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ABSTRACT

Culture-independent methods are proposed as a tool for detecting pathogenic microorganisms in food.
Escherichia coli strains that produce Shiga Toxin lead to diseases such as bloody diarrhea and hemolytic
uremic syndrome by causing damage to the intestine and releasing the toxin into the body. Serological
differentiation methods investigate the cell wall antigens, characteristic of each group of E. coli, however they
are not efficient when it comes to a more accurate investigation of associated virulence factors. Thus, molecular
methods are based on the search for specific genes related to the mechanisms of invasion and damage to the
epithelium, as they are protein complexes. The present study was designed with the objective of carrying out a
brief literature review about molecular methods as a detection tool for Shiga toxin-producing Escherichia coli.
The methodology used dealt with a systematic review in the following databases Web of Science, Science Direct
and PUBMED.
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INTRODUCAO

Escherichia coli, membro da familia Enterobacteriacea, ¢ parte normal do trato
gastrointestinal humano e de uma variedade de animais. Dentro da familia Enterobacteriacea
estdo os mais importantes micro-organismos patogénicos como Salmonella, Shigella e
Yersinia. Apesar da maioria dos isolados de E. coli serem comensais do intestino humano,
alguns grupos sdo patogénicos e causam doengas graves, incluindo diarréia sanguinolenta e
sindrome hemolitico-urémica (SHU). Os isolados de E. coli sdo classificados em seis
categorias, de acordo com seus fatores de viruléncia: enterotoxigénica (ETEC),
enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC), E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) e produtora de toxina de Shiga (STEC) (APHA, 2015).

A detecgdo e quantificagdo de micro-organismos em alimentos normalmente ¢
realizada por métodos dependentes de cultivo, entretanto além desses métodos serem
laboriosos ¢ demorados tem a limitagdo de nao detectar células de crescimento lento ou no
estado viavel, porém nao cultivavel. No final da década de 1990 surgiram os métodos
independentes de cultivo: técnicas baseadas na Reacao em Cadeia da Polimerase, bem como
os métodos de sequenciamento do DNA. A pesquisa e deteccdo de STEC vem sendo
otimizada através do uso das ferramentas moleculares. STEC sdo classificadas em dois
grandes grupos de acordo com a presenca do denominado “locus of enterocyte effacement”
(LEE), consideradas ilhas de patogenicidade (WASIEWKA et al.,, 2022). Métodos
moleculares para deteccdo de STEC em alimentos t€ém utilizados a elementos genéticos
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associados a mecanismos especificos de invasdao do epitélio por estes patdogenos. O presente
estudo teve o objetivo realizar uma breve revisdo sobre métodos moleculares como
ferramenta de detecc¢ao de Escherichia coli produtora de Toxina de Shiga.

MATERIAL E METODOS

Este estudo trata-se de uma revisdo sistematica realizada entre setembro e novembro
do ano de 2022. Foram selecionados 7 trabalhos indexados nas seguintes bases de dados Web
of Science, Science Direct e PUBMED. Para a selegdo dos trabalhos foi utilizado a estratégia
de busca com descritores: Escherichia coli entorotoxigénica; Toxina de Shiga; ensaios
moleculares; PCR; STEC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em analises de tipificacao sao usados anticorpos especificos (anti-soro) que auxiliam
na identificacdao de antigenos presentes nas células bacterianas. Para antigenos soluveis, como
toxinas, pode-se aplicar técnicas de difusao em gel. Para outros antigenos, a diferenciagao de
subtipos de E. coli pode ser realizada com base em métodos de aglutinagdo, os quais
confirmam a presenca de algumas estruturas celulares, tais como a presenca de antigeno
somatico “O”, este ¢ parte do lipopolissacarideo (LPS) que compde a membrana externa da
parede bacteriana. E constituido pelo polissacarideo C, que juntamente com o lipideo A e a
por¢do de ancoramento constituem o LPS completo. O polissacarideo C é composto por uma
cadeia de acgucares que se projeta para o espago extracelular, apresentando composi¢do
extremamente variavel mesmo dentro de uma mesma espécie bacteriana. A identificacdo do
antigeno somatico ¢ realizada por meio de provas de aglutinagdo com antissoros padroes que
determinam os diferentes sorogrupos em uma mesma espécie (MAGALHAES et al., 2007).

A Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) ¢ responsavel por causar
diarreia e colites hemorragicas em humanos, sendo considerada um importante grupo de
bactérias patogénicas emergentes. As STEC sdo classificadas em sorogrupos, de acordo com
o antigeno somatico “O” Dentre as STEC, o sorogrupo O157 tem sido o principal, devido ao
seu envolvimento em surtos de doenca transmitida por alimentos, entretanto, ha mais de 50
outros sorogrupos que podem causar doenca (STEC, 2017).

As STEC sao encontradas em varias espécies de animais domésticos e selvagens,
possiveis portadores assintomaticos. No entanto, os ruminantes, € em especial os bovinos, sao
considerados os principais reservatorios de STEC, incluindo o sorotipo mais importante do
grupo, o O157:H7. A toxina produzida por STEC demonstra similaridade com a toxina
produzida pelo bacilo Shigella dysenteriae tipo 1, causador da disenteria bacilar (MENG et
al., 2007). Essas citotoxinas sdo potentes inibidoras da sintese proteica e sdo codificadas pelos
genes — stx1 e stx2. Os genes stx, que codificam a toxina, estao localizados no genoma de um
bacteriofago que se integra ao cromossomo das STEC.

Colello et al. (2019) investigaram ensaios de PCR para detec¢do de subtipos de
adesinas em cepas de STEC que apresentaram resultados negativos para LEE. O estudo dos
autores demostrou que as cepas STEC negativas para LEE frequentemente tinham um ou dois
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genes da adesina /ha investigada. Os autores sugerem que mais estudos sdo necessarios para
esclarecer o real papel da adesina 7ha na patogénese de STEC, bem como para entender como
a combinagdo de diferentes genes determinam a viruléncia desta cepa.

CONCLUSOES

Estudos utilizando métodos tracionais para diferenciacdo de E. coli em alimentos,
utilizam ferramentas de investigacao de antigenos especificos componentes nas células dessas
bactérias. Métodos moleculares que sdo aplicados a investigagdo de STEC, utilizam
especificidades genéticas para conclusao de uma investigagdo mais acurada. Por se tratar de
uma cepa com alto potencial patogénico, cada vez mais se aplica para investigacdo em
alimentos. O método de PCR tem se demonstrado eficiente para essa diferenciacdo, pois se
baseia em zonas especificas e genes que expressam a patogenicidade do micro-organismo em
questao.
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