
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E VETERINÁRIAS 

CAMPUS DE JABOTICABAL 

 

 

 

ELIMINAÇÃO DE ESCHERICHIA COLI SHIGATOXIGÊNICA 

NÃO-O157 EM COMPOSTAGEM DE ESTERCO BOVINO 

 

 
 
 

Vanessa Parpinelli Gonçalves 
                                

Orientador: Prof. Dr. José Moacir Marin 

    
 
 

 
 

 

Jaboticabal - SP  

Agosto/2006 

Tese de Doutorado apresentada à Faculdade 
de Ciências Agrárias e Veterinárias do Campus 
de Jaboticabal – UNESP, para obtenção do 
Título de Doutor em Microbiologia 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 ii

DADOS CURRICULARES DA AUTORA 
 

 VANESSA PARPINELLI GONÇALVES – nascida em Franca, SP, aos 25 de 

junho de 1972, é Biomédica graduada pela União das Faculdades Barão de Mauá, 

Ribeirão Preto, SP, em dezembro de 1996. Realizou curso de especialização em 

Anatomia Patológica (Citologia Esfoliativa) na União das Faculdades Barão de Mauá, 

Ribeirão Preto, SP, no ano letivo de 1996 e  Pós-Graduação Latu senso em Biologia 

Evolutiva, na Universidade de Franca, SP, no ano letivo de 1997. Participou ativamente 

dos Projetos Genoma Xylella fastidiosa (1999 – 2000), Xanthomonas axonopodis pv. 

citri e Xanthomonas axonopodis pv. campestris (1999 -2001), recebendo os seguintes 

prêmios: “Diploma de Honra ao Mérito em reconhecimento à contribuição à ciência 

brasileira, participando do programa genoma Xylella fastidiosa”, concedido pela 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”; “Diploma de Honra ao Mérito 

como reconhecimento aos trabalhos realizados no projeto de sequenciamento do 

genoma  Xylella  fastidiosa”, concedido pela Congregação UNESP-Jaboticabal); 

“Diploma de Mérito Científico e Tecnológico do Governo do Estado de São Paulo – 

contribuição ao projeto de seqüenciamento genético da Xylella fastidiosa” e, “Medalha 

de Mérito Científico e Tecnológico do Governo do Estado de São Paulo – contribuição 

ao  projeto de seqüenciamento genético da Xylella fastidiosa”. Obteve grau de Mestre 

em Microbiologia pela Universidade Estadual Paulista UNESP-Jaboticabal em 2003, 

com o trabalho intitulado “Expressão da proteína recombinante PthA de Xanthomonas 

axonopodis pv. citri e obtenção de anticorpos para uso em sistemas de detecção”, sob 

orientação do Prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro e co-orientação da profa. Dra. Sônia 

Marli Zingaretti di Mauro. Em 2004 obteve Licenciatura Plena para Biologia, na 

Universidade de Franca. Atualmente atua como Biomédica no Laboratório de Patologia 

Cirúrgica e Citologia da Fundação Civil Casa de Misericórdia de Franca. 

 
 
 
 
 



 iii

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Para apanhar o sentido oculto de certas palavras, seria preciso 

que novas idéias e novos conhecimentos viessem dar-lhes a 

chave, e essas idéias não podiam vir antes de um certo grau de  

 maturidade do espírito humano. A ciência devia contribuir  

poderosamente para a eclosão e o desenvolvimento dessas idéias; 

seria preciso, para isso, dar à ciência tempo de progredir.” 

Allan Kardec 
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ELIMINAÇÃO DE ESCHERICHIA COLI SHIGATOXIGÊNICA NÃO-O157 

EM COMPOSTAGEM DE ESTERCO BOVINO 

 
RESUMO 

Escherichia coli é a bactéria mais comum entre os patógenos entéricos causadores de 

doenças intestinais. As diferentes classes de E. coli causadoras de diarréia são 

reconhecidas através dos fatores de virulência que elas apresentam. As E. coli 

produtoras de Shiga toxina (STEC), especialmente o sorotipo O157:H7 tem sido  

associado a diversas doenças no ser humano. Além do sorotipo O157:H7, vários outros 

sorogrupos não-O157 também estão associados a infecções em humanos. Estas 

bactérias podem ser recuperadas de muitos animais, mas o gado bovino é reconhecido 

como o seu mais importante reservatório natural. Para análise da sobrevivência de 

cepas STEC não-O157 em sistemas de compostagem, inicialmente foram coletadas 

fezes de três vacas saudáveis que apresentaram E. coli portando o gene stx2, 

característico de cepas STEC. Foram montados dois sistemas de compostagem: o 

primeiro foi realizado em vala de 60cm³, no qual E. coli apresentando o gene stx2 foi 

eliminada após 8, 25 e 30 dias nas temperaturas de 40, 42 e 38°C, respectivamente; o 

segundo sistema foi realizado sobre o solo em um monte em forma de pirâmide com 

1m³, no qual as bactérias foram eliminadas após 4, 4 e 7 dias nas temperaturas de 65, 

56 e 52°C, respectivamente. A temperatura alcançada durante a compostagem e os 

microrganismos presentes no esterco parecem ser os responsáveis pela eliminação do 

patógeno nos sistemas de compostagem, o qual pode ser útil para a redução da carga 

patogênica presente no esterco destinado para aplicações no solo 

 

Palavras-Chave: STEC não-O157, gene stx2, compostagem 

 

 

 

 

 



 xiv

FATE OF SHIGA TOXIGENIC NON-O157 

ESCHERICHIA COLI IN COMPOSTED CATTLE MANURE 

 

ABSTRACT 

Escherichia coli is the most common bacteria among the enteric pathogens able  to 

cause intestinal disease. Several classes of diarrhea-causing E. coli are recognized on 

the basis of their virulence factors production. Shiga-like toxigenic E. coli (STEC), 

especially serotype O157:H7, have been associated with many diseases in human 

beings. Besides sorotype O157:H7, many others non-O157 sorogroups have also been 

associated with human infections. These bacterias can be isolated from a range of 

animals, but cattle is generally recognized as the major natural source. To analyze the 

survival of non-O157 STEC strains in composting system, first  was collected faeces 

from three healthy cows that contain E. coli STEC cells carrying the stx2 gene. Two 

composting systems were used: the first one was a cave with 60cm³ were the E. coli 

STEC cells with stx2 gene were eliminated after 8, 25 and 30 days at 40, 42 and 38°C, 

respectively; the second one was a heap pyramid system with 1m³, where the cells were 

eliminated after 4, 4, 7 days at 65, 56 and 52°C, respectively. The reached temperature 

in the composting systems and the indigenous microorganisms present in the manure 

seems to contribute to pathogen elimination, what may be a useful means of reducing 

the pathogen load of manure destined for soil application. 

 

Keywords: STEC non-O157, stx2 gene, composting 

 

 

 

 



 

 

 

 

I INTRODUÇÃO 

 

 Com relação às infecções intestinais, há seis categorias de E. coli conhecidas:  

E. coli enteropatogênica clássica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroagregativa 

(EaggEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC). 

 A E. coli enterohemorrágica (EHEC) apresenta a capacidade de provocar 

doenças, particularmente em pessoas imunocompetentes, como em crianças novas e 

pessoas idosas. As principais fontes de infecção são alimentos crus ou 

insuficientemente aquecidos, de origem animal que estejam contaminados, por exemplo 

carnes e laticínios. O principal reservatório para EHEC são as fezes de bovino, ovinos e 

caprinos. Estes microrganismos podem ser disseminados pelos alimentos durante o 

processamento da carne e dos produtos derivados do leite, se as condições higiênicas 

forem inadequadas. A maioria dos autores prefere a denominação de E. coli 

Shigatoxigênica ou produtora de toxina “Shiga-like” (STEC) para denominar esta classe 

bacteriana, sendo a denominação EHEC aplicada especificamente a sorotipos 

bacterianos que causam doenças em seres humanos, especialmente a colite 

hemorrágica e a síndrome hemolítica urêmica (SHU/HUS), sendo o mais importante 

entre os sorotipos EHEC o O157:H7. 

 Entre as toxinas produzidas por E. coli, as Shigatoxinas (STx) ou Verocitotoxinas 

(VT) são reconhecidas como extremamente importantes e, causam um grande espectro 

de doenças nos seres humanos que podem variar de uma diarréia branda a doenças 

severas, tal como colites hemorrágicas. Um grande número de sorogrupos de STEC 

pode causar doenças em humanos, onde os sorogrupos patogênicos encontrados mais 

freqüentemente em pacientes infectados com STEC são: O26, O103, O111, O145 e 

O157, os quais possuem o “locus of enterocyte effacement” (LEE). Um dos genes 
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situados nos LEE é o eae (E. coli attaching and effacing), que codifica a intimina, uma 

proteína presente na parte exterior da membrana envolvida na adesão das bactérias às 

vilosidades intestinais do hospedeiro. Entretanto, a presença dos LEE não é essencial 

para a patogênese, porque um número de casos de doenças severas de STEC, 

incluindo a HUS, podem ser causadas por linhagens que não apresentam LEE . 

A produção das Shigatoxinas (Stx)  é o critério mais utilizado para a detecção 

deste grupo de bactérias. As Stxs podem ser classificados por  Stx1 (ou VT1) e Stx2 (ou 

VT2). As linhagens de EHEC podem produzir somente Stx1 ou Stx2 ou mesmo Stx1 e 

Stx2 simultaneamente, provocando doenças em bovinos e no homem. 

Os métodos tradicionais de utilização de esterco animais como fertilizante e a 

maneira em que são feitos os tratamentos destes, podem trazer sérios danos à saúde 

humana e ao meio ambiente. O ideal é utilizar métodos que evitem a contaminação de 

água e solo. Muitos destes problemas são resolvidos com a compostagem, ou seja, a 

decomposição orgânica das fezes, por microrganismos aeróbios em condições que 

permitem atingir temperaturas suficientemente elevadas para o crescimento de 

microrganismos termofílicos, responsáveis pela eliminação de patógenos e sementes 

de plantas daninhas presentes. Mantendo-se as condições aeróbias ou não, a 

temperatura parece ser o fator determinante da população microbiana durante a 

compostagem. Sob condição semi-seca, há produção de dióxido de carbono, água, 

calor e húmus. Este processo envolve uma população diversificada de microrganismos 

e apresenta duas fases, iniciando com a fase de degradação (45-65oC) seguida pela 

fase de cura ou maturação (<45oC) nesta, com a produção de húmus. 

Estudos laboratoriais mostraram que dependendo das condições, E. coli pode 

sobreviver por muitos meses nas fezes de animais experimentalmente inoculados. A 

principal forma de desinfecção durante a compostagem baseia-se nas relações de 

tempo-temperatura para a destruição do patógeno, embora microrganismos 

antagônicos possam também participar do processo. O teste padrão da evolução da 

temperatura na compostagem pode ser dividido em quatro diferentes fases: mesofílica, 

termofílica, resfriamento e maturação. Após a mistura do material composto a 
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temperatura aumenta rapidamente, alcançando uma máxima dentro de 9 dias, após, ela 

declina gradualmente ao nível ambiental em aproximadamente 30 dias.  

 Contaminação cruzada na produção de esterco ou o esterco inapropriadamente 

composto usado para a melhoria do solo, podem ser uma fonte de contaminação de 

patógenos. Competições com microrganismos do solo e as condições ambientais 

adversas podem influenciar na sobrevivência do patógeno, mas existem poucas 

informações a respeito do decréscimo de células de E. coli Shigatoxigênica não-O157 

em esterco de gado bovino composto.  
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II REVISÃO DE LITERATURA 

 

As diarréias são as maiores causas de morbidade e mortalidade infantil em 

países em desenvolvimento onde a precariedade dos recursos sanitários é grande, 

principalmente em favelas, sendo responsáveis por mais de 50% dos óbitos (GIRON 

et al., 1991; SABRÁ, 2002). Os principais agentes das infecções intestinais são 

encontrados na família Enterobacteriaceae, principalmente os gêneros: Escherichia, 

Shigella, Salmonella, Enterobacter, Yersinia, Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia 

e Morganella (MURRAY et al., 2000; TRABULSI et al., 2002). Os membros desta 

família têm merecido atenção especial por estarem entre os patógenos mais 

freqüentemente isolados em microbiologia clínica. São bastonetes Gram-negativos, 

anaeróbios facultativos ou aeróbios, possuem uma complexa estrutura antigênica e 

são produtores de toxinas e fatores de virulência (MURRAY et al., 2000; TRABULSI 

et al., 2002). 

 

II. 1 Escherichia coli 

 

Ao gênero Escherichia pertencem as espécies E. blattae, E. coli, E. fergusonii, 

E. hermannii e E. vulneris, mas, a única de maior importância prática é a E. coli, que 

compreende um grande número de grupos e tipos sorológicos diferentes, com 

características de virulência distintas, o que a torna tão versátil em sua 

patogenicidade (TRABULSI et al., 2002).  

A bactéria E. coli foi isolada pela primeira vez em 1885, pelo bacteriologista 

alemão Theodor Escherich, no cólon do intestino de um homem (o que explica o 

“coli”). Por muito tempo foi denominada de Bacterium coli mas, acabou ganhando o 

nome de seu descobridor (KONEMAN et al., 1997). Uma outra grande descoberta 
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feita por Dr. Escherich foi demonstrar que certas linhagens da bactéria eram 

responsáveis por diarréia infantil e gastroenterites, um grande feito científico para a 

época e, que é válida ainda nos dias de hoje. A bactéria ficou extremamente popular 

no meio científico, pois conseguia-se cultivá-la em meios de cultura que variavam de 

simples a complexos, em presença e/ou ausência de oxigênio, o que a classificou 

como bactéria anaeróbia facultativa (KONEMAN et al., 1997). As E. coli são 

bastonetes Gram-negativos e estão associados a infecções intestinais, meningites, 

infecções alimentares, infecções urinárias, pneumonias nosocomiais entre tantas 

outras patologias (SILVA, 1999). São fermentadores de glicose, lactose (exceto 

EIEC), sacarose, sorbitol e dulcitol e reduzem nitrato a nitrito, são oxidase(-), 

possuem atividade de descarboxilase e produzem indol a partir da desaminação de 

triptofano (TRABULSI et al., 2002); portanto é fundamental o emprego de testes 

bioquímicos para as corretas identificações e diferenciações entre os gêneros 

pertencentes à família Enterobacteriaceae (SILVA, 1999); apesar de não haver 

testes bioquímicos específicos que diferenciem E. coli presente em amostras fecais  

normais das que causam diarréia (EPEC, ETEC, EIEC, EHEC e EAEC), o que 

somente pode ser feito através de provas sorológicas com a caracterização dos 

antígenos somático (O), flagelar (H) e capsular (K) (SILVA, 1999; TRABULSI et al., 

2002). 

O amplo e indiscriminado uso de antibióticos tem criado bastonetes Gram-

negativos altamente resistentes, com aquisição de resistência múltipla através da 

transmissão de plasmídeos de resistência e, conseqüentemente, o surgimento de 

superinfecções. Os antimicrobianos são substâncias químicas (naturais, sintéticas ou 

semi-sintéticas) que podem inibir o crescimento ou destruir microrganismos. Os 

antimicrobianos estão entre as drogas mais utilizadas em terapêutica, podendo ser 

classificados segundo sua origem (naturais, sintéticas ou semi-sintéticas), efeito 

antimicrobiano (bacteriostático ou bactericida), espectro de atividade (amplo, 

intermediário ou reduzido) e mecanismo de ação (inibição da síntese da parede 

celular ou alteração da permeabilidade celular) (SILVA, 1999). 
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II. 2 Classificações de E. coli 

 

 São classificadas em seis categorias de acordo com sua patogenicidade: E. 

coli enterohemorrágica (EHEC); E. coli enterotoxigênica (ETEC); E. coli 

enteropatogênica clássica (EPEC); E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 

enteroagregativa (EaggEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (LEVINE, 1987; 

NATARO & KAPER, 1998; KUHNERT et al., 2000). 

 

II.2.1 E. coli enterohemorrágica (EHEC) 

 
A classe EHEC também é conhecida por STEC (“Shiga Toxin Producing E. 

coli”) ou VTEC (“Vero Toxin Producing E. coli”) e está associada à doença em 

humanos e animais (KUHNERT et al., 2000). As Shigatoxinas (Stx) ou 

Verocitotoxinas (VT) pertencem à uma grande família de proteínas ribossomo-

inativadoras (ribosome-inactivating proteins - RIPs) encontradas em uma grande 

variedade de plantas e em algumas bactérias (EHEC), que possuem atividade 

enzimática (KUHNERT et al., 2000).  

KONOWALCHUC et al. em 1977 observaram pela primeira vez que VTEC 

produzia uma potente enterotoxina termolábil capaz  de causar efeito citotóxico em 

células Vero (células de rim de macaco verde africano), então denominaram-na de 

verotoxina (VTEC). Em 1983, O’BRIEN & LA VECK observaram que a atividade 

VTEC podia ser neutralizada por anticorpos específicos para a toxina Shiga, uma 

toxina extracelular de Shigella dysenteriae e, passaram a referi-la como toxina 

“Shiga-like” (SLTEC) ou simplesmente STEC.  

Múltiplos fatores de virulência contribuem para a patogenicidade da EHEC e, 

inclui-se a produção de Stx na habilidade do patógeno em causar lesões nas 

microvilosidades da parede intestinal do hospedeiro (KARMALI, 1989, KUHNERT et 

al., 2000). As E. coli Stxs são classificadas em dois tipos, E. coli Stx tipo 1 (Stx1 ou 

VT1) e E. coli Stx tipo 2 (Stx2 ou VT2), que apesar de ser extremamente similar à 

Stx1 no modo de ação, na estrutura e nas características bioquímicas, a Stx2 difere 
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na capacidade de provocar doenças (SCOTLAND et al., 1985). Geralmente a Stx no 

epitélio intestinal de bovinos não causa citotoxidade. As Stxs são proteínas que 

apresentam uma subunidade A (30-35 kDa) e cinco subunidades B (entre 7 e 11kDa) 

(STROCKBINE et al., 1988). A subunidade A inibe a síntese protéica de células 

eucarióticas e as subunidades B são responsáveis pela ligação da toxina aos 

receptores celulares (STROCKBINE et al., 1988). 

Infecções por E. coli é a causa de várias doenças que acometem humanos. 

Linhagens virulentas e não-virulentas de STEC têm o trato gastrointestinal de 

bovinos como um importante reservatório e, o consumo de carne crua ou mal cozida 

contaminada pelas fezes destes animais, ingestão de leite cru ou, ainda, pelo 

manuseio de materiais contaminados, são as formas de infecção para o homem 

(KUHNERT et al., 2000, STEVENS et al., 2002). A transmissão pessoa-pessoa 

também pode ocorrer (KUHNERT et al., 2000), mas neste caso devido à falta de 

higiene, como por exemplo lavar as mãos após idas ao banheiro ou após a troca de 

fraldas de uma criança.  

As STEC podem causar desde uma diarréia branda, sanguinolenta (colite 

hemorrágica) à síndrome hemolítica urêmica (HUS) em crianças e adultos, com 

maiores ou menores efeitos conforme as condições imunológicas do indivíduo 

(KRISHNAN et al., 1987; CRAY JR, et al., 1996; JENKINS et al., 2003; BETTELHEIM 

et al., 2005). A HUS provoca a maior complicação das infecções, caracterizada por 

anemia hemolítica, trombocitopenia e falência renal aguda, que pode estender-se a 

outros órgãos (CRAY JR, et al, 1996), a taxa de mortalidade é de 2-7% e uma taxa 

de seqüelas em longo prazo, como a insuficiência renal, lesões neurológicas ou 

hipertensão, de 12-30% (WHO, 1997).  

Em 1983 ocorreram dois surtos epidemiológicos de STEC, o primeiro, nos 

Estados Unidos, caracterizado por uma severa dor abdominal seguida por diarréia 

líquida sanguinolenta (colite hemorrágica), foi associada à ingestão de hamburgueres 

mal cozidos, em uma rede de “fast food” (RILEY et al., 1983) e o segundo, no 

Canadá, onde crianças apresentavam a HUS, também associada à ingestão de 

alimentos mal cozidos (KARMALI et al., 1983). Na HUS há uma destruição de 
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eritrócitos e falha aguda dos rins, podendo levar o indivíduo a óbito (NASCIMENTO & 

STAMFORD, 2000). A prevenção é importante porque o tratamento com antibiótico 

das infecções por EHEC não é indicado, pois o tratamento pode desencadear a 

liberação de endotoxinas que predispõem ao HUS (GRIFFIN, 1995). 

Há mais de 400 sorotipos O:H de STEC isolados de gado bovino (BLANCO et 

al., 2004). A diversidade de E. coli comensal não-STEC presente na microbiota 

intestinal bovina é de grande interesse, uma vez que esses organismos podem 

potencialmente adquirir genes de virulência pelo mecanismo de transferência 

horizontal de genes, via mobilidade genética de elementos, como os fagos por 

exemplo (HACKER & KAPER, 2000). 

 MOON et al. (1983) descreveu uma lesão intestinal produzida por E. coli  

como “attaching-and-effacing” (A/E), após observar a ligação íntima da bactéria à 

superfície apical do enterócito (“attaching”) e um entumescimento nas 

microvilosidades intestinais (“effacing”), produzindo uma enterotoxina termo-estável 

(EAST1). Os genes cromossomais de patogenicidade que codificam as lesões 

histopatológicas estão presentes em uma ilha de patogenicidade de 35.6 kb, 

denominada por  “locus of enterocyte effacement” (LEE) (McDANIEL et al., 1995; 

FRANKEL et al., 1998). Os LEE foram primeiramente descritos em EPEC E2348/69 

por McDANIEL et al. em 1995, mas estão também presentes em EHEC, Hafnia alvei, 

Citrobacter rodentium e em E. coli patogênicas em uma diversidade de espécies 

animais (FRANKEL et al., 1998). Os LEE de EPEC E2348/69 contêm 41 frames 

abertos de leitura (ORFs) de mais de 50 aminoácidos (FRANKEL et al., 1998; 

ELLIOTT et al., 1998). Estes genes são organizados em três regiões principais com 

funções conhecidas. A região média contém os genes eae (que codificam a adesina 

intimina necessária no processo “attachin-and-effacing”) e o gene tir (que codifica um 

receptor para a intimina que é transportado para as células do hospedeiro através do 

sistema de secreção tipo III), os produtos que estão envolvidos na aderência da 

vilosidade epitelial (FRANKEL et al., 1998). Os genes eae e tir são os que codificam 

o sistema de secreção tipo III (ELLIOTT et al., 1998; FRANKEL et al., 1998). Nove 

destes genes são homólogos aos genes ysc que codificam o sistema de secreção 
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tipo III presentes em Yersinia, Shigella, Salmonella e em outros patógenos que 

possuem este importante mecanismo de secreção (FRANKEL et al., 1998). A terceira 

região principal dos LEE, situada abaixo dos genes eae, codifica diversas proteínas 

que são secretadas através do sistema de secreção tipo III; as mais proeminentes 

destas proteínas são EspA, EspB e EspD (FRANKEL et al., 1998). Muitos patógenos 

de animais e plantas usam o sistema de secreção tipo III para secretar os fatores de 

virulência, onde alguns dos fatores são injetados (transportadas) diretamente do 

citoplasma do patógeno para o citosol da célula do hospedeiro (HUECK, 1998; 

FRANKEL et al., 1998).  O gene eae não tem sido detectado em todas as linhagens 

E. coli produtoras de Shigatoxina isoladas tanto de bovinos diarréicos como sadios, 

indicando a possibilidade de haver outro, ou outros, fatores importantes que 

influenciem na persistência da bactéria ao intestino bovino (WIELER et al., 1996; 

JENKINS et al., 2002; STEVENS et al., 2002) 

Existe um número muito grande de sorotipos de EHEC, mas a E. coli O157:H7 

é o protótipo desta categoria. E. coli O157:H7 pode causar grande surto de 

intoxicação alimentar, em humanos, decorrentes da ingestão de alimentos e água 

contaminados (RILEY et al., 1983; KARMALI et al., 1983; STEVENS et al., 2002), 

podendo ser encontrada na microbiota intestinal de bovinos, suínos, caprinos, 

caninos, felinos e aves (BEUTIN et al., 1993), mas sem causar-lhes doença ou 

causando-lhes apenas uma diarréia branda; portanto, são meramente considerados 

um reservatório da bactéria O157 (ELDER & KEEL, 2000). 

Dependendo das condições e da sobrevivência do patógeno nas fezes dos 

animais contaminados com E. coli O157:H7, estas fezes são uma importante fonte 

de reinfecção para o rebanho e contaminação do meio ambiente (WANG et al., 1996; 

STEVENS, et al.2002). Esta bactéria pode se manter viável na água por um longo 

tempo, contaminando grandes áreas de abastecimento rural, urbano e de lazer 

aquático (SWERDLOW, et al., 1992; WANG & DOYLE, 1998; CHALMERS et al., 

2000; STEVENS et al., 2002; SOLOMON et al., 2002). BESSER et al. (1993) 

associaram a infecção de 23 pessoas por E. coli O157:H7 ao consumo de maçãs 

frescas caídas no solo em uma área contaminada pelo patógeno. 
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A STEC não-O157 está freqüentemente associada à infecção em humanos, 

pelo consumo de carne contaminada mal cozida e leite cru; também está associada 

ao consumo de hortaliças, frutas e águas contaminadas por detritos de animais 

portadores, através do uso de esterco nas plantações ou, pelos detritos presentes no 

pasto, ou até mesmo por contaminação de pessoas que trabalham diretamente em 

contato com estes animais e seus detritos (RILEY et al., 1983; DOYLE, 1991; SILVA 

et al., 2001). O gado sadio é normalmente um portador da E. coli O157:H7, a qual 

também é encontrada em gado diarréico. O isolamento deste gado doente não 

resolve o problema, uma vez que ele dissemina  o patógeno por todo o campo, 

contaminando o solo e águas próximas ao pasto (WANG et al. 1996). 

 

II. 2. 2  E. coli enterotoxigênica (ETEC) 

 

 Associada à diarréia em indivíduos de todas as idades; as enterotoxinas de 

ETEC são classificadas como termo-estáveis (ST) e termo-lábeis (LT) (LEVINE, 

1987; SERIWATANA et al., 1988). A termoestabilidade é definida pela retenção da 

atividade tóxica após incubação a 100oC por 30 minutos, enquanto a termolabilidade 

significa que a atividade da enzima é perdida nestas mesmas condições. Algumas 

amostras podem expressar uma ou ambas enterotoxinas (NATARO & KAPER, 

1998).  

As enterotoxinas LT são subdividadas em LT-I (E. coli patogênicas associadas 

a animais e homem) e LT-II (E. coli associadas a animais e alimentos mas, 

raramente ao homem). As ETEC aderem às células da mucosa do intestino delgado 

e produzem uma enterotoxina termo-estável (EAST1), sem provocar alteração nas 

microvilosidades e nem penetram seu epitélio. As enterotoxinas LT estimulam 

enzimas envolvidas na manutenção do equilíbrio hidrossalino da mucosa intestinal, 

causam acúmulo de água e eletrólitos no lúmen intestinal, posteriormente 

desencadeiam uma diarréia em que as fezes não apresentam leucócitos, sangue ou 

muco (NATARO & KAPER, 1998). As enterotoxinas ST são pouco imunogênicas 

sendo subdivididas em STa (resultam numa secreção de água e eletrólitos) e STb 
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(estimula a liberação de carbonatos das células intestinais) (NATARO & KAPER, 

1998). 

 

II. 2. 3 E. coli enteropatogênica clássica (EPEC)  

 

 A EPEC é responsável pela maioria das gastroenterites que acometem 

principalmente crianças menores de um ano de idade, principalmente associadas 

aos sorogrupos O111 e O119 (LEVINE, 1987; CORRÊA, 2000), caracterizada por 

diarréia aquosa e sanguinolenta. O reservatório parece ser o próprio homem 

(TRABULSI et al., 2002). Aderem intimamente às células da mucosa intestinal (pela 

intimina expressada pelo gene eae) através do pilus BFP (“Bundle-Forming-Pilus”), 

pelo fenômeno “attaching-and-effacing” (A/E), em célula HEp-2 (células de carcinoma 

epidermóide de laringe humana), mediadas pelo BFP (KAPPER et al., 1995; 

JAWETS et al., 2000). É um plasmídeo que expressa uma adesina (AAF/1) e produz 

uma enterotoxina termo-estável (EAST1) (NATARO et al., 1992). As EPEC são 

classificadas em: I ou clássica (aderência em HEp-2) e II (aderência difusa ou 

ausente em HEp-2).  

 

II. 2. 4 E. coli enteroinvasora (EIEC) 

 

 São mais freqüentes em crianças com mais de dois anos de idade e em 

adultos. Os sorotipos de EIEC são estreitamente relacionados a Shigella, 

apresentando em comum muitas características bioquímicas, antigênicas e de 

patogenicidade. A infecção intestinal é resultado da penetração da bactéria nas 

células intestinais sem a produção de nenhum tipo de toxina, há necrose neste 

tecido, podendo causar diarréia sanguinolenta ou não, acompanhada de dores 

abdominais e febre (TRABULSI et al., 2002). 
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II. 2. 5 E. coli enteroagregativa (EAEC ou EaggEC)  

 

 Formam um padrão agregativo de adesão, quando se associam com células 

Hep-2 (células de carcinoma epidermóide de laringe humana) (NATARO et al., 

1992). São freqüentes em fezes de crianças normais e com diarréia aguda aquosa 

ou hemorrágica (TRABULSI et al., 2002). É um plasmídeo que expressa uma 

adesina (AAF/1) e produz uma enterotoxina termo-estável (EAST1), mas não 

causam o fenômeno “attaching-and-effacing” (A/E) como ocorre em EPEC (NATARO 

et al., 1992). 

 

II. 2. 6 E. coli difusamente aderente (DAEC) 

 

 Pouco se sabe sobre a epidemiologia e aplicação clínica da doença causada 

por DAEC. Causam diarréia aquosa em crianças e, em estudos realizados por 

POITRINEAU et al. (1995) envolvendo crianças hospitalizadas com idades entre 1 

mês e 14 anos, a maioria delas também apresentavam vômitos. Uma linhagem 

específica de DAEC (Afa/Dr adhesins DAEC) estão envolvidas com infecções de 

trato urinário (pielonefrite, cistites e bacteriúria assintomática) (SERVIN, 2005). 

 

II. 3 Compostagem  

 

Os solos são formados após decomposição de rochas através da ação de 

microrganismos vivos, associados a fatores físico-químicos. Para manter sua 

fertilidade e equilíbrio, é necessária a reposição dos nutrientes perdidos com a 

absorção realizada pelas plantas e da matéria orgânica consumida pelos organismos 

presentes nela (HARUTA et al., 2005). Esta reposição é feita naturalmente com a 

queda de folhas, frutos, gravetos e com a morte de pequenos animais.  Mas o 

homem também pode interferir neste processo natural recompondo a fertilidade e a 

vida do solo com processos como a compostagem. 
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Desde a antiguidade, contam-se lendas da importância de adubos orgânicos, 

como por exemplo, na mitologia grega, o Rei Auges mandou matar Hércules por não 

querer pagar-lhe 10% de esterco do curral como pagamento de honorários pela 

limpeza de estábulos ou, Homero, em Odisséia, que relata o uso de esterco na 

Grécia Antiga como prática agrícola. Palissy, em 1563, teorizou que a partir das 

cinzas das plantas no solo, é que elas retiravam o nutriente necessário para seu 

desenvolvimento. Atualmente, a teoria de Palissy  foi constatada através de análises 

químicas do solo e das plantas e, de quão é necessário os nutrientes às plantas 

(NAKAGAWA, 1992). No Brasil, o desenvolvimento do processo de compostagem foi 

observado pela primeira vez, pelo primeiro diretor do Instituto Agronômico (IAC), 

Dafert, em 1888, com o incentivo aos agricultores em produzir os “estrumes 

nacionais”, já que os adubos minerais eram importados (ALVES, 1996). 

Compostagem é o termo associado ao processo biológico de tratamento de 

resíduos sólidos, orgânicos, agrícolas e florestais, através do qual a matéria orgânica 

é transformada, pela ação de microrganismos existentes no próprio resíduo, 

resultando em material estável e utilizável na preparação de húmus (ALVES, 1996; 

CAMPBELL, 1999; HARUTA et al., 2005). A compostagem é um processo de 

oxidação biológica onde os microrganismos decompõem, naturalmente, os 

compostos constituintes dos materiais, liberando dióxido de carbono e vapor d´água. 

É um processo tanto aeróbio como anaeróbio. Sob condições que favoreçam o 

desenvolvimento de microrganismos termofílicos, há produção biológica de calor 

(ALVES, 1996; CAMPBELL, 1999; HARUTA et al., 2005). 

A norma brasileira NBR-10004 define resíduos como: produtos nos estados 

sólidos e semi-sólidos que resultam de atividades da comunidade, de origem 

industrial, doméstica, hospitalar, comercial e agrícola, ficando incluídos os lodos 

provenientes do tratamento de água (GROSSI, 1993). 

A compostagem objetiva a conversão do material orgânico que não se 

encontra em condições de ser incorporado ao solo, em um material admissível para 

que esta mistura possa ser realizada, assim como na destruição da viabilidade das 

sementes, de infestantes e de microrganismos patogênicos (HARUTA et al., 2005). 
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Os materiais utilizados para a compostagem podem ser divididos em duas 

categorias: a dos materiais ricos em carbono (materiais lenhosos, podas, cascas de 

árvores, serragens, folhas secas, papel , feno, etc) e os ricos em nitrogênio (folhas 

verdes, estrume de animais, urinas, solo, restos de hortifrutis, ervas, etc...), sendo 

fundamentais para o crescimento bacteriano. O carbono orgânico é a principal fonte 

de energia e o nitrogênio se faz necessário para a síntese celular (ALVES, 1996; 

PEREIRA NETO, 1996). 

Para o processo adequado de compostagem, há variantes que devem ser 

observadas, como: umidade, temperatura, relação carbono/nitrogênio, aeração, pH, 

tamanho e local das pilhas, leiras ou valas, materiais utilizados na construção do 

sistema, entre outros (ALVES, 1996; PEREIRA NETO, 1996). 

A umidade deve ser controlada, o ideal é o teor de umidade em torno de 50%, 

pois valores abaixo de 40% podem reduzir a ação dos microrganismos e acima de 

60% podem ocorrer falta de O2 em algum ponto do composto, levando a uma 

decomposição por processos anaeróbios, que levam a produção de gases mal 

cheirosos e formação do chorume (EGREJA FILHO & PEREIRA NETO, 1993; 

PEREIRA NETO, 1996; CAMPBELL, 1999).  

A temperatura também influi, e muito, no processo, pois há duas fases a 

serem levadas em conta, a primeira é denominada de fase termofílica, com 

temperaturas entre 45 e 65oC. Nesta fase a atividade biológica atinge seu máximo,  

há intenso consumo de O2, ocorrendo eliminação de patógenos e sementes de ervas 

daninhas. A outra é a fase mesofílica onde as temperaturas ficam abaixo de 45oC 

(KIEHL, 1985; ALVES, 1996; PEREIRA NETO, 1996; CAMPBELL, 1999) (Fig. 1 e 2). 

A fase termofílica não deve ultrapassar 70oC para que não ocorra a morte dos 

microrganismos necessários para o processo de decomposição do material (KIEHL, 

1985; ALVES, 1996; PEREIRA NETO, 1996; CAMPBELL, 1999). Após esta fase 

segue-se uma redução da temperatura, onde se dá a bioestabilização da matéria 

orgânica e a sua humificação (KIEHL, 1985). A humificação é um processo de 

transição após degradação microbiana, onde as substâncias que eram anteriormente 

de baixo peso molecular se condensam formando estruturas com alto peso, estáveis 
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a ataques microbianos (ALVES, 1996), nesta fase a temperatura do sistema está 

próxima à temperatura ambiente  (KIEHL, 1985; ALVES, 1996; PEREIRA NETO, 

1996; CAMPBELL, 1999). Na verdade esses limites de temperatura não são rígidos e 

representam muito mais os intervalos de temperatura ótima para cada classe de 

microrganismos presentes (KIEHL, 1985) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fases de temperatura no processo de compostagem (ALVES, 1996) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Evolução da temperatura no composto em relação ao tempo de compostagem (ALVES, 

1996) 
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A relação carbono/nitrogênio deve ser de 30/1 no inicio do processo, pois 

parte do carbono será transformado em CO2 e parte utilizada no crescimento 

microbiano (KIEHL, 1985; ALVES, 1996; PEREIRA NETO, 1996; CAMPBELL, 1999). 

O carbono é fornecido com a utilização de serragem, folhas, gramas e, o nitrogênio 

pelos estercos, lixos orgânicos entre outros  

Com relação à aeração, o suprimento de O2 é um dos fatores mais influentes 

no processo de compostagem. Com relação à forma de aeração, este pode ser 

classificado como sistema aberto ou fechado (EGREJA FILHO & PEREIRA NETO, 

1993), dependendo da metodologia empregada, pois a aeração em níveis 

adequados pode possibilitar a decomposição de forma mais rápida e com a não 

produção de odores ruins (EGREJA FILHO & PEREIRA NETO, 1993; PEREIRA 

NETO, 1996). Em estudos com esterco de ovinos, KUDVA et al. (1998) relataram 

que E. coli O157:H7 pode sobreviver por mais de um ano em esterco contaminado 

não-aerado exposto às condições ambientais. 

Visando todas estas variáveis, o principal é o fornecimento das condições 

ideais para o desenvolvimento e manutenção dos microrganismos responsáveis pela 

estabilização da matéria orgânica (KIEHL, 1985; ALVES, 1996), uma vez que a 

compostagem efetivamente reduz o número de coliformes fecais à um número 

mínimo de células ou até mesmo a zero (CARROL & JASPER, 1978). 

Em pilhas muito altas ou valas muito profundas pode ocorrer compactação das 

camadas inferiores produzindo chorume e apresentarem um alto teor de umidade, 

aquecerem muito no centro ou possuírem o centro sem aeração. Em volume 

pequeno de material a ser decomposto há intensa troca entre o ar interno com o 

externo, não permitindo elevar a temperatura e, conseqüentemente, impede a 

proliferação de microrganismos termofílicos; este fato não impede que a 

compostagem ocorra, apenas retarda o processo (NAKAGAWA, et al., 1991). O ideal 

é medir entre 1 a 1,8m3 no caso de sistema de pilhas (ALVES, 1996; CAMPBELL, 

1999) e 0,6m3 no caso de sistema em valas (KUDVA, et al. 1998; LARNEY et al. 

2003). 
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Estudos determinaram que variações nas condições da compostagem podem 

influenciar na sobrevivência de bactérias patogênicas (Salmonella, Mycobacterium 

paratuberculosis, E. coli) e vírus (rotavírus, herpesvírus, vírus causador da hepatite A 

e vírus responsáveis por doenças respiratórias), e conseqüentemente infectar gado 

pastando nestas áreas contaminadas pelo processo de compostagem inadequado 

(CARROL & JASPER, 1978; DENG e CLIVER, 1995; GOODGER et al., 1996; 

WANG et al., 1996; AJARIYAHAJORN et al., 1997; KUDVA et al., 1998; LARNEY, et 

al., 2003), mas estes sistemas também podem ser alvo de contaminação externa ou 

serem fontes de contaminação para outro sistema (CARROL & JASPER, 1978). 

 O esterco bovino é uma boa fonte de macro e micronutrientes para a 

recuperação do solo (INGHAMN et al., 2004; AMORIM, 2005). Métodos tradicionais 

para a utilização de fezes de gado como fertilizante e, a maneira em que são feitos 

os tratamentos destes, podem trazer sérios danos à saúde ambiental e humana 

(RINK, 1992; PEREIRA NETO, 1996; AMORIM, 2005). Deve-se utilizar métodos que 

não causem contaminação da água ou poluição atmosférica e do solo. Mantendo-se 

as condições aeróbias ou não, a temperatura é o fator determinante da população 

microbiana durante a compostagem (TIQUIA et al, 2005).   

 A compostagem em vala é uma forma de sistema fechado com relação à 

aeração, e permite que o material permaneça aquecido durante o inverno e verão, 

além da vantagem de manter escondido o material a ser decomposto e evita o mau 

cheiro (RINK, 1992). O sistema de pilhas sob o solo é um sistema aberto com 

relação à aeração, devendo ser bem montado e monitorado, para que não atraia 

insetos e que não apresente cheiro ruim (PEREIRA NETO, 1996).  

Vários trabalhos concluíram que as temperaturas obtidas pelo calor liberado 

não são suficientes para a destruição dos patógenos presentes no material (WANG 

et al. 1996; KUDVA, et al. 1998; LARNEY et al. 2003). Em fazendas onde se cria 

gado leiteiro, freqüentemente são isoladas E. coli  produtora de shigatoxina, incluindo 

o sorotipo O157:H7 (WANG et al., 1996).  

 CARROL & JASPER (1978) evidenciaram a presença de E. coli, Klebsiella e 

Enterobacter após compostagem de fezes de gado leiteiro contaminados com 
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mastite bovina, com temperatura de 55oC em sistemas tanto em anaerobiose como 

aerado, após recuperação destes microrganismos em caldo de crescimento nutritivo.  
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III OBJETIVO 

 

Este trabalho teve por objetivo determinar qual o tempo adequado de 

compostagem e em qual temperatura o patógeno STEC não-O157 perde sua 

patogenicidade/virulência através da análise de amostras de esterco bovino em 

compostagem  anaeróbia, coletadas por 10 dias consecutivos e, após, a cada 5 dias 

até o trigésimo dia e no 120o dia, em profundidades diferentes (superficial, 

intermediária e profunda) em dois sistemas de compostagem distintos. 
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IV MATERIAIS E MÉTODOS 

 

IV. 1 Origem e coleta das amostras 

 

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas em um laticínio presente 

na região da cidade de Franca – SP. Foram feitas coletas de fezes com “swabs” 

retais, em 50 vacas leiteiras, no momento da ordenha. Este material foi armazenado 

em meio de cultura Cary-Blair (DIFCO) (RAHN et al., 1997), para assegurar que as 

amostras se mantivessem o mais próximo possível do estado natural, sem 

multiplicação microbiana significativa. O gado era criado à pasto e suplementado 

com ração e silagem. Os “swabs” coletados foram transportados para o laboratório 

em caixa térmica, sendo manipulados em um prazo máximo de três horas. 

 

IV. 2 Isolamento e caracterização das amostras de E. coli 

 

Os “swabs” foram semeados diretamente sobre a superfície de ágar 

MacConkey em placas de Petri, e incubadas em estufa a 37oC por 24 horas. O efeito 

seletivo do meio é exercido pelos sais biliares e pelo cristal violeta presentes no 

meio, que atuam inibindo a flora Gram positiva. A fermentação da lactose foi 

observada pela alteração da cor do indicador de pH vermelho neutro. De maneira 

aleatória, 5 colônias isoladas, fermentadoras de lactose com morfologia 

característica foram selecionadas desta cultura preliminar, para a detecção de E. coli 

e, crescidas novamente em ágar Luria-Bertani (DIFCO), incubadas a 37oC, por 24 

horas, e armazenada a 4oC para posteriores testes bioquímicos. 
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IV. 3 Testes bioquímicos  

 

Com o auxílio de uma agulha de semeadura esterilizada, os isolados do meio 

de cultura Luria-Bertani (10,0g triptona, 5,0g extrato de levedura, 10,0g cloreto de 

sódio, água destilada qsp 1000mL) foram semeados em meio Tríplice de Açúcar e 

Ferro (TSI) (BIOBRÁS) picando-se o meio até o fundo do tubo e fazendo estrias no 

ápice e, incubadas a 37oC por 24 horas. Confirmados como coliformes 

fermentadores de lactose, glicose e sacarose, devido à produção de ácidos a partir 

da fermentação destes açúcares com modificação da cor do meio, passando de 

alaranjado para totalmente amarelo e produção de gás (prova positiva). Mas por ser 

um meio de cultura rico em compostos protéicos, as amostras que se apresentaram 

positivas para este teste foram analisadas, em meio ágar Citrato de Simons 

(BIOBRÁS), inoculando com agulha de semeadura e em linha reta. Como E. coli não 

possue a permease do citrato, este não é transportado para o interior da célula e, 

como o citrato de sódio é a única fonte de carbono presente, não houve crescimento 

na superfície do meio e, nem alteração de sua cor original, azul (prova negativa). 

Para testar o indol, o microrganismo foi inoculado em tubos contendo caldo 

triptofano (OXOID), com o auxílio de alça de semeadura e mantidos em temperatura 

ambiente por 36 horas. Ao término deste período, foram adicionadas 4-5 gotas de 

Reativo de Kovacs (VETEC – Química Fina para Laboratórios) pela parede do tubo. 

O desenvolvimento de cor vermelho fúcsia brilhante na superfície de contato entre o 

reativo e o caldo, segundos após a adição, indicou a presença de indol (prova 

positiva), que é um produto metabólico da degradação do aminoácido triptofano pela 

ação da enzima triptofanase. 

Lisinas ou descarboxilases são enzimas substrato-específicas que ao atuarem 

sobre a carboxila (COOH) do aminoácido cadaverina formam aminas alcalinas, por 

descarboxilação, e dióxido de carbono (CO2), determinados por alteração de pH e 

coloração de azul-púrpura (original) para amarelo (fermentação de açúcar) e para 

azul-púrpura novamente (reação positiva). Uma alçada da cultura pura foi inoculada 
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em tubos com condições anaeróbias (com a utilização de óleo mineral esterilizado) e 

mantidos por aproximadamente 24 horas a 37oC. 

A uréia é uma diamida do ácido carbônico sendo facilmente hidrolisada, 

liberando amônia e dióxido de carbono. A urease é uma enzima presente em vários 

microrganismos capazes de hidrolisar a uréia; este processo gera carbonato de 

amônio alcalinizando o meio, havendo mudança de cor para uma tonalidade rósea 

sendo urease positiva e E. coli negativa, pois nesta a enzima urease é inexistente. 

Após inoculação da bactéria de cultura pura com agulha de semeadura em meio 

ágar uréia base Christensen (BIER, 1985), por 24 horas a 37oC, sem alterações na 

cor do meio foram consideradas urease negativa. 

Foram feitos testes adicionais para os açúcares celobiose, dulcitol e sorbitol, 

ambos a 10% esterilizados por filtração, a partir de cultura pura de E. coli, em tubos 

contendo 3,0mL de caldo vermelho de fenol base adicionados, separadamente, dos 

açúcares, de forma a obter uma concentração final do açúcar de 0,1%. Os tubos 

foram incubados a 37oC por 24 a 48 horas. Após a incubação foram observados as 

produções de ácidos, evidenciada pela alteração do indicador vermelho de fenol para 

amarelo (fermentadores positivos); no caso especifico para E. coli foram 

considerados sorbitol e celobiose negativos e dulcitol positivo.  

 Uma vez isolada e confirmada a presença de E. coli na série bioquímica, 

foram feitos sorotipagens utilizando o antisoro para o sorogrupo O157 através de kit  

específico, “O157 latex agglutination test” (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK) . A 

linhagem EDL 933 (O157:H7) foi utilizada como um controle positivo. As cepas que 

não aglutinaram com este antisoro foram classificadas como não-O157. 

 

IV. 4 Preparação do DNA bacteriano para amplificação 

 

 O DNA a ser amplificado foi liberado da célula bacteriana por fervura 

(KESKIMAKI et al, 2001). A bactéria foi cultivada em 2,0 mL de caldo Luria-Bertani 

sem glicose (10 g triptona, 5 g extrato de levedura, 5 g NaCl por litro, pH 7.0), por 18 

horas a 37oC. Após este período de crescimento, 1,0mL da cultura foi transferido 
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para tubo tipo “eppendorf” e, após uma centrifugação (12.000g – 30 segundos), o 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 200�L de água Milli-

Q autoclavada e, nova centrifugação foi realizada (12.000g – 30 segundos). A 

ressuspensão, centrifugação e o descarte do sobrenadante foram realizados 

novamente, sob as mesmas condições. O precipitado foi novamente ressuspendido 

em 200�L de água Milli-Q autoclavada e o tubo foi incubado por 10 minutos a 1000C, 

para que ocorra a quebra da parede celular. Após a centrifugação do lisado (12.000g 

– 10 segundos), 150�L do sobrenadante foi recuperado em um novo tubo tipo 

“eppendorf” e, estocado a –20oC como estoque de DNA molde (KESKIMAKI et al, 

2001). 

 

IV. 5 Amplificação dos fragmentos de DNA através da técnica da PCR  

 

 Técnicas de PCR foram utilizadas para a amplificação da seqüência genética 

de Stx1 e de Stx2, onde foram usados como iniciadores os oligonucleotideos 

descritos por ORDEN et al. (1998). O par para Stx1 amplificará um fragmento de 

894-pb e, o par para Stx2, um fragmento de 478-pb (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Seqüências de bases dos iniciadores específicos para Stx usados em PCR e tamanho dos produtos 

amplificados. 

 
Iniciador 

 
Seqüência do Oligonucleotídeo (5´-3´) 

Tamanho do Produto 
Amplificado  

(pares de base) 
Stx1a CAGTTAATGTGGTGGCGAAG  
Stx1b CTGCTAATAGTTCTGCGCATC 894 
Stx2a CTTCGGTATCCTATTCCCGG  
Stx2b GGATGCATCTCTGGTCATTG 478 

 

 A PCR foi realizada em um volume de 50 �L, contendo 10 �L do DNA molde; 

oligonucleotídeos 150 ng (cada); dNTPs 0,2 mM (cada); Tris-HCl pH 8.3 10mM; 

MgCl2 1,5 mM; KCl 50 mM e Taq DNA Polymerase (Perkin Elmer) 2.5 unidades. As 

reações foram recobertas com óleo mineral para evitar a evaporação no processo de 
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termociclagem. A PCR foi realizada em termociclador (ELMER LETUS), com um 

ciclo de desnaturação inicial de 2 minutos a 94oC, seguido de 30 ciclos de 94oC por 1 

minuto, 55oC por 1 minuto e 72oC por 1 minuto e ciclo final de extensão a 72oC por 

10 minutos (ORDEN et al., 1998).  

 Após a reação de PCR, 10 �L das amostras foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 2 % em tampão 1 x TAE acrescido de brometo de etídeo (0,5 

�g/mL), por aproximadamente 50 minutos a 90 volts. Este gel foi analisado sob 

incidência de luz UV para a verificação da presença do DNA amplificado, usando 

como padrão de peso molecular o marcador da Ø X174 Hae III-digest (Pharmacia). 

Cepas de E. coli utilizadas como padrão: Stx1 E. coli O157:H7 e Stx2 (J2), ambos 

cedidos pelo Departamento de Microbiologia do IB – UNICAMP. 

 

IV. 6 Compostagem 

 

Os sistemas de compostagem foram montados em uma área cedida pelo 

Setor de Jardins no Campus da USP-Ribeirão Preto; uma área de acesso restrito aos 

funcionários do setor e que estava desativada, mas mesmo assim a área foi cercada 

com arames e estacas. 

No rebanho examinado apenas o gene stx2 foi detectado nas células 

bacterianas fecais e em apenas 6% delas. Após o confinamento das vacas 

previamente confirmadas para STEC, o esterco coletado foi manualmente misturado 

em um recipiente, coberto com plástico esterilizado e adicionado a dois sistemas de 

compostagem um sobre o solo em forma de pirâmide (1m3) e o outro em vala 

(0,6m3). 

O período de execução do experimento foi compreendido entre 08.05.2005 a 

04.09.2005 e as coletas realizadas entre 14:00 hs a 16:00 hs. 

A cada dia, nos 10 primeiros dias, a cada cinco dias por durante um mês, e 

nos 60o e 120o dias, amostras de esterco foram coletadas, respectivamente do topo, 

do meio e da base dos compostos. A cada dia de coleta sete amostras foram obtidas 

e seguidas por culturas para se determinar a presença de E. coli. Como forma de  
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“simular” o que ocorre naturalmente no pasto, uma pilha de fezes bovina foi 

depositada diretamente sobre uma cobertura de grama, na área destinada ao 

experimento e deixada exposta sob as condições ambientais locais (Fig. 3); este 

procedimento foi denominado, por nós, de “monte”, de onde também foram feitas 

coletas que seguiram o mesmo destino que as dos sistemas de compostagem. As 

coletas foram feitas com “swab” esterilizado e transportadas ao laboratório em meio 

Cary-Blair (DIFCO); para dar o comprimento necessário para os pontos de coleta, 

foram colocadas uma extensão com vara de bambu. À este aparato foi afixado um 

termômetro para medir a temperatura nos pontos de coleta (Fig. 4).  

 

 

 

 

 

 
Figura 3. O “monte” de esterco sobre uma cobertura de capim, destacando uma das coletas. 
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Figura 4. Aparato montado para as coletas e medições de temperaturas. 

 

As amostras foram semeadas em placas de ágar MacConkey (BIOBRÁS) e 

em caldo de crescimento nutritivo (Sigma Chemical) no máximo 1 hora após a coleta 

(CARROL & JASPER, 1978).  Após o período de uma noite em condições de 

crescimento aeróbio a 37oC, uma alçada do caldo foi estricada em uma placa de ágar 

MacConkey e novamente incubada por uma noite a 37oC. Foram coletadas uma 

alçada de células de uma área de crescimento confluente e inoculadas em meio de 

crescimento Luria Bertani; o estoque de DNA molde foi obtido como descrito acima. 

A presença do gene bacteriano stx 2 foi analisado por PCR. 

Foi realizada uma coleta inicial das fezes que estavam dentro do cano, 

determinada como “Tempo Zero”, para confirmar a presença de STEC não-O157 e, 

também foram coletadas amostras do esterco maturado que fazia parte dos sistemas 

de compostagem, como forma de controle negativo, para apenas averiguar a 

ausência de E. coli. A área foi completamente cercada para proteção (Fig. 5). Os 

riscos de contaminação cruzada foram minimizados pela ausência de gado ou outro 

animal considerado como possível reservatório e, os riscos de contaminação do solo, 

de água ou de culturas foram minimizados com o acondicionamento das fezes 
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frescas em canos de PVC antes do processo de montagem dos sistemas de 

compostagem. 

 

 
 Figura 5. Área dos sistemas de compostagem completamente cercada para proteção. 

 

 

IV.6.1 Esterco bovino em compostagem sobre o solo em forma de pirâmide 

 

A compostagem foi feita da seguinte maneira: foram dispostas camadas 

intercaladas de capim (20 cm), serragem (1-2 cm) e esterco maturado (10 cm), até 

que se fizessem 3 camadas de cada e, que estas ficassem em forma de pirâmide 

com um volume de 1 m3 (KUDVA et al., 1998). Entre as camadas de esterco foram 

colocados tubo de PVC  ¾’ (um para cada camada), com perfurações de 2mm, do 

centro da pirâmide para uma das extremidades, contendo as fezes a serem 

analisadas. Os tubos foram fechados, nas extremidades que ficaram no centro, com 

uma tampa (também de PVC) e, nas outras extremidades foram fixados tubos feitos 

com tela antiafítica (por onde se fizeram as coletas). Os canos foram colocados em 

três alturas diferentes na pilha, onde o primeiro esteve a 32,0cm do solo (SP), o 

segundo a 64,0cm (SI) e o último a 96,0cm (SS). A última camada de esterco foi 

coberta por outra camada de capim (10 cm) até que a pirâmide atingisse 

aproximadamente 1m de altura e coberta com um encerado (Fig. 6, 7 e 8) 
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Figura 6. Compostagem em forma de pirâmide: esquema representativo das disposições das 

camadas de capim, serragem e esterco maturado e, das posições dos canos de PVC contendo as 

fezes contaminadas. 
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Figura 7 Sistema de compostagem em forma de pirâmide; destacando por seta a extremidade do 

cano de PVR com tela antiafítica por onde foram feitas as coletas. 
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Figuras 8. Coletas de amostras do sistema de compostagem em forma de pirâmide, destacando as 

coletas nas camadas superficial e inferior. 
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IV.6.2 Esterco bovino em compostagem em vala 

 

Uma vala de 0,60 m3 de profundidade foi aberta no solo (CARROL & JASPER, 

1978; KUDVA et al., 1998) e preenchida respectivamente com três camadas de 

capim (10 cm), serragem (1-2 cm) e esterco maturado (5 cm); esta seqüência de 

arranjo foi repetida por três vezes; na parte superior foram colocadas uma camada 

capim (10 cm) e uma de terra (5 cm). A vala foi completamente coberta com uma 

lona preta. No centro da vala foi fixada uma estaca verticalmente e, à esta, foram 

presos 3 canos de PVC ¾’ com alturas diferentes de 60 cm (EP), 40 cm (EI) e 20 cm 

(ES). Uma extremidade do cano foi fechada com tampa e a outra fechada com um 

tubo feito de borracha (por onde se fizeram as coletas) para evitar aeração e entrada 

de água das chuvas. Estes foram coberto com capim, para não deixar as borrachas à 

mostra (Fig. 9, 10 e 11). 

 

 

 

 
Figura 9. Uma das extremidades dos canos de PVC fechadas com borracha, por onde se fizeram as 

coletas. 
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Figura 10. Compostagem enterrada em sistema de vala: esquema representativo das disposições das 

camadas de capim, serragem e esterco e das posições dos canos de PVC contendo as fezes 

contaminadas. 
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Figura 11. Coleta de amostra do sistema de compostagem em vala, destacando uma das coletas. 

 

 

IV.7 Confirmação da presença de E. coli nos sistemas de compostagem 

 

 Os swabs utilizados nas coletas foram semeados em meio ágar MacConkey 

para confirmação da presença ou não de células de E. coli. Para reafirmar os 

resultados, estes mesmos swabs foram colocados em caldo nutritivo, por 18 horas a 

37oC, sob aeração e após, o caldo foi semeado em outra placa contendo novo ágar 

MacConkey, como já descrito. 
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V RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

V. 1 Avaliação da presença de E. coli STEC não-O157 e detecção dos genes 

stx1 e stx2 na compostagem 

 

 Em nosso estudo tentamos detectar cepas de E. coli e STEC apresentando os 

genes stx1 e stx2, mas apenas o gene stx2 (Fig. 12) foi localizado e em 6% das 

cinqüenta vacas leiteiras do rebanho analisado. O papel da Shigatoxina de STEC na 

colonização intestinal de ruminantes ainda não está bem conhecido (STEVENS et 

al., 2002). A proteína Stx parece facilitar a colonização intestinal através da 

modulação da resposta imune local no hospedeiro (DEAN-NYSTROM et al., 2002).  

Em estudos realizados por STEVENS et al. (2002) na Inglaterra, foram 

observados que em 97,8% das células de E. coli O157 isoladas de gado bovino e em 

100% das células isoladas de ovelhas, continham apenas o gene stx2; resultados 

semelhantes também foram encontrados por PAIBA et al. (2002). KUHNERT et al. 

(2005) relataram que 45% de fezes bovinas STEC-positiva na Suíça, continham o 

gene stx2, o que está de acordo com um trabalho australiano realizado em rebanho 

de gado leiteiro (COBBOLD & DESMARCHELIER, 2001). Os resultados obtidos para 

o continente sul americano apontam para a mesma direção; GUTH et al. (2003) 

verificaram que as cepas STEC apresentando o gene stx2 predominavam entre o 

gado argentino, da mesma forma LIRA et al. (2004) também apontaram o gene stx2 

como prevalente nas STEC isoladas de gado bovino no Brasil. IRINO et al. (2005) 

reforçaram esta afirmativa, pois verificaram que o gene stx2 sozinho ou em 

associação com o gene stx1, predominaram em gado saudável no Brasil. Assim, o 

isolamento de cepas STEC apresentando o gene stx2 proveniente de fezes de gado 

saudável, está de acordo com relatos anteriores da literatura.  
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A proteína Stx1 não esteve envolvida na indução da secreção intestinal e nem 

mesmo na resposta inflamatória em trabalhos realizados por STEVENS et al (2002b), 

com EHEC O132:H2. Existem indicações de que o gene stx2 é mais importante para 

o desenvolvimento da doença que o gene stx1. Mais importante ainda, o gene stx2 

está também associado à maioria das linhagens  de STEC que causam doenças em 

humanos (BOERLIN et al., 1999). 

 

 

 

 
 

Figura 12. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para os genes stx1 e stx2, em gel de agarose 1% 

em 1 x TBE, na presença de marcador de peso molecular � X174 Hae III-digest (Pharmacia) (linha 1); 

padrão Stx2 E. coli J2 (linha 2); cepa Es1 para stx2 (linha 3); controle (branco) da reação de PCR 

(linha 4); cepa ET1 (linha 5); cepa da coleta em vala na maior profundidade no oitavo dia de coleta 

(linha 6); cepa do monte do quarto dia de coleta (linha 7); padrão stx1 para E. coli O157:H7 (linha 8); 

cepa da coleta em vala na profundidade intermediária no vigésimo quinto de coleta (linha 9); cepa da 

coleta sobre o solo na maior profundidade no quinto dia de coleta (linha 10). 

 

 

1   2    3   4   5    6   7   8   9  10 11 

1358pb 
1078pb 
872pb 
603pb 

310pb 

stx2 (478pb) 
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V.2 Variações nas temperaturas dos compostos 

 

 As amostras foram sempre coletadas no período da tarde, entre 14:00 e 16:00 

horas, neste período os sistemas de compostagem recebiam sol diretamente, e no 

período da manhã, sombra. As temperaturas variaram muito de camada para 

camada e de um sistema para outro. A temperatura é um dos pontos fundamentais 

na sobrevivência de E. coli nos compostos, assim como determinado por McGEE et 

al. (2001), que em seus estudos observaram uma redução do número de células de 

E. coli em 50% na terceira semana em estudos em esterco bovino e na nona até a 

décima segunda semana reduziram a níveis quase não detectáveis. 

 A temperatura no centro do composto em vala atingiu 40oC após 72 horas da 

montagem do sistema e alcançou um valor máximo de 45oC em 10 dias; 

gradualmente a temperatura foi caindo até alcançar a temperatura ambiente, estando 

de acordo com dados relatados por ISHII et al (2000) e por PEEL (1997). A variação 

da temperatura entre as camadas superior e inferior foi de 40oC ± 2oC  seguindo a 

mesma taxa de declínio. Entretanto no “monte”, a temperatura foi menor, alcançando 

um valor máximo de 33oC durante o período experimental; neste caso as bactérias 

apresentando o gene stx2 puderam ser detectadas por 60 dias, o que coincide com o 

relato de PEEL (1997), que descreveu a sobrevivência de E. coli O157 no esterco a 

37oC por 49 dias.  

No sistema de compostagem convencional, as temperaturas foram mais altas 

do que as observadas no sistema em vala; o valor máximo de temperatura foi 

observado na camada superior de 66oC no sexto, nono e décimo dias, nunca se 

aproximando da temperatura ambiente. Na camada intermediária a temperatura 

máxima foi de 58oC no nono dia e, na camada inferior 52oC no sexto e nono dias 

(Fig. 13). 
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Figura 13. Comportamento da temperatura em diferentes profundidades e temperatura ambiente para 
a compostagem Sobre o Solo (a); em Vala (b) e no Monte (c). 
Obs.: A linha vertical indica o tempo mínimo necessário para que fossem removidas 100% da 
presença de Escherichia coli apresentando o gene stx2. 
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Conforme recomendado pelo US EPA (2006), a temperatura no interior do 

composto deve manter-se acima de 55oC por mais de três dias consecutivos, 

conferindo assim sucesso na diminuição ou eliminação de microrganismos 

indicadores de poluição fecal. 

Existem alguns relatos sobre a persistência de E. coli de outros sorotipos que 

não o O157:H7 em esterco animal. Entretanto, um estudo que investigou a 

sobrevivência de E. coli O26, O111 e O157 em fezes bovina (FUKUSHIMA et al., 

1999), demonstrou que ao serem armazenados a 5, 15 e 25oC, os patógenos 

conseguiram sobreviver por até 8 semanas a 25oC, o que está de acordo com os 

resultados obtidos no “monte” neste estudo. 

 

V. 3 Sobrevivência de E. coli e de STEC não-O157 

 

 Uma avaliação da sobrevivência de E. coli e da presença do gene stx2 nas 

cepas STEC recuperadas dos sistemas de compostagem e no monte, é mostrado na 

Tabela 2.  

Bactérias apresentando o gene stx2 foram detectadas na camada superior do 

sistema de compostagem em vala até o trigésimo dia; na camada intermediária até o 

vigésimo quinto dia e, na camada inferior até o oitavo dia. No sistema de 

compostagem convencional o gene stx2 foi detectado nas camadas superior e 

intermediária até o quarto dia e na camada inferior até o sétimo dia. No “monte”, 

células de E. coli apresentando o gene stx2 foram detectadas até o sexagésimo dia, 

diferentemente do que foi observado em estudos realizados por FENLON et al. 

(2000) onde em esterco bovino contendo baixos níveis de E. coli O157:H7 (33 UFC), 

estas não poderiam ser mais detectadas após o sétimo dia de adubação, o que 

também foi observado por WILLIAMS et al. (2005). 
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Tabela 2. Sobrevivência de Escherichia coli não-O157 e detecção do gene stx2 nos sistemas de 

compostagem e no monte. 

  Sobrevivência de E .coli              STEC com o gene stx 2  

SISTEMAS Duração  (dias) 

Compostagem em vala 

(não-aerado) 

  

Parte superior 120 * 30 * 

Parte intermediária 120 25 

Parte inferior 120 8 

 

Controle (“monte”) 

 

120 60 

 

Compostagem sobre o solo 

(não-aerado) 

  

Parte superior 120 4 

Parte intermediária 120 4 

Parte inferior 120 7 

* Período máximo de dias no qual E.coli foi detectada por plaqueamento direto, ou o gene stx 2 foi 

detectado por PCR de DNA molde. 
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 Embora a eliminação dos patógenos pelo sistema de compostagem seja bem 

documentada (DEPORTES et al., 1998; TIQUIA et al, 2002; LARNEY et al., 2003), as 

condições de compostagem (tempo, temperatura), necessárias para conseguir a 

eliminação ou redução do número de células de E. coli, varia extensamente. 

TURNER (2002) verificou a inativação de células de E. coli em esterco de fezes de 

porco misturadas com palha após 2h na temperatura de 50oC. LAU e INGHAM 

(2001) relataram que E. coli pode ser recuperada de esterco bovino após 19 

semanas a 21oC. Neste estudo, células de E. coli puderam ser  recuperadas em cada 

condição de teste por até 120 dias, mas as linhagens de STEC não-O157 

apresentando o gene stx2, não foram encontradas após o trigésimo dia assim, a 

competição entre as bactérias parece ser um ponto muito importante juntamente com 

a temperatura; aparentemente as linhagens de STEC são mais sensíveis às altas 

temperaturas do que E. coli comensal.  

O Programa Nacional Orgânico (NOP), nos Estados Unidos, estabelece que 

após 120 dias da aplicação de esterco cru no solo, pode-se utilizar desta área 

fertilizada para o cultivo de vegetais; INGHAM et al (2004) contestando o NOP, 

analisaram a contaminação de cenouras e alfaces de lavouras de áreas fertilizadas 

com esterco não-composto, e determinaram a presença de células de E. coli até 168 

dias após a aplicação. AVERY et al. (2004) adubaram áreas com fezes de gado 

bovino, ovelha e porco contaminadas por E. coli O157 e conseguiram recuperar este 

patógeno em até 162 após a aplicação inicial, mas que a taxa de declínio foi maior e 

mais rápido nas fezes de porco contaminadas do que nas de gado bovino e ovelha. 

É bem conhecido o fato que células STEC são difundidas nas fezes de 

animais e, conseqüentemente a aplicação de esterco não-tratado em culturas de 

vegetais, pode ser um risco para a transmissão de STEC para os alimentos 

(INGHAM et al., 2004). Grandes quantidades de dejetos de animais domésticos são 

utilizados na agricultura brasileira e, desta forma, pequenas reduções tanto na 

prevalência como na quantidade de agentes patogênicos reduziram 

significativamente o risco de disseminação de patógenos através da utilização de 

esterco.  
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Segundo AVERY et al. (2004), a sobrevivência do patógeno presente nas 

fezes bovina depositadas no solo é de fundamental preocupação para a saúde do 

meio ambiente, de um rebanho ou de uma cultura, uma vez que o patógeno pode 

infectar e re-infectar um animal ou um rebanho inteiro, através de contaminação 

externa pela água das chuvas, pode também potencializar a contaminação de uma 

hortaliça e até mesmo, contaminar um lençol d´água. Este risco de contaminação 

ficou melhor evidenciado no trabalho de MUKHERJEE et al. (2006), que 

descreveram um caso de um menino de 2 anos de idade por E. coli O157:H7 

provenientes de fezes bovina distribuídas na grama do jardim de sua residência. Foi 

comprovado que o menino brincou neste jardim 1 dia após a colocação das fezes na 

grama. Os autores recuperaram a mesma cepa de O157:H7, encontrada no intestino 

do menino 4 dias após a infecção; no solo após 19 dias. Através de análises 

sucessivas, os autores demonstraram que a bactéria se manteve viável na grama por 

70 dias, mantendo a sua patogenicidade, o que está de acordo com o tempo de 60 

dias demonstrado neste trabalho (Tabela 2) para cepa não-O157 depositada 

diretamente na grama.  

 Os resultados obtidos neste trabalho receberam uma comparação adicional 

através do trabalho de FREMAUX et al. (2006-“in press”). Os autores descreveram a 

eliminação de cepas STEC não-O157 em sistema de compostagem em pilha (igual 

ao sobre o solo descrito neste trabalho), e os resultados obtidos indicaram a 

eliminação de STEC após 9 e 16 dias, respectivamente a 65 e 56°C, o que está 

próximo dos resultados aqui descritos. 
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VI CONCLUSÕES 

 

Foi demonstrado que a linhagem STEC não-O157 apresentando o gene stx 2 

pode sobreviver em um sistema de compostagem, por um período de 4 a 30 dias, 

dependendo da temperatura alcançada e, que este sistema pode ser uma boa 

alternativa para minimizar o risco de disseminação de patógenos em solos que 

sofreram adubação com esterco de origem animal. 

O melhor sistema de compostagem para eliminação de E. coli apresentando o 

gene stx2 foi o sobre o solo em forma de pirâmide, que após o sétimo dia não as 

apresentava mais. 

Concluímos também, que as fezes contendo E. coli apresentando o gene stx2 

podem ser viáveis no solo por um período de até 60 dias, sofrendo todas as 

variações climáticas ambiente, o que reforça a necessidade de cuidados especiais 

com o esterco, para evitar a contaminação do solo e disseminação de cepas 

patogênicas. A compostagem parece ser um processo rápido e eficiente de 

eliminação deste patógeno. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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