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RESUMO

A 4agua de irrigacdo tém sido considerada a principal fonte de contaminacéo
microbiolégica de vegetais, em nivel primario de producdo. Escherichia coli
produtoras de toxina Shiga (STEC), principalmente do sorogrupo 0157, tém
causado graves surtos alimentares, envolvendo muitos alimentos, dentre eles os
vegetais. No Brasil, E. coli O157:H7 foi recentemente isolada na agua de irrigacéo
de propriedades rurais da regido Sul, demonstrando risco de contaminacdo do
produto final. Apds esse isolamento, foi desenvolvido o projeto “Baseline study about
irrigation water in Brazil and Spain: Impact of microbial quality, sources, type of
irrigation systems and the type of crop on the food safety of fresh products”. O
estudo realizado na presente dissertacédo faz parte desse projeto e teve por objetivo
investigar a contaminacéo por E. coli O157 na agua de irrigacdo de alfaces no Sul
do Brasil. Além disso, objetivou-se analisar a multiplicacdo desse patégeno em
amostra de agua de irrigacdo bem como sua sobrevivéncia ao hipoclorito de sédio.
Os resultados obtidos demostram que E. coli O157 foi isolada em 19,65 % das 56
amostras coletadas. A prevaléncia de E. coli 0157 néo foi correlacionada ao sistema
de cultivo, a fonte de irrigacdo e ao método de irrigacdo. E. coli 0157 isoladas de
diferentes locais foram capazes de se multiplicar na amostra indicativa de agua de
irrigacdo, atingindo populacdes de 6,30 + 0,177 log UFC/mL, apés 48 h, em
temperatura ambiente. Esses resultados demonstraram que altas contagens desse
microrganismo podem ocorrer em acudes utilizados para irrigar folhosos. A
exposicao dos isolados de E. coli O157 a solucdes contendo 2, 7 e 20 mg/L de cloro
livre, ao longo de 45 min, reduziu aproximadamente 1,30 £ 0,66 log UFC/mL, o que
nao possibilitou atingir de niveis seguros para esse patdégeno. Este estudo
demonstrou a presenca de E. coli 0157 na agua de irrigacdo no Sul do Brasil e sua
capacidade de multiplicacdo nessas aguas. Além disso, evidenciou que a cloracao
com até 20 mg/L ndo foi suficiente para controlar esse perigo biolégico em
condicdes possiveis de serem alcancadas nas propriedades rurais. Tais resultados
reforcam a necessidade de adocdo de Boas Praticas Agricolas (BPA) para prevenir
a contaminacao das fontes de agua de irrigacéo, nessas propriedades.



ABSTRACT

Irrigation water have been considered the main source of microbial
contamination in vevegatbles at the primary level of production. Shiga-toxin
producing Escherichia coli (STEC), mainly O157 serogroup, have caused severe
food outbreaks involving many foods, including vegetables. In Brazil, E. coli O157:
H7 was recently isolated in the water irrigation farms in the southern region,
demonstrating risk of contamination in the final product. After this isolation, it was
developed the project "Baseline study about irrigation water in Brazil and Spain:
Impact of microbial quality, sources, type of irrigation systems and the type of crop on
the food safety of fresh products”. The study in this thesis is part of this project and
aimed to investigate contamination by E. coli O157 in irrigation water of lettuce in
southern Brazil. In addition, the objective was to analyze the multiplication of
pathogens in irrigation water sample and its survival to sodium hypochlorite. The
results demonstrate that E. coli 0157 was isolated in 19.65 % of the 56 samples
collected. The prevalence of E. coli O157 was not correlated to the cultivation
system, the source of irrigation and irrigation method. E. coli 0157 isolated from
different sites were able to multiply in the sample indicative of irrigation water
reaching populations of 0.177 + 6.30 log CFU/mL after 48 h at room temperature.
These results demonstrate that high counts of this microorganism can occur in
reservoirs used to irrigate leafy. Exposure of E. coli 0157 isolated from solutions
containing 2, 7 and 20 mg/L of free chlorine over 45 min, reduced approximately 1.30
+ 0.66 log CFU/mL, which is not allowed to reach safe levels for this pathogen. This
study demonstrated the presence of E. coli O157 in the irrigation water in southern
Brazil and its multiplication capacity in these waters. Moreover, it showed that the
chlorination up to 20 mg/L was not enough to control this biological hazard in
conditions likely to be achieved in rural properties. These results reinforce the need
for adoption of Good Agricultural Practices (GAP) to prevent contamination of

irrigation water sources in these properties.
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1. INTRODUCAO

O consumo de alimentos vegetais tem sido cada vez mais estimulado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO 2003). Associado a isso, doencas
transmitidas por alimentos (DTA) causadas por esses alimentos tém aumentado
(QUESTED et al., 2010; BETTS 2014).

Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC), principalmente o
sorogrupo 0157, vem ganhando notoriedade mundial, devido ao seu envolvimento
com graves surtos alimentares ocorridos em diversos paises, sendo também
veiculados por alimentos de origem vegetal (SCALLAN et al. 2011; CDC 2012). Nos
Estados Unidos, dentre os surtos onde o0s patdgenos responsaveis foram
identificados, 13% foram atribuidos a E. coli O157:H7 e, no Canada, de 1998 &
2009, 47,5% foram relacionados ao mesmo patdogeno ( BRADEN et al., 2013; CFIA
2014). No Brasil, estudos recentes tém demonstrado a presenca deste patégeno em
amostras de origem ambiental e também de alimentos (DE PAULA et al., 2014).

Em alimentos de origem vegetal € muito importante prevenir a contaminacao
em nivel primario de producdo, pois durante a cadeia produtiva e de distribuicao,
patdogenos podem ser introduzidos, sobreviver e se multiplicar (UYTTENDAELE et
al., 2015). Dentre as fontes de contaminacdo estdo o solo, adubo orgéanico
compostado insuficientemente, fezes animais, ma higiene dos trabalhadores ou
agua de irrigacao e de lavagem contaminadas (CDC 2006; CEUPPENS et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2014). Dessas, a agua de irrigacao tem sido considerada como
a principal fonte de contaminag¢&o microbiolégica de vegetais (ALLENDE et al., 2008;
MACHADO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; LUNA et al., 2012; STRAWN et al.,
2013; ALLENDE; MONAGHAN, 2015). Além disso, diferentes métodos de irrigacao

podem ter potencial maior ou menor de promover a contaminagdo e posterior
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multiplicacdo desses microrganismos sobre os vegetais (SCF 2002; STINE et al.,
2005). Assim é fundamental controlar sua qualidade e seguranca.

No estudo realizado por Rodrigues et al. (2014) em propriedades rurais
produtoras de alface organica, no Sul do Brasil, foi detectada a presenca de E. coli
0157:H7 na agua de irrigacdo. ApOs esse isolamento, foi desenvolvido um projeto
cujo objetivo é realizar um estudo de referéncia da qualidade microbioldgica da agua
de irrigacéo e seu impacto sobre a seguranca dos produtos frescos, uma vez que a
deteccdo deste patdogeno em agua de irrigacdo no Sul do Brasil revelou risco de
contaminacgdo do produto final. Neste contexto, o presente trabalho visa aprofundar
o estudo de E. coli O157 em agua de irrigacdo de vegetais no Sul do Brasil, e
investigar sua multiplicagcdo em agua de irrigacdo. Também objetivou-se investigar a
sobrevivéncia de isolados a solucdes de hipoclorito de soédio, avaliando uma

possivel forma de controle desse patdgeno.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Detectar Escherichia coli O157 em agua de irrigacdo, investigar sua multiplicagédo

em agua de irrigacdo, bem como a sobrevivéncia ao hipoclorito de sodio.

2.2. Objetivos especificos

a) Utilizar a metodologia 1SO 13136:2012 para a deteccdo de Escherichia coli
0157 por PCR em Tempo Real em agua de irrigacéao.

b) Verificar se o sistema de producédo é correlacionado com maior presenca de
Escherichia coli 0157 em agua de irrigacao.

c) Verificar se a fonte de agua é correlacionada com maior presenca de
Escherichia coli O157 em agua de irrigacao.

d) Verificar se o0 método de irrigacao € correlacionado com maior presenca de
Escherichia coli O157 em agua de irrigacao.

e) Avaliar a multiplicacdo de isolados de Escherichia coli O157 em &gua de
irrigacao.

f) Avaliar a sobrevivéncia de isolados de Escherichia coli 0157 frente ao

hipoclorito de sédio, com diferentes concentragdes.

12



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cultura de Hortalicas no Brasil

O consumo de alimentos vegetais tem sido cada vez mais estimulado por
orgaos internacionais e nacionais de saude, pois sdo fontes importantes de
vitaminas, minerais, fibras e estarem relacionados a reducéo de doencas cronicas. O
consumo minimo recomendado pela OMS de frutas e hortalicas é de 400g/dia,
equivalente a 3 porcdes de frutas e 3 por¢cdes de hortalicas, visando garantir de 9 a
12% da energia diaria, considerando uma dieta de 2000 Kcal (WHO 2003).

Estima-se que o cultivo de hortalicas reproduzidas por sementes no Brasil
seja de 700 mil hectares (ABCSEM 2015). Em relacéo a distribuicdo geografica do
cultivo de hortalicas no Brasil, 75 % dessas localizam-se nas regiées Sudeste e Sul
do pais proximo dos grandes centros urbanos, em regides conhecidas como
“cinturdes verdes”. A producao no pais € predominantemente familiar, sendo que 60
% das propriedades possuem area inferiror a 10 hectares de exploracdo. As
propriedades restantes (40 %) sédo pequenas, médias, grandes ou em fazendas de
grande porte (ABCSEM 2015).

Sé&o fatores determinantes para o cultivo das hortalicas: as condicbes de
temperatura, umidade, luminosidade, fotoperiodo, solo e agua de irrigacao do local
de plantio. Por exemplo, para o cultivo de hortalicas folhosas, a area de plantio deve
ser plana, ndo sujeita a inundacao, de facil acesso e que permita irrigacédo. O solo
pode ser arenoso, argiloso, areno-argiloso (textura média), organico, com ou sem
presenca de cascalho. Em geral, essas plantas tém ciclo curto, sistema radicular

relativamente superficial e s&o muito exigentes de agua para seu pleno
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desenvolvimento (DA SILVA; MAROUELLI, 2006). A agua de irrigacdo deve estar
disponivel em quantidade suficiente e ter qualidades fisicas, quimicas e bioldgicas
adequadas. Além dos cuidados de cultivo, na poés-colheita de folhosas, alta
iluminacdo em associacdo com baixa umidade aceleram o amarelamento das folhas
(EMBRAPA 2007, SENAR 2012).

Dentre as hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) é a mais consumida
no Brasil e também no mundo. Trata-se de uma hortalica de clima ameno que
pertence a tribo Cicorae e a familia Compositae (MORETTI;MATTOS, 2005; MOU
2008).

O Censo Agropecuario (2006) revelou que a producédo de alface no pais
alcancou 384.820 toneladas em 2006, tendo sido comercializada principalmente “in
natura” (IBGE 2006; SALA;COSTA, 2012). Dados coletados em centrais de
distribuicdo, demostram que a alface crespa ocupa aproximadamente 65 % de
participacdo do mercado, seguido das variedades do tipo americana (20 %), do tipo
lisa (10 %) e o restante com os grupos dos tipos coloridos, extra frizz, romana e
outros (MORETTI;MATTOS 2005; SALA;COSTA 2012; SUINAGA et al., 2013).

Em relacé@o ao cultivo da alface no Brasil, esta hortalica é cultivada durante o
ano todo, principalmente no regime de campo aberto e em contato com o solo sob
irrigacdo constante ao longo do periodo de desenvolvimento (EMBRAPA 2007,
SUINAGA et al.,, 2013). Ao contrario dos sistemas de producdo americano e
europeu, que contam com sistema logistico de cadeia de frio de distribuicdo, o
modelo brasileiro baseia-se na produgédo de alface em “cinturdes verdes”, proximos
aos centros consumidores desta folhosa. Assim, os produtores no campo, colhem as
hortalicas nas primeiras horas da manh& ou ao fim do dia, quando a temperatura

ambiente € menor, acomodam as hortalicas colhidas a sombra de arvores e realizam
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a distribuicdo as primeiras horas da manhda (MORETTI;MATTOS 2005; EMBRAPA
2007; SALA;COSTA 2012; SUINAGA et al., 2013).

Durante a producdo e na poés-colheita da alface, ha diversas fontes de
contaminacdo, tais como semente, adubo, agua de irrigacdo, agua de lavagem,
equipamentos, manipulador e caixas de transporte (CEUPPENS et al.,, 2014;
RODRIGUES et al., 2014). Assim, é essencial a manutencao da higiene ao longo de
toda cadeia, a fim de reduzir a probabilidade de contaminacéo e deterioracdo. Deve-
se manter 0s equipamentos para colheita, manuseio, armazenamento e lavagem de
produtos horticolas limpos, bem como armazenar as hortalicas em embalagens e
ambientes limpos. E imporante destacar que a agua de lavagem deve ser, de
preferéncia, corrente ou, se utilizados tanques, a &gua deve ser trocada
regularmente, pois o acumulo de fungos e bactérias pode contaminar 6rgaos sadios

e aumentar as perdas pos-colheita (EMBRAPA 2007).

3.2. Sistemas de irrigagéao utilizados na producéo de alface no Brasil

Os sistemas de irrigacao utilizados na producédo de hortalicas folhosas variam
desde praticas manuais simples até praticas mecéanicas mais sofisticadas.
Habitualmente, métodos rudimentares, tais como mangueiras, regadores e baldes,
sdo utilizados principalmente em paises em desenvolvimento, ja métodos
automatizados, como sistemas de irrigacdo por aspersao, por canais (sulcos), por
gotejamento e cultivo hidropdnico, sdo predominantemente utilizados em paises
desenvolvidos (OBUOBIE et al., 2010).

A irrigacao correta é essencial para a producédo de alfaces. Esses vegetais

sdo colhidos com menos de 60 dias, apresentam raizes superficiais e pouco
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ramificadas (menos de 20 cm de solo) e contém alto teor de umidade(entre 80 % e
95 % das partes comercializadas) (MAROUELLI et al., 2010; BATISTA et al., 2012).

No Brasil, devido ao clima quente, mesmo em regides umidas ou na estacao
chuvosa, a deficiéncia de umidade no solo € frequentemente um fator limitante para
obtencdo de produtividade elevada e de boa qualidade na producédo. Assim, a
suplementacdo das necessidades hidricas por meio de irrigacdo € essencial para o
sucesso da producédo de hortalicas (MAROUELLI;SILVA 2011). Conforme estudo
realizado pela EMBRAPA Hortalicas (2006), um erro frequentemente cometido pelos
produtores de hortalicas no Brasil € a irrigacdo em excesso. Esta pratica favorece a
incidéncia de doencas fungicas e bacterianas nas plantas e eleva o uso de
agrotoxico (DA SILVA; MAROUELLI, 2006; MAROUELLI et. al., 2010).

Dentre os sistemas para a irrigacao de alface produzidos em campo aberto no
Brasil, sdo utilizados predominantemente a irrigacdo por aspersao e irrigacdo por

gotejamento ( MAROUELLI;SILVA 2011).

3.2.1. Irrigacao por aspersao

A irrigacao por aspersdo é o método em que a agua € aplicada na através de
aspersores na forma de chuva, podendo ser aplicada para qualquer tipo de solo e
topografia. E o sistema que melhor possibilita a distribuicio da agua sobre a
superficie do solo. Entretanto, esse sistema sofre interferéncia de fatores climaticos,
como vento, e sua eficiéncia € prejudicada em clima quente e seco, devido a perda
por evaporacdo (DA SILVA; MAROUELLI, 2006; MAROUELLI;SILVA, 2011,
UYTTENDAELE et al., 2015). Além disso, a aplicacdo de agua sobre a parte aérea

das plantas, que ocorre na irrigagdo por aspersdo, propicia condicbes de alta
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umidade junto a folhagem, favorecendo o desenvolvimento de doencas fangicas e
bacterianas, além de remover parte dos agrotoxicos aplicados ( MAROUELLI,
SILVA, 2011).

Esse sistema é o mais utilizado no Brasil em culturas cultivadas em canteiros,
culturas de alta densidade e em hortalicas folhosas de modo geral, como na
producdo de alface (SENAR 2012). Da area total de hortalicas irrigadas no pais,

mais de 90 % s&o realizadas por aspersdo (MAROUELLI et al., 2008).

3.2.2. Irrigacéo por gotejamento

No sistema de gotejamento a 4gua € aplicada no entorno de cada planta ou
um grupo de plantas de modo a molhar apenas a zona da raiz. Este método limita a
umidade no local de aplicacdo, aplica a 4gua em regime de frequéncia de baixo
volume e € o que melhor se adapta a utilizacdo da fertirrigacdo, proporcionando
aplicacédo eficiente de nutrientes, CO, e alguns agrotdoxicos. Além disso, se adapta
bem ao plantio em linha, como no cultivo de alface (DA SILVA; MAROUELLI, 2006;
MAROUELLI;SILVA 2011; SENAR 2012).

Muito embora a area de hortalicas irrigadas por gotejamento no Brasil seja
muito inferior a irrigada por aspersao, seu uso tem aumentado expressivamente nas
Ultimas décadas. Sua expansao se deu, principalmente, pela conservacéo da agua e
energia, e por permitir um maior controle no fornecimento de agua as plantas (DA
SILVA; MAROUELLI, 2006; MAROUELLI; SILVA, 2011; UYTTENDAELE et al.,

2015).
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3.3. Fontes de 4gua de irrigacédo utilizadas na producéao de alfaces

As fontes de agua para irrigacao de alface incluem agua advinda do sistema
publico de abastecimento (Agua municipal potavel), agua da chuva, de aquiferos
profundos, aguas subterraneas, aguas residuais, pocos artesianos ou aguas de
superficie.

Por ser tratada, a agua municipal € a de melhor qualidade, mas esta
disponivel apenas em algumas regides desenvolvidas e possuem custo mais
elevado. Em seguida, estdo aguas subterrdneas, agua da chuva e &guas de
superficie (UYTTENDAELE et al., 2015). Por sua qualidade aceitavel e baixo custo,
estas fontes estdo sendo cada vez mais utilizadas (SUSLOW et al., 2003; JAMES
2006; MAROUELLI;SILVA 2011). No entanto, a qualidade e a sustentabilidade dos
reservatorios estdo naturalmente ameacadas em algumas regides. Isso resulta da
degradacdo de rios de aguas cristalinas, destruicdo de zonas Umidas, e
contaminacgao quimica e microbioldgica da agua (REID et al., 2003).

As aguas encontradas na natureza podem conter impurezas em Suspensao
ou dissolvidas, dificultando ou até mesmo inviabilizando o seu uso para fins de
irrigacdo. Em dissolucdo, podem ser encontrados gases, sais, metais pesados e
agrotoxicos. Impurezas em suspensdo podem ter origem mineral, como areia, salitre
e argila, ou organica, como matéria morta e viva. A matéria morta pode ter origem
vegetal, como folhas, galhos e outros detritos vegetais, ou origem animal. Na
matéria viva, podem estar presentes na agua algas, bactérias, virus, protozoarios,

entre outros organismos (MAROUELLI et al., 2008).
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Os aspectos fisicos e quimicos sdo de grande importancia para a agua de
irrigacdo, resultando na qualidade da producdo vegetal. No entanto, destaca-se os
aspectos biologicos, especialmente para as que sdo consumidas “in natura”. Os
produtos vegetais que serdo consumidos crus ndo devem ser irrigados com agua
contaminada por agentes patogénicos, frequentemente encontrados em aguas
superficiais especialmente nos cinturbes verdes dos grandes centros urbanos

(MARQUELLI et al., 2008; MAROUELLI;SILVA 2011; SENAR 2012).

3.4. Agua e métodos de irrigacdo como fonte de contaminagdo microbioldgica

de vegetais

Qualquer fonte de 4gua pode estar contaminada com patégenos microbianos.
Este fato € bem conhecido para a 4gua de consumo humano, motivo pelo qual ao
longo dos anos diversos esforcos tém sido realizados para se separar aguas
contaminadas por matéria fecal e fontes de agua potavel. Do mesmo modo, 0s
patbgenos podem estar presentes em aguas utilizadas para irrigacao e producéo de
alimentos, e, assim, introduzir-se na cadeia alimentar (UYTTENDAELE et al., 2015).

Na producdo de alimentos de origem vegetal, a agua de irrigacao é
considerada como o principal fator de risco de contaminacdo microbioldgica
(ALLENDE et al., 2008; ALLENDE; MONAGHAN, 2015). Além disso, a maioria dos
vegetais tém pH 4,5 ou mais alto o que favorece a multiplicagcdo microbiana
(EMBRAPA 2007). Os alimentos mais comumente associados a contaminagao
microbiolégica veiculada por agua de irrigacdo sdo vegetais folhosos (alface,
espinafre, alface e misturas ou saladas) seguidos de ervas, sementes germinadas,

tomates, e berries (UYTTENDAELE et al., 2015).
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Dentre 0os microrganismos patogénicos aos humanos que sao carreados
pelas aguas de irrigagdo, os mais comuns incluem Salmonella enterica (varios
sorotipos) e E. coli 0157 produtora de Shiga toxina. Surtos associados com
Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes séo relativamente raros em vegetais
(UYTTENDAELE et al., 2015).

O primeiro momento em que o produto fresco pode ser contaminado com
patdogenos € durante a fase de producdo, que compreende a plantacdo, cultivo,
irrigacdo e outras atividades e tratamentos associados com a producdo da planta
madura no campo. A contaminacao dos produtos na propria fase de producao ocorre
frequentemente como consequéncia da exposicdo a agua ou solo contaminados
(UYTTENDAELE et al., 2015).

A fonte de irrigacdo pode ser classificada em relacdo ao risco de
contaminagcdo microbiolégica, em ordem crescente: agua municipal (potavel), agua
da chuva, agua subterrdnea, agua de superficie e agua residual ndo tratada
(LEIFERT et al. 2008; PACHEPSKY etal. 2011; UYTTENDAELE et al., 2015).

Agua da chuva ou agua recolhida da chuva sdo geralmente de boa qualidade
microbiolégica, embora tenham mais microrganismos que a agua potavel. A
qualidade da agua da chuva depende, em parte, do modo como € recolhida ou
transportada. Por exemplo, uma 4gua da chuva recolhida do telhado pode estar
contaminada com bactérias patogénicas e parasitas protozoarios, devido a presenca
de aves, insetos e fezes de animais, especialmente apos periodos relativamente
longos de seca (BURCH;THOMAS 1998; AHMED et al.,, 2012; UYTTENDAELE et
al., 2015).

Aguas subterraneas (poco artesiano) sdo geralmente de boa qualidade

microbioldgica se infiltracdes superficiais sdo evitadas (BURCH; THOMAS 1998). Ja
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as aguas de superficie apresentam qualidade imprevisivel, uma vez que as
atividades rio acima como descargas de aguas residuais, presenca de fezes de
animais domeésticos ou selvagens, entre outras fontes, podem rapidamente alterar os
niveis de contaminantes que entram no fluxo de agua (BURCH; THOMAS 1998;
UYTTENDAELE et al., 2015).

Em geral, se espera que a irrigacdo com agua de superficie represente maior
risco para a saude humana do que a irrigacdo com agua subterranea. Isso porque
essas Ultimas tém a capacidade de evitar a contaminacéo fecal de animais e agua
de escoamento de campos adjacentes (SUSLOW et al., 2003). Além disso, a maioria
destas fontes de &gua sdo naturalmente reabastecidas por precipitacao,
naturalmente ndo contaminadas (UYTTENDAELE et al., 2015). E também
importante notar que, muitas vezes, diferentes fontes de agua sdo combinadas, a fim
de se obter o volume de agua necessario para a irrigacdo (STINE et al., 2005).

Os métodos de irrigacdo aplicados na agricultura variam normalmente por
regido de cultivo. Cada método pode ter seu proprio potencial de introduzir
patégenos ou promover a multiplicacdo desses sobre o produto (SCF 2002; STINE
et al., 2005).

Na irrigac@o por aspersdo ha uma maior contaminacdo de culturas, pois a
parte comestivel do produto é exposta diretamente a agua. Ainda, as gotas podem
recontaminar a safra a partir da superficie do solo e patégenos contidos nas gotas
em aerossol podem ser transportados pelo vento, criando um risco a saude para os
residentes nas proximidades (MARITES et al., 2010; BARKER-REID et al., 2009).
Assim a irrigagdo por aspersédo € melhor aplicada nas fases iniciais do crescimento
da planta, maximizando a oportunidade da morte do patdgeno até a data de colheita

(UYTTENDAELE et al., 2015).
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Na irrigacdo por gotejamento o risco de transferéncia de patdgenos para
plantas € minimizado, devido a menor exposicédo da agua irrigada com o produto e
reducdo de respingos em solos contaminados. Este método certamente proporciona
maior grau de protecdo da saude dos trabalhadores rurais e consumidores,
especialmente quando os métodos sdo automatizados (HAMILTON et al., 2006;
SONG et al., 2006; CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2012).

Caso a fonte de agua esteja contaminada por agentes patogénicos esta nao
deve ser utilizada para irrigacdo se o sistema utilizado for aspersao. Entretanto,
dependendo da hortalica e do grau de contaminacdo da agua, o sistema de
gotejamento pode ser utilizado, desde que com supervisdo técnica (DA SILVA,;
MARUOELLI 2006; MARUOELLI;SILVA 2011).

A sobrevivéncia dos patdgenos € igualmente importante, pois pode afetar a
probabilidade de ocorréncia de um surto (FONSECA et al.,, 2011). Pesquisas
observaram que fontes com muitos nutrientes e elevada carga organica podem
aumentar a sobrevida de patdgenos na agua. O numero de fatores-chave possiveis
de influenciar a morte bacteriana na superficie da folha sdo: a baixa umidade (mais
importante), alta temperatura, exposicdo a raios Ultra-Violeta (UV), e secagem
mediada pelo vento na superficie da folha (WOOD et al., 2010; OLIVEIRA 2012; GU
et al., 2013; UYTTENDAELE et al., 2015).

O risco de surto associado a contaminacao patogénica em vegetais por agua
de irrigagdo é maior quando a irrigacdo € feita logo antes da colheita
(UYTTENDAELE et al., 2015). Kisluk e Yaron (2012) demostraram que um recipiente
de 4gua contendo 2,5 log/UFC de Salmonella spp. foi suficiente para contaminacao
e persisténcia do patégeno em vegetais por até 48 horas, ap0s a irrigacdo por

aspersao. Outro estudo demonstrou que a sobrevivéncia de E. coli 0157:H7 foi de
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mais de 28 dias em vegetais contaminados com agua de irrigacdo, sendo que na
prépria agua a sobrevivéncia foi de aproximadamente 109 dias (SCOTT et al. 2006).
Assim, praticas de seguranca alternativas, como a suspensao da irrigacao antes da
colheita sdo recomendadas para protecdo do consumidor em locais onde a
qualidade da agua de irrigacédo nao é controlada (UYTTENDAELE et al., 2015).

No Brasil, os limites de contaminacdo da agua para fins de irrigacdo estao
regulamentados pela Resolucdo n° 357/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA). Para a irrigacao de hortalicas que sdo consumidas cruas e de
frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas, sem
remocao de pelicula, esta resolucdo estabelece o limite maximo de 200 coliformes
termotolerantes por 100 mL de amostra (CONAMA, 2005).

Em recente estudo realizado por Rodrigues et al. (2014), em propriedades
rurais produtoras de alface organica, no Sul do Brasil, foi detectada a presencga de E.
coli O157:H7 na agua de irrigacdo em uma das propriedades analisadas, ap0s uma
enchente, onde as alfaces jA& estavam prontas para a colheita, demonstrando
possibilidade de contaminacdo do produto final (RODRIGUES et al., 2014). Apés
esse isolamento, foi desenvolvido o projeto “Baseline study about irrigation water in
Brazil and Spain: Impact of microbial quality, sources, type of irrigation systems and
the type of crop on the food safety of fresh products”. Este projeto tem o objetivo de
realizar um estudo de referéncia da qualidade microbioldgica da agua de irrigacdo e
seu impacto sobre a seguranca de produtos vegetais frescos, pesquisando
microrganismos indicadores e patogénicos. Dentre os patdogenos pesquisados no
projeto estao E. coli STEC, incluindo o sorogrupo O157, que compreende a pesquisa

realizada nesta dissertacgéo.

23



3.5. Desinfeccao da agua por cloracao

O termo “desinfeccdo da agua” constitui a remocéao, inativacdo ou morte de
microrganismos patogénicos (EPA, 2004). Dentre os diversos métodos existentes e
empregados no mundo o mais utilizado € a solubilizacdo do cloro em agua.

Este método é amplamente empregado em Estacdes de Tratamento de Agua
(ETA) para conferir potabilidade, em esta¢cfes de tratamento de agua para recreacao
humana (piscinas), em tratamento de A&guas residuais e em industrias de
processamento vegetal (EUROPEAN UNION 2007; WORLD CHLORINE COUNCIUL
2008).

As primeiras experiéncias com a aplicacdo de cloro na agua para fins de
desinfeccdo aconteceram em 1894 e, este se tornou o oxidante mais utilizado nas
ETA, devido a sua facilidade de obtencéo, baixo custo e alta eficiéncia (PADUA et
al., 2007). Entretanto, diversos fatores afetam a estabilidade do cloro em agua e sua
acdo desinfetante. Dentre eles estdo o pH da agua, a concentracdo de matéria
organica e a exposicao a luz solar (EUROPEAN UNION, 2007; VAN HAUTE et al.,
2013).

Quando solubilizado em agua, o cloro é convertido a cloro livre disponivel
(Clp), acido hipocloroso (HCIO) e anion hipoclorito (OCI). O &cido hipocloroso € a
forma mais ativa para desinfeccdo e esta predominante nos valores de pH 5 a 7. Em
pH abaixo ou acima desta faixa ha predominancia das formas Cl, e OCI,
respectivamente, sendo essas formas de menor poder oxidante e desinfetante
(MEYER et al.,, 1994). Assim, o grau de dissociagcdo do cloro e seu poder

desinfetante sdo determinados pelo pH da agua em que esta dissolvido.
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O mecanismo de acado desinfetante do acido hipocloroso se da pelo
rompimento das ligacdes quimicas das moléculas presentes na célula bacteriana,
gquando um ou mais atomos de hidrogénio sdo substituidos por cloro. Esta
substituicdo gera uma mudanca ou perda da conformacgdo, levando a morte do
microrganismo (EUROPEAN UNION, 1998).

Além do pH da agua, a concentracdo de matéria organica também influencia
na eficiéncia do processo de desinfeccao pelo cloro. O cloro reage com a matéria
organica ficando imobilizado, diminuindo sua concentracdo em solucdo, e
consequentemente sua acao desinfetante (EUROPEAN UNION, 1998; EPA, 2004,
GOMEZ-LOPEZ, 2014). Assim, quanto maior a concentracdo de matéria organica
em solucdo, maior sera a necessidade de doses mais elevadas, a fim de manter um
nivel eficaz de cloro livre (FC), disponivel para inativacdo microbiana (GOMEZ-
LOPEZ, 2014). A matéria organica pode ser derivada da decomposicdo da
vegetacao terrestre, resultando de acidos hamicos e fulvicos, da decomposicéo de
vegetais aquaticos e algas e de efluentes industriais (BECKER, 2010; MEYER et al.,
1994; PADUA et al., 2007). A reacdo do cloro com matéria organica gera
subprodutos téxicos, tais como trihalometanos (THM), sendo dois deles (cloroférmio
e bromodiclorometano) reconhecidos como possivelmente carcinogénicos para
humanos. Além disso, quanto maior a dosagem de cloro em solucdo, maior sera a
probabilidade de formac&o de THM (IARC, 1999; MEYER et al., 1994; PADUA 2007;
EUROPEAN UNION, 2007).

A OMS estabeleceu o valor de referéncia maximo de 5 mg/L para cloro livre
em agua de consumo humano (OMS, 2003). Na Unido Europeia as quantidades
admissiveis de cloro livre disponivel na agua potavel séo diferentes entre os paises,

variando entre 0,1 e 0,5 mg/L (EUROPEAN UNION, 2007). No Brasil, segundo a
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Portaria MS n° 2914/2011, da ANVISA, as aguas para consumo humano devem ser
submetidas a um processo de desinfeccdo para inativacdo de microrganismos
patogénicos e devem conter um teor minimo de cloro residual livre de 0,2 mg/L
(BRASIL, 2011).

Ja para desinfeccdo de vegetais a quantidade de cloro adicionado a agua
depende do teor especifico de compostos oxidaveis, da quantidade necessaria para
eliminar os microrganismos, e mais uma reserva suficiente para manter um minimo
de concentracdo de “cloro livre disponivel* (VAN HAUTE, 2013; GOMEZ-LOPEZ,
2014). No RS, para desinfeccdo de vegetais em servicos de alimentacdo deve-se
proceder a imersdo em solucéo clorada com 100 a 250 mg/L de cloro livre, por 15
minutos, e depois enxaguar os vegetais com agua potavel (RIO GRANDE DO SUL,

2009).

3.6. Escherichia coli patogénicas

Escherichia coli (E. coli) sdo bastonetes Gram-negativos, modveis, nao
formadores de esporos, anaerébios facultativos, compondo um grupo grande e
diversificado de microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae (JAY,
2005; FENG; JINNEMAN 2011). Essas bactérias habitam naturalmente o trato
gastrointestinal de animais de sangue quente, sendo as mais abundantes da
microbiota intestinal humana (OLSEN; GOULDING 2000; MITTELSTADT, 2006;
FENG; JINNEMAN 2011). A maioria das cepas de E. coli ndo causam doencgas aos
humanos, no entanto, algumas cepas adquiriram genes de viruléncia localizados em
ilhas de patogenicidade ou incorporaram bacteriéfagos ou plasmideos, que lhe

conferiram diferentes tipos de patogenicidade (KAPER, 2004).
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Atualmente, com base nos sintomas das doencas e em caracteristicas
sorolégicas, as E. coli patogénicas séo divididas em seis grupos, sendo esses: E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivas
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (GUTH, 2002; SAUCEDO, 2003;
KAPER, 2004; JAY, 2005, FENG; JINNEMAN 2011).

As Escherichia coli patogénicas sdo caracterizadas por possuirem o0s
antigenos da classe O (do lipopolissacarideo) e H (de origem flagelar). Estes
também definem os sorogrupos (antigeno O Unico) ou sorotipos (antigenos O e H)
desses microrganismos (CFIA 2014). Além disso, possuem fatores especificos de
aderéncia que Ihes permitem colonizar locais onde normalmente ndo habitam, como
o intestino delgado e uretra. Muito frequentemente, essas adesinas formam
estruturas morfologicas distintas conhecidas como fimbrias (ou pilli)) ( KAPER, 2004).

O termo E. coli enterohemorragica (EHEC) é utilizado para as cepas que
provocam algumas das seguintes sindromes clinicas: colite hemorragica (CH),
sindrome hemolitica urémica (SHU) ou puarpura trombocitica trombocitopénica (PTT).
De acordo com essa definicao, todas as cepas EHEC sao patogénicas e constituem
um importante grupo de patdégenos emergentes transmitidos por alimentos, tendo
como principal representante o sorotipo E. coli O157:H7 (BELL, 2002; DE PAULA et

al., 2014).

3.7. Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (STEC)

Dentre o grupo de E. coli EHEC ha as que produzem uma toxina denominada

Shiga (stx), sendo conhecidas como STEC ( FENG, 1995; BELL 2002,
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MITTELSTADT, 2006). Atualmente, trés termos sdo utilizados para identificar esses
microrganismos: E. coli produtora de toxina-Shiga (STEC), E. coli verotoxigénica
(VTEC) e E. coli entero-hemorragica (EHEC). De um modo geral, todas EHEC sao
STEC, mas nem todas STEC sdo EHEC (BELL, 2002; KAPER, 2004).

Esses patogenos foram relatados pela primeira vez em 1977, sendo descritos
como E. coli verotoxigénica (VTEC), pois suas citotoxinas sdo nocivas a células
Vero, utilizadas em cultura de tecidos. Mais tarde foi descoberto que suas toxinas
sdo semelhantes as toxinas Shiga produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1
(DOYLE 1984; FENG 1995; MITTELSTAEDT 2006). Desse modo, se tornaram
conhecidas como STEC. Até o momento, pelo menos 100 sorotipos de E. coli ja
foram identificados como sendo capazes de produzir toxinas Shiga (KAPER et al
2004).

Toxinas Shiga sao o principal fator de viruléncia das STEC (CALDERWOOD
et al., 1996). Elas sdo citotoxinas de origem protéica, as quais possuem estrutura
com duas subunidades (A e B) e sdo codificadas por bacteriéfagos inseridos no
cromossomo bacteriano. A subunidade A (32 kDa) constitui a parte biologicamente
ativa e uma subunidade pentamérica B (monémeros de 7 kDa) media a ligacdo a
receptores na membrana celular de células eucariGticas ao receptor celular
especifico chamado Globotriaosilceramida (Gb3) (SCHEUTZ;STROBINE 2005;
SCHEUTZ et al., 2012).

As toxinas Shiga sao codificadas por dois genes imunologicamente distintos e
ndo passiveis de reagbes cruzadas, conhecidos como stxl e stx2 (BELL, 2002;
KAPER et al 2004). As formas partilham aproximadamente 60% de homologia de
acido desoxirribonucleico (ADN) e de aminoacidos, mas sao imunologicamente

distintas (SCHEUTZ;STROBINE 2005; SCHEUTZ et al., 2012). Uma cepa EHEC
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pode expressar apenas o gene stxl, apenas o stx2, ambas ou mdultiplas formas
desse gene. Distintos subtipos tém sido identificados, que incluem: stxla, stxlc e
stx1ld. Ja subtipos para stx2 incluem 2a STX, 2b STX, 2c STX, 2d STX, 2e STX, 2f
STX e 2g STX (SCHEUTZ;STROBINE 2005; SCHEUTZ et al., 2012).

Apés ligagdo a membrana da célula alvo, moléculas de toxina sao
internalizadas por um mecanismo de endocitose mediado por receptores e vesiculas
contendo toxina sdo formadas. Em algumas células as vesiculas contendo toxinas
sofrem fusdo com lisossomas resultando em degradacdo da toxina, em outras
células, apds o processamento no aparelho de Golgi e no reticulo endoplasmatico, a
subunidade € cortada por uma protease gerando um mecanismo cataliticamente
ativo levando a morte celular (LAW, 2000).

A sindrome classica causada pela infeccdo por STEC é a colite hemorragica
(CH), que provoca diarréia sanguinolenta e leva a outras complicacdes. Apos a CH
cerca de 5 % das pessoas desenvolvem SHU. Na SHU ocorre diarréia, dor
abdominal, trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopética e insuficiéncia
renal. Apés a SHU, a segunda maior complicacdo € a PTT. Nesta sindrome ocorre
microangiopatia trombdtica caracterizada por uma profunda trombocitopenia,
sintomas neurolégicos, disfuncéo renal, febre e isquemia do 6rgdo. Na auséncia de
tratamento, a doenca esta associada com uma taxa de mortalidade maior do que 90
% (NOVITZKY et al, 2005; TARR et al, 2005; SCULLY et al.,2008;
PUTTALINGAMMA;NIVEDITHA, 2014).

Estudos recentes tém observado que muitas cepas de STEC ndo causam
SHU, demonstrando que existem outros fatores de viruléncia adicionais que levam
essas a causar doenca (BOLTON 2011). Estes fatores estédo presentes em ilhas de

patogenicidade, que incluem “locus of enterocyte effacement” (LEE) e “non-LEE-
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encoded” (NLE) (BETTELHEIM, 2007; BOLTON 2011; COOMBES et al.,2011). Um
fator de viruléncia codificado nesta zona é o gene eae. Este gene codifica a proteina
intimina, uma proteina de membrana externa de 94 a 97-kDa (Lei, 2000;
Puttalingamma e Niveditha, 2014). O gene eae € responsavel pela aderéncia do
microrganismo sobre a mucosa intestinal, causando a lesdo ligacéo-
desaparecimento (attaching and effacing). Essa lesdo esta associada com drastico
desordenamento do citoesqueleto da célula do hospedeiro, resultando no
desaparecimento de vilosidades e na producdo de uma estrutura com forma de
pedestal, rica em actina polimerizada (FENG, 1995; KAPER et al 2004).

Majowicz et. al. (2014) realizaram uma revisdo sistematica, a fim de
determinar a incidéncia global de infeccbes e Obitos causados por STEC. O estudo
englobou artigos cientificos de mais de 21 paises, cobrindo 30 % da populacdo
mundial. Foi estimado que STEC séo responsaveis por 2.801,000 casos de doencas
agudas, 3890 casos de SHU, 270 casos de faléncia renal e 230 mortes por ano no
mundo. Apesar da baixa ocorréncia de casos e mortes, infec¢des por STEC levam a
graves sequelas, sendo mais frequentes em bebés e criancas (BRAYAN et al.,
2015).

No Brasil, as pesquisas sobre STEC ainda sdo poucas, sendo o0 sorovar
0157:H7 o mais investigado. No ano de 2007, Rodolpho e Marin (2007) isolaram
STEC em amostras de carne, superficie de maquinas e maos de manipuladores em
acougues no Estado de S&o Paulo no ano de 2005 a 2006. Ja Mantilla et al. (2012)
isolaram 113 cepas de STEC a partir de carne bovina adquirida em comeércios
varejistas no municipio de Niteroi (Rio de Janeiro), sendo essas pertencentes as

classes EPEC e EIEC. No mesmo ano, 48 STEC foram isoladas a partir de amostras
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de queijo Minas Frescal adquiridas no municipio de Araguaina, Estado do Tocantins

(BORGES et al., 2012).

3.8. Escherichia coli O157

Escherichia coli O157 € pertencente ao grupo de E. coli enterohemorragica
(EHEC), enteropatogénica (EPEC), pois também tém a capacidade para causar
lesdes “attaching and effacing” nas células da microvilosidade intestinal e do
subconjunto de STEC (O'SULLIVAN et al., 2008).

A Escherichia coli O157 geralmente nao fermenta o sorbitol, ndo produz -
glucuronidase, é oxidase negativa, catalase positiva e indol positiva. Sua dose
infectiva 10° organismos, é muito menor em comparagdo aos outros grupos de E.
coli patogénica (HAAS et al., 2000; STRACHAN et al., 2001). Animais ruminantes e
bovinos leiteiros sdo considerados os principais reservatérios de E. coli 0157
(GANSHEROFF;O’'BRIEN, 2000). No entanto, este microrganismo ja foi isolado a
partir de peixes, invertebrados, anfibios e colonizando a superficie e tecidos de
plantas (FERES;HOVDE, 2011). Além desses, a agua de irrigacdo, de piscinas,
praias, lagos, de superficie e agua municipal contaminada com fezes sdao
consideradas fontes desse microrganismo (ISLAM et al., 2004).

E. coli O157 tém se mostrado bem adaptada a sobrevivéncia no ambiente
aquatico (MAULE, 2000). Diversas pesquisas tém detectado sua presenca em aguas
ambientais e de superficie, geralmente na presenca de animais, bem como de aguas
residuais humanas (JOHNSON et al.,, 2003; GANNON et al., 2004; GARCIA-
ALJARO et al. , 2005). Além disso, ja foi relatada sua sobrevivéncia por 2 meses em

amostras coletadas de rio, lago e po¢co contaminado por matéria fecal (AVERY et

31



al., 2008). Wang e Doyle (1998) relataram a sobrevivéncia de E. coli O157: H7 em
agua a <10 °C durante longos periodos de tempo. Similarmente, Kerr et. al. (1999)
observaram a sobrevivéncia dessa bactéria por longos periodos em agua mineral
engarrafada.

Este microrganismo foi reconhecido primeiramente como um patégeno
humano em 1982, apés um surto de CH, nos Estados Unidos (RILEY et al., 1983).
Entretanto, foi reconhecido mundialmente apdés um grande surto veiculado por
hamburgueres mal assados comercializados por uma rede de fast-food, também nos
Estados Unidos (BELL et al. 1994).

No Brasil o primeiro relato de isolamento de uma cepa de E. coli O157:H7
ambiental ocorreu em 1997 a partir de uma amostra de agua de poco na cidade de
Séao Paulo. Diversos casos clinicos de SHU ja foram relatados no pais, entretanto o
Unico caso descrito na literatura relacionado a E. coli O157:H7 veiculada por
alimento envolvido em surto alimentar, ocorreu em Campinas, em 2001,
supostamente causado por ingestao de carne mal cozida (CVE, 2013; DE PAULA et
al., 2014).

No RS, Loiko et al. (2013) identificou 22 cepas de E. coli O157:H7, em carne
bovina, produzida por um abatedouro frigorifico exportador. Rodrigues et al. (2014)
isolaram E. coli O157:H7 em agua de irrigacdo e de lavagem de alfaces organicas
em uma propriedade do RS. Os trabalhos citados demonstram que a presenca das

STEC ja é um fato no Brasil, podendo trazer graves problemas de saude publica.
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3.9. Métodos moleculares de deteccao

As infecgbes causadas por E. coli O157:H7, principalmente as portadoras de
gene stx e eae, devido a sua severidade, aumentam a preocupacao em relagdo a
producado e ao controle da seguranca dos alimentos, uma vez que essa bactéria nao
é facilmente identificada através de técnicas microbiolégicas convencionais.
Atualmente, para a detecgéo de E. coli O157:H7 a partir de amostras ambientais e
de alimentos ha métodos que utilizam meios seletivos, ensaios imunoldgicos, testes
sorologicos e métodos moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). O sucesso desses métodos € estimado com base em especificidade,
sensibilidade e tempo de deteccdo, normalmente inferior a 3 horas.

Atualmente, a técnica de PCR, e, mais particularmente, PCR em tempo real é
considerada a mais adequada para deteccdo e confirmacéo de patdégenos devido a
sua precisao e diagnoéstico precoce (PICARDEAU et al., 2014). Assim, ensaios tém
sido realizados para a deteccdo de importantes genes de viruléncia associados a E.
coli O157: H7. Genes especificos sdo usados como marcadores, por exemplo,
wzyO157 para deteccdo do sorogrupo e stxl, stx2 e eae para marcadores de
viruléncia (CENTER FOR FOOD SECURITY AND PUBLIC HEALTH 2009;
NATARO;KAPER, 1998; PATON;PATON, 1998; MORELLI, 2008).

No PCR em tempo real se utiliza uma sonda de hibridagdo alvo (primers) e
corantes fluorogénico (probes), sendo esses capazes de detectar a E. coli 0157:H7
e seus genes de viruléncia. Esta técnica ndo sO quantifica bactérias em amostras,
mas também é mais sensivel do que o PCR convencional para analisar amostras
com baixo numero de bactérias (KLEIN, 2002; IBEKWE et al., 2002). Estudos

demonstram a sensibilidade deste método como 103 vezes mais sensivel do que o
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geralmente obtido com a PCR convencional (YANG et al., 2013). No entanto, este
método pode sobrestimar o niumero de bactérias presentes, uma vez que nao é
capaz de discriminar entre formas viaveis, viaveis nao-cultivaveis e células mortas (
BJERGBAEK, 2005; NA et al., 2006). O advento deste novo método de identificacao
de E. coli O157: H7 permitiu o r4pido e preciso diagndstico clinico, analise de
seguranca dos alimentos e desenvolvimento de estudos epidemiologicos
moleculares de doencas de origem alimentar (YANG et al., 2013).

A elevada sensibilidade, especificidade e rapidez de métodos moleculares
baseados em PCR levaram ao desenvolvimento de métodos baseados nessa
técnica para detectar a E. coli O157 a partir de amostras de adgua (FRAHM;OBST,
2003; HEINJNEN;MEDEMA, 2006). Recentemente a International Organization for
Standardization (ISO) publicou o documento 1SO 13136:2012 para a detecc¢éo de E.
coli STEC em alimentos e amostras ambientais utilizando PCR em Tempo Real (ISO

2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Verificacdo da metodologia para deteccdo de Escherichia coli O157 por

PCR em Tempo Real

Uma vez que a metodologia ISO 13136:2012 (ISO, 2012) ainda ndo havia
sido utilizada para detec¢do de E. coli O157 no Laboratorio de Microbiologia e
Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS) foi realizada sua verificacdo e padronizacao.
Esta se deu da seguinte forma:

Seis cepas de E. coli 0157 pertencentes a biblioteca de culturas do
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS) foram
cultivadas em caldo Triptona de Soja (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra), adicionado
de antibiético Novobiocina (Interlab®, Paris, Franca) (TSBm), por 24 + 2 horas, em
estufa bacteriologica a 37 + 1 °C. Foram realizadas diluicbes seriadas em solucao
salina a 0,85 %. De cada diluicdo foi realizado semeadura em agar Mac-Conkey
Sorbitol (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) suplementado com Cefixima-Telurito
(Interlab®, Paris, Franca, SMAC-CT) e as placas incubadas, durante 24 + 2 horas, a
37 + 1 °C. As colbnias tipicas foram quantificadas, a fim de verificar quantas células
viaveis estavam presentes em cada diluicdo, ou seja, a concentracdo de UFC/mL
conhecida. Foi realizada a extracdo de DNA de cada diluicdo, conforme o protocolo
NMKTL n® 174 (NMKL 2002). Para isso, 900 pL do caldo enriquecido foram
transferidos para um tubo Eppendorf contendo 600 puL de Percoll (Sigma-Aldrich®,
St. Luis, Estados Unidos) a concentracdo de 40 %. Em seguida, o tubo foi
centrifugado por 1 minuto a 13.200 rpm. O fluido no topo do tubo foi removido,

restando 0,1 mL no tubo. O volume restante foi transferido para um novo tubo
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contendo 1,2 pL de agua destilada estéril e homogeneizado, utilizando vortex por 1
minuto. O tubo foi centrifugado durante 5 minutos a 10.000 rpm. O fluido no topo do
tubo foi removido, restando 0,1 pL na parte inferior. Neste tubo, 1 pl de agua
destilada estéril foi adicionado e o tubo foi homogeneizado novamente por 1 minuto.
Este ultimo passo foi repetido mais uma vez. Em seguida, o fluido na parte superior
foi descartado, restando 0,2 pL no tubo, que foi incubado durante 20 min a 95 °C,
em bloco térmico. Apos a incubacao, o tubo foi colocado em gelo durante 5 minutos
e centrifugou-se durante 1 minuto a 10.000 rpm. O DNA obtido, quando né&o
analisado imediatamente, foi armazenado a - 20 °C, até a anélise de PCR.

Para andlise de PCR em Tempo Real se utilizou os primers descritos na
ISO/TS 13136:2012 (ISO, 2012), os quais identificam o gene rfbE, especifico da E.

coli O157. As sequencias se encontram na Tabela 1.

Tabela 1: Primers e sondas fluorescentes (probes) utilizados para deteccdo de

Escherichia coli O157 por PCR em Tempo Real.

Primer inicial —sequencia

iniciadora Tamanho Registro
Gene Primer final — sequencia Probe do no
finalizadora fragmento GenBank
(5 -3)
TTT CAC ACT TAT TGG ATG GTC Probe-
TCAA AGG ACC
rfbE GCA GAG
(O157) CGA TGA GTT TAT CTG CAA GGT GAA AGA o8 AF163329
GAT GAG GAA
TTA AGG

As condi¢cOes de ciclagem também estdo descritas na metodologia ISO/TS
13136:2012 (1SO 2012), conforme a Tabela 2.
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Tabela 2: CondicGes de ciclagem utilizadas para deteccao de Escherichia coli
0157 por PCR em Tempo Real.

Tempo Temperatura

Ciclos
(segundos) (°C)
120 50 1
600 95 1
15 95
45
60 60

4.2. Coleta das amostras

As coletas das aguas utilizadas para irrigacao de alfaces foram realizadas em

propriedades rurais da regido metropolitana de Porto Alegre. Participaram do projeto

seis produtores rurais, descritos abaixo (Tabela 3):

Tabela 3. Caracteristicas das seis propriedades rurais participantes do projeto.

Propriedade Sistemade  Fonte de agua Método de

Rural Producéo de irrigacéao Irrigacao
1 Organico Acude Asperséao
2 Organico Acude Gotejamento
3 Convencional Riacho Asperséao
4 Convencional Acude Asperséao
5 Convencional Acude Gotejamento
6 Convencional Poco Gotejamento

Conforme a tabela demonstra, os produtores 1, 2, 4 e 5 utilizavam agude
como fonte de 4gua para irrigagdo. Esses acudes eram alimentados pela 4gua da

chuva. O produtor 1 possuia dois agudes (A e B) em sua propriedade. De acordo
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com o canteiro que estava sendo cultivado, o acude A ou B era utilizado para
irrigacdo. Para fim de pesquisa foram coletadas amostras de ambas as fontes.

A coleta ocorreu quinzenalmente entre junho de 2014 e junho de 2015,
totalizando 12 coletas em cada propriedade. Do produtor 1 foram coletadas 22
amostras, do produtor 2 trés amostras, do produtor 3 doze amostras, do produtor 4
dez amostras, do produtor 5 oito amostras e do produtor 6 uma amostra. Como
observado, houve uma diferenca na quantidade de amostras coletadas entre os
produtores. Isso ocorreu devido ao fato de que no dia da coleta ou em dias
anteriores, as alfaces nao estavam sendo irrigadas e, por isso, a 4gua néo pode ser
coletada. Para o produtor 1, a quantidade de amostra foi muito superior, pois 0
mesmo possui duas fontes de agua de irrigacéo e utilizava ambas para irrigar suas
culturas.

As amostras de agua foram coletadas diretamente na fonte sempre no
momento em que as culturas de alface estavam sendo irrigadas. Para isso, utilizou-
se garrafas estéreis de 1000 mL de volume, sendo as amostras transportadas sob
condicdes assépticas e de refrigeracdo em caixas térmicas para o Laboratorio de
Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos (ICTA/UFRGS), onde foram analisadas.

4.3. Preparacdo da amostra e Anélise molecular

O protocolo ISO/TS 19458:2006 para coleta e analise microbiolégica de agua
foi seguido para as etapas de filtracdo e enriquecimento. Na etapa de filtracdo, 1000
mL de amostra foram filtrados, utilizando membrana filtrante de 0,45 um (Sartirius®,

Goettingen, Germany). Foram utilizados tantos filtros quanto foram necessarios para
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filtrar o volume total da amostra, sendo trocados quando este ndo mais filtrava a
amostra (filtro saturado pela matéria organica). Seguidamente, na etapa de
enriquecimento, os filtros foram colocados em 225 mL de Agua Peptonada
Tamponada 1 % (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra), por 24 + 2 horas, a 37 + 1 °C.

A extracdo de DNA obedeceu o protocolo NMKTL n°® 174 (NMKL 2002), ja
descrito no item 4.1. Em seguida, foi realizada a analise de PCR em Tempo Real, ja
descrita no item 4.1 utilizando o equipamento STEP ONE PLUS (Life

Technologies®, Carlsbad, Estados Unidos).

4.4. Confirmacédo da cultura

Toda vez que a analise de PCR em Tempo Real demonstrou um resultado
positivo para E. coli O157, foi realizada a confirmagdo da cultura, objetivando
recuperar microrganismos viaveis para estudos posteriores. O isolamento foi
realizado de acordo com a metodologia descrita pela norma ISO/TS 16654:2001
(1SO 2001).

A partir de cada amostra enriquecida foi realizada separacdo imunomagnética
utilizando Dynabeads (Life Technologies®, Carlsbad, Estados Unidos), seguida por
semeadura em &gar Mac-Conkey Sorbitol (SMAC) (OXOID®, Basingstoke,
Inglaterra) e &gar Mac Conkey Sorbitol suplementado com Cefixima-Telurito (SMAC-
CT) (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra). As placas foram incubadas durante 24 + 2
horas a 37 + 1 °C. As colbnias suspeitas foram submetidas a sorotipificacdo
utilizando anti-soro de E. coli 0157 (DIFCO®, Franklin Lakes, Estados Unidos). A
partir das col6nias presuntivas, ou seja, as que aglutinaram no teste soroldgico,

realizou-se a extracdo do DNA. O DNA das colbnias foi extraido solubilizando-as em
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0,1 mL de agua ultrapura estéril e incubando durante 15 min, a 100 °C em bloco
térmico. Apés a extracdo do DNA, foi realizada analise de PCR em Tempo Real, a

fim de confirmar a identidade dos isolados.

4.5. Teste de multiplicacdo de Escherichia coli O157 em agua de irrigagcéo

Uma amostra indicativa de agua de irrigacdo de uma propriedade participante
do projeto foi coletada em garrafa estéril de 1000 mL e transportada sob condicéo
asséptica e de refrigeracdo, em caixa térmica, para o Laboratorio de Microbiologia e
Controle de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA/UFRGS). A amostra foi esterilizada em autoclave (121 °C e 1 ATM de presséao
por 15 minutos), a fim de eliminar a contaminacdo microbiolégica naturalmente
presente na agua.

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados trés isolados de E. coli
0157 isolados neste trabalho. Os mesmos foram escolhidos em funcdo da sua
procedéncia, sendo obtidos de diferentes produtores, sistemas de producao, fonte

de &gua de irrigacdo e método de irrigacdo, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas dos isolados de E. coli 0157 analisadas quanto a

resisténcia ao hipoclorito de sédio.

o Sistema de ] ]
Identificacao . Fonte de agua  Método de
Producéo na o ~ ) .
do Isolado de irrigacéao Irrigacao
fazenda
Organico Acude Asperséao
Convencional Riacho Asperséao
5 Convencional Acude Gotejamento
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Os isolados de E. coli O157 foram cultivadas em caldo Triptona de Soja
(OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) adicionado de antibiético Novobiocina (Interlab®,
Paris, Franca) (TSBm), por 24 + 2 horas, em estufa bacteriolégica, a 37 £ 1 °C. Apos
esta etapa, foi realizado semeadura por esgotamento em agar Mac-Conkey Sorbitol
(SMAC) (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) suplementado com Cefixima-Telurito
(Interlab®, Paris, Franca (SMAC-CT), sendo as placas incubadas por 24 + 2 horas, a
37 + 1 °C. Foi verificada a pureza através da morfologia da colonia tipica e teste de
sorotipagem utilizando anti-soro de E. coli 0157 (DIFCO®, Franklin Lakes, Estados
Unidos).

ApOs a confirmacdo da pureza, foi realizada a preparacdo do indculo.
Aliquotas de 100 pL dos isolados de E. coli 0157 foram cultivadas em caldo Triptona
de Soja (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra), adicionado de antibidtico Novobiocina
(Interlab®, Paris, Franca) (TSBm), por 24 + 2 horas, em estufa bacteriolégica a 37 +
1 °C, a fim de se obter uma suspensao fisiologicamente ativa. De cada isolado, 1 mL
foi transferido para um tubo e este foi centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm. O
fluido no topo do tubo foi removido, restando o pellet. Entdo, 1,0 mL de &agua
destilada estéril foi adicionado ao tubo e o pellet foi ressuspendido e homogeneizado
utilizando vortex, por 1 minuto. Do tubo, 100 uL foi retirado e transferido para um
tubo contendo 900 uL de agua peptonada 0,1 % (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra)
para realizacao de diluicbes decimais.

Para avaliacdo da multiplicacdo em agua de irrigacao, aliquotas de 100uL de
cada inéculo (1, 3 e 5), contendo aproximadamente 10> UFC/mL, foram transferidas,
separadamente, para tubos contendo 10 mL de agua de irrigacdo esteéril. As

amostras foram mantidas em temperatura ambiente (+ 22 °C) por 48 horas.
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Apo6s 0, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 24 horas e 48 horas, uma
aliquota de 100 pL foi retirada e transferida para um tubo contendo 900 uL de agua
peptonada 0,1 % (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) para realizacdo de diluicbes
decimais. Entdo, aliquotas de 20 pL foram coletadas e semeadas na superficie de
placas de Petri contendo Agar Nutriente (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra), que
foram incubadas em estufa bacterioldgica, a 37 + 1 °C, por 24 + 2 horas.

A quantificacdo das células foi realizada de acordo com a técnica da gota
utilizada por Malheiros et al. (2009). Todos os ensaios foram realizados em trés

repeticdes e as contagens realizadas em triplicata.

4.6 Teste de sobrevivéncia de Escherichia coli O157 ao hipoclorito de sodio

Para realizacdo do teste de resisténcia foram preparadas solucfes cloradas
de hipoclorito de sddio nas seguintes concentracfes de cloro livre: 2 mg/L, 7 mg/L e
20 mg/L. A concentracdo de 2 mg/L representou a concentracdo de cloro livre
utilizada para desinfeccao de agua em estacdes de tratamento municipal, ja 7 mg/L
representou a quantidade de cloro livre utilizada para desinfeccdo de agua de
lavagem de vegetais em induUstria de processamento vegetal, e 20 mg/L uma
concentragdo superior. As solugdes foram adicionadas de matéria organica
(Albumina Bovina 1 %) (Sigma Aldrich Brasil Ltda, SP, Brasil), conforme a Portaria
101/93, do MAPA (BRASIL, 1993).

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados os mesmos isolados e
inoculos descritos no subitem 4.5.

Para avaliacdo da resisténcia frente as diferentes concentracdes, aliquotas de

100 pL de cada inéculo (isolados 1, 3 e 5), contendo aproximadamente 10° UFC/mL,
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foram transferidas, separadamente, para tubos contendo 10 mL de cada solucéo
clorada.

Apoés 0, 2, 4, 20 e 45 minutos de exposicdo, uma aliquota de 100 pL foi
retirada e transferida para um tubo contendo 900 uL de agua peptonada 0,1 %
(OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) para realizacdo de diluicdbes decimais. Entéo,
aliquotas de 20 pyL foram coletadas e semeadas na superficie de placas de Petri
contendo Agar Nutriente (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra), as quais foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 £ 1 °C, por 24 £ 2 horas.

A quantificacdo das células foi realizada de acordo com a técnica da gota
utilizada por Malheiros et al. (2009). Todos os ensaios foram realizados em

temperatura ambiente, em trés repeticdes, e as contagens realizadas em triplicata.

4.7. Andlise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software

“Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) verséao 21.0 (SPSS Inc.Chicago,

EUA). Foram realizados testes adotando o nivel de significancia de 5 % (p = 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccao de Escherichia coli 0157 em agua de irrigacao

Um total de 56 amostras de agua foi coletado. O PCR em Tempo Real
realizado para detectar E. coli O157 foi positivo para 11 amostras, sendo a
prevaléncia de 19,65 % (11/56). A maior prevaléncia foi observada na propriedade
rural 3 (41,60 %; 5/12), seguido pela 4 (30,00 %; 3/10), 5 (12,50 %; 1/8) e 1 (9,00 %;
2/22). O patdgeno nédo foi detectado nas fazendas 2 e 6. A andlise estatistica
demonstrou que a prevaléncia de E. coli O157 nao foi significativamente similar
entre as seis propriedades amostradas (Teste de Qui-Quadrado, p= 0,209).

Em relacdo ao sistema de producédo adotado, observou-se que no cultivo
organico das alfaces houve uma contaminacédo significativamente maior da agua de
irrigacéo (16,10 %; 9/56) quando comparada ao convencional (3,60 %; 2/56) (Teste
de Qui-Quadrado, p= 0,049).

A prevaléncia de E. coli 0157 néo foi correlacionada as diferentes fontes de
agua utilizadas, embora o nivel de significancia esteja bastante préximo do limite de
5 % (Teste de Qui-Quadrado, p= 0,051). Considerando a contaminac¢ao proporcional
de E. coli O157 pela quantidade de amostra coletada em cada fonte, esta foi maior
em amostras coletadas em riacho (38,46 %; 5/13) e menor em acude (14,00 %;
6/43). Em amostras de agua de poco nao foi observada contaminacao (0/1).

Quando analisada a correlacéo entre presenca de E. coli 0157 e o método de
irrigacdo adotado, foi observado que 10 dos 11 patdgenos isolados foram coletados
de aguas aspergidas (22,70 %; 10/44). Apenas uma E. coli O157 foi isolada de

propriedade que utilizava gotejamento para irrigacdo (8,33 %; 1/12). Embora

44



diferenca tenha sido observada, esta ndo foi estatisticamente significativa (Teste de

Qui-Quadrado, p= 0,266).

5.2. Multiplicacéo de Escherichia coli 0157 em 4gua de irrigagéo

O pH da &gua de irrigacéo coletada para andlise da multiplicacdo dos isolados
1, 3 e 5 de Escherichia coli 0157 foi de 7,58.

Os isolados de E. coli 0157 inoculados em agua de irrigacdo estéril,
conservada a temperatura ambiente (+ 22 °C), por 48 horas, demostraram

multiplicacdo conforme a Figura 1.
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Figura 1: Multiplicacédo de 3 isolados de E. coli 0157 em agua de irrigacao, apés 48

horas, a 22 °C.

Observa-se que, embora a taxa de multiplicacdo nao tenha sido idéntica, os 3
isolados de E. coli 0157 apresentaram multiplicacéo similar nos tempo analisados.

A fase estacionaria manteve-se por 6 horas, onde foi observada multiplicacéo
meédia de 0,83 + 0,60 log UFC/mL. ApOGs este periodo, fase log de multiplicacao
ocorreu, atingindo 5,50 + 0,20 log UFC/mL apo0s 24 horas. Apdés 48 horas, foi

observada a populacdo maxima de 6,30 = 0,18 log UFC/mL.
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5.3. Teste de sobrevivéncia de Escherichia coli O157 ao hipoclorito de sodio

Nessa etapa do trabalho foi utilizado Hipoclorito de Sédio 2,0 — 2,5 % p/p
(Agua Sanitaria Proquill®, Alvorada, RS, Brasil).
O valor de pH das solugdes utilizadas neste estudo se manteve similar nas

diferentes concentracdes de cloro (Tabela 5).

Tabela 5. Valor de pH das solucdes cloradas de 2, 7 e 20 mg/L utilizadas neste

estudo.

Concentracéo pH

de cloro (mg/L) (média)

2 5,06
7 5,05
20 5,06

Os resultados dos testes de resisténcia a solu¢des cloradas demonstram que
a resisténcia dos isolados 1, 3 e 5 de Escherichia coli 0157, provenientes de agua
de irrigacdo, foram similares para variagcdo na concentracdo de cloro e tempo de
exposicao (Teste de Analise Univariada, p = 0,373 e p = 0,736, respectivamente).
Uma vez que nado houve diferenca estatistica na reducdo logaritmica ap6és o0s
tratamentos entre os isolados estudados, o0s resultados serdo apresentados
conjuntamente.

A Figura 2 demonstra o comportamento dos isolados 1, 3 e 5 de Escherichia

coli 0157 em solucao contendo 2 mg/L de cloro livre.
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Figura 2: Sobrevivéncia de 3 diferentes isolados de Escherichia coli O157 expostas
a uma solucdo contendo 2 mg/L de cloro livre mantidas em temperatura de 22° C,

por 45 minutos.

A reducdo média observada na populacdo de Escherichia coli O157 apés 45
minutos em solugcédo contendo 2 mg/L de cloro livre foi de 1,40 + 0,56 log UFC/mL.
Observa-se que nos primeiros minutos de exposicéo (2 e 4 minutos) houve pouca
reducdo na populacdo do patégeno, média de 0,20 £ 0,29 log UFC/mL. No entanto,
entre 4 e 20 minutos foi observada uma redu¢do maior, com média de 1,30 = 0,40
log UFC/mL. Apds 20 minutos até 45 minutos de exposicdo, a populacdo de
patébgeno se manteve similar, ndo havendo reduc¢fes nas contagens de E. coli O157.

O comportamento dos isolados 1, 3 e 5 de Escherichia coli 0157 em solucao

contendo 7 mg/L de cloro livre pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3: Sobrevivéncia de 3 diferentes isolados de Escherichia coli O157 expostas
a uma solucdo contendo 7 mg/L de cloro livre mantidas em temperatura de 22° C,

por 45 minutos.

Foi observada reducédo total média de 1,60 log UFC/mL na populacédo de E.
coli 0157 apds 45 minutos em solugcdo contendo 7 mg/L de cloro livre. Nos primeiros
minutos de exposi¢cdo (2 e 4 minutos) houve reducdo média de 0,40 + 0,33 log
UFC/mL. Ap6s 20 minutos foi observada reducdo de 0,60 + 1,07 log UFC/mL
(média), seguida de reducédo de 0,50 + log UFC/mL, apds 45 minutos. Ao final do
tratamento, obteve-se reducdo total média de 1,60 + 0,67 log UFC/mL de E. coli

0157.

Em solucdo de concentracdo de 20 mg/L de cloro livre pode-se observar o

comportamento dos isolados 1, 3 e 5 de E. coli O157 na Figura 4.
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Figura 4: Sobrevivéncia de 3 diferentes isolados de Escherichia coli O157 expostas
a uma solucéo contendo 20 mg/L de cloro livre mantidas em temperatura de 22° C,

por 45 minutos.

Observa-se que até 4 minutos de exposi¢cao em solucdo contendo 20 mg/L de
cloro livre, a populacao de E. coli O157 foi reduzida em 0,40 + 0,43 log UFC/mL, em
média. ApGs 20 minutos, a reduc¢do média foi de 1,12 + 0,80 log UFC/mL. A reducéo
méaxima foi obtida ap6s 45 minutos de exposicdo, com média de 1,30 + 0,66 log

UFC/mL.
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6. DISCUSSAO

A elevada sensibilidade, especificidade e velocidade do PCR em Tempo Real
tornaram este método muito atraente para deteccdo e caracterizacdo de patdogenos
(FRATAMICO et al. 2010; ISO, 2012). A técnica é capaz de realizar a deteccao de
células viaveis, viaveis mas nao-cultivaveis e de células mortas (LIU et al., 2008).
Deste modo pode-se explicar a quantidade menor de isolados recuperados na etapa
de confirmacédo de cultura em relacdo aos detectados pelo PCR (9/11). Delbeke et.
al. (2015), que relataram isolar apenas 4 de 13 amostras positivas por PCR em
Tempo Real para STEC.

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas investigando a qualidade
microbiolégica de vegetais em nivel priméario de producédo. Muitas tém associado o
sistema de producdo organico como de maior risco a seguranca dos produtos,
guando comparado ao cultivo convencional (OLIVEIRA et al., 2010; MAFFEI et al.,
2013; CEUPPENS et al.,, 2014). Este risco pode estar relacionado a agua de
irrigacdo nao tratada ou a aplicacdo de esterco como fertilizante sem respeitar o
tempo de compostagem necessario (GOMES NETO et al.,, 2012; MAFFEI et al.,
2013; CEUPPENS et al., 2014). Em consonancia, neste estudo foi observada maior
contaminagcdo na &agua de irrigacdo em propriedades organicas do que em
convencionais.

A producdo vegetal no Brasil é predominantemente cultivada em campo
aberto (MAROUELLI;SILVA 2011). Esta mesma tendéncia foi observada em todas
as propriedades rurais analisadas nesse trabalho. Estudos demonstram que cultivos
em campo aberto apresentaram maior prevaléncia de agentes patogénicos, quando

comparado a sistemas fechados de producéao (hidroponia e estufa). Tal fato pode ser
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explicado, pois, em campo aberto, se torna mais dificil de controlar as mdultiplas
fontes de contaminacdo existentes, tais como animais selvagens ou de criatério,
ocorréncia de inundacgfes, dentre outros (BRACKETT, 1999; JAY; COOLEY;
CARYCHAO, et al., 2007; PORTO et al., 2008; CEUPPENS et al., 2014; HOLVOET
et al., 2015). Holvoet et al. (2015) em seu trabalho de revisdo também reconhecem
gue o uso de agua néo tratada pode ter consequéncias prejudiciais para a producao
de alface em campos abertos. Dentre as possiveis fontes de contaminacao
existentes em cultivo de campo aberto se destaca a variacdo das condicdes
climaticas, como precipitacdo e temperatura. Essas sdo capazes de impactar na
contaminacdo, multiplicacdo e sobrevivéncia dos microrganismos patogénicos
(PARKER et al., 2010). O estudo de Ceuppens et. al. (2014) relacionaram a
contaminacdo de E. coli 0157 em &gua de irrigacéo e lavagem de vegetais com a
ocorréncia inundacéao.

Neste estudo, a contaminacdo por E. coli O157 n&o foi significativamente
correlacionada com a fonte de agua de irrigacdo. No entanto, é importante assinalar
que todas as amostras positivas foram coletadas em aguas de superficie (acude e
riacho), enquanto que em agua de poco nao houve contaminacdo. Mesmo sem ter
sido estatisticamente significativo, este resultado pode ser explicado, pois, estudos
cientificos demostram que aguas superficiais (de lagos, rios, riachos, lagoas e
nascentes) sdo mais propensas a contaminacgdo, devido as descargas de &aguas
residuais, aguas pluviais ou pela presenca de fezes de animais de criat6rio ou
animais selvagens (TYRELL et al., 2006; UYTTENDAELE et.al., 2015). Por outro
lado, em geral, a 4gua de poco (desde que a estrutura do poco esteja bem
conservada) se mostra como menos propensa a contaminagao por estar protegida

de contaminacao externa (STEELE;ODUMERU 2004; UYTTENDAELE et al., 2015).
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O método de irrigacdo predominantemente adotado no Brasil é o de
aspersao. O metodo de irrigacdo por gotejamento ocupa o segundo lugar, apesar de
ser mais seguro do ponto de vista microbiologico (MARITES et al. 2010;
MAROUELLI;SILVA 2011; ALLENDE;MONAGHAN 2015). Neste estudo, metade dos
produtores (3) adotavam o sistema de aspersao e o restante (3) de gotejamento. A
E. coli O157 foi isolada majoritariamente em fazendas que adotaram o método de
aspersao (17,90%; 10/56), sendo apenas 1 isolado em propriedades onde a
irrigacdo por gotejamento era utilizada. Reconhecidamente a irrigacao por aspersao
facilita a contaminac&o do produto por expor a parte comestivel diretamente a agua
contaminada, e também, as gotas dos aspersores podem recontaminar a superficie
da cultura a partir de respingos no solo (MARITES et al. 2010). Por outro lado, a
irrigacdo por gotejamento limita o contato direto entre o produto e agua de irrigacao,
reduzindo a probabilidade de contaminacdo (QADIR 2008). Nesse sentido, o fato de
E. coli 0157 ter sido mais encontrada em propriedades que utilizavam irrigacdo por
aspersdo, e este método ser amplamente utilizado no pais, ha um maior risco de
contaminacgao de alfaces.

A multiplicacdo dos trés isolados de E. coli O157 (1, 3 e 5) em &gua de
irrigacao, atingindo populacdo maxima de 6,30 + 0,177 log UFC/mL apés 48 horas,
demonstra sua aptiddo para sobreviver e se multiplicar nesse meio. Este
comportamento ja havia sido observado por outros autores. Por exemplo, Van der
Linden et al. (2014) observaram multiplicacdo por até 14 dias de Salmonella e E. coli
0157: H7 em diferentes amostras de agua de irrigacdo. Interessantemente, Miyagi
et al. (2011) observaram que E. coli STEC 0157 se multiplicaram em agua do mar

esterilizada, tendo sobrevivido por pelo menos 15 dias.
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A sobrevivéncia e multiplicacdo de E. coli 0157 em aguas de superficie
depende de diversos fatores bioldgicos, fisicos e quimicos. Estes incluem, dentre
outros, a disponibilidade de nutrientes, luz ultravioleta (UV) e temperatura. Ha relatos
de cepas de E. coli O157: H7 sobrevivendo por longos periodos em amostras de
agua de lago, poco, rio, e em agua mineral engarrafada (JOHNSON et al., 2003;
GANNON et al., 2004; GARCIA-ALJARO et al., 2005; AVERY et al., 2008).

Além disso, a rapida capacidade de multiplicacdo observada neste estudo
coloca em risco todos os produtos vegetais que serdo irrigados. Especialmente
guanto se utiliza o sistema de asperséo, pois a agua entra em contato direto com a
parte comestivel, e quando esta € realizada proxima a colheita (MAROUELLI et al.,
2008; MAROUELLI;SILVA 2011; SENAR 2012; UYTTENDAELE et al., 2015).

Oliveira et al. (2012) observou que E. coli O157:H7 sobreviveu na superficie
de folhas de alface irrigadas por aspersdo com agua contaminada por até cinco
semanas. Houve também a transferéncia de E. coli O157: H7 para as folhas de
alface a partir de solo contaminado ou por agua de irrigacdo, principalmente para as
externas. Barker-Reid et al. (2009), irrigando alface com agua contaminada por E.
coli, também observaram a persisténcia desta nas folhas (BARKER-REID et al.
2009). Ja Alama et al. (2014) revelaram que a cessacao da irrigacao trés dias antes
da colheita ndo impediu a recuperacdo de células viaveis de E. coli O157: H7 em
espinafre (ALAMA et al. 2014).

Diversos estudos apontam que o cloro livre é mais eficaz para a inativagao de
agentes patogénicos em agua de lavagem do que para na desinfeccdo de produtos
frescos (GIL et al. 2009; VAN HAUTE et al. 2013; GOMEZ-LOPEZ et al. 2014).
Neste estudo foi utilizado o hipoclorito de sodio, desinfetante mais utilizado em uso

domeéstico e muito utilizado em servigos de alimentacéo, industrias de alimentos e de
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vegetais minimamente processados no Rio Grande do Sul e Brasil. Em virtude de
sua ampla aplicacdo para desinfeccdo de vegetais, este produto foi escolhido para
esse experimento.

Por exemplo, Van Haute et al. (2013) observaram que durante o processo de
lavagem de alface inoculada com 4 log UFC/g de E. coli 0157, quando a lavagem foi
realizada com agua, apos 1 hora houve aumento de 1 log na populacao do patégeno
em agua. No entanto, quando a lavagem ocorreu com agua na concentracao
constante de 1 mg/L de cloro livre a contaminacdo da agua foi mantida abaixo de 2,7
log UFC/mI. Similarmente, Gémez-LOpez et al. (2014) demostraram que E. coli 0157
sobreviveu e se multiplicou em agua de lavagem de vegetais na auséncia de cloro
livre e na concentracdo de 1 mg/L, mas a manutencdo de 7 mg/L de cloro livre foi
capaz de inibir a multiplicacdo de E. coli 0157 na agua de lavagem de vegetais.

Neste estudo, a exposi¢cdo dos trés isolados (1, 3 e 5) de E. coli 0157 a
solugdes de 2, 7 e 20 mg/L de cloro livre ao longo de 45 minutos néo foi suficiente
para reducdo total do inéculo (média de 6,46 + 0,13 log UFC/mL). Contudo,
similarmente aos estudos citados, de Van Haute et al. (2013) e GoOmez-Lbpez et. al.
(2014), as solucgbes utilizadas ndo permitiram a multiplicacdo do patégeno. Além
disso, para todos os tratamentos, foi obtida a reducdo minima de 1,30 + 0,66 log
UFC/mL em 45 minutos.

O comportamento dos isolados 1, 3 e 5 de E. coli O157 foi similar frente as
concentracdes de cloro livre utilizadas neste estudo: até 4 minutos de exposi¢cdo ndo
houve reducdo acentuada na populacdo de E. coli O157, seguido de reducéo
expressiva apos 20 minutos e manutencdo da populacdo apds 45 minutos. Assim,
pode-se dizer que, apesar da diferenca de origem (propriedades rurais e fontes de

agua), o comportamento e resisténcia das cepas foram semelhantes frente as
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diferentes condi¢cBes de exposicao ao cloro livre. Esse resultado também poderia ser
explicado pelo fato dos isolados poderem se tratarem da mesma cepa, 0 que néo foi
verificado nesse estudo uma vez que nao foi realizada identificacdo genotipica
(Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) ou Multilocus Sequence Typing (MLST)).

A reducéo de E. coli O157 nos primeiros 20 minutos de contato pode ser
explicada pois, neste periodo ocorre o consumo do cloro livre em solucéo. Este
comportamento também foi observado por Van Haute et al. (2013), aonde apos 30
minutos de contato ndo houve reducgdo significativa na populacdo de E. coli O157
em agua de lavagem de vegetais.

Além disso, o aumento de matéria organica na solucao tem um efeito negativo
sobre a eficiéncia da desinfeccdo, uma vez que o cloro reage com esta, diminuindo
sua acdo desinfetante (EUROPEAN UNION, 1998; EPA, 2004; GOMEZ-LOPEZ,
2014). Van Haute et al. (2013) observaram que cargas organicas mais elevadas
levam ao rapido consumo de cloro, diminuindo a eficiéncia da desinfeccao do cloro.

O valor médio de pH das solu¢des de hipoclorito de sédio utilizadas neste
estudo foi de 5,06. Nesta faixa de pH predomina a forma mais ativa para
desinfeccdo, o &cido hipocloroso. Assim, pode-se inferir que o cloro livre em solucao
estava em sua forma mais ativa para desinfecgao.

O percentual de reducdo obtido neste estudo em concentracdes baixas de
cloro livre (2, 7 e 20 mg/L) é similar ao obtido pela lavagem mecéanica das folhas de
alface. Segundo Beuchat et al. (2001) e Van Haute et al. (2013) a lavagem de alface
mecanicamente reduz em até 1 log UFC/mL da carga microbiana.

O frequente envolvimento de produtos vegetais em DTA provocados por E.
coli 0157 implicou no desenvolvimento de diversos estudos sobre métodos de

desinfeccdo do produto final e sua eficacia em relagéo a resisténcia de cepas de E.
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coli O157. Para isso, na desinfeccdo de vegetais sao utilizadas concentragbes
elevadas de cloro livre. Por exemplo, a legislacdo estadual do RS estabelece que
para alimentos folhosos consumidos crus, deve-se preceder a higienizacao, a fim de
reduzir a contaminacao superficial, em servicos de alimentacdo. Conforme a Portaria
n® 78 de 2009 do Rio Grande do Sul, a etapa de desinfeccédo deve ser realizada com
0 uso de solucdo clorada contendo no minimo 100 e no maximo 250 mg/L de cloro
livre e tempo de contato de 15 minutos (SES-RS, 2009).

Diversos estudos demostram a eficacia da utilizacdo deste método para
eliminacdo de microrganismos patogénicos em vegetais. Chesca et al. (2002)
observaram que E. coli O157:H7 e E. coli ndo patogénica, artificialmente inoculadas
em amostras de alface e submetidas a imersdo em solucdo de 200 mg/L de
hipoclorito de sédio, por 15 minutos reduziram, em média, de 2,70 a 4,09 log
UFC/mL, respectivamente (CHESCA et al., 2002). J4, o estudo de Silva et al. (2003)
demonstrou que hipoclorito e dicloroisocianurato de sodio (sanitizantes utilizados na
industria de alimentos e servicos de alimentacdo) foram eficazes para eliminagéo
de E. coli O157:H7 em suspenséao, nas concentracdes de 100 e 200 mg/L, apds 30s
de contato (SILVA et al., 2003). Similarmente, Santos et al. (2012) encontraram que
solucdo de agua sanitaria com 200 mg/L de cloro ativo reduziu a carga microbiana
inicial de bactérias heterotréficas mesofilas, coliformes termotolerantes e de E. coli
presente em folhas de alfaces, apés 15 minutos de imersédo (SANTOS et al., 2012).

No entanto, outros autores relatam que a eficiéncia de cloro para
descontaminacdo de alface € limitada a reducdo de 1 e 2 log, mesmo em
concentracbes elevadas (LUO et al.,2011; TIRPANALAN et al.,, 2012; SAPERS
2001). Solomon (2001) e Lopez-Galvez et al. (2010) sugerem que a baixa eficiéncia

do hipoclorito pode estar relacionada a internalizacdo das células bacterianas nos
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estdbmatos teciduais das folhas de alface. Portanto, apesar de lavar e sanitizar as
folhas com solucéo clorada, a inacessibilidade de um grande niamero de organismos
por sua localizacdo abaixo da superficie, €, talvez, a razao para a falta de eficacia da
higienizacdo de superficie. Assim, esses alimentos podem veicular microrganismos,
e causar DTA (TAORMINA; BEUCHAT 1999; BUCK et al., 2003). Entretanto, cabe
ressaltar que, o meétodo utilizado neste trabalho (suspensdo) nédo reproduz as
condicbes de adesdo e formacédo de biofilmes que pode ocorrer naturalmente na
superficie de vegetais.

A partir do estudo realizado, é possivel delinear cenéarios, bem como propor
medidas de controle de seguranca de alimentos.

Considerando o cenario 1, em uma fonte de agua de irrigacdo naturalmente
contaminada (ex. acude) com E. coli O157, pode-se inferir que podera haver
multiplicacéo e sobrevivéncia do microrganismo na agua de irrigacao. E, mesmo que
a agua de irrigacdo seja tratada com solug@es cloradas de baixa concentracdo (2, 7
e 20 mg/L) este tratamento podera ndo ser eficaz para eliminagéo total do patégeno.
Assim, se esta agua for utilizada para irrigacdo de vegetais pelo método de asperséo
o produto final podera ser contaminado, expondo o consumidor ao risco. Neste caso,
a medida preventiva seria a implementacdo de Boas Praticas Agricolas (BPA) e a
interrupcd@o da irrigagdo, antes da colheita, por no minimo trés dias. Em relacdo as
BPA, destaca-se a necessidade do controle de acesso de animais de criatério a
fonte ou reservatério de agua de irrigacdo e a compostagem de adubo organico, por
pelo menos 90 dias.

No cenario 2, se tem uma fonte de agua ndo contaminada naturalmente por
E. coli O157, que é canalizada e armazenada em um reservatorio para posterior

irrigacéo. Neste reservatorio se realiza a desinfec¢cdo da dgua com 2, 7 ou 20 mg/L

57



de cloro livre, antes da irrigacdo. Caso ocorra contaminacao posterior por E. coli
0157 no reservatério, o cloro livre podera evitar sua multiplicacdo podendo,
inclusive, inativar o patdgeno se carga microbiana for muito baixa (inferior a 1 log
UFC/mL). Nessas condicbes, a cloracdo da agua de irrigacdo seria a medida
preventiva de controle, inibindo a contaminacdo da agua de irrigagdo por E. coli
0157.

Por fim, no cenario 3, considerando que as medidas preventivas de BPA e
desinfeccdo da agua de irrigacdo nao sejam adotadas pelo produtor, e este realize a
irrigacdo de alface com &gua contaminada por E. coli O157. A populacdo do
patdgeno na agua de irrigacdo podera atingir, pelo menos, 6,30 + 0,177 log UFC/mL
e, conforme j& citado, a lavagem mecanica das folhas reduz, em média, 1 log e a
desinfeccdo de alface com solucdo clorada mesmo em concentracfes elevadas
reduz, em média, de 1 e 2 log. Ainda que o consumidor realize os procedimentos de
desinfeccdo recomendados (lavagem mecanica e sanitizacdo), a carga de E. coli
0157 na alface podera ser de 3 log, valor superior a dose infectante de E. coli 0157
(de 10°? organismos). Neste cenario, a medida preventiva de controle é a
implementag&o de BPA, principalmente de controle de acesso de animais a fonte de
irrigacdo, compostagem de adubo organico pelo tempo recomendado e a

interrupgéo da irrigagéo trés dias antes da colheita.
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7. CONCLUSAO

Este estudo utilizou a técnica de PCR em Tempo Real para detecgcéo de E.
coli O157 em agua de irrigacdo. O método se mostrou rapido, sensivel e especifico
nos testes de implementacdo. Além disso, o método detectou a presenca do
patbgeno nas amostras ambientais analisadas, comprovado na etapa de
recuperacdo do microrganismo.

A presenca de E. coli 0157 em agua de irrigacdo revela a disseminacao
desse patdégeno na regido. Ao mesmo tempo, as cepas isoladas apresentaram
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo na agua de irrigacdo mantida em
temperatura ambiente. Tal fato demonstra o alto risco de contaminacdo de vegetais
irrigados por essas aguas, sendo necessaria a adocao de medidas de controle, em
nivel de producao primaria. Além disso, a desinfec¢cdo da dgua com 2, 7 e 20 mg/L
de cloro livre ao longo de 45 minutos evitou a multiplicacdo do patdégeno. Entretanto,
a reducao foi observada até 20 minutos de exposi¢do, ndo havendo reducdo da
populacao dos isolados de E. coli 0157 apés este intervalo de tempo.

Considerando o crescente envolvimento de vegetais em DTA causadas por E.
coli 0157 e a evidéncia de que fontes de agua de irrigacdo estdo contaminadas por
esse patdgeno, é importante que sejam conduzidos novos estudos para avaliar a
resisténcia das outras cepas de E. coli O157 as solucbes cloradas, bem como aos
diferentes desinfetantes disponiveis no mercado. Igualmente, este estudo evidencia
a necessidade de implementar estratégias de controle de risco, primariamente as
Boas Praticas Agricolas, a fim de evitar surtos veiculados por alfaces contaminados

através da agua de irrigagao.
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Abstract

Shiga-toxin Escherichia coli (STEC) are among the main bacterial contaminants of

fresh produce and irrigation water are one of the principal sources of microbial
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contamination. Recently, E. coli O157:H7 was identified for the first time in irrigation
and lettuce washing water in Southern Brazil. The objective of this study was to
investigate the contamination of E. coli O157 in irrigation water used in lettuce
production in Southern Brazil by Real-Time PCR. Results demonstrated that 19.65
% of irrigation water samples were contaminated by E. coli O157. Higher
contamination was observed in pond, followed by river and none in borehole
sample. However, pathogen prevalence was not correlated to any different water
sources. This study evidence the presence of E. coli O157 in irrigation water in
Southern Brazil and the necessity to implement strategies to manage the risk

associated to that.

Keywords: E. coli O157; Irrigation water; lettuce.

1.Introduction

Consumption of fresh products, like fruits and vegetables, has increased
during the last years in the whole world. Studies based on statistical modelling of
changing lifestyle showed that the overall vegetable eating are expected to grow by 4
% in the next five years (Foundation 2015, IBISWorld 2015). Moreover, the
consumption of fresh produce is motivated by the World Health Organization (WHO)
since it is related to a healthy lifestyle and can prevent several diseases, such as
obesity, heart disease, diabetes and many types of cancer. The WHO
recommendation is the intake of a minimum of 400 g of fruit and vegetables per day

(WHO 2003).
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According to the Food and Agriculture Organization (FAO 2015), Brazil is the
10" producer of fresh produce in the world (FAO 2015). Even though there are
several very technified farms in Brazil, the horticultural production system is
predominantly familiar in farms with less than 10 hectares located within or around
urban centres called “greenbelts”, mostly concentrated in the South and Southeast
regions of Brazil (Melo 2007, ABCSEM 2015, SEBRAE 2015). In this country, the
vegetable marketing is expressive. Is estimated that around 60 % of the volume of
fresh produce is sold by wholesale markets, which handle an annual average of 15
million tonnes of vegetables, totalling a value of U$ 3 bilion (ABCSEM 2015,
SEBRAE 2015). Regarding the consumption, Brazilians has an annual consumption
of 27.075 Kg per capta (IBGE - Consumer Expenditure Survey 2008/2009).

Many sources of bacterial contamination have been recognized in the fresh
produce chain. The most cited in primary production are soil, manure, livestock, wild
animals, and irrigation water (Delaquis et al. 2007, Lotto & Valarini 2007, Forslund et
al. 2012, Park et al. 2012, Benjamin et al. 2013, Baranzoni et al. 2014, Ceuppens et
al. 2014, Erickson et al. 2014, Holvoet et al. 2014). Among them, irrigation water has
been considered as the main responsible for microbial contamination of vegetables
at primary production (Mritunjay & Kumar 2015, Uyttendaele et al. 2015).

The horticulture in tropical countries highly depends on irrigation, since the
warm weather usually increases the water evaporation. Especially for leafy
vegetables witch display a big area of perspiration, irrigation is very important to
ensure the product quality (Marouelli & Silva 2011, Batista et al. 2012). In Brazil, the
most used irrigation system is by sprinklers, spreading untreated water over editable

parts of vegetables (Marouelli & Silva 2011).
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Among fresh vegetables, lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most
important vegetable crops grown and consumed worldwide (Puig Pefa et al. , Sala &
Costa 2012, Suinaga et al. 2013, FAO 2015, Foundation 2015). In Brazil, lettuce is
considered the main leafy vegetable crop, representing nearly 50 % of all leafy
vegetable commercialized. Among commercialized lettuces, almost 40 % are curly
variety (Moretti & Mattos 2005, Sala & Costa 2012, Suinaga et al. 2013).

Regarding consumption, lettuce is mainly consumed fresh as salads or inside
sandwiches prepared at food services and homes (Suinaga al. 2013, Foundation
2015). Frequently children under 6 years old and adults aging more than 55 ate it,
and these aging groups are considered of higher risk of suffering foodborne diseases
(Foundation 2015).

Until recently, Brazilian food was considered free of E. coli 0157, however
recent reports showed that this microorganism have been isolated sporadically from
some samples since (de Paula et.al., 2014). This microorganism was already isolated
from animal faeces, animal-food producing, food products, environmental and water
samples (Katsuya et al. 1998, Cerqueira et al. 1999, Silveira et al. 1999, Sandrini et
al. 2007, Stella 2009, Silveira 2010, Barros et al. 2012, Borges et al. 2012, Loiko
2013, Carvalho et al. 2014, Freitas et al. 2014), however only one human case was
reported (de Paula et. al, 2014). Rodrigues et al. (2014) isolated for the first time E.
coli O157:H7 from irrigation and wash water of lettuce farms in Southern Brazil
(Rodrigues et al. 2014), raising concerns about the presence of this microorganism
on that region. Thus, the objective of this study was to investigate the contamination

of E. coli 0157 in irrigation water used in lettuce production in Southern Brazil.
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2. Materials and methods

2.1. Sampling

Irrigation water samples (n =56 ) were collected in six lettuce farms located at
a “greenbelt” of Porto Alegre City, Southern Brazil, between July 2014 and July 2015.
All farms cultivate the crops in open fields, being two of them producing organic
lettuces (Farm 1 and Farm 2) and the others conventional lettuces (Farm 4, Farm 5
and Farm 6) (Table 1). Farms produced other crops beyond lettuces. The farms were
monthly visited (12 times) and as soon as the producers irrigated their crops, water

samples were taken from the irrigation source (Table 1).

2.1.1. Water samples

The water samples were collected in sterile bottles (1 L) directly at the source
used for irrigation. The samples were transported refrigerated inside isothermal
boxes to the Laboratory of Food Microbiology of Food Science and Technology
Institute of Federal University of Rio Grande do Sul (ICTA/UFRGS) for analysis. In
order to determine Escherichia coli O157 in water samples, 1 L was filtered on a
cellulose nitrate filter pore size, 0.45 um (Sartirius®, Goettingen, Germany), using as
many filters as necessary to filter the sample. Them, the filters were added of 225 ml
of Buffered Peptone Water 1 % (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) for 24 + 2 hours at

37+1°C.

2.2. Molecular analyses
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Bacterial DNA was extracted following the protocol described by the NMKTL
Method n°® 174 (NMKL 2002). Briefly, 900 ul of the enrichement broth was transferred
to a tube containing 600 pl of Percoll (Sigma-Aldrich®) 40 %. Then, the tube was
centrifuged for 1 min at 13.200 rpm. The fluid on the top of the tube was removed
and 0.1 ml was leaved at the bottom. The remaining volume was transferred to a
tube contain 1.2 ml sterile distilled water and vortexed by 1 minute. The tube was
centrifuged for 5 min at 10.000 rpm. The fluid on the top of the tube was removed,
leaving 0.1 ml at the bottom, 1 ml of sterile distilled water was added and the tube
vortexed by 1 minute. This last step was repeated again. Then, the fluid on the top
was discarded, leaving 0.2 ml in the tube, which was incubated for 20 min at 95 °C in
a heating block. After incubation, the tubes were placed on ice for 5 minutes and
centrifuged for 1 minute at 10.000 rpm. The tubes were stored at -20 °C until PCR
analysis.

The Real-Time PCR was performed according the primers (Table 2) and
cycling conditions (Table 3) described in the 1ISO 13136:2012 (ISO 2012). It was
used the software StepOne Plus® (Life Technologies®, Carlsbad, Estados Unidos)

to perform the analyses.

2.3. Culture confirmation

Once the Real-Time PCR showed a positive result for E. coli 0157 it was
performed the culture confirmation. The isolation was conducted according to the
methodology described by ISO 16654:2001 standard (ISO 2001). Briefly, from each

enriched sample, imunomagnetic separation was performed using Dynabeads (Life
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Technologies®, Carlsbad, Estados Unidos), followed by plating on Sorbitol Mac-
Conkey Agar (SMAC) (OXOID®, Basingstoke, Inglaterra) and Sorbitol Mac-Conkey
Agar supplemented with Cefixime-Tellurite (SMAC-CT) (OXOID®, Basingstoke,
Inglaterra). The plates were incubated for 24 + 2 hours at 37 + 1 °C. Suspected
colonies were submitted to serotyping using E. coli 0157 antiserum (DIFCO®,
Franklin Lakes, Estados Unidos), by the agglutination reaction. Presumptive colonies
were submitted to Real-Time PCR in order to confirm E. coli O157 identity and to
confirm the presence of the virulence genes in the isolates according the method

described in the item 2.2.

2.4. Statistical analyses

The statistical analyses were performed with SPSS Statistics version 21 at a

significance level of 5 % (p= 0.050).

3. Results

A total of 56 water samples were analysed (Table 1). Differences in sample
guantities among farms occurred once producers adopted different agricultural
practices and in some sampling days it was raining and the crops were not being
irrigated.

The Real-Time PCR performed to detect E. coli 0157 (rfbE gene) was positive
for 11 samples (19.65 %). After culture confirmation, in 9 samples the bacteria was

recovered and confirmed by Real-Time PCR.
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The highest prevalence was observed in the Farm 3 (41.60 %; 5/12), followed
by Farm 4 (30.00 %, 3/10), Farm 5 (12.50 %; 1/8) and Farm 1 (9, 00 %; 2/22). The
pathogen was not detected on Farms 2 and 6. Statistical analysis demonstrated that
the prevalence of E. coli 0157 was not significantly similar among the six sampled
properties (Chi-Squared Test of Independence, Likelihood Ratio, p = 0.209).

Regarding the system production adopted, in the organic system of cultivation
the presence of E. coli O157 in irrigation water was significantly higher in comparison
to conventional (16.10 %; 9/56 to 3.60 %; 2/56) (Chi-Squared Test of Independence,
Likelihood Ratio, p = 0.049).

The prevalence of E. coli O157 was not correlated to the different sources of
water used, although the p value was rightly close to the limit of the significance (Chi-
Squared Test of Independence, Likelihood Ratio, p = 0.051). Proportionally, the
contamination of E. coli O157 by source, was higher in river (38.46 %; 5/13) than
pond (14.00 %; 6/43). In well water samples there was not contamination (0/1).

In relation to the presence of E. coli O157 and the irrigation method adopted, it
was observed that 10 of the 11 pathogens detected belong to Farms which adopted
the sprinkler method (22.70 %; 10/44). Only 1 E. coli O157 was isolated from a
property which used drip irrigation (8.33 %; 1/12). Although it was observed
difference, this was not statistically significant (Chi-Squared Test of Independence,

Likelihood Ratio, p = 0.266).

4. Discussion

Outbreaks of foodborne disease associated with fresh produce are not

uncommon (Uyttendaele et. al., 2015). Many reports associate organic systems of
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production as higher dangerous to food safety. Ceuppens et. al. (2014) investigating
microbial quality in primary agricultural level in Brazil isolate pathogens only in
organic farms, suggesting lower microbiological quality and safety in those
production systems (Ceuppens et. al 2014). Other autors also report microbial
contamination as higher in organic systems in comparison to conventional in Brazil
(Gomes Neto et. al. 2012, Maffei et. al 2013).

Gomes Neto et al. (2012) suggest the practice of irrigation with untreated
water and the application of manure as a fertilizer as contributing to a higher level of
contamination (Gomes Neto et. al. 2012). Similary to those authors, in this study
irrigation water from organic farms was significantly higher contaminated than
conventional (16.10 % or 9/56 — 3.60 % or 2/56) (Chi-Squared Test of Independence,
Likelihood Ratio, p = 0.049).

It is also demonstrated that open field farms had higher prevalence of
pathogens and overall more samples with elevated levels of E. coli compared to the
close systems (i.e. greenhouse farms). Maybe explained because of the additional
external contamination sources (Sampers et al. 2015, Ceuppens et. al. 2014). In
open fields, the production system is more difficult to control and more prone to
contaminate as open fields have multiple contamination sources, i.e. livestock and
wild animals or during rainfall and storm events (Brackett, 1999; Jay et al 2007;
Oporto et. al 2008). Specially climatic conditions, rainfall and temperature, are able to
impact the release, growth, and survival of pathogenic microorganisms, which may
be introduced or maintained for prolonged periods in the production environment
(Parker et al, 2010). In Holvoet et al. (2015) study 45 % of the water source samples
without water treatment contained a pathogen. It was recognized that the absence of

a water treatment system can have detrimental consequences, particularly for lettuce
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production in open fields when more irrigation is necessary (Holvoet et al. 2015). In
the present study all farms growth their crops in open fieds, being this the mainly
regime of cultivation adopted in Brazil (Marouelli and Silva 2011).

In the last years is increasing the evidence of fresh produce contamination
linked to irrigation water (Allende e Monaghan, 2015). Water of inadequate quality
has the potential to be a direct source of contamination and a vehicle for spreading
contamination in the production (FDA, 1998; EFSA, 2014; Uyttendaele et.al., 2015;
Allende & Monaghan 2015). Several studies have detected E. coli O157 in water
samples such as storage roof water, tap water, house ground reservoirs, mineral
water, and wastewater (Foulds et al., 2002; Shaban and Malkawi, 2007, Tharannum
et al., 2009; Rodrigues et al 2014; Holvoet et al. 2015).

In addition, different sources of water used for irrigation have a different
propensity to result in microbiological contamination of the crops. Surface water
includes lakes, rivers, creeks, ponds, and springs that come to the surface. Very
often this sources are contaminated due to discharges of (treated) wastewater, storm
water runoff or livestock or wildlife feces (Tyrell et al., 2006; Uyttendaele et. al.,
2015). This evidence that surface water have unpredictable quality and activities
upstream can rapidly change the levels of contaminants (Allende & Monaghan,
2015). On the other hand, in general, borehole water shows less variability in terms
of microbial load (Steele and Odumeru 2004). Nonetheless, the potential for
groundwater contamination from surface events, such as flooding or storm-related
runoff from areas of concentrated manure accumulation, manure lagoons, or sewage
treatment facilities, is well recognized (Ibenyassine et al. 2007; Uyttendaele et.al.,
2015). In this study, contamination by E. coli 0157 was not correlated to the source

of irrigation water, although the p value was rightly close to the limit of the
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significancy (Chi-Squared Test of Independence, Likelihood Ratio, p = 0.051).
However, is important to point that all positive samples were collected in open
sources, being higher in pond (10.70 %; 6/56) and lower in river (8.90 %; 5/56).
When considering the proportional contamination by sample quantity, the
contamination in river (41.70 %; 5/12) showed to be higher than from pond (14.00 %;
6/43).

Some reports evidence the water as the source of contamination in food
products. Irrigation with sewage-contaminated water was linked to hepatitis A
outbreaks associated with lettuce consumption (Seymour and Appleton 2001).
Soderstrom (2008) showed iceberg lettuce contamination with E. coli O157 that
caused a large outbreak in Sweden, probably due to river water used for irrigation
(Soderstrom et. al 2008). Solomon et al. (2002) showed that E. coli O157:H7 in
contaminated water can enter the vascular system of lettuce and reach the edible
parts of the plant, although the authors point out that unrealistic inoculum
concentrations were used (Solomon et al., 2002). Similarly, a Belgian study reported
significant differences in the microbiological quality of irrigation water obtained from
different sources. They reported that 20 % of water obtained from the ponds was
positive for E. coli STEC, while groundwater did not contain STEC (Delbeke et al,
2015). However, Loépez-Gélvez et al. (2014) analysing surface water used for
irrigation did not detect this pathogen in 16 samples in Spain (Lépez-Galvez et al.
2014).

It is already known that many factors need to be considered when choosing
irrigation system applied, since this is closely related to contamination by fungi and
bacteria ( Stine & others 2005; Marouelli & Silva 2011; Allende & Monaghan, 2015).

Sprinkler irrigation facilitates the contamination by exposing the edible portion of the
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produce directly to water and the splashing of sprayers can create recontamination of
the crop surface from the soil (Marites and others 2010). Drip irrigation limits direct
contact between edible plant tissue and irrigation water (Qadir 2008). Application of
microbial-contaminated irrigation water using subsurface drip irrigation has been
shown to reduce contamination of crops including lettuce at harvest compared to
furrow irrigation (Allende & Monaghan, 2015).

Horticulture in Brazil depends from irrigation, since the country has warm
weather temperatures, and, even in humid region or during the rain period crops
irrigation is essential for good production. Regarding this practice, mainly sprinkler
irrigation is adopted, followed by superficial and drip irrigation (Marouelli & Silva
2011). In this study both irrigation method were adopted, being mostly E. coli 0157
isolated from farms which adopted sprinkler method (22.70%; 10/44). From all
pathogens isolated only 1 was isolated in farms where drip irrigation was used.
However, it was not correlated to higher prevalence of E. coli 0157 in samples
analysed (Chi-Squared Test of Independence, Likelihood Ratio, p= 0.266).

The high sensitivity, specificity, and speed of Real-Time PCR make this
method very attractive to detect E. coli directly from water samples (Frahm & Obst,
2003; Heijnen & Medema, 2006). However, this method targets the
lipopolysaccharide gene (rfbE) and detects viable E. coli O157:H7 cells, viable
but nonculturable (VBNC) and death cells (Liu et al., 2008). Since this method detect
both microorganisms forms, the lower number of recovered bacteria on culture
confirmation step (9/11) in this project could be explained. Likewise, other studies
report the same situation, i. e. in Delbeke et. al. (2015) only 4 of 13 Real-Time PCR
positive samples for E. coli STEC isolated from water, substrate and cattle feaces

were recovered in culture confirmation (Delbeke et. al., 2015). Even that the method
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also detect VBNC and death cells, the presence of pathogen DNA indicate the
current or previous contamination in the product. And, might be, presence of cells
witch in some time could be viable and cause foodborne outbreak.

In Brazil, a review study about E. coli O157:H7 revel that records demonstrate
the occurrence of HUS cases in recent years. However, it was not possible to
correlate the food consumption or irrigation water to the cases. It maybe explained by
the absence of adequate methods to the detection of E. coli O157 in most of official
laboratories because this microorganism was not a significant food hazard in Brazil
until recently (De Paula et al. 2014).

This study confirmed the presence of E. coli O157 in irrigation water of
Southern Brazil, what was already reported by Rodrigues et al. (2014). Considering
this result, it is essential that irrigation water sources should be controlled and the
Implementation of Good Agricultural Practices (GAP) have to be adopted. Such
control measures are very necessary to avoid risky practices, which could lead or
increase pathogen contamination and spreading on fresh produce of Southern Brazil.
The implementation of these and other measures are very important because Brazil
in one of the few countries in the world that found E. coli O157 before its foodborne
outbreaks. This advantage and the right actitude can avoid serious public health
problems.

Once the GAP are still not adopted by many farmers in Brazil an alternative to
manage this risk is to select the irrigation method and/or the production system used,
to avoid direct contact with the edible parts of the crop with faecal contaminated
irrigation water and the implementation of physical and/or chemical desinfection
systems. For consumers is suggested the chlorination of vegetables eaten raw and

proper cooking of food to prevent contamination by this pathogen.
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Table 1. Characteristics of the six farms sampled.

Production Irrigation o
Farm Irrigation type
system source

Farm 1 Organic Pond Sprinkler
Farm 2 Organic Pond Drip
Farm 3  Conventional River Sprinkler
Farm 4 Conventional Pond Sprinkler
Farm 5 Conventional Pond Drip
Farm 6 Conventional Dug Drip

Table 2.Primers used in PCR detection to determinate E. coli 0157 in water samples.

Forward primer

Target Reverse primer Probe Fragment GenBank Reference
gene (5 -3) size number
TTT CAC ACT TAT TGG _ Probe-AGG ACC
(fbE ATG GTC TCAA GCA GAG GAA
(0157) CGATGA GTT TAT CTG AGA GAG GAA o8 AF163329 IS0 2012
CAA GGT GAT TTA AGG

Table 3. Cicling conditions used in PCR detection to determinate E. coli O157 in

water samples.

Time Temperature

(segundos) (°C) Cicles
120 50 1
600 95 1

15 95
60 60 45
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Table 4. E. coli O157 prevalence in water samples using for irrigation in Southern

Brazil.

Sample

Farm analyzed (n%) Prevalence
Farm 1 22 2/22
Farm 2 3 0/3
Farm 3 12 5/12
Farm 4 10 3/10
Farm 5 8 1/8
Farm 6 1 0/1

Total 56 11/56
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