Escherichia coli

Fonte: www.harbinson.fslife.co.uk

Escherichia colfi X Humanos

v TGI recém-nascidos

v"Membro da microbiota intestinal

imunocomprometidos
Problemas _ _ o
falhas barreiras gastrointestinais
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E. coli: boa ou ma?

= Indcuas
“»*Maioria
“»Comensais
<»Auxiliam a digestao
++Sintese de vitaminas

E. coli: boa ou ma?

*

/7
‘0

*

\/
‘0

G

>

= Patogénicas
<»Trato urinario
“*Sangue
“»*Meninges
<+ Trato intestinal
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E. coli em alimentos

v Contaminacao fecal

Obtencao de elementos genéticos
moveis: fatores de viruléncia
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Categorias de E. coli

026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145

E. coli

EAHEC
Enteroagregativa
hemorragica

Fonte: htttp://www.pen-project.eu

Classificacao E. coli

- Antigenos

v0O - somético*
« 173

www.its.caltech.edu
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Classificacao E. coli

- Antigenos

v'0 — somatico
. 173

v'H — flagelar *
* 56

www.its.caltech.edu

Classificacao E. coli

- Antigenos
v'0O — somatico
-+ 173

v'H — flagelar
* 56

v'K — capsular
« 103 *

www.its.caltech.edu
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Patotipos de Escherichia coli

A\
v' E. coli enterotoxigénica (ETEC - Enterotoxigenic E. coli) . C'Ooé\\

\Z
v' E. coli enteropatogénica (EPEC - Enteropathogenic E. c0li) s ’
v’ E. coli enteroinvasora (EIEC - Enteroinvasive E. coli) % J
i/
v' E. coli de ades3o difusa (DAEC - Diffusely Adherent E.coli)

E. coli patogénica

v’ E. coli enteroagregativa (EAEC - Enteroaggregative E. coli)

E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC — Shiga toxin-producing E. coli)

ETEC

= Diarreia dos viajantes

= Sintomatologia

+»Diarreia aquosa com pouca ou nenhuma
febre

= Fatores de viruléncia
“*Toxinas
¢ LT: similar em tamanho (86 kDa), sequencia,
antigenicidade, e funcdo a toxina da colera (CT)

» ST: baixo peso molecular (4 kDa), resistente a
fervura por 30 min.
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ETEC

= Fatores de viruléncia
“»Toxinas
oLT
ST

» Varias variants

e STlaou STp: E. coliisoladas tanto de humanos como
animais
e ST1b ou STh predomina no islolados humanos

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

v Dose infecciosa v Alimentos incriminados:

¥ adultos:10° cells « Férmula infantil
v jovens, idoso e enfermos:
suscetibilidade a niveis ‘ sggagcg?scgws

mais baixos g
v Transmiss3o: * Queijos moles

agua/alimentos * Alimentos tipo
mexicano

» Rosbife

e Carne de
caranguejo

* Gelo
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ETEC

= Populacoes elevadas de E. coli

< Producao de LT em células Y-1 (adrenal)
soroldgica por kits (ELISA e aglutinacao em
latex)

<*Producao de ST detectada por ELISA ou teste
em camundongo

= PCR

»Deteccao de genes codificadores para as
toxinas

E. coli enteropatogénica
(EPEC)

v'Diarréia aquosa profusa em criangas;
v Paises desenvolvidos;
v'Viruléncia

v'Lesao attachment and effacement (A/E)

v'Fator de aderéncia de EPEC

v’aderéncia localizada da bactéria nas células
intestinais
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E. coli enteropatogénica
(EPEC)

v'Diarréia aquosa profusa em criangas;
v'Paises desenvolvidos;

v'Viruléncia

v'Dose infecciosa: 106 cél.

v"Alimentos
v" agua e alguns produtos carneos

E. coli enteroinvasora (EIEC)

v Diarréia nao sanguinolenta e disenteria
semelhante a Shigella spp.

v'Invasao e proliferacaoms=) células
epiteliais do colon===) morte cellular

v Dose infecciosa: 106 cél.
v'Fonte primaria: pacientes
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E. coli enteroinvasora (EIEC)

v Testes de invasao em celulas HelLa
v'PCR

E. coli de adesao difusa (DAEC)

v'Diarréia em criancas maiores;
v Diarréia branda nao sanguinolenta;

v Padrao difuso de aderéncia.

03/04/2017
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E. coli enteroagregativa (EAEC)

v Diarréia persistente em criangas;

v'Padrao agregativo de aderéncia.

Some properties and symptoms associated
with pathogenic £. co/i subgroups.

Properties/Symptoms ETEC
Toxin LT/ST2
Invasive
Intimin

Enterohemolysin

Stool Watery
Fever Low

Fecal leukocytes

Intestine involved Small
Serology Various
IpP High

a LT, labile toxin; ST, stable toxin.
b Iy, infective dose.

EPEC EHEC

Shiga or Vero toxin

(Stx or VT)

+ +

+

Watery, Bloody

+

Small Colon

026, 0111 & others others

High Low

Watery, very bloody

0157:H7, 026, 0111 &

EIEC

Mucoid, bloody
+

+

Colon, lower small

Various

High

03/04/2017

11



E. COLITPRODUTORA DE
TOXINA DE SHIGA

Patogenicidade de STEC

v Toxinas de Shiga 1 e 2/Verotoxinas 1 e 2
v'Célula Vero rim de macaco verde
Stx1/Vtl ====) Homologia

Heterogenicidade

Stx2/Vt2 )
+ virulenta

03/04/2017
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Patogenicidade de STEC

Estrutura e acao das citotoxinas Stx

dopkesinal P Atua {
S . RNAr 285
® R
k/_\ Subunidade A1 B

Patogenicidade de STEC

Sistema de Secrecao Tipo III
%

Host
membrane

Bacterial l l Quter membrane

plasma === === Peptidoglycan
membrane § ner membrane

Virulence J
factors O

YN
The Type Il secretion system

03/04/2017
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Patogenicidade de STEC

O P

Lesdo attachment and effacement EPEC e S

Pedestal Base - myosin Il - Actinin
tropomyosin | Talin
Ezrin
Villin

Lesao attachment and effacement

el e — .

03/04/2017
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Patogenicidade de STEC

Producao de enterohemolisina

{

Lise eritrocitos

{

Acesso ao Fe

www.youtube.com/watch?v=gnNFNI9 pTO0

03/04/2017
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E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

v" Surtos (Oregon e Michigan, 1982)

EUA
E. coli 0157:H7 — ©anada

Japao

Reino Unido
0103 grge.rlnina
0111 N rasi
0145 STEC nao-0157:H7 — Chile
026 Europa

Australia

Porque é dificil encontrar STEC 01577?

= Crescimento fraco a 44,5 — 45°C
= Nao fermentam sorbitol em 24h

= Nao apresentam atividade -
glucuronidasica

= Producao de enterohemolisina a 25°C

03/04/2017
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Caracteristicas gerais de
STEC

= Principal reservatério
“*Animais
» Gado bovino; animais silvestres
<»Isolado de animais sadios ou doentes

<*Mais comum em bezerros que em animais
adultos
<»Prevaléncia em rebanhos EUA e Europa
* <1% a 38%

» Sazonal
» > prevaléncia nos meses quentes

Reservatorios e modo de
transmissao de STEC

ovinos/
bovinos outros animais
/ >< Contaminacao fecal
Transmissao
direta leite ELE outros alimentos

\ (moida) /
humanos

l
humanos

03/04/2017
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STEC

= Populacao suscetivel
“»Criangas < 10 anos
“»Idosos
<+Individuos imunodeficientes

STEC

= Sindromes
<»Diarréia ndao sanguinolenta
<»Diarréia sanguinolenta
<»Colite hemorragica

18
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STEC

= Sindromes extra intestinais
<*Urémica hemolitica (HUS)
* 6% dos acometidos

* Triade
» Anemia hemolitica
¢ Plaquetopenia ou trombocitopenia
« Faléncia renal aguda

<»PUrpura trombdtica trombocitopénica (TTP)
» Extensao da HUS
» Além anemia hemolitica e trombocitopenia

— Sintomas neuroldgicos (coagulos no cérebro)
— Febre

Sequéncia de eventos da infeccao
por STEC

FRR—
40% | 1-2d

98%?/ S - 6d \raro

19



Sequéncia de eventos da infeccao
por EHEC

|

1-2d | 80%

STEC

= Duragao

“* 4 a 10 dias
= Dose infectante

<+ <100 células

% 0,3 a 15 UFC/g de alimento
= Periodo de incubacao

“ 3 a4dias

* 2 a12dias

03/04/2017
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http://www.youtube.com/watch?v=3ps Kw4EX7A

STEC

= Tratamento
<»Hidratacao
++Uso de antibidticos e antidiarreicos

» Nao recomendados!
e Podem aumentar risco de HUS

21



Caracteristicas Gerais STEC

Veiculos

2006

TABLE 1. Number of cases of bacterial and parasitic infection, hospitalizations, and deaths, by pathogen — Foodborne Diseases Active

Surveillance Network, United States, 2012%

Cases Hospitalizations Deaths

Pathogen No. Incidencet Objective® No. (%) No. (%)
Bacteria

Campylobacter 6,793 1430 85 1,044 (15) 6 0.09)

Listeria ”m 025 0.2 116 (96) 13 (10.74)

Salmonella 7,800 16.42 14 2,284 (29) 33 0.42)

i 2138 450 Al 491 23 2 (0.00)

STEC 0157 531 112 0.6 187 (35) 1 0.19)

STEC non-0157 551 1.16 N/A 88 (16) i (0.18)

Vibrio 193 041 0.2 55 (29) 6 (3.11)

Yersinia 155 033 03 59 (38) 0 (0.00)
Parasites

Cryptosporidium 1,234 260 N/A 236 (19) 6 (0.49)

Cyclospora 15 0.03 N/A 3 (20) 0 (0.00)
Total 19,531 4,563 68

Abbreviations: N/A = not available; STEC = Shiga toxin-producing Escherichia coli.

* Data for 2012 are preliminary.
* Per 100,000 population.

5 Healthy Peaple 2020 objective targets for incidence of Campylobacter, Listeria, Salmonella, STEC 0157, Vibrio, and Yersinia infections per 100,000 population.

¥ No national health objective exists for these pathogens.

03/04/2017
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Surtos recentes STEC

Data Pais Alimento N° Sorotipo

EUAELIE 3 hosp 2 HUS
Nov2012  USA Hortalicas }(
: ' 0103

Jan 2013 USA tecr u %
Jan2013  Canada  Alface Sl JE UL H7
Abr 2013 USA I mix de vegetais

congelados

Dez. 2013 USA Salada pronta
__Carne moida

. A /0
ﬁ/”;"@ % 81% < 21 anos
& —
I freshpointe

Surtos recentes STEC

Data Pais Alimento N ' 5 hosp, 2 HUS
afetades

Dez. 2015 USA Salada de 19 0157:H7
frango
Indet. 55
Indet.

Dez. 2015 USA
Dez. 2015 USA

2 surtos Rest.
Mexicano Chipotle

: 2 hosp.

1 hosp.
0157:H7

A Broto de alfafa 9

03/04/2017
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Surtos recentes STEC

Data Pais Alimento
Set. 2016 USA Farinha e
produtos

(General Mills)

Mar. USA

2017

Mar. Canada Farinha e 25 \W
2017 produtos

Surtos recentes STEC

Data Pais Alimento N° Sorotipo
afetados

Mar. Canada 1 25 0121
2017 '

12 hosp.

24
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E. coli0104:H4 Europa

= Periodo Maio a Julho 2011

E. coli Disease Burden by Country
= 10 surto de EAHEC
> surto de STEC i
* 3842 afetados & S
2987 gastrenterite = r.,;":"”' 5
- 855 HUS (50% didlise) ||z~ T
© 532 AN
~ 35 HUS (4.1%) ¥

— 18 gastrenterite (0'60/05%2”.”

Fonte: www.britannica.com

E. coli 0104:H4 Europa

= Franca
++20 pais
» Gastrenterite
e 75 casos, 8 &

* HUS
e 50 casos, 1 &

25



News | Sport | Weather | Travel | TV | Radio | More ~  [EEEUSIJcIsIoNEI

NEWS EuRoPE L\_/

Home UK Africa Asia (SISl Latin America Mid-East US & Canada Business Health Sci/Environment Tech Entertainment Video

25 May 2011 Last updated at 11:41 GMT 185 < Share || FRSE =] TOP Stories

E. coli outbreak alarms Germany as  * Rl e
young women sicken

Germany is alarmed at the scale of an
E. coli food poisoning outbreak which is
thought to have killed three people and
may have infected hundreds more.

Costa ship adrift off Seychelles
New clue to Neanderthal wipe-out
German MPs approve Greek bailout
Anchor cuts East Africa web cable

At least 80 people ingested EHEC, a
dangerous strain of the bacterium, over the
past two weeks and there are a further 3
350 suspected cases. Features & AnaIySIS

1982 v 2012

How well defended are the
Falkland Islands?

The number of EHEC infections for the
whole of 2010 was only about 1,000. /
This outbreak is affecting young women in ~ Samples are being studied at the UKE
particular, and one theory s that it is laboratory in Hamburg
spread by contaminated salad.

Getting on board
Are Americans overcoming
their dislike of buses?

While medical tests have yet to establish the exact cause of Risky mission
death, the three suspected victims were all women, two of them in How Israel might strike at Iran's
their 80s and the third aged 24. nuclear programme )

theguardian

News | Sport | Comment | Culture | Business | Money | Life & style Travel : Environment TV

E coli outbreak: German organic farm 3 Tuwet &7
officially identified e

Eat cucumbers, tomatoes and leftuce again, say German health & reddihis

autherities, but avoid bean sprouts

lan Sample, science comespondent e

guardian.co.uk, Friday 10 June 2011 18.26 BST coson

Agtiche history A. larger | smaller
Worid news

E coli - Food safety
Gemany - Ewrope

Life and style
Food & drink

03/04/2017
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E. coli0104:H4 Europa

= 10 surto de EAHEC
= Paises

“*Alemanha e Franca
= Fonte

“»Pepinos, alf: '

< Brotos de fe <7

E. coli0104:H4 Europa

= Populacao afetada

++»Adultos saudaveis
e 87% > 20 anos
e HUS

¢ >ria mulheres ~ 45 anos

«»Portador por até 13 semanas

03/04/2017
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E. coli0104:H4 Europa

= Cepa
< Stx, - fator de viruléncia tipico de STEC
<+Plasmidio - fimbria de aderéncia agregativa
<»Resistente cefalosporina 32 geracao

= Dose infecciosa — nao estabelecida

= Tempo de incubacao — 8d

E. coli0104:H4 Europa

= Sintomatologia

“Fase 1
» Diarréia aquosa/ sanguinolenta/ sem sintomas

03/04/2017

28



E. coli0104:H4 Europa

= Sintomatologia
“Fase 1
“»Fase 2

« 3-5 dias sintomas de TMA (microangiopatia

trombotica)
» Hemolise
e Trombocitopenia
« Disfuncao renal
» HUS é 1 dos sintomas

E. coli0104:H4 Europa

= Sintomatologia
“»Fase 1
“»Fase 2
“»Fase 3

» 3-10 dias — sintomas neuroldgicos
« Desorientagdo; consciéncia alterada
* Visdo dupla; Disfagia
» Convulsoes; dificuldades respiratorias
 Surtos psicoticos e depressivos

03/04/2017
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E. coli0104:H4 Europa
SOLIRIS
= EAHEC R
<*Reservatorio: humanos ——
» STEC e EHEC classicas - zoondticas
= Tratamento
<»Imunoadsorcao

Eculizumab : humanized monoclonal antibody
directed against complement C5 subfraction

“»Eculizumab &>,

Eculizumab blocks the cleavage of C5 into C5a and the membrane attack
complex (GS-CS) : approved for Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria

Inibe microangiopatia trombética mediada por complemento
Nao recomendado para HUS tipica (STEC)

e x4
*: -v‘kﬁ
Shiga toxins **

desm.lctic% wilion

Complement
activation regulators
w-ctivation
dest uction Complement
st

el

destructio&

Eculizumab

http://www.i-med.ac.at/pr/pressebilder/images/Eculizumab_presse.jpg

03/04/2017
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Medidas de prevencao e controle

= Prevencao da contaminacao fecal de
alimentos
<»*Producao
“»*Processamento

Medidas de prevencao e controle

= Coccao adequada dos produtos carneos e
outros alimentos

31



Medidas de prevencao e controle

= Evitar consumo de
“»Leite cru
+<»Carne crua ou mal cozida
“»Queijos feitos com leite cru

Medidas de prevencao e controle

Resfriara T < 7°C
<»Carcacas e produtos carneos

03/04/2017
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Medidas de prevencao e controle

Evitar contaminacao de vegetais MP
“*Agua
+»*Adubos organicos

Medidas de prevencao e controle

Evitar contaminacao cruzada e
contaminagao pos-processamento

03/04/2017
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Medidas de prevencao e controle

= Higiene adequada nos locais de
processamento de alimentos

Medidas de prevencao e
controle

Educacao do consumidor

03/04/2017

34



Metodologias oficiais

= International Organization for
Standardization (ISO) ISO/TR
13136:2012.

= Food and Drug Administration (FDA) USA
= USDA

Metodologias oficiais

= ISO

<+identificacao de STEC através da detecgao
dos genes:
* Stx e eae;
* genes associados aos serogroups 0157, 0111,
026, 0103, and 0145.

= Se + para um ou ambos genes Stx
“»Tentar isolar o micro-organismo

03/04/2017
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Metodologias oficiais: ISO

“*Enriquecimento
» Separacao imunomagnética

Detection of E. col/i O157:H7
(1ISO 16654,1998)

259 +225 mLTSBm + N

% Dynabeads anti-E. coli
g | 0157

20 uL

Estante
(Dynal magnetic particle
concentrator)

/ 4 Agitador
& ’/é% (Dynal MX4 sample

mixer) 10’

03/04/2017
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Detection of E. col/iO157:H7 (I1SO
16654,1998)

U

Agitador
(Dynal MX4
sample mixer) 10’

Ressuspenséao do
sedimento
com 1 mL solugéo
tampéo
Procedimento repetido
por mais duas vezes

Ressuspenséao do
sedimento
com 100 uL solugao
tampéo

Detection of E. co/i O157:H7 (1SO)

Separacdo imunomagnética
para¢ 9 TSB

SMAC CH SMACTC @mcubagéo 37°C/24 h
| J

{} PCR

stx1 stx2 eae uidA
Incubacgéo 37° C/24 h

Colbnias tipicas e atipicas
EPM MILi Citrato de

Simmons

Sorologia

03/04/2017
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Metodologias oficiais

= Food and Drug Administration (FDA) USA

Metodologias oficiais

= Food and Drug Administration (FDA -BAM)
EUA
<»Métodologia atual

* PCR em tempo real
e Cultura

38
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FDA
A
SmartCycler I LightCycler® 2.0

Configuracao: especifico para stx7 e stx2 e uidA

FDA
RTPCR
Positivo
Confjrmagéo cultura
4
[al (;;s E ol

39
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FDA: Cultura

25¢

APTm + piruvato + acriflavina +
cefsulodina + vancomicina

Agar SMAC+ telurito+cefixima
Agares Cromogeénicos
Agar Levine

FDA: Cultura

Twpical . eoli O157:H7 colonies on selective agars

p

e N

Rainbow® Agar R&F® L. coli O15T:HT
0157

40



FDA: Cultura

= Identificacao
<*Numero de colbnias: 10?
“+API20E, VITEK GNI
<*Reagentes Anti-O157 e anti-H7

= PCR para stx1,stx2

FDA: Cultura

= Vegetais folhosos
= Suco, leite ou outras bebidas turvas

= Agua engarrafada ou outros liquidos
limpidos
<»outras técnicas de preparo da amostra
= Enriquecimento
= Isolamento

= Identificacao

03/04/2017
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Metodologias oficiais

= USDA

Métodos Oficiais

= USDA

“*Enriquecimento
» caldo mTSB +N e EEB
» Separacao imunomagnética
» Meios para isolamento

¢ Um ou dois meios (grupo 1)

— Grupo 1: mHC (com telurito e cefsulodina),
CHROMagar and mHC with CT supplement (Oxoid
SR172).

¢ Um meio do Grupo 2: TCCSMAC, CT-SMAC e CR-SMAC.

03/04/2017
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FI0W CRNarT SPeciiic 10T ¥31d Laporatory
non-0157 Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC) Analysis

Per 325g sample, add 975ml of mTSB', stomach for 2 min.
For sponges with 10 ml of buffer add 50 ml of mTSB" to bring the volume to 60 ml, mix well
Incubate @ 42 £ 1°C for 15-24 hours.
NOTE: Sample receipt temperature of <15°C is required.

DNA Extraction

1 Modified Tryptons Sova Broth
2 Modified Rainbow Azar
3 SheepBlood Agar
BAXYSTEC 1 Oubresk Sectionof the Eastsra
PCR Laberatory, USDA FSIS

(eae_ si)

* This chart represents the best-case
scenario but analyses may take longer
due to normal analytical circum stances
suchas restreaking 1solates for purity:

BAX®
STEC

Panell/ Panel2
PCR

Streak prepared mTSB' to mRBA® (2 dilutions)

Prepare aliguot of mTSB! for [ then incubate @ 35 % 2°C for 20-24 hrs.
Immunomagnetic capture for 1

to 6 serogroups Performacid treatment step and streak prepared mTSB' to
(026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145) * mRBA’ (2 dilutions) then incubate @35 +2°C for 20-24 hrs.

Select a well-isolated colony from each identified phenctype on mRBA? and perform agglutination with
antisera and (optionally for non-FSIS laboratories) PCR specific for the serogroup of interest.

No growth, agglutination (-) colonies, or Streak colonies onto SBA® for A gglutination (+) and PCR
agglutination (+)/PCR (-) isolation then incubate @35 = 2°C for (+)/indeterminate colonies
¥ 16-24hrs. ¥

Following SBA” incubation, perform serological agglutination to
verify positive colonies for the serotype of interest.

DNA Exfraction

BAX® STEC

Y

VITEK®2
Biochemical
Testing

/ \
/ BAX®STEC

Panel 1/ Panel 2

03/04/2017
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v
Following SBA” incubation, perform serological agglutination to
verify positive colonies for the serotype of interest.

DNA Extraction

BAXY STEC

VITEK®2
Biochemical
Testing

FSIS Laboratories: Pick isoltes to nutrient

: 4 Pick isolates to crvobeads for storage.
agar deep for PFGE testing at OSEL I:' N

Metodologias oficiais

= Identificagao presuntiva das col6nias
<»*Quantas colbnias testar?
* 5 col6nias?
» 10 col6nia?

03/04/2017
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Para estudo

e ———

P1: Caracterize STEC quanto: morfologia da célula,
Gram, motilidade, aerdbio ou anaerdbio (ou facultativo),
tolerancia a sal, a,,, faixa de temperatura de
crescimento (e 6tima), pH, habitat.

P2: Quais alimentos sao os mais implicados na
disseminacao desse patdgeno?

P3: Ap0s a ingestao de alimentos contaminados, como a
enfermidade se desenvolve? Inclua o periodo de
incubagao e duracao da doenca.

P4: Quais os sintomas desenvolvidos?

03/04/2017
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Para estudo

P5: Quais os principais sorogrupos associados a
enfermidade por STEC?

P6: Quais fatores sao associados aos alimentos
envolvidos em surtos por essas bactérias?

P8: Quais medidas devem ser adotadas na producao dos
alimentos para evitar (prevenir) a contaminagao por
STEC?

P9: Que tipo de tratamento se aplica aos doentes
acometidos pela sindrome causada por STEC?

03/04/2017
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