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APRESENTACAO

A obra “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces”
apresenta artigos de todo o territério nacional que demonstram exatamente essa
caracteristica das Ciéncias BiolOgicas: suas diversas conexdes com outras areas o que a
torna a cada dia mais imprescindivel para a construgdo de uma sociedade mais sustentavel.

Assim em seus 19 capitulos este e-book apresenta artigos que envolverdo o(a)
leitor(a) em temas que evidenciam essa interface como: educagédo em saude prevencao
de patologias a formacéo inicial de estudantes da area imunologia e imunogenética
biodigestao anaerébia interagbes moleculares de medicamentos no corpo humano modelo
didatico de anatomia humana plantas invasoras detec¢céo de bactérias em alimentos crus
efeitos de herbicidas em peixes registro de lobo marinho subantartico no litoral paulista
otimizag&o de técnicas para estudo de cancer de intestino sindrome metabdlica em idosos
utilizacao de musica para o trabalho com questdes de género na disciplina de Biologia do
Ensino Médio propriedades fisicas do solo em diferentes usos na floresta Amazénica e
abordagem do atropelamento de fauna em estudo de impacto ambiental.

Essa variedade de temas corrobora portanto a importancia e o fortalecimento das
Ciéncias Biologicas ndo somente para a pesquisa cientifica como também para o cotidiano
e formacao de profissionais da Educacdo Medicina Farmacia Geologia Educacéo Fisica
Engenharia de alimentos Engenharia Agrondmica Engenharia Civil e até mesmo Ciéncias
Sociais entre tantos outros.

Considerando-se o exposto e agradecendo a todos(as) os(as) autores(as) bem
como a estrutura disponibilizada pela Atena Editora em sua plataforma digital desejo uma
otima leitura bem como ampliacdo e aprofundamento de conhecimentos com os trabalhos
aqui apresentados.

Poliana Arruda Fajardo
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RESUMO: O presente estudo tem como objetivo
identificar determinadas enterotoxinas e genes
de viruléncia produzidas por algumas cepas de
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Escherichia coli pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Com relagéo a
metodologia a partir da analise de 30 amostras
de alimentos crus como sushi sashimi e quibe
cru utilizou-se a técnica do nimero mais provavel
para a andlise microbioldégica das amostras e o
isolamento dos micro-organismos seguida pela
confirmagao da presenca da bactéria Escherichia
coli pela técnica de PCR. Para a pesquisa da
presenca de cepas patogénicas de Escherichia
coliforam avaliados: EAEC (aggR) EPEC (BfpA)
EPEC/EHEC (eae) ETEC (est; elt) EHEC (Stx;
efal) Yersinabactinia (irp2) blaTEM (blaTEM)
blaSHV (blaSHV) blaCTX-M (blaCTX-M) e EIEC
(ipaH). Com relacdo aos resultados das 30
amostras analisadas 8 (26 8%) foram positivas
para Escherichia coli sendo isoladas 12 cepas de
Escherichia coli pela andlise microbiologica. Pela
analise molecular 9 amostras de Escherichia
coli foram identificadas e dessas 4 (44 4%)
apresentaram positividade para os genes das
enterotoxinas e de viruléncia sendo 2 (50%)
positivas para gene irp2- Yersinabactinia 1 (25%)
positiva para o gene blaTEM e 1 (25%) positiva
para o gene eae marcador do patotipo EPEC/
EHEC das Escherichia coli diarreiogenicas.
Os resultados alcangados demonstram alta
especificidade e sensibilidade da técnica
molecular e nos mostram que os alimentos
consumidos crus podem ser importantes veiculos
de contaminagéo.

PALAVRAS - CHAVE: Intoxicagdo alimentar.
Escherichia coli. Fatores de Viruléncia.
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MOLECULAR EPIDEMIOLOGY AND DETECTION OF ESCHERICHIA COLI
ENTEROTOXIN GENES IN RAW FOOD

ABSTRACT: This study aims to identify certain enterotoxins and virulence genes produced by
some Escherichia coli strains by the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Regarding
the methodology based on the analysis of 30 samples of raw food such as sushi sashimi and
raw kibbeh we used the most probably number technique for the microbiological analysis of
samples and the isolation of microorganisms followed by the confirmation of the presence of
the bacterium Escherichia coli by the PCR technique. For the investigation of the presence of
Escherichia coli pathogenic strains were evaluated: EAEC (aggr) EPEC (Bfpa) EPEC/EHEC
(Eae) ETEC (est; Elt) EHEC (Stx; efal) Yersinabactinia (irp2) blaTEM (blaTEM) blaSHV
(blaSHV) blaCTX-M (blaCTX-M) and EIEC (ipaH). Regarding the results of the 30 samples
analyzed 8 (26.8%) were positive for Escherichia coli and 12 strains of Escherichia coli
were isolated by microbiological analysis. By molecular analysis 9 samples of Escherichia
coli were identified and of these 4 (44.4%) presented positivity results for enterotoxin and
virulence genes 2 (50%) were positive for irp2- Yersinabactinia gene 1 (25%) positive for
blaTEM gene and 1 (25%) positive for the Eae gene marker of the EPEC/EHEC pathogen
of diarrheagenic Escherichia coli. The results obtained demonstrate the high specificity and
sensitivity of the molecular technique and show us that raw food can be important vehicles of
contamination.

KEYWORDS: Food poisoning. Escherichia coli. Virulence Factors.

11 INTRODUGAO

As doencas transmitidas por alimentos séo patologias causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados por agentes que atingem o organismo causando sintomas como
gastroenterites. Esses agentes podem ser quimicos ou biol6gicos sendo os bioldgicos os
mais comuns ja que constituem principalmente as bactérias. Dados relatam que 59 8%
dos surtos sao causados por agentes bacterianos e somente 6 1% por agentes quimicos
(VAN AMSON et al. 2006). Como a ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos
(DTA) tem aumentado significativamente a cada ano em nivel mundial provavelmente
em decorréncia de fatores como o aumento da populagdo o processo de urbanizagédo
desordenado o turismo o consumo de alimentos fora de casa que pode ser relacionado
com a falta de higiene de manipuladores o deficiente controle dos 6rgdos publicos e muitos
outros fatores contribuem para que os surtos causados por essas doencgas ainda sejam
muito comuns (VAN AMSON et al. 2006; MARCHI et al. 2007; NOLLA et al. 2005).

A grande maioria dessas contaminacbes em alimentos é causada por
microrganismos que pertencem a familia das enterobactérias sendo possivel destacar a
bactéria Escherichia coli que faz parte da microbiota normal do homem e por isso é um
indicativo de contaminacao fecal alimentar. Cepas patogénicas de Escherichia coli estao
frequentemente correlacionadas com as causas de DTA's principalmente quando
associados com produtos carneos e/ou produtos consumidos crus como por exemplo o
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quibe cru e o peixe cru (BRAGA; FERREIRA 2013; MASSON; PINTO 1998).

A Escherichia coli é considerada comensal e esta presente no trato gastrointestinal
de humanos e animais de sangue quente podendo ndo causar nenhuma doenga no
hospedeiro porém algumas estirpes podem ser maléficas e propiciar a destruicéo da flora
intestinal provocando infeccbes intestinais. Elas estdo entre as que mais ocorrem nos
seres humanos todavia ndo sdo muito notificadas no Brasil gerando assim um problema
ainda maior ja que isso impede a implantacéo de medidas de higiene e de controle.

A patogenicidade de uma cepa de Escherichia coli € dependente dos fatores de
viruléncia nela contido de acordo com seu sorotipo. Esses termos sédo subjetivos pois
o fator de viruléncia néo nos indica apenas um mas uma combinacéo de fatores o que
fazem com que ela tenha a capacidade de produzir alguma toxina ou causar outro tipo de
complicacéo (SILVA et al. 2014; KUHNERT et al. 2000).

Desse modo devido a importancia social das toxinas causadoras de gastroenterites
veiculadas em alimentos j& que quando presentes podem causar graves problemas a
salde do consumidor esta pesquisa tem como objetivo detectar a presenca de genes
relacionados as toxinas produzidas por Escherichia coli isolados em alimentos a base de
carne bovina crua e de peixe cru uma vez que Foz do Iguagu apresenta uma grande
quantidade de restaurantes de culinérias arabe e japonesa.

21 METODOLOGIA

Este estudo € de carater qualitativo e quantitativo que foi encaminhado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unioeste conforme os pareceres n°® 3.231.468 e n°
3.231.487. A pesquisa ocorreu no periodo de marco a dezembro de 2019 sendo avaliadas
30 amostras de alimentos 15 a base de peixe cru (sushi ou sashimi) e 15 de alimentos a
base de carne crua (quibe cru) em diferentes restaurantes da cidade de Foz do Iguacu
(PR) Brasil. A escolha foi aleatoria e probabilistica. A Unica caracteristica especifica foi que
a amostra deveria estar in natura e fresca pronta para o consumo.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario
UniAmérica (UA) pela técnica do numero mais provavel (NMP) utilizando a metodologia
adaptada de Hunt e Rice (2007) e analise molecular pela técnica de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR). Inicialmente para a quantificacdo foram pesadas as amostras com
agua peptonada e realizado as diluicdes 10" 102 e 102. O plaqueamento do Agar padrdo
de contagem (PCA) foi feito em profundidade. Foram realizadas as semeaduras em Agar
MacConkey. A diluicdo 10" foi adicionada em Caldo Rappaport com a finalidade de verificar
a presenca de coliformes totais e termotolerantes a 45°C que foi inoculado a cada diluicdo
1 mL em tubos contendo Caldo Verde Brilhante Lactosado Bile 1% (VB) em triplicata com
tubo de Durhan. Todas as placas e tubos foram colocados na estufa a 35°C por 24 - 48
horas.
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A partir dos Caldos VB positivos foram inoculados - 0 01 mL em Caldo Escherichia
coli (EC) - contendo tubo de Durhan e incubados em banho-maria a 45°C por 24 horas.
As colbnias sugestivas de Escherichia coli foram selecionadas e repicadas em outra placa
de Agar MacConkey para isolamento e posterior identificacdo. Para o isolamento de
Salmonella spp. do Caldo Rappaport foi semeado em Agar Salmonella Shiguella (SS) e
Xilose-Lisina-Desoxi-colato (XLD) colocado na estufa por 24 horas a 35°C.

A partir do crescimento das placas de Agar MacConkey Agar Salmonella Shiguella
(SS) e Xilose-Lisina-Desoxi-colato (XLD) foram realizadas as coloracdes de Gram e a
identificacdes bioquimicas: Triple Sugar Iron Agar (TSI) Sulfeto/Indol/Motilidade (SIM) e
Citrato de Simmons. As cepas identificadas como Escherichia coli e os caldos EC negativos
das amostras foram inoculadas em caldo BHI + glicerol 20% e congeladas a -20°C.

Para a analise molecular primeiramente todas as amostras foram descongeladas
e homogeneizadas em vortex em seguida foram repicados 100 pyl em tubos de vidro
contendo 5 ml de caldo BHI e entdo permaneceram 48 horas em estufa com aquecimento
de 35°C.

Todas as amostras foram previamente lavadas e centrifugadas a 2000 rpm por 10
minutos. Entdo foi desprezado o sobrenadante e ao pelet adicionada 5 ml de solucéo
fisioldbgica que foram homogeneizadas em vértex e centrifugadas novamente. Esse
processo foi repedido por duas vezes.

Ao final da lavagem foi adicionado 1 ml de solugéo TE (10 mM Tris 1 mM EDTA pH 8
0) homogeneizado em vortex e transferido para microtubos com capacidade de 1 5 ml. Em
seguida foram congeladas para a realizacao das extracoes de DNA. O protocolo utilizado
para a extracdo de DNA foi baseado em informagbes do fabricante do kit GeneCoding. O
DNA das amostras previamente extraido e estocado a -20°C foi utilizado para as analises
moleculares.

Foram usados oligonucleotideos para a confirmagédo de Escherichia coli sendo os
genes 16s UIDA e USPA bem como para a deteccdo dos genes de viruléncia a partir da
amplificacéo das cepas confirmadas EAEC (aggR) EPEC (BfpA) EPEC/EHEC (eae) ETEC
(est; elt) EHEC (Stx; efal) Yersinabactinia (irp2) blaTEM (blaTEM) blaSHV (blaSHV)
blaCTX-M (blaCTX-M) e EIEC (ipaH).

As amplificagbes da PCR foram realizadas com um volume final de 25 yl que
continham 8 5 pl de agua ultrapura 12 5 pyl de MasterMix 2X Cellco® (Constituido por
magnésio cloreto de potassio DNA polimerase estabilizantes e dNTP’s) 1 pl de cada
primer e 2 ul de amostra de DNA. Todas as reagbes foram realizadas no termociclador
Applied Biosystems® com as condi¢gdes de 95°C por 5 minutos para a desnaturagéo
inicial seguida de 35 ciclos: de 95°C por 45 segundos para a desnaturacéo a temperatura
de anelamento de cada primer 72°C por 45 segundos para a extensdo além de 72°C por
7 minutos para a extensao final.

Os produtos obtidos da PCR foram marcados com Blue Green Loading Dye | e
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separados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao de corrida Tris-Borato-
EDTA 0.5X por 90 minutos a 90V. Foram utilizados marcadores de peso molecular com
100 pb (Cellco®) que posteriormente foram visualizados em transiluminador (Kasvi®).

31 RESULTADOS

O ndmero total de microrganismos coliformes a 45°C e a presenca de Escherichia
coli obtidos das 30 amostras (15 amostras de peixe cru e 15 amostras de quibe cru)
s@o apresentados na Tabela 1. Das 30 amostras analisadas foram isoladas 12 cepas
sugestivas de Escherichia coli na analise microbiologica totalizando 8 (26 8%) amostras.
Os resultados demonstram que 16 (53 3%) amostras apresentaram valores de coliformes
a 45°C acima do permitido pela RDC n°12/2001 sendo em 6 amostras (37 5%) com a
presenca de cepas de Escherichia coli e 2 amostras (6 6%) que estdo dentro dos valores
estabelecidos pela ANVISA porém foram encontradas cepas Escherichia coli.

Tambémforamidentificados naanalise microbiol6gicacepasde outros microrganismos
que ndo foram objeto deste estudo pertencentes a familia das enterobactérias como
Enterobacter spp. Klebsiella spp. Shigella spp. Yersinia enterocolitica. Entretanto ressalta-
se que cinco (16 6%) amostras apresentaram cepas de Salmonella spp.

PEIXE CRU QUIBE CRU
AMOSTRAS N° total de Coliformes Cepas N° total de Coliformes Cepas
microrganismos a 45°C sugestivas | microrganismos a 45°C sugestivas

(UFCig) (NMP/g) E. coli (UFClig) (NMP/g) E. coli
1 > 109 >1.100 * 1 32.000 93 0
2 15.200 3 0 653 72* 2
3 > 108 >1.100 * 0 > 108 >1.100 * 1
4 22.600 460 * 0 35.000 64 0
5 13.293 23 0 74.000 23 0
6 10.423 36 0 13.000 3.6 0
7 2.143 =3 0 =108 >1.100 * 0
8 1.000 15 0 15.000 >1.100 * 0
9 10.000 240 ¢ 0 196.000 1.100 * 0
10 = 10% <3 0 11.000 15 0
" 40.000 >1.100 * 2 =108 16 0
12 6.000 >1.100 * 1 27.500 240 0
13 87.000 15 * 1 950 460 * 0
14 10.600 150 * 0 130.000 =>1.100 = 1
15 5.500 1100 * 3 36.000 210 ¢ 0

Tabela 1 — Resultados microbiol6gicos do numero total de microrganismos coliformes fecais a
45°C e a presenca de Escherichia coli

* Amostras com contagem de coliformes a 45°C acima de 102NMP/g (RDC n° 12/2001).
** Amostras com valores dentro do estabelecido pela RDC n° 12/2001 e cepas de E. coli.

UFC/g — Unidade Formadora de coldnia por grama; NMP/g — NUmero mais provavel por grama.
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Todas as 30 amostras foram avaliadas na analise molecular. Um total de 9 (30%)
amostras foram confirmadas para Escherichia coli sendo 8 (88 8%) positivas para os genes
16s USPA e UIDA e 1 (11 2%) para o gene 16s e UIDA. Trés (10%) amostras foram
positivas apenas para o gene 16s.

Das 12 cepas sugestivas para Escherichia coli na analise microbiolégica apenas 1
(8 3%) confirmou ser Escherichia coli presenga dos genes 16s USPA e UIDA e outra (1; 8
3%) apresentou apenas positividade para o gene 16s.

As 9 amostras confirmadas para Escherichia colina anélise molecular foram avaliadas
em relacdo a presencga dos genes de enterotoxinas e de viruléncia houve positividade para
quatro amostras (44 4%) sendo 2 (50 %) irp2 1 (25%) blaTEM e 1 (25%) eae.

41 DISCUSSAO

Este estudo evidenciou a presenga de Escherichia coli em alimentos consumidos
crus comercializados na cidade de Foz do Iguacu — PR revelando entéo a deficiéncia nas
praticas de higiene em alguns estabelecimentos podendo afetar diretamente a saude do
consumidor.

Osresultados microbiolégicos demonstram que a metade das amostras apresentaram
valores de coliformes a 45°C acima do permitido pelos padrdes estabelecidos pela RDC
n° 12 de 2001 do item 22 (B). Um resultado semelhante foi encontrado por Braghini et al.
(2015) o qual analisou 15 amostras de sashimis comercializados em restaurantes da cidade
de Maringa (PR) e encontrou 53 3% das amostras contaminadas com coliformes. Outro
estudo realizado por Martins (2006) foi analisado 20 amostras de peixe cru sendo que 50%
delas se encontravam fora das normas sanitaria exigidas pela ANVISA. J4 Lundgreen et al.
(2009) obteve um resultado muito acima do esperado ao analisar carne bovina crua das 67
amostras analisadas 93 3% delas ndo estavam de acordo com as normas estabelecidas.

Os resultados apresentados no nosso estudo demonstram que o numero total de
microrganismos € superior nas amostras de quibe cru. Ao comparar esses resultados com
o estudo de Tanure et al. (2006) que utilizou a mesma técnica e as mesmas amostras
pode-se observar que também ocorreu uma prevaléncia elevada em relagéo a contagem
de microrganismos ao analisarem massas cruas de quibe comercializadas no municipio
de Alfenas (MG).

No nosso estudo com relagéo aos resultados encontrados na analise microbiologica
podemos observar que foram identificadas em 53 3% (8) das amostras 12 cepas de
Escherichia coli sendo que foram encontradas mais de uma cepa em uma amostra de
peixe cru e quibe cru. Corrobora-se assim com os estudos de Alcantara et al. (2012) e
Volcéo et al. (2016) que também apresentaram resultados semelhantes (55 5% e 45%
respectivamente) em relagdo a presenca de Escherichia coli em amostras contaminadas
por esse microrganismo.
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Vale ressaltar que algumas amostras ndo apresentaram a quantidade de coliformes
a 45°C acima do permitido mas mesmo assim foi identificado cepas de Escherichia
coli. Em contrapartida algumas amostras apresentaram quantidade de coliformes a 45°C
acima do permitido nado sendo encontrado nenhuma cepa de Escherichia coli. Resultado
semelhante a esse foi encontrado no estudo de Okura (2010) que pela Técnica de Numero
Mais Provavel identificou positividade para coliformes a 45°C em 94 (84 7%) ao analisar
111 amostras de queijo Minas frescal. Nessas mesmas amostras foi observado a presenca
de Escherichia coli em 56 (50 5%). Em outro estudo similar realizado por Silva et al.
(2006) analisando 135 alimentos incluindo queijo Minas frescal linguica hortalicas e
fubd os autores relataram a presenca de coliformes a 45°C em 42 (31 1%) e amostras de
Escherichia coli em 25 (18 5%) amostras. Portanto a porcentagem de coliformes a 45°C
nao esta diretamente relacionado a presenca de Escherichia coli ja que existem outros
tipos de microrganismos de origem fecal.

No nosso estudo também foram identificados outros microrganismos pertencentes a
familia das enterobactérias os quais apresentam potencial patogénico como a Enterobacter
spp. Klebsiella spp. Shigella spp. e Yersinia enterocolitica. Okura (2010) avaliando 50
amostras de queijo produzidas com leite cru isolou 670 amostras bacterianas das quais
578 (86 4%) eram Escherichia coli 40 (5 9%) Proteus 36 (3 8%) Providencia 21 (3 2%)
Enterobacter 3 (0 41%) Klebsiella e 2 (0 29%) Serratia. Segundo Santos et al. (2012) a
presenca dessas bactérias nesse tipo de amostra se refere a decomposi¢ao de carnes e
peixes e porisso a sua presenca frequente nesse tipo de pesquisa.

Um resultado que deve ser destacado na nossa pesquisa foi a presenca de
Salmonella spp. (5 16%) em 3 amostras de quibe cru e 2 amostras de peixe cru concluindo
que elas se apresentam fora do padrdo estabelecido na RESOLUCAO-RDC N° 12 DE 02
DE JANEIRO DE 2001 a qual estabelece a auséncia desse micro-organismo em 25g de
alimentos crus refrigerados ou congelados. Esse resultado se assemelha a outros estudos
como uma pesquisa realizada em uma cidade no Noroeste do Rio Grande do Sul o qual
analisou 14 amostras de carne crua e 14 28% delas se encontravam contaminadas por
Salmonella spp (DAMER et al. 2014). Vale ressaltar que quando o microrganismo em
questao é identificado em alimentos ele deve ser considerado como improprio para o
consumo. Dessa forma verifica-se que a presenga de Salmonella spp nestes estudos € um
dado que compromete a saude dos consumidores pois a sua presenc¢a tanto nas amostras
de quibe cru quanto nas amostras de shushi/sashimi pode ser considerada um importante
fator epidemioldgico em surtos por Salmonella spp (ALMEIDA et al. 1995).

No nosso estudo 9 (30%) amostras foram confirmadas como Escherichia coli pela
positividade dos genes 16s USPA e/ou UIDA. Resultados semelhantes foram encontrados
em um estudo feito por Godambe et al. (2017) que analisaram 170 amostras de alimentos
indianos isolando 192 isolados sugestivos de Escherichia coli dos quais 43 ou 22% dos
isolados foram positivos para USPA (13%) e UIDA (9%).
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A pesquisa de genes de viruléncia demonstrou que algumas cepas (5 55%)
foram positivas para os genes de viruléncia sendo que uma foi positiva para blaTEM
ou seja betalactamase do tipo TEM enzima a qual hidrolisa facilmente as penicilinas
e cefalosporinas de primeira geracdo proporcionando entdo uma vantagem a essa
bactéria ja que a sua presenca apresenta resisténcia a alguns antibiéticos (BRAGA 2016).
Resultados semelhantes foram retratados por Talukdar ef al. (2013). Ao analisar 233 cepas
de Escherichia coli os autores observaram que 22 (9 44%) delas foram consideradas como
ESBL e dessas 22 apenas 9 positivas para blaTEM ou seja na contagem total das 233
cepas apenas 3 86% tiveram a presenca do gene blaTEM.

O gene irp2 também pesquisado foi encontrado. Esse gene é responséavel pela
captacéo de ferro pela bactéria sendo assim é uma proteina sider6fora de alto peso
molecular proporcionando alta viruléncia. A sua afinidade ao ferro é téo alta quanto as
proteinas plasmaticas visto que o ferro é um elemento essencial para o metabolismo
celular tanto para a respiragdo quanto para a replicagéo. Assim a sua presenca na célula
€ de extrema importancia (ROCHA et al. 2008). Resultados encontrados por Schubert et
al. (1998) mostram uma alta prevaléncia (60%) do gene irp2 em cepas de Escherichia
coli por outro lado uma prevaléncia menor foi observada no estudo de LEAL et al. (1998).
Ao analisarem 20 cepas entre Yersinia enterocolitica e Escherichia coli apenas 1 (0 5%)
foi positiva para a pesquisa do gene irp2 ja no nosso estudo obtivemos 2 cepas (22 2%)
positivas para o gene.

A presenca do gene eae em uma cepa € um forte indicativo de Escherichia coli
enteropatogénica sendo assim o0 gene produtor de uma proteina denominada intimina
que promove aderéncia intima aos enterocitos causa uma les&o tipica desse sorotipo a
attaching and effacing (A/E) a qual promove destruicdo das microvilosidades do tecido
entérico (ROCHA et al. 2017). No presente estudo foi possivel isolar 1 cepa (11%)
correspondente ao gene eae sendo em propor¢do comparado a um estudo realizado por
Wani et al. (2006) que verificaram que ao analisar 326 cepas de Escherichia coli provindas
de amostras fecais apenas 26 (7 97%) foram positivas para o gene eae estando de acordo
também com os achados de Beutin et al. (2003) que detectou apenas 7 5% de EPEC em
criancas da cidade de Melbourne e 5 9% das criancas pesquisadas em Berlim.

51 CONCLUSAO

Os resultados alcancados demonstram que alguns estabelecimentos podem
indicar uma higienizacédo ineficaz pois varias amostras tiveram um padrédo de coliformes
termotolerantes acima do permitido pela legislacdo vigente mesmo quando nao
apresentaram a presenca do microrganismo estudado. Isso pode nos apontar para uma
higienizagdo incorreta dos locais armazenagem inadequada desses alimentos assim

como uma falta de paramentagédo adequada pelos manipuladores.
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Além disso podemos destacar a sensibilidade e a especificidade das técnicas de
biologia molecular pois algumas amostras néo foram identificadas pela analise microbiologia
trazendo-nos um cenario de necessidade de estudos como esse para podermos analisar
com mais precisédo as condi¢bes sanitarias dos locais responsaveis pela refeicdo de boa
parte da populagéo.

Fatos como esse podem ser evitados por um treinamento mais intensivo entre os
funcionarios para que assim possam realizar higienizagbes mais abundantes tanto na
sua propria preparagdo como nos utensilios utilizados e no armazenamento dos alimentos.
Podemos salientar que esses cuidados quando se tratam de alimentos consumidos crus
tornam-se ainda mais relevantes ja que nao passam por nenhum processo de cozimento
que possam interferir na sobrevida dessas bactérias. Fiscalizagdes rigorosas por 6rgaos
e estabelecimentos competentes também podem assegurar que as normas estabelecidas

sejam realmente cumpridas visando o bem-estar da popula¢do consumidora.
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