 90°C por 15min. Os DNAs bacterianos foram estocados a -20+2°C até o momento

da amplificagéo.

2.2.3 Amplificagao do DNA por RT-PCR
As reacdes de amplificagdo foram divididas em 4 grupos: 1) Detecgao de stx e eae com 16S

rRNA (controle interno) em amostras de DNA obtidas a partir de culturas de E. coli; 2) Deteccao de
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fliCH7 com 16S rRNA (controle interno) em amostras de DNA obtidas a partir de culturas de E. cofj,
3) Deteccgao de stx e eae com VetMAX™ Xeno™ (controle interno) em amostras de salame; 4)
Deteccéao de fliCH7 com VetMAX™ Xeno™ (controle interno) em amostras de salame. Em todas as
reacoes, foi utilizado o Applied Biosystems® TagMan® Environmental Master Mix 2.0. Para cada
reacgao foi preparada uma solugaéo mix (Tabela 3) das quais transferiu-se 20uL para pogos de uma
microplaca de 96 pogos e, em seguida, adicionou-se S5uL do DNA extraido. Como controles positivo
e negativo da reagéao, utilizou-se DNA de uma linhagem de E. coli O157:H7 e agua deionizada,
respectivamente. As reacoes de amplificacdo foram realizadas na plataforma QuantStudio™ 3 com
a seguinte ciclagem: desnaturagao inicial a 95°C por 10min, 35 ciclos a 95°C por 15s (desnaturagéo)

e 59°C por 1min (anelamento e extensao).

Para cada ensaio, avaliou-se as amplificacdes dos controles e os valores de Ct (Cycle
threshold): as amostras consideradas positivas apresentaram valores de Ct < 35, desde que os
controles positivos de cada ensaio apresentassem amplificagcdo e os negativos, por sua vez,
auséncia de leitura de fluorescéncia (sem amplificagdo). No caso das reacdes 3 e 4, avaliou-se
também a amplificacdo do controle interno (VetMAX™ Xeno™) de forma a excluir possiveis falso-

negativos.

Tabela 3. Reagdes de RT-PCR para deteccdo de E. coli O157:H7.

Reagente Reacao (uL) Concentrag&o
1 2 3 4 final (um)
Environmental Master Mix 2.0* 12,5 12,5 12,5 12,5 1X
Stx-F 0,63 - 0,63 - 1,25
Stx-R 0,63 - 0,63 - 1,25
Eae-F 0,5 - 0,5 - 1
Eae-R 0,5 - 0,5 - 1
FIiCH7-F - 0,25 - 0,25 1
FIICH7-R - 0,25 - 0,25 1
16S RNA-F 0,2 0,2 - - 0,16
16S RNA-R 0,2 0,2 - - 0,16
Stx1_FAM 1,25 - 1,25 - 0,25
Stx2_FAM 1,25 - 1,25 - 0,25
Eae_ABY 1 - 1 - 0,2
FIiCH7_FAM - 1 - 1 0,2
16SEcoli_VIC 0,5 0,5 - - 0,1
VetMAX™ Xeno™ VIC™ Assay™* - - 1 1 1X
VetMAX™ Xeno™ DNA** - - 0,5 0,5 50
DNA 5 5 5 5 ND
Agua q.s.p. 25 25 25 25 -

* Applied Biosystems® TaqgMan®;** Internal Positive Control; ND — Nao detectado; F: Forward; R: Reverse.
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2.3 Determinacao do limite de sensibilidade da deteccao de E. coli 0157:H7 por RT-PCR
Para o teste de sensibilidade foi usada uma amostra de salame desprovida de gene
especifico para E. coli O157:H7. Para tanto, por¢cdes de 25g da amostra foram retiradas

assepticamente, transferidas para um saco de amostragem estéril e armazenadas a 4°C.

A partir do pool das culturas de E. coli O157:H7, descritas no item 2.1, foi transferida uma
aliquota de 1mL para um tubo de ensaio contendo caldo TSB, o qual foi incubado a 35°C por 24h e,
na sequéncia foram realizadas diluicdes seriadas de 1:10 até a diluicdo -5 em agua peptonada
tamponada. Aliquotas de 1mL de cada diluigdo foram inoculadas nas amostras de salame (amostras
A1 — A5) e também transferidas para tubos conicos (amostras D1 — D5) (Tabela 4). Em seguida,
foram retiradas aliquotas de 1mL de cada amostra para a extragédo de DNA (item 2.2.2), sendo que
as amostras de salame foram antes incubadas a 42°C por 24h. A partir dos extratos de DNA
provenientes dos caldos de diluicdo e das amostras de salame foi realizada a detecgao de E. coli

0157:H7, conforme descrito no item 2.2.

Tabela 4. Identificacdo das amostras do teste de sensibilidade.

Amostra Descrigao Concentragao (UFC/g)
A1 Salame comercial + indculo -1 10°
A2 Salame comercial + in6culo -2 104
A3 Salame comercial + in6culo -3 103
A4 Salame comercial + inéculo -4 102
A5 Salame comercial + in6culo -5 101
D1 Caldo de diluigao -1 10°
D2 Caldo de diluicao -2 10*
D3 Caldo de diluicéo -3 103
D4 Caldo de diluicéo -4 102
D5 Caldo de diluigdo -5 101

2.4 Deteccao de E. coli 0157:H7 em amostras de salames comerciais

2.4.1 Amostras
Foi analisado um total de 30 amostras de salames adquirido no comércio da cidade de
Campinas, S.P. no periodo de janeiro a margo de 2020. A temperatura das amostras foi monitorada

durante a coleta e oscilou entre 22°C e 25°C.

2.4.2 Analises microbiolégicas

Para a deteccgéo de E. coli O157:H7 foi retirada uma porc¢ao de 50g das amostras de salame
a qual foi transferida para um saco para amostragem estéril. Em seguida, foram adicionados 225mL
de caldo TSB suplementado com 20mg de Novobiocina seguindo-se de incubagao a 42°C por 24h.
Apos, foi realizada a extragao de DNA e amplificacao dos fragmentos de DNA conforme descrito no
item 2.2.
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2.4.3 Analises fisico-quimicas

A atividade de agua das amostras de salame foi verificada com medidor de atividade de agua
(modelo Aqualab 4TE, marca Decagon) e o valor de pH foi determinado com pHmetro (modelo DM-
21, marca Digimed) com eletrodo tipo penetragdo. As analises foram realizadas em triplicata de

amostras.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do limite de sensibilidade da detec¢ao de E. coli O157:H7 por RT-PCR

O primer 16S rRNA apresentou coeréncia de resultados entre as amostras do microrganismo
nos caldos e os salames artificialmente inoculados nos ensaios 1 e 2, os quais apresentaram valores
de Ct entre 15,11 e 15,78 para as amostras D1 e A1, respectivamente (Figura 1 e Tabela 5). A
reprodutibilidade e o multiplex com diferentes ensaios (stx e eae ou flicH7) néo afetaram a reagéo do
primer 16S rRNA, entretanto a amostra D5 apresentou uma redug¢ao no numero de Ct, indicando
uma possivel interferéncia na amplificagédo devido a baixa concentracdo de indculo (1 log UFC/g).

Este resultado indica que o limite de detecg¢ao considerado do primer 16S rRNA é 1 log UFC/g.

O primer eae apresentou resultados proximos de Ct para as amostras D1 e A1, sendo eles
19,24 e 15,65, respectivamente (Figura 1 e Tabela 5). A reprodutibilidade e o multiplex com diferentes
ensaios (16S rRNA e stx) nao afetaram a reacao do primer eae. As amostras de salame A1, A2, A3
e A4 apresentaram valores de Ct inferiores aos encontrados nas amostras D1, D2, D3, D4, D5 e A5.
Este fato indica uma possivel interferéncia na reagdo de PCR devido a presenca de compostos com
potencial de inibicdo no salame. O elevado teor de gordura presente em salames pode interferir nas
reacdes de PCR, sendo necessario o uso de agentes surfactantes, como dimetilsulféxido (DMSO) e
tween, que em determinadas concentragbes e condicoes podem melhorar a especificidade da
reagdo. Mesmo com um possivel interferente, todas as amostras amplificaram o primer eae. Este

resultado indica que o limite de detegéo considerado do primer eae é 1 log UFC/g.

O primer stx apresentou resultados préoximos de Ct para as amostras D1 e A1, sendo eles
24,78 e 19,94, respectivamente (Figura 1 e Tabela 5). A reprodutibilidade e o multiplex com diferentes
ensaios (16S rRNA e eae) nao afetaram a reagéo do primer stx. As amostras de diluicao D4 e D5
nao apresentaram a amplificagdo do gene stx, sugerindo que o limite de detecgcao do primer
considerado é de 3 log UFC/g. Entretanto, as amostras A4 e A5, que foram submetidas ao pré-
enriqguecimento com incubagdo a 42°C por 24h, apresentaram a amplificagdo do primer. Este
resultado indica que a deteccgéo direta, sem o pré-enriquecimento do alimento, ndo pode ser realizada
nas condi¢des deste método, exceto se houver a aplicagdo de alguma ferramenta que reduza o limite
de detecao da reacdo. Neste caso, se for necessaria a detecgéo deste patdégeno em concentragdes

inferiores a 3 log UFC/g em amostras de alimento ndo pré-enriquecidas, sugere-se o uso de técnicas
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como imunoseparagao magnética como uma alternativa viavel para melhorar a sensibilidade do
método. O primer stx também apresentou valores baixos de Ct quando comparados os valores das
amostras em caldo e no salame. Este resultado indica uma possivel interferéncia na reacao pela
presenca de compostos com potencial de inibicdo no salame. Assim como discutido no caso do

primer eae, a aplicagao de surfactantes pode elevar a especificidade da reacéo.

O primer flicH7 apresentou resultados proximos de Ct para as amostras D1 e A1, sendo eles
21,00 e 19,37, respectivamente (Figura 2 e Tabela 5). A reprodutibilidade e o multiplex com o primer
16S rRNA néo afetaram a reagéo do primer flicH7. Os valores de Ct das amostras de salame (A1 a
A5) foram inferiores quando comparados aos das amostras em caldo (D1 a D5), o que indica uma
possivel interferéncia na reacao pela presenca de compostos com potencial de inibicdo no salame.
Mesmo sob a agdo de um possivel interferente, todas as amostras amplificaram o primer flicH7,

podendo-se considerar que o limite de detegéo seja de 1 log UFC/g.
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Figura 1. Ct médio dos ensaios 16S rRNA, eae e stx para as diluigbes de 10" a 10° do cultivo
bacteriano em meio de cultura (D1-D5) e no salame (A1-A5) (reacado 1).
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Figura 2. Ct médio dos ensaios 16S rRNA e fliCH7 para as diluigbes de 10" a 10° do cultivo
bacteriano em caldo (D1-D5) e no salame (A1-A5) (reagéo 2).
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Tabela 5. Valores médios de Ct obtidos na avaliagdo do limite de sensibilidade de RT-PCR para
deteccdo de E. coli O157:H7.

Diluicao Alvo Ct médio DP Salame Alvo2 Ct médio DP
D1 16S_reacgdo1 15,78 0,11 A1 16S_reagao1 15,59 0,29
D1 16S_reacao2 15,13 0,13 A1 16S_reacao2 15,11 0,32
D1 stx 24,78 0,95 A1 stx 19,94 0,21
D1 eae 19,24 0,16 A1 eae 15,65 0,08
D1 fliCH7 21,00 0,42 A1 fliCH7 19,37 0,94
D2 16S_reagao1 19,00 0,09 A2 16S_reagao1 16,55 0,25
D2 16S_reacao2 18,98 0,05 A2 16S_reacao2 16,27 0,06
D2 stx 28,15 0,35 A2 stx 20,92 0,16
D2 eae 22,60 0,2 A2 eae 16,86 0,14
D2 fliCH7 24,61 0,48 A2 fliCH7 20,11 0,24
D3 16S_reacgao1 23,05 0,08 A3 16S_reacgao1 15,69 0,11
D3 16S_reacao2 22,55 0,45 A3 16S_reacao2 15,58 0,72
D3 stx 32,97 0,41 A3 stx 20,63 0,3
D3 eae 26,28 0,02 A3 eae 16,21 0,15
D3 fliCH7 27,27 1,35 A3 flicH7 19,72 1,16
D4 16S_reagao1 26,23 0,36 A4 16S_reagao1 15,70 0,09
D4 16S_reacao2 25,79 0,16 A4 16S_reacao2 15,51 0,09
D4 stx ND ND A4 stx 20,11 0,07
D4 eae 29,98 0,49 A4 eae 16,09 0,04
D4 fliCH7 30,48 0,39 A4 fliCcH7 18,87 0,98
D5 16S_reagao1 23,59 0,11 A5 16S_reacgdo1 20,41 0,44
D5 16S_reagao?2 23,15 0,02 A5 16S_reagao?2 20,67 2,71
D5 stx ND ND A5 stx 34,41 0,32
D5 eae 33,41 0,14 A5 eae 26,77 0,19
D5 fliCH7 34,84 ND A5 fliCH7 29,17 2,41
D1 16S_reacgdo1 15,78 0,11 A1 16S_reagao1 15,59 0,29

DP — Desvio padrao; ND — Nao determinado

3.2 Ocorréncia de E. coli 0157:H7 em salames

As amostras de salame apresentaram valores de pH entre 4,64 e 5,24 e de atividade de agua
entre 0,851 e 0,901. As amostras de salame analisadas nao apresentaram amplificacdo dos genes
eae, stx e fliCH7, assim, & possivel concluir que as amostras coletadas ndo apresentavam
contaminacéao E. coli O157:H7. Os controles negativos ndo apresentaram amplificacdo, sendo que
foi detectado sinal de fluorescéncia apenas na reagao do controle interno VetMAX™ Xeno™, o que

valida os resultados das amostras nas reacdes: eae, stx e fliCH?.
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4 CONCLUSAO

Os salames comerciais avaliados neste estudo nao apresentam cepas de E. coli O157:H7,
evidenciado pela auséncia dos genes que codificam a toxina Shiga (stx7 e stx2) em associagao com
o fator de adesdo (gene eae) nestas amostras. Os resultados sustentam a premissa de que as
condicbes a que essas amostras de produtos carneos fermentados estdo expostas ndo sao
favoraveis a sobrevivéncia e ao crescimento de E. coli O157:H7. Por fim, o fato desta bactéria néo
ter sido detectada nas amostras avaliadas n&o exclui a necessidade de se ampliar a amostragem

deste estudo, a fim de se confirmar os resultados obtidos.
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