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Resumo ____________________________________________ __ 

 
As doenças transmitidas por alimentos (DTA), causadas por micro-organismos, 
representam um importante problema de saúde pública, com ênfase especial 
aos países em desenvolvimento. O queijo Minas Frescal é um produto 
tipicamente nacional, de tecnologia simples e de larga aceitação no país, o que 
faz de sua produção uma importante atividade econômica. Diversos surtos de 
DTA, associados ao consumo de queijos contaminados têm sido relatados. A 
Escherichia coli (E. coli), é o bacilo anaeróbio facultativo predominante da 
microbiota intestinal de humanos e animais, encontrando-se amplamente 
distribuída no ambiente. De modo geral, essa bactéria é considerada um 
comensal inofensivo, no entanto, diversas cepas apresentam potencial 
patogênico. Ao menos seis categorias são descritas: E. coli enteropatogênica 
(EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga 
(STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivara (EIEC) e E. 
coli produtora de aderência difusa (DAEC). Este estudo teve como objetivo 
isolar, avaliar a susceptibilidade antimicrobiana e caracterizar genotipicamente, 
as cepas patogênicas de E. coli, isoladas de queijo Minas Frescal 
comercializados na região metropolitana do Rio de Janeiro. Foram analisadas 
trinta amostras, sendo 22 com algum selo de Serviço de Inspeção e 8 de 
origem artesanal. Cinco cepas EPEC (MTD1, MTD2, MTD3, MTD4 e MTD5) 
foram isoladas, caracterizadas genotipicamente e confirmadas pela 
amplificação do gene eae. A avaliação da susceptibilidade antimicrobiana 
revelou 40% de resistência a ampicilina e 40% de perfil de resistência 
intermediária a associação ampicilina-sulbactam. As cepas isoladas não 
revelaram a presença de enzimas β-lactamase de amplo espectro (ESBL). O 
gene eae das cepas patogênicas foram sequenciados e depositados no 
GenBank/NCBI. Para realizar a tipificagem genética dos isolados pela análise 
do “Multilocus Sequence Typing” (MLST) os genes adk, fumC, gyrB, icd, 
mdh,purA e recA foram sequenciados. Três amostras (MTD1, MTD2 e MTD3) 
foram caracterizadas como dois novos “Sequence Type” (ST), (ST-2134 e ST-
2147), não associados a nenhum complexo clonal (cc) conhecido. A amostra 
(MDT4) apresentou perfil compatível ao ST 48, já descrito no banco, e 
pertencente ao cc 10 e a amostra MTD5 foi classificada como ST-1717,  ainda 
não associada a nenhum cc. A ocorrência de cepas patogênicas de E.coli 
associadas a este complexo clonal está descrita em animais domésticos, 
humanos e alimentos. Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas 
patogênicas E.coli isoladas de alimentos pela tec. MLST, e o primeiro registro 
do banco de dados sobre E. coli em queijo Minas Frescal. Tais resultados 
apontam um alerta para as autoridades sanitárias, visto que o queijo Minas 
Frescal é um alimento de pronto consumo, e, portanto, precisa ser inócuo para 
que a saúde da população não seja colocada em risco. 
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Abstract __________________________________________ ___ 

 
Foodborne Diseases, caused by microrganisms, represents a problem of public 
health, especially on developing countries. The Minas soft cheese  is a national 
product, with simple technology and high acceptance in the country, making its 
production an important economic activity . Several outbreaks of foodborne 
diseases, associated with the consumption of contaminated cheese have been 
reported. Escherichia coli (E. coli) is the predominant anaerobic facultative 
bacillus of enteric microbiota from humans and animals and is widely distributed 
in the environment. Overall, E. coli is a harmless commensal, however, some 
strains have a pathogenic potential. At least six groups are described: 
enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), Shiga toxin-
producing E. coli (STEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive 
E. coli (EIEC) and producing diffuse adherent E. coli (DAEC). This study aimed 
to isolate, evaluate the antimicrobial susceptibility and genotypically 
characterize pathogenic strains of E. coli isolated from soft cheese 
commercialized in Rio de Janeiro. Thirty samples were analyzed, 22 with 
Inspection Service and 8 of handmade origin. Five EPEC strains (MTD1, MTD2, 
MTD3, and MTD4 MTD5) were identified, genotypically characterized and 
confirmed by eae gene amplification. The assessment of antimicrobial 
susceptibility revealed 40% resistance to ampicillin and 40% with  intermediate 
resistance to ampicillin-sulbactam combination. The isolates were negative for 
broad-spectrum β-lactamase enzymes (ESBL). The gene eae of pathogenic 
strains were sequenced and deposited in GenBank. To perform the genetic 
tipification of isolates by Multilocus Sequence Typing (MLST) analysis the adk, 
fumC, gyrB, icd, mdh, purA and recA genes were sequenced. Three strains 
(MTD1, MTD2 e MTD3) were characterized with two new ST (ST-2134 and ST-
2147) not associated to any known clonal complex. One strain was classified as 
ST-48 belonging to clonal complex 10 and one strain was classified as ST-
1717, with no clonal complex association. The occurrence of pathogenic E. coli 
strains belonging to clonal complex 10 is described in domestic animals, 
humans and foods. This is the first study to analyse pathogenic E. coli strains 
isolated from food, by MLST, in Brazil, and the first result included in the E. coli 
MLST database of E.coli isolated from Minas soft cheese. These findings may 
represent a warning to health authorities, since this is a food product ready for 
consumption, posing a health risk to the population. 
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1. Introdução______________________________________ ________ 

1.1 Doenças Transmitidas por Alimentos e Saúde Públ ica 

 

Nas últimas décadas, a alimentação tem sido motivo de preocupação em 

diversos países do mundo (SANDERS, 1999; CUNHA e CUNHA, 2007). Um grande 

desafio mundial vem sendo adequar a produção de alimentos à demanda crescente 

da população. Com a globalização, as mudanças no estilo de vida e hábitos 

alimentares, ficaram mais evidentes os problemas relativos à qualidade dos 

alimentos (SANDERS, 1999). Autoridades do mundo inteiro vêm intensificando seus 

esforços para garantir a segurança alimentar (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2002).  

As doenças transmitidas por alimentos (DTA), em especial as causadas por 

micro-organismos, revelam um crescente problema na saúde pública mundial 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003; BEATTY et al., 2006; DEVASIA et 

al., 2006). A Organização Mundial da Saúde (OMS) tem alertado para a necessidade 

de se coibir a contaminação de alimentos por agentes biológicos com potencial de 

causar danos à saúde (SANDERS, 1999). Países que possuem sistemas de 

notificação de doenças de origem alimentar têm documentado aumentos 

significativos na incidência de doenças causadas por micro-organismos 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003). 

Considerando que as DTA constituem um perigo relevante, a identificação da 

ocorrência de micro-organismos patogênicos nos alimentos vem sendo considerada 

prioridade básica no Brasil (BRASIL, 1997). Segundo a OMS, as doenças 

transmitidas por alimentos são definidas como doenças infecciosas ou tóxicas, 

causadas por agentes que penetram no organismo hospedeiro através da ingestão 

de alimentos. (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003).  

O alimento é essencial à vida e a manutenção da homeostase orgânica. 

Desta forma, o consumo de alimentos inócuos é crucial para que a saúde não seja 

colocada em risco.  

A partir da Constituição da República de 1988, várias iniciativas institucionais, 

legais e comunitárias foram criando condições de viabilização plena do direito à 

saúde. Destacam-se, neste sentido, no âmbito jurídico institucional, as chamadas 

Leis Orgânicas da Saúde (Nº. 8.080/90 e 8.142/90), o Decreto Nº. 58398/06 (dispõe 
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sobre o Conselho Nacional de Saúde - CNS) (BRASIL, 2006) e as Normas 

Operacionais Básicas (NOB), editadas em 1991 e 1993 (BRASIL, 1996).  

Com a Lei Nº. 8.080, de 19 de setembro de 1990, fica regulamentado o 

Sistema Único de Saúde (SUS), estabelecido pela Constituição Federal de 1988, 

que agrega todos os serviços estatais - das esferas Federal, Estadual e Municipal - e 

os serviços privados (desde que contratados ou conveniados), que é 

responsabilizado, ainda que sem exclusividade, pela concretização dos princípios 

constitucionais. Por sua vez, as NOB, a partir da avaliação do estágio de 

implantação e desempenho do SUS, se voltam, mais direta e imediatamente, para a 

definição de estratégias e movimentos táticos, que orientam a operacionalidade 

deste Sistema (BRASIL, 1996). 

A Lei No 8.080/90, em seu Artigo 2o, dispõe sobre as condições para a 

promoção, proteção e recuperação da saúde. “A saúde é um direito fundamental do 

ser humano, devendo o estado prover as condições indispensáveis ao seu pleno 

exercício”. O Artigo 3o dessa mesma lei dispõe que a saúde tem como fatores 

determinantes e condicionantes, entre outros, a alimentação, a moradia, o 

saneamento básico, o meio ambiente, o trabalho, a renda, a educação, o transporte, 

o lazer e o acesso aos bens e serviços essenciais. Os níveis de saúde da população 

expressam a organização social e econômica do país (BRASIL, 1990a).  

O SUS tem como parte integrante de seus objetivos, a identificação e 

divulgação dos fatores condicionantes e determinantes da saúde. Incluído no campo 

de sua atuação está a execução de ações de Vigilância Sanitária, que se define por 

um conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde e de 

intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e 

circulação de bens e da prestação de serviços de interesse da saúde, abrangendo o 

controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a 

saúde, compreendidas todas as etapas e processos, da produção ao consumo; e, o 

controle da prestação de serviços que se relacionam direta ou indiretamente com a 

saúde (BRASIL, 1990a). 

Visando ainda a questão do direito pleno à proteção da saúde, destaca-se o 

Código de Defesa do Consumidor (BRASIL, 1990b), que em seu Capítulo IV, Seção 

I, Artigo 8°, dispõe que os produtos e serviços col ocados no mercado de consumo 

não acarretarão riscos à saúde ou segurança dos consumidores.  
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Enfatizando a importância da observação das legislações vigentes, a fim de 

que seja oferecido ao consumidor um alimento seguro, ressalta-se o disposto pela 

OMS: “O acesso ao alimento seguro é um direito humano básico, pois contribui com 

a manutenção do estado de saúde e com o alívio da pobreza” (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2002). 

Pesquisadores do mundo inteiro vêm relatando a importância da qualidade 

microbiana dos alimentos (CUNHA e CUNHA, 2007), entretanto, tem sido difícil 

estimar a extensão global das DTA (TAUXE, 2002).  

Gonçalves et al. (2008), citam em seu estudo, autores que apontam a 

ocorrência da morte de mais de 50.000 pessoas diariamente, causadas por DTA nos 

países em desenvolvimento. Segundo dados disponíveis, só no ano 2000, 2,1 

milhões de pessoas morreram de doenças diarréicas que em sua maioria foram 

atribuídas à ingestão de água e alimentos contaminados (MEAD et al., 1999). Da 

mesma forma, dados da OMS apontam em 1998, aproximadamente 1,8 milhões de 

casos de morte por diarréia em crianças nos países em desenvolvimento associados 

às DTA (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003).  

De acordo com Santana et al. (2006) o Brasil conta com poucos dados 

epidemiológicos a respeito destas doenças, e Levine et al. (1986), Guerrant et al. 

(1990) e Huilan et al. (1991), rassaltam que quadros diarréicos representam a 

principal causa de mortalidade entre crianças em países em desenvolvimento. 

Contudo, casos de diarréia e mortalidade infantil, principalmente, não são 

exclusividades das zonas economicamente menos favorecidas do planeta. Nos 

Estados Unidos, são registrados cerca de 76 milhões de casos de DTA por ano, 

resultando em 325.000 hospitalizações e 5.000 mortes (TAUXE, 2002). O autor 

informa ainda, um aumento anual de cerca de 30% nos casos de DTA nos países 

industrializados. Registros do “Institut de Veille Sanitaire”, na França, apontam que 

em um período de dois anos (1999-2000), ocorreram 1.267 surtos de DTA 

envolvendo 17.378 pessoas, causando 1.383 hospitalizações e 10 mortes (LE LOIR 

et al. 2003; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003). Segundo Sanders 

(1999), no Reino Unido, ocorrem 35.000 internações hospitalares por ano para 

tratamento de diarréia aguda.  

Segundo Carmo (2008), no período de 1999 a 2007 foram notificados no 

Brasil, 5.699 surtos de DTA, com 114.302 doentes e 61 óbitos. Silva (2010) relata 

que 12 mil casos de DTA são notificados anualmente no Brasil. 
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Apesar dos dados alarmantes, é importante ressaltar que a incidência de 

quadros de diarréia aguda determinada por ingestão de alimentos contaminados, 

provavelmente é subestimada (SATCHER, 2000; SANTANA et al., 2006), pois 

apenas 10% dos pacientes adultos com diarréia procuram os serviços médicos, e 

destes, somente 20% são submetidos a exames laboratoriais (ACHESON, 1999). 

A origem dos micro-organismos nos alimentos é muito diversa, incluindo o 

solo, o ar, a água, o trato intestinal do homem e dos animais, os manipuladores de 

alimentos, utensílios incorretamente higienizados etc. A maioria dos alimentos, e 

particularmente aqueles de origem animal, está sujeita a contaminação por bactérias 

patogênicas, sendo o manipulador, muitas vezes, um importante veículo implicado 

(EVANGELISTA-BARRETO e VIEIRA, 2003). 

De acordo com Carmo (2008), diversos são os micro-organismos envolvidos 

em surtos de DTA, entretanto, destaca a expressiva participação das bactérias nos 

mesmos. Em seu estudo, a autora acima citada, revela que este micro-organismo 

esteve presente em 83,5% dos casos de DTA notificados no Brasil entre 1999 e 

2007, cujo agente etiológico foi identificado. As bactérias responsáveis por 

determinar alterações gastrointestinais, conhecidas como enteropatogênicas, vêm 

sendo frequentemente associadas à DTA (FRANCO e LANDGRAF, 2004; 

GONÇALVES et al., 2008). Enteropatógenos pertencentes ao grupo dos coliformes 

representam importante papel na ocorrência de tal enfernidade, pois se encontram 

amplamente distribuídos no ambiente, uma vez que chegam ao mesmo através de 

eliminação fecal, favorecendo assim a contaminação das águas, do solo, e dos 

alimentos, seja por contaminação direta ou através de condições ou hábitos 

higiênicos e sanitários inadequados (NATARO e KAPER, 1998; SMITH et al., 2004).  

 

1.2 Grupo coliforme 

 

Segundo Holt et al. (1994) dentro dessa classificação distinguem-se dois 

grupos: coliformes totais e coliformes fecais. Os coliformes totais possuem a 

capacidade de fermentar a lactose produzindo ácido e gás quando incubados a 

35/37°C por 24 a 48 horas (HITCHINS et al., 1992). O grupo coliforme total, não 

identifica membros individualmente e tem menor valor interpretativo, podendo conter 

membros não entéricos. Os coliformes fecais se limitam a organismos que crescem 
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no trato gastrointestinal, que são capazes de fermentar a lactose produzindo ácido e 

gás à temperatura de incubação de 44,5°C +/- 0,5°C,  por 24 horas (BRASIL, 2003a). 

São constituintes do grupo coliforme os bacilos Gram negativos, aeróbios ou 

anaeróbios facultativos, não esporulados, oxidase negativos e capazes de se 

multiplicar em presença de sais biliares ou de outras substancias com atividade de 

superfície, mantendo suas propriedades inalteradas. Pertencem a esse grupo os 

gêneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. Embora todos sejam 

capazes de se desenvolver no trato gastrointestinal dos seres humanos e animais de 

sangue quente, somente a Escherichia coli (E. coli) tem como “habitat” primário o 

trato intestinal (HITCHINS et al.,1992; BOURGEOIS et al., 1994).  

 

1.3 Escherichia coli 

 

E. coli foi pela primeira vez isolada em 1885, por Theodor Von Escheric, 

médico austríaco do final do século XIX, a partir de amostras fecais coletadas de 

crianças com diarréia. Em 1892, Shardinger sugeriu que este micro-organismo 

poderia ser usado como indicador de contaminação fecal. Estudos posteriores 

demonstraram que tal micro-organismo poderia ser encontrado e isolado em 

amostras fecais diarréicas ou não, sendo a partir de então, a E. coli, considerada 

participante da microbiota entérica normal do homem e dos animais de sangue 

quente (CORREA e CORREA, 1992). E. coli é provavelmente o organismo vivo mais 

estudado e conhecido, pois vem sendo utilizado como modelo para pesquisas de 

aspectos genéticos e fisiológicos em todo mundo. Seu genoma inteiro já é conhecido 

(BLATTNER et al., 1997) e sua biologia geral está bem estudada, como demonstram 

claramente as diferentes edições do trabalho clássico coordenado por Neidhardt et 

al. (1987; 1996). 

E. coli é um membro típico da família Enterobacteriaceae que é constituída 

por bacilos Gram negativos, anaeróbios facultativos, fermentadores da glicose, 

redutores de nitrato a nitrito e oxidase-negativos (LOGAN, 1994). Ainda como 

característica geral desta família, observa-se a capacidade de metabolizar uma 

variedade de substâncias como carboidratos, proteínas, aminoácidos, lipídios e 

ácidos orgânicos. Essas propriedades metabólicas são de grande importância e 

extensivamente utilizadas para classificar e identificar gêneros e espécies desta 

família. Amostras típicas da espécie fermentam a lactose, com produção de ácido e 
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gás, produzem ácido a partir da glicose revelando resultado positivo na prova de 

vermelho de metila (VM), e não produzem acetoína através da metabolização da 

glicose, revelando resultado negativo para a prova de Voges-Proskauer (VP), não 

utilizam citrato, não produzem H2S e produzem indol a partir do triptofano 

(TRABULSI et al., 2004).  

De modo geral, essa bactéria é considerada um comensal inofensivo, no 

entanto, diversos sorovares dessa espécie apresentam potencial patogênico 

(NATARO et al., 2006). Esse organismo, em especial, apresenta uma diversidade 

patogênica extraordinária compreendendo numerosos grupos e sorotipos, sendo 

capaz de causar infecções intestinais e extra-intestinais por diferentes mecanismos, 

assim como infecção do trato urinário e meningites (TRABULSI et al., 2004). 

 

1.3.1 Fatores de virulência e patogenicidade bacteriana 

 

Fatores de virulência correspondem a estruturas, produtos ou estratégias que 

potencializam a capacidade da bactéria causar infecção (TRABULSI et al., 2004). 

A virulência bacteriana é um fenômeno multifatorial. As cepas patogênicas de 

E. coli possuem diferentes tipos de fatores de virulência que contribuem 

conjuntamente para potencializar sua patogenicidade. Essas cepas apresentam 

mecanismos patogênicos específicos, sorotipos distintos e produzem infecções e 

síndromes diferentes (BLANCO, et al., 2006).  

A definição de mecanismos moleculares e celulares enfatizando as formas 

pelas quais os micro-organismos causam doença tem levado a uma nova forma de 

apreciação da patogênese bacteriana (FINLAY e VALLANCE, 2000). 

Análises comparativas entre genomas bacterianos sequenciados (BLATTNER 

et al., 1997; DECKERT et al., 1998; KALMAN et al., 1999; PARKHILL et al., 2000) e 

o estudo da estrutura genética de numerosas bactérias (CAUGANT et al., 1981; 

1983; MUSSER et al., 1986; ISTOCK et al., 1992) indicam de maneira definitiva que 

as bactérias não são organismos estáveis. Sugere-se que ao menos 17% dos genes 

de E. coli são de aquisição relativamente recente (LAWRENCE e OCHMAN, 1998), 

com uma taxa de transferência horizontal de aproximadamente 16 kb a cada milhão 

de anos (MARTIN, 1999).  

A grande diversidade genômica da E. coli lhe confere uma notável 

plasticidade ecológica, e graças a ela, esses micro-organismos adaptam-se 
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rapidamente a diferentes ambientes, podendo dessa forma passar de organismo de 

vida livre, a comensal do trato intestinal dos animais de sangue quente e ainda a 

patógenos mortais para humanos e animais (SOUZA et al., 1999).  

 

1.3.2 E. coli: cepas patogênicas  

 

As linhagens patogênicas ou diarreiogênicas de E. coli são classificadas em 

categorias de acordo com os mecanismos de virulência que apresentam e com o 

conjunto de sinais e sintomas das doenças que provocam. O isolamento e 

identificação dessas cepas baseiam-se na presença de fatores e/ou marcadores de 

virulência associados a cada categoria, detectáveis através de testes fenotípicos 

e/ou genotípicos (NATARO e KAPER, 1998).  

Essas cepas patogênicas de E. coli são comumente associadas a formas 

endêmicas de diarréia em crianças, que como já mencionado, é considerada a 

principal causa de mortalidade infantil em países em desenvolvimento (LEVINE et 

al., 1986; GUERRANT et al., 1990; HUILAN et al., 1991). 

Dentre as amostras diarreiogênicas de Escherichia coli descritas, destacam-

se ao menos seis categorias: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

enterotoxigênica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivara (EIEC) e E. coli produtora de 

aderência difusa (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998). Esta última, porém, ainda hoje 

não está claramente definida. 

 

 

1.3.2.1 E. coli Enteropatogênica   

 

As cepas enteropatogênicas de E. coli representam um interesse particular no 

estudo da evolução da patogênese bacteriana pela estreita interação que 

apresentam com a célula hospedeira. Essas cepas determinam um padrão 

característico de lesão localizada, no qual as células bacterianas se aderem ao 

tecido e destroem as microvilosidades intestinais (SOUZA et al., 1999). 

EPEC é considerada uma importante categoria de E. coli diarreiogênica, e 

tem sido associada à diarréia infantil, principalmente nos países em 

desenvolvimento), acometendo comumente recém-nascidos e lactentes (NATARO e 
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KAPER, 1998; TRABULSI et al., 2002; CLARKE et al., 2003). Quadros diarréicos, 

em crianças, atribuídos à EPEC foram apontados como de grande incidência em 

berçários, onde a transmissão por funcionários, ou de criança para criança, pode ter 

sido o veículo implicado. Diversos surtos foram descritos em berçários onde o 

controle higiênico-sanitário diário não era rigoroso, no entanto, onde este controle é 

adequado, a incidência de EPEC é baixa. De toda forma, este organismo ainda é a 

maior causa de mortalidade infantil. Estudos apontaram alta incidência de EPEC em 

crianças recém desmamadas, e estes casos foram frequentemente associados ao 

consumo de formulações artificiais, onde à falta de acesso à água de qualidade 

adequada para a reconstituição do alimento desidratado pode ter sido fundamental 

para esta ocorrência (DUGUID et al., 1978).  

   Estudos atribuem à EPEC 117 milhões de casos de diarréia a cada ano 

nesses países. Entretanto, infecções esporádicas atribuídas a EPEC são 

observadas em países desenvolvidos (CLARKE et al., 2002). Alguns surtos 

causados por cepas EPEC e associados à transmissão de origem alimentar, foram 

identificados no Reino Unido. A maior parte das pessoas envolvidas era adulta 

(SMITH et al., 2004). Em termos de infecção no mundo, este é um dos agentes mais 

importantes (CLARKE et al., 2002). 

A transmissão da EPEC é fecal-oral, podendo envolver a água e os alimentos 

(LEVINE e EDELMAN, 1984; NATARO e KAPER, 1998). Qualquer alimento exposto 

à contaminação fecal pode ser suspeito. Em estudos com adultos voluntários o 

período de incubação foi de oito a sessenta horas (HART et al., 1993) e a dose 

infectante de 106 células (FENG e WEAGANT, 2002), enquanto que para crianças 

menores de cinco anos, a dose necessária para causar a infecção parece bem 

menor. 

EPEC é um patógeno extracelular que determina infecção através de sua 

ligação à superfície da célula hospedeira, seguida pela injeção de fatores de 

virulência no interior desta célula, através do sistema de secreção tipo III (DE 

VINNEY et al., 1999).  

A patogenia de EPEC envolve a secreção da proteína intimina, codificada 

pelo gene eae, que determina uma lesão característica, do tipo “attaching-and-

effacing” - A/E (HICKS et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998), caracterizada pela 

destruição das microvilosidades intestinais e aderência íntima entre a célula 

bacteriana e a membrana das células epiteliais do hospedeiro. Essa lesão pode ser 

observada por biopsia intestinal em humanos e animais (NATARO e KAPER, 1998).  
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As EPEC têm sido caracterizadas com base em seu sorotipo, sua lesão e a 

ausência da toxina Shiga. A presença do plasmídio EAF (“EPEC adherence factor”) 

não era considerada marcador de virulência das cepas EPEC, uma vez que algumas 

delas não o possuíam, sobretudo as cepas associadas a animais (ROCHA, 1999). O 

que se debatia, era se as cepas que não apresentavam o plasmídio EAF podiam ser 

consideradas patógenos verdadeiros (KAPER, 1996).  

Finalmente em 1995, durante o Segundo Simpósio Internacional sobre EPEC, 

uma definição consensual foi proposta: “As cepas produtoras da lesão A/E, 

negativas para toxina Shiga e possuidoras do plasmídio EAF são consideradas 

EPEC típicas, entretanto as que não possuem o plasmídio são consideradas cepas 

EPEC atípicas” (NATARO e KAPER, 1998; TRABULSI et al., 2002). A característica 

comum aos dois grupos é a capacidade de causar lesão A/E no epitélio intestinal e 

as principais diferenças referem-se aos sorotipos e à presença do plasmídio EAF 

somente nas EPEC típicas (TRABULSI et al., 2002).  

Amostras de E. coli de origem animal, possuidoras de gene eae e que 

apresentam a capacidade de induzir a lesão A/E, são designadas como E. coli 

produtora da lesão “attaching and effacing” (AEEC) (MOON et al., 1983). China et al. 

(1999) e Dias et al. (2007), apontam a presença deste agente em animais sadios, o 

que pode representar um problema para a segurança alimentar, visto que estes 

animais não apresentam qualquer impedimento clínico para serem destinados a 

produção de carne ou leite e derivados lácteos.  

AEEC pode ser transmitida para humanos através da ingestão de alimentos 

de origem animal contaminados, ou ainda através do contato direto com animais. 

Diversos estudos têm demonstrado a predominância dessa cepa em animais jovens, 

como relatam Fuente et al. (2002).  

Bovinos, ovinos e suínos vêm tendo um destaque especial em diversos 

estudos, sendo incriminadas como as espécies mais envolvidas na transmissão de 

AEEC. Entretanto, macacos, cães, gatos, coelhos, aves e caprinos também já foram 

reportados como reservatórios naturais de AEEC. Almeida (2005), trabalhando com 

amostras AEEC de origem canina, decreveu a detecção do gene bfp, que codifica 

um pilli do tipo IV denominado “bundle-forming pili” (BFP) e responsável por mediar o 

primeiro estágio da lesão A/E. A presença deste gene é comum em amostras de 

origem humana e está localizado no plasmidio EAF (STONE et al., 1996). De acordo 

com Almeida (2005) sua presença em amostras proveniente de cães sugere 

proximidade com as amostras EPEC típicas humanas.  
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Na presença de células epiteliais, as amostras de EPEC típicas ou clássicas 

determinam um padrão de aderência localizada (“localized adherence” - LA), 

enquanto as EPEC atípicas apresentam, em geral, um padrão de aderência que se 

assemelha ao padrão localizado conhecido como “localized adherence-like” (LAL) 

(TRABULSI et al., 2002).  

Os genes que codificam a lesão A/E encontram-se juntos, formando uma ilha 

de patogenicidade chamada “Locus Enterocyte Effacement” (LEE). LEE foi descrita 

como uma região de aproximadamente 35 Kb (MC DANIEL et al., 1995; PERNA et 

al., 1998), responsável por codificar os fatores que caracterizam o fenótipo A/E em 

patógenos como EPEC, EHEC, Citrobacter rodentium e Hafnia alvei (MC DANIEL et 

al., 1995). 

A região LEE encontra-se organizada em três domínios com funções 

conhecidas. Na região central, encontra-se o gene eae, que codifica uma proteína 

de membrana externa de 94 a 97 KDa, denominada intimina, responsável pela 

íntima aderência entre a bactéria e o enterócito (BEEBAKHEE et al., 1992; YU e 

KAPER, 1992). Em 1999, Higgins et al., demonstraram experimentalmente que a 

intimina estimulava a inflamação e a hiperplasia do intestino, favorecendo a 

colonização no intestino delgado. 

Localizados à direita do gene eae, encontram-se os genes esp e tir. Os genes 

esp são responsáveis pela codificação das proteínas Esp A, Esp B e Esp D (“EPEC 

secreted proteins”), que induzem, na célula epitelial, uma sequência de eventos de 

transdução de sinais que determinam a destruição das vilosidades intestinais 

(FRANKEL et al., 1996). O gene tir codifica a proteína Tir (“Translocated intimin 

receptor”), de aproximadamente 90 KDa, e que após ser exportada pela EPEC para 

o enterócito, é fosforilada pelas proteínas quinase A e tirosina quinase, ficando 

exposta na superfície da célula, funcionando como receptor para a intimina (KENNY 

et al., 1997).  

À esquerda de eae, esp e tir estão os genes esc e sep, que codificam um 

sistema de secreção tipo III, envolvidos na secreção das proteínas Esp e Tir.  

As diferenças observadas em genes do locus LEE, bem como nos seus sítios 

de inserção, determinam alterações filogenéticas e podem representar uma 

especialização ou adaptação às diferentes espécies infectadas (JORES et al., 2004). 

O modelo de patogênese da infecção por EPEC tem sido proposto em quatro 

estágios distintos (DONNENBERG e KAPER, 1992; KNUTTON et al., 1998; 

CLARKE et al., 2003). 



11 
 

O primeiro estágio é mediado pela expressão dos pili formadores de feixe, 

denominados BFP e codificados por genes bfp localizados em um plasmídio de alto 

peso molecular (60 megadaltons - MDa) (BALDINI et al., 1983), denominado EAF 

(STONE et al., 1996), pela síntese da proteína intimina e a expressão dos filamentos 

associados à superfície (proteínas EspA). 

No segundo estágio, a EPEC adere à célula epitelial via filamentos BFP e 

EspA e o sistema de secreção tipo III transloca o receptor Tir e um indeterminado 

número de moléculas efetivadoras diretamente na célula hospedeira. Essas 

moléculas ativam as vias de sinalização celular, causando alterações na célula 

hospedeira, resultando na despolimerização da actina e perda de microvilosidade. O 

receptor Tir é modificado pela ação da proteína quinase A e da proteína tirosina 

quinase, e fica exposto na superfície do enterócito.   

No terceiro estágio, os filamentos EspA são removidos da superfície da célula 

bacteriana hospedeira. A adesina bacteriana, intimina, liga-se ao receptor Tir 

modificado, resultando em uma fixação íntima entre a bactéria e a membrana da 

célula epitelial. Um acúmulo de actina e outros elementos do citoesqueleto celular 

ficam localizados sob o sítio de aderência bacteriana.  

Durante o quarto estágio, o acúmulo maciço de elementos do citoesqueleto 

no sítio de fixação bacteriana resulta na formação de uma estrutura característica da 

categoria EPEC, os pedestais (formações proeminentes que alteram o aspecto da 

membrana celular), que sustentam a bactéria na adesão íntima com a membrana da 

célula epitelial. Tal estrutura pode ser facilmente observada através do teste 

“Fluorescente Actin Staining” (FAS), teste fenotípico descrito por Knutton et al. 

(1989), que pode ser usado na detecção da expressão da lesão A/E em EPEC e 

EHEC (KNUTTON et al., 1989, 1991; SCOTLAND et al., 1990). As moléculas 

efetivadoras deslocadas interrompem os processos metabólicos da célula 

hospedeira, resultando em perda da função mitocondrial, levando a perda de 

eletrólitos e eventual morte celular.  

A formação da lesão A/E resulta na redução da capacidade absortiva da 

mucosa intestinal, determinando um desequilíbrio hidroeletrolítico no organismo, 

com subsequente quadro diarréico (CLARKE et al., 2003). Os sintomas comuns da 

infecção se caracterizam por diarréia aquosa profusa com muco, vômito e febrícula 

(NATARO e KAPER, 1998).   
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1.3.2.2 E. coli Enterotoxigênica  

   

Em 1973, ETEC foi identificada como causa de diarréia humana, sendo 

considerada no mundo inteiro, como a maior causa de diarréia associada a E. coli 

(HART et al., 1993; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2005). É conhecida 

como agente causador da “diarréia dos viajantes” e da diarréia infantil, ocorrendo 

comumente em países onde as condições higiênico-sanitárias são precárias 

(NATARO e KAPER, 1998).  

ETEC normalmente não é um problema em países desenvolvidos, apesar de 

já ter sido relacionada a surtos de enterite infantil em hospitais e a grandes surtos 

devido ao consumo de água e alimentos contaminados (DANIELS et al., 2000). Nos 

Estados Unidos, esta categoria de E. coli tem sido implicada em surtos esporádicos 

de DTA devido à ingestão de água, queijos macios, comida mexicana e vegetais 

crus contaminados (FENG e WEAGANT, 2002).  

Além de humanos, a diarréia aguda associada a este patógeno, acomete 

também animais (GUTH, 2000; UGRINOVICH et al., 2002), principalmente aqueles 

com poucos dias de vida e os recém desmamados, ocasionando importantes perdas 

econômicas nas exportações de gado bovino e suínos (BLANCO et al., 2006). As 

características de virulência que distinguem essa cepa são a capacidade de 

colonizar a superfície do intestino delgado do hospedeiro e de produzir enterotoxinas 

que induzem a secreção de água e eletrólitos no lúmem intestinal (GUTH, 2000). 

Esta cepa é capaz de produzir dois tipos de enterotoxinas: uma termoestável 

(ST) de aproximadamente 5 KDa e uma termolábil (LT). Esta última é muito similar 

em tamanho (86 KDa), sequência, antigenicidade e função, se comparada com a 

toxina colérica. A patogenia da ETEC está relacionada à produção de fatores de 

colonização (CF), que são proteínas de superfície, e à produção de uma ou ambas 

enterotoxinas. (HART, et al., 1993; GUTH, 2000; FENG e WEAGANT, 2002) 

O primeiro passo para a colonização das cepas ETEC na mucosa intestinal 

está associada à expressão de CF, que reconhecem receptores específicos 

(glicoproteínas) no epitélio intestinal. Uma grande variedade de CF é descrita em 

cepas ETEC e fímbrias podem ou não estar presente nessas proteínas. Muitos CF 

são fímbrias e consistem de um antígeno simples, como o antígeno do fator de 

colonização I (CFA/I), enquanto outros como o CFA/II e o CFA/IV são formados por 

um complexo de diferentes antígenos (GUTH, 2000).  
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Os genes elt e est, codificadores da síntese das enterotoxinas LT e ST 

respectivamente são encontrados predominantemente em plasmídios, entretanto 

alguns genes que codificam ST têm sido encontrados em “transposons” (NATARO e 

KAPER, 1998).  

As ST são enterotoxinas monoméricas que contêm múltiplos resíduos de 

cisteína nas pontes dissulfetos, importantes para a estabilidade ao calor. Há duas 

classes distintas de ST, a STa (também chamada de ST-I) e STb, que diferem em 

estrutura e mecanismo de ação (NATARO e KAPER, 1998). Existem algumas 

variantes de STa, a STp (ou STIa) e STh (ou STIb). A STp ou STIa é isolada de 

humanos e animais, a STh ou STIb é encontrada predominantemente em humanos 

(NATARO e KAPER, 1998; FENG e WEAGANT, 2002). A classe STb está associada 

primariamente a cepas ETEC isoladas de suínos, entretanto, algumas cepas ETEC 

expressando STb, de origem humana, foram observadas (TRABULSI et al., 2002; 

KAPER et al., 2004). 

As LT são enterotoxinas oligoméricas e consistem de dois sorogrupos: LT-I e 

LT-II. A LT-I é composta por uma subunidade A e cinco subunidades B idênticas, 

organizadas em um anel (NATARO e KAPER, 1998; GUTH, 2000). As subunidades 

B ligam-se fortemente ao receptor intestinal GM1 (gangliosídio GM1) e possibilitam a 

entrada da subunidade A na célula-alvo. A subunidade A (adenosina-difosfato 

ribosila, proteína de membrana - Gs) é responsável pela atividade enzimática da 

toxina através da ativação da adenilato-ciclase, resultando em um aumento da 

concentração intracelular de adenosina monofosfato cíclico (cAMP), isto induz a uma 

redução na absorção de sódio pelas microvilosidades intestinais e 

subsequentemente ativa a secreção de cloreto, bicarbonato de potássio e água 

pelas criptas intestinais, resultando em diarréia osmótica tóxica (NATARO e KAPER, 

1998).  

A LT-II aumenta o nível intracelular de cAMP por um mecanismo similar ao 

que foi visto anteriormente (toxicidade da LT-I), porém o receptor utilizado pela LT-II 

é o GD1 (gangliosídio GD1) (FUKUTA et al., 1988).  

As enterotoxinas LT-I são produzidas por amostras ETEC comumente 

associadas ao homem, enquanto que a LT-II tem sido detectada em amostras ETEC 

isoladas de alimentos e animais (NATARO e KAPER, 1998; GUTH, 2000; 

UGRINOVICH et al., 2002). Os genes que codificam para a síntese de LT estão em 

plasmídios que também podem conter genes que codificam para ST e/ou CF 

(NATARO e KAPER, 1998; GUTH, 2000). 
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A transmissão da infecção por ETEC é fecal-oral, através da ingestão de água 

ou alimentos contaminados (DANIELS et al., 2000; CLARKE, 2001). Estima-se que a 

dose infectante de ETEC para adultos seja aproximadamente de 108 células (FENG 

e WEAGANT, 2002), todavia, esta dose pode variar de acordo com o estado imune 

e/ou a idade do indivíduo exposto (VIBOUD et al., 1999; FENG e WEAGANT, 2002). 

A infecção é caracterizada por diarréia aquosa, náusea, vômito, cólicas abdominais 

(CLARKE, 2001) e febre baixa ou ausente (NATARO e KAPER, 1998). 

 

 

1.3.2.3 E. coli produtora de toxina tipo Shiga / E. coli Enterohemorrágica  

 

Há muitos sorotipos de E. coli produtoras de toxina tipo Shiga, mas somente 

aquelas que têm sido associadas clinicamente à colite hemorrágica são designadas 

como E. coli  enterohemorrágica (EHEC) (FENG e WEAGANT, 2002)  

As cepas EHEC são reconhecidas como a causa primária de diarréia 

sanguinolenta profusa (colite hemorrágica), que pode progredir para a síndrome 

urêmico hemolítica (“hemolytic uremic syndrome”, HUS) (NATARO e KAPER, 1998; 

FENG e WEAGANT, 2002; OCHOA e CLEARY, 2003). A HUS esta associada à 

quadros de anemia hemolítica microangiopática, insuficiência renal aguda e 

trombocitopenia (NATARO e KAPER, 1998; CLARKE, 2001; OCHOA e CLEARY, 

2003). EHEC é caracterizada pela produção de uma potente citotoxina 

(verocitotoxina - VT) com atividade tóxica em células Vero, ou pela produção de 

toxinas tipo Shiga (Stx) que são estrutural e imunologicamente indistinguíveis 

daquela produzida pela Shigella spp. Ambas as toxinas apresentam duas 

subunidades: A e B (KONOWALCHUK et al., 1977; NATARO e KAPER, 1998; 

OCHOA e CLEARY, 2003). Por essa razão as cepas EHEC são também chamadas 

de E. coli verocitoxigênica (VTEC) ou E. coli produtora de toxina tipo Shiga (STEC) 

(OCHOA e CLEARY, 2003). Entretanto, como já citado anteriormente, somente 

aquelas que têm sido associadas clinicamente à colite hemorrágica são designadas 

como EHEC (FENG e WEAGANT, 2002). 

Destas, a E. coli O157: H7 foi o sorotipo de EHEC mais frequentemente 

envolvido em casos de doenças pelo mundo (NATARO e KAPER, 1998). Nos 

Estados Unidos mais de 80% de infecções devido a STEC foram por cepas O157 

(BANATVALA et al., 2001). Muitos casos de HUS foram associados com a E. coli 

O157: H7 nos Estados Unidos e Canadá, apesar de outros sorotipos STEC também 
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causarem esta síndrome (OCHOA e CLEARY, 2003). Baker et al. (1999), 

observaram uma alta incidência de VTEC O157 na Nova Zelândia, com impacto 

relativamente alto da doença, que apresentou taxa de hospitalização de 41% e 

letalidade de 2,6%. O mesmo sorogrupo foi relatado ainda como um problema 

emergente de saúde pública no Reino Unido (SMITH et al., 2004). 

VTEC O157 e cepas pertencentes a outros sorogrupos foram associadas à 

diarréia branda, diarréia sanguinolenta severa e HUS, sendo essa, considerada a 

causa mais comum de insuficiência renal em crianças no Reino Unido (SMITH et al., 

2004). As EHEC não O157 variam geograficamente em importância. Na Áustria e 

Alemanha estas cepas foram associadas a 43% dos pacientes com HUS positivos 

para STEC (GERBER et al., 2002). 

E. coli O157: H7 foi considerada rara na Austrália e cepas O111 foram os 

tipos mais comuns de STEC (ELLIOTT et al., 2001). Cantarelli et al. (2000), 

descreveram o isolamento de uma cepa de STEC O91: H21 associada ao quadro 

diarréico de uma criança na cidade de Porto Alegre - RS, Brasil. Esses autores 

sugeriram melhores avaliações destas cepas na população. 

Uma baixa dose infectante foi estimada em investigações de surtos de EHEC 

(NATARO e KAPER, 1998). A dose infectante para a E. coli O157: H7 está estimada 

entre 10 e 100 células, o que facilita muito a propagação da infecção (FENG e 

WEAGANT, 2002). A via de transmissão das infecções por EHEC é fecal-oral, e se 

dá através de pessoa a pessoa e de água e alimentos contaminados, principalmente 

alimentos de origem bovina, além de brotos de alfafa, alface, salame, leite e sucos 

não pasteurizados (RILEY et al., 1983; GRIFFIN e TAUXE, 1991; SWERDLOW et 

al., 1992; BUCHANAN e DOYLE, 1997; BAKER et al., 1999; HILBORN et al., 1999; 

SMITH et al., 2004). O período de incubação varia normalmente de um a seis dias, 

entretanto pode chegar a 14 dias (CLARKE, 2001).  

O mecanismo de patogenicidade proposto para as cepas EHEC consiste na 

ocupação dos receptores glicolipídicos Gb3 das células pelas subunidades B das 

toxinas, possibilitando a internalização destas toxinas, subsequentemente, as 

subunidades A provocam a diminuição da atividade enzimática das células 

hospedeiras, levando a inibição da síntese protéica resultando em apoptose (morte 

celular) (BUCHANAN e DOYLE, 1997; NATARO e KAPER, 1998; OCHOA e 

CLEARY, 2003). 

Stx é uma potente citotoxina que possui pelo menos dois importantes grupos: 

Stx1 e Stx2, codificadas pelos genes stx1 e stx2 respectivamente. Existem muitas 
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variantes de Stx2 (Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f). Algumas cepas de STEC produzem 

somente Stx1, outras produzem somente Stx2 (ou variantes desta), enquanto outras 

cepas de STEC produzem ambas as toxinas, no entanto, são poucas as cepas de 

STEC que são capazes de produzir três variantes de Stx2 (BERTIN et al., 2001; 

OCHOA e CLEARY, 2003). Tipicamente as cepas EHEC que causam doenças em 

humanos também possuem genes que auxiliam na colonização intestinal, via lesão 

“attaching-and-effacing”, mediada pela proteína intimina (FRIEDRICH et al., 2002). 

As cepas EHEC têm o mesmo mecanismo de adesão e a mesma ilha de 

patogenicidade das EPEC (NATARO e KAPER, 1998). 

Os sintomas clínicos iniciais da infecção incluem dor abdominal severa, 

vômito e diarréia aquosa, que se torna hemorrágica na maioria dos pacientes, e o 

quadro febril é baixo ou ausente (BUCHANAN e DOYLE, 1997; CLARKE, 2001; 

OCHOA e CLEARY, 2003). A infecção por E. coli O157: H7 pode desencadear um 

quadro de púrpura trombocitopênica trombótica (“thrombotic thrombocytopaenic 

púrpura” - TTP), que se caracteriza por anemia hemolítica microangiopática, 

trombocitopenia, alterações do sistema nervoso central, insuficiência renal e febre 

(PICKERING et al., 1994; BOYCE et al., 1995; BUCHANAN e DOYLE, 1997).  

O trato gastrointestinal de animais de produção como bovinos, ovinos, 

caprinos, suínos e frangos, foi identificado como um importante reservatório de 

EHEC (GRIFFIN e TAUXE, 1991; BEUTIN et al., 1993; WANG et al., 1996; BLANCO 

et al., 1997; MOREIRA et al., 2003). Cerqueira et al. (1999), descreveram que STEC 

esteve largamente distribuída em amostras fecais de bovinos saudáveis, tanto no 

gado de corte como no gado leiteiro, provenientes de áreas rurais do estado do Rio 

de Janeiro. Wang et al. (1996), constataram que a E. coli O157: H7 pôde sobreviver 

em fezes bovinas por um longo período e permanecer com a sua habilidade de 

produzir verocitotoxinas. Outras investigações indicaram que este patógeno poderia 

permanecer viável na água por um longo período e a água pode também ser 

repetidamente contaminada por fontes não conhecidas (SWERDLOW et al., 1992). A 

contaminação de alimentos pelas fezes de bovinos é uma rota provável de 

transmissão de E. coli O157: H7 para humanos (WANG et al., 1996).  
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1.3.2.4 E. coli Enteroagregativa  

 

EAEC é um subgrupo de E. coli diarreiogênica que, durante a última década 

tem recebido atenção especial por estar associada a casos de diarréia aquosa e 

frequentemente persistente (WEINTRAUB, 2007). 

Com o desenvolvimento do ensaio de aderência, in vitro, em células epiteliais 

humanas (HEp-2 ou HeLa), foi descoberto que certas cepas E. coli não-EPEC 

demonstraram um padrão agregativo de adesão (dispondo-se como uma “pilha de 

tijolos”), estas cepas foram mais tarde, reconhecidas como uma categoria de E. coli 

diarreiogênica (CZECZULIN et al., 1999; HUANG et al., 2004).  

A importância desta cepa em Saúde Pública está aumentando, visto que 

cresce o número de estudos que sustenta a associação desta cepa com diarréia em 

populações de países em desenvolvimento, sendo considerado um patógeno 

emergente (NATARO e KAPER, 1998; CZECZULIN et al., 1999; HUANG et al., 

2004). EAEC ganhou rapidamente reconhecimento como um importante patógeno 

entérico, afetando crianças e adultos, tanto de países em desenvolvimento quanto 

de países desenvolvidos (ITOH et al., 1997; JIANG et al., 2002; HUANG et al., 2004; 

SMITH et al., 2004).  

Alguns surtos indicaram que a EAEC foi a causa de DTA em países 

industrializados (NATARO et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998). No estudo de Itoh 

et al. (1997) foi descrita a ocorrência de um grande surto de diarréia devido a EAEC 

no Japão, envolvendo 16 diferentes escolas e um total de 2.697 crianças que 

contraíram a enfermidade depois de consumir lanches escolares contaminados. Um 

estudo com voluntários demonstrou que a ingestão de 1010 Unidades Formadoras de 

Colônia (UFC) de EAEC provocou diarréia (NATARO et al., 1995), entretanto, a dose 

infectante ainda é desconhecida (HUANG et al., 2004). A EAEC está associada à 

diarréia persistente (≥ 14 dias) (NATARO e KAPER, 1998; NATARO et al., 1998; 

CERNA et al., 2003; HUANG e DuPONT, 2004).  

Este grupo de E. coli, de acordo com Adachi et al. (2001), é a segunda causa 

mais comum da chamada “diarréia dos viajantes” em várias áreas do mundo, sendo 

nestas regiões, tão importante quanto a ETEC. As cepas EAEC podem ser 

encontradas em alimentos provenientes de áreas onde a infecção é endêmica, e 

nestas mesmas áreas a infecção assintomática ocorre comumente (ADACHI et al., 

2002a). Portanto, a enfermidade ocasionada por este patógeno, provavelmente, é de 

origem alimentar e os fatores de risco para o desenvolvimento da infecção incluem: 
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refrigeração imprópria, falta de higiene e contaminação dos alimentos (ADACHI et 

al., 2002b; HUANG et al., 2004). Outros fatores possíveis de risco incluem 

imunossupressão, tal como infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana 

(DURRER et al., 2000; HUANG et al., 2004; HUANG e DuPONT, 2004).  

O maior obstáculo na identificação do mecanismo de patogênese da EAEC é 

a diversidade e heterogeneidade das cepas (HUANG et al., 2004). Estudos da 

patogênese deste grupo sugerem a presença de três estágios (NATARO et al., 

1998).  

O primeiro consiste na aderência da EAEC à mucosa intestinal por meio de 

fímbrias de aderência agregativa do tipo I e II (AAF I/II), codificadas pelos genes de 

virulência aggA e aggfA, respectivamente. Estes genes estão presentes em regiões 

distintas de um plasmídio de 60 MDa, conhecido como pAA (plasmídio de adesão 

agregativa). Uma destas regiões codifica, entre outras proteínas, um ativador 

transcricional dos genes de virulência, denominado AggR (HUANG et al., 2004). 

Bernier et al. (2002) identificaram uma AAF tipo III em uma cepa EAEC típica 

(55989), sendo esta fímbria codificada pelos genes agg-3A e agg-3C.  

O segundo passo está relacionado ao aumento da produção de muco, 

provenientes da bactéria e da célula hospedeira, onde este é depositado como uma 

camada incrustada com a bactéria na superfície dos enterócitos (HUANG et al., 

2004).  

No estágio final da patogênese da EAEC ocorre uma resposta inflamatória 

com liberação de citocina, gerando aumento na secreção de fluido intestinal (JIANG 

et al., 2002). 

O período de incubação da enfermidade varia de 8 a 18 horas. As 

características clínicas comuns da infecção por EAEC incluem diarréia aquosa com 

presença ou ausência de sangue e muco nas fezes, dor abdominal, náusea, vômito 

e febrícula (HUANG et al., 2004). Como mencionado, este grupo de E. coli causa 

com frequência quadros diarréicos persistentes.  

 

 

1.3.2.5 E. coli Enteroinvasiva 

 

Diferente da E. coli típica, a EIEC é imóvel, não fermenta a lactose (ou 

fermenta tardiamente) e não descarboxila a lisina (SILVA et al., 1980; FENG e 
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WEAGANT, 2002). Este grupo é genética, bioquímica e patogenicamente 

semelhante à Shigella spp. (NATARO e KAPER, 1998; LAN et al., 2004).  

O reservatório desta categoria de E. coli é o próprio ser humano (FENG e 

WEAGANT, 2002). A EIEC é causa significante de mortalidade em crianças de 

países desenvolvidos, apesar de a maior parte dos enteropatógenos ser mais 

importante nos paises em desenvolvimento, onde, de um modo geral, as condições 

de saneamento e os níveis de higiene são mais precários (CLARKE, 2001).  

A transmissão é por contato pessoal e ingestão de água e alimentos 

contaminados (HARRIS et al., 1985; GORDILLO et al., 1992). Smith et al. (2004) 

relataram surtos DTA na cidade de Yorkshire (Reino Unido), onde isolados de E. coli 

O124, um típico sorogrupo enteroinvasivo, foi obtido de restaurantes e de dois 

manipuladores de alimentos desta região.  

Estudos com voluntários demonstraram que pelo menos 106 células são 

necessárias para provocar doença em adultos saudáveis (FENG e WEAGANT, 

2002). Sua patogenicidade deve-se à capacidade de invadir e causar inflamação e 

necrose na mucosa do cólon (SANSONETTI, 1992; NATARO e KAPER, 1998; 

FENG e WEAGANT, 2002). Semelhante a Shigella spp., a EIEC elabora uma ou 

mais enterotoxinas que pode ocasionar diarréia (NATARO e KAPER, 1998). O 

modelo da patogênese deste grupo, segundo Sansonetti (1992) e Goldberg e 

Sansonetti (1993), compreende: penetração na célula epitelial; lise do vacúolo 

endocítico; multiplicação intracelular; movimento direcional do citoplasma e extensão 

em direção as células epiteliais adjacentes.  

Quando a infecção é severa, esta sequência de eventos induz uma forte 

reação inflamatória, determinando ulcerações na mucosa do cólon (SANSONETTI, 

1992; NATARO e KAPER, 1998). O gene ipaH, que determina o mecanismo de 

invasão é codificado por um plasmídio de alto peso molecular de aproximadamente 

120-140 MDa (HART et al., 1993; FENG e WEAGANT, 2002).  

As infecções causadas pelas cepas enteroinvasivas se caracterizam 

clinicamente por diarréia profusa, podendo ter sangue e muco nas fezes (NATARO e 

KAPER, 1998; CLARKE, 2001), associadas ainda a cólicas abdominais, febre, 

arrepios, cefaléia e mialgia (GERMANO e GERNMANO, 2001). 
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1.3.3 Resistência Antimicrobiana  

 

Grande parte das infecções determinadas por cepas patogênicas de E. coli 

são debeladas espontaneamente pelo organismo, entretanto, em alguns casos faz-

se necessário o estabelecimento de medidas terapêuticas, muitas vezes lançando 

mão de antimicrobianos.  

O uso de antimicrobianos foi revolucionário no tratamento das infecções 

bacterianas e crucial para a redução da mortalidade (NATARO e KAPER, 1998). 

Entretanto, seu uso abusivo e indiscriminado, tanto em humanos (CHUC et al., 2002) 

quanto na medicina veterinária (COSTA et al., 2006), pode ter contribuído para o 

aumento da resistência antimicrobiana (CHUC et al., 2002).  

Para estimar a extensão do problema da resistência antimicrobiana e 

acompanhar essa evolução, programas de vigilância têm sido estabelecidos em 

diversos países ao redor do mundo, incluindo o “National Antimicrobial Resistance 

Monitoring System” (NARMS) nos Estados Unidos (TOLLEFSON et al., 2003) e o 

“Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance”, no Canadá 

(ANONYMOUS, 2004). Sader et al. (2004) aponta que muitos programas de 

vigilância da resistência antimicrobiana tem sido implementados na América do 

Norte e na Europa, e poucos são os dados referentes a esta resistência em países 

da America Latina. O “Antimicrobial Surveillance Program” (SENTRY), 

iniciado em 1997, representa o mais completo programa de vigilância destes países. 

O Programa SENTRY coleta isolados de infecções clinicamente documentadas em 

mais de 80 centros médicos em todo o mundo, sendo dez na América Latina. 

A maioria desses programas dedica-se a vigilância dessa resistência em 

agentes determinantes de zoonoses e em indicadores bacterianos da microbiota 

normal dos animais (E. coli e Enterococcus spp.). Isso representa um importante 

primeiro passo nos esforços para entender e controlar a resistência aos 

antimicrobianos (CHOPRA e ROBERTS, 2001; SHAW, et al., 1993; SKO¨LD, 2001).  

Segundo a OMS, mudanças na população microbiana podem levar à 

evolução de micro-organismos patogênicos e ao desenvolvimento de novos fatores 

de virulência em antigos patógenos, desenvolvendo resistência a antimicrobianos ou 

mudanças na habilidade de sobrevivência em condições ambientais adversas 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2003). Frequentes casos de cepas 

diarreiogênicas de E. coli resistentes a antimicrobianos, têm sido descritos (VAN 
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DEN BOGAARD et al., 2001; SCHROEDER et al., 2002; COSTA et al., 2006), além 

da observação de cepas multi-resistentes (KRUMPERMAN et al., 1983).  

A avaliação da diversidade e distribuição dos genes de resistência nas 

populações bacterianas pode representar uma poderosa ferramenta para entender a 

epidemiologia da resistência antimicrobiana (BOERLIN, 2004). 

 

1.4 Alimentação Saudável X Produtos Lácteos  

  

A busca por alimentos saudáveis, por uma melhor qualidade de vida e por 

uma dieta mais adequada vem revelando ao cenário mundial um aumento no 

consumo de leite e derivados lácteos, ao lado de uma crescente preocupação 

quanto à qualidade desses alimentos (SILVA e SOUZA, 2006). Proficionais de saúde 

vêm recomendando o consumo destes alimentos como base de uma alimentação 

balanceada (INMETRO, 2009).  

No Brasil a indústria de laticínios é expressiva. No período de 2002 a 2008, a 

produção nacional de leite passou de 21,6 para 27,5 bilhões de litros, 

correspondentes a variação de 27,43% e a taxa média de crescimento de 4,12% ao 

ano (IBGE, 2010), e de acordo com Barros et al. (2004), em 2002 o Brasil produziu 

31.762 toneladas de queijo Minas Frescal.   

 

1.4.1 Queijo Minas Frescal  

 

De acordo com o Regulamento Técnico para Fixação de Identidade e 

Qualidade do queijo Minas Frescal (BRASIL, 1997), entende-se por queijo Minas 

Frescal, o queijo fresco obtido por coagulação enzimática do leite com coalho e/ou 

enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou não com ação de bactérias 

lácticas específicas. É classificado como um queijo semigordo, de muito alta 

umidade, a ser consumido fresco, de acordo com a classificação estabelecida neste 

regulamento. Além disso, apresenta baixo pH (5,1-5,6) e 1,6% de NaCl (FREITAS et 

al., 1993).  

O queijo tipo Minas Frescal é um produto tipicamente nacional, de tecnologia 

simples e de larga aceitação no país, entretanto, devido ao comprometimento da sua 
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qualidade, pesquisadores de diferentes partes do mundo têm voltado seus olhos 

para a importância da qualidade sanitária deste produto (SILVA e SOUZA, 2006).  

Visando evitar riscos à saúde, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

através da Resolução da Diretoria Colegiada N°. 12 de 02 de janeiro de 2001 (RDC 

N°12) (BRASIL, 2001) estabelece o Regulamento Técni co sobre Padrões 

Microbiológicos para Alimentos. Para queijos de muito alta umidade (55%) incluindo 

os queijos Minas Frescal, devem ser quantificados os seguintes micro-organismos: 

Coliformes a 45°C (5x10 2/g), Estafilococos coagulase positiva (5x102/g), Salmonella 

spp. (ausência em 25 g) e Listeria monocytogenes (ausência em 25 g). O item 5.9 

desta resolução determina as considerações sobre os grupos de micro-organismos 

pesquisados, e o item subsequente 5.9.1. dispõe que a denominação de "coliformes 

a 45ºC" é equivalente à denominação de "coliformes de origem fecal" e de 

"coliformes termotolerantes" e que caso seja determinada a presença de E. coli, isto 

deve constar no laudo analítico.  

No anexo II, desta mesma resolução, que se refere à conclusão e 

interpretação dos resultados das análises microbiológicas de alimentos destinados 

ao consumo humano, o item 1.2 trata da interpretação dos resultados dos produtos 

em condições sanitárias insatisfatórias e descrevem duas condições para que os 

produtos sejam assim classificados:  

� 1.2.1. São aqueles cujos resultados analíticos estão acima dos limites 

estabelecidos para amostra indicativa ou amostra representativa. 

� 1.2.2. São aqueles cujos resultados analíticos demonstram a presença ou a 

quantificação de outros micro-organismos patogênicos ou toxinas que representem 

risco à saúde do consumidor. 

O Ministério da Saúde (MS) e o MAPA vêm unindo esforços para que os 

produtos oferecidos ao consumidor apresentem boas condições sanitárias, e para 

tanto, ressalta-se a importância do atendimento aos requisitos das legislações 

vigentes, como a RDC N°12, (BRASIL, 2001), a Instru ção Normativa N°51 (BRASIL, 

2002) e o Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem 

Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1974).   

A partir de setembro de 2002, com a instituição da Instrução Normativa N°51, 

a legislação brasileira passou a utilizar a contagem de células somáticas (CCS) 

como mais um critério de qualidade e aceitação do leite (BRASIL, 2002). 

Esta Instruçao Normativa estabelece limites máximos para a quantificação 

destas células somáticas (CS), que devem ir diminuindo gradativamente, de acordo 
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com a região do país, e num período de sete anos (até 2012) devem atingir o 

patamar de 4x105 CS/mL, como já praticado na União Européia. A contagem máxima 

de 7,5x105 CS/mL para o leite “in natura” refrigerado esta em vigor desde 01/07/2008 

até 01/07/2011 para as regiões sul, sudeste e centro-oeste, e no periodo de 

01/07/2010 a 01/07/2012 para norte e nordeste (BRASIL, 2002).  

A CCS que deve ser realizada com periodicidade mínima mensal e expressa 

em células somáticas/ mililitro (CS/mL), tem sido utilizada como importante indicador 

da sanidade da glândula mamária e da qualidade do leite (O’BRIEN et al., 2001). As 

CS estão presentes normalmente no leite e são representadas por leucócitos, 

neutrófilos e células de descamação do epitélio secretor da glândula mamária.  

Segundo Kitchen (1981), um dos principais fatores relacionados à diminuição 

da qualidade do leite destinado a industrializaçao e ao consuno humano é a mastite, 

doença que frequentemente acomete os rebanhos leiteiros, e se caracteriza pela 

inflamação das glândulas mamárias das fêmeas em lactação e que determina um 

aumento significativo de CS no leite. Com isso, a composição do leite, a atividade 

enzimática, o tempo de coagulação, o rendimento e a qualidade dos derivados 

lácteos são influenciados negativamente. Este leite, portanto, deve ser descartado. 

Entretanto, ainda outros critérios de qualidade, além da CCS, devem ser 

observados para que o leite e seus derivados não representem um risco para a 

saúde, como por exemplo, a submissão do leite ao processo de pasteurização.  

Entende-se por pasteurização o “emprego conveniente do calor com o fim de 

destruir a mocrobiota patogênica presente no alimento, sem alteração sensível da 

constituição física e do equilíbrio do leite, e sem prejuízo dos seus elementos 

bioquimicos e de suas propriedades organolépticas normais” (BRASIL, 1974). Ainda 

de acordo com a legislação citada, são permitidos dois tipos de pasteurização: 

pasteurização lenta, que consiste no aquecimento do leite a 62°C - 65°C por 30 

minutos; e pasteurização rápida, que consiste no aquecimento do leite a 72°C - 75°C 

por 15 a 20 segundos. O regulamento determina ainda que imediatamente após o 

aquecimento o leite seja refrigerado entre 2°C e 5° C e em seguida envasado.  

Muito embora a especificação deste binômio tempo/temperatura esteja 

regulamentado por Legislação Federal, em 2006, o Governo do Estado do Rio de 

Janeiro, através de sua então representante, Rosinha Garotinho, com o Decreto 

38.757, aprova o Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de 

Origem Animal do Estado do Rio de Janeiro, RIISPOA/RJ, que em seu artigo 122, 

onde trata da pasteurização do leite, no parágrafo quinto, encontra-se a aceitação do 
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aquecimento do leite à temperaturas entre 68°C e 70 °C por 2 a 5 minutos a vapor 

direto e filtrado, para o leite destinado à fabricação de queijos (RIO DE JANEIRO, 

2006). 

De acordo com Silveira e Abreu (2003) o tratamento térmico por injeção direta 

de vapor (IDV) foi considerado apropriado para a fabricação de queijo prato e afins, 

desde que associados às boas práticas de fabricação (BPF), estruturas e 

equipamentos modernizados e dentro dos padrões exigidos pelo MAPA.  

Entretando sabe-se que nem sempre tais cuidados são observados, 

principalmente em se tratando de pequenas indústrias e produções artesanais. A 

possibilidade do uso deste tipo de tratamento térmico para a fabricação de queijos 

de massa crua, como o queijo Minas Frescal, é preocupante, pois uma vez não 

observados todos os cuidados, este alimento pode tornar-se importante veículo de 

patógenos.  

Além disso, a contaminação do leite pós-pasteurização, a utilização de 

fermentos inativos, temperaturas inadequadas, e incorretas condições de 

manufatura e armazenagem contribuem para a má qualidade do produto final 

(SANTOS et al., 1981; MANDIL et al., 1982).  

Apesar das exigências legais para que o leite destinado à produção de 

queijos seja higienizado por meios mecânicos adequados e submetido à 

pasteurização ou tratamento térmico equivalente (BRASIL, 1974), é intensa a 

comercialização do queijo Minas de forma irregular, fora dessas especificações, 

principalmente nas pequenas indústrias e estabelecimentos artesanais (BRAMLEY e 

MCKINNOM, 1990), que muitas vezes não recebem nenhuma fiscalização por parte 

dos órgãos governamentais.  

Segundo Silva e Fernandes (2005) 40% de toda produção brasileira de leite é 

comercializada sem qualquer tipo de fiscalização, o que evidencia a informalidade e 

em parte justifica a baixa produtividade e qualidade, além de apontar a necessidade 

de mais rigor por parte da fiscalização.  

A produção de queijo Minas Artesanal é tida como uma importante fonte de 

renda na agricultura familiar, sendo o estado de Minas Gerais o maior produtor 

desse tipo de queijo no Brasil (EMPRESA DE ASSISTENCIA TÉCNICA E 

EXTENSÃO RURAL, 2004). Porém quando este produto é fabricado de forma 

artesanal, por pessoas não treinadas, com tecnologia inadequada e condições 

higiênico-sanitárias insatisfatórias, pode haver contaminação deste alimento por 
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micro-organismos patogênicos, comprometendo tanto a sua qualidade como a 

segurança da saúde do consumidor (SILVA e LEITÃO, 1980).  

A agricultura familiar tem ocupado um importante espaço no cenário nacional, 

e diversas políticas públicas de incentivo têm sido implementadas.  Recentemente 

esta tendência foi ratificada, quando em seu discurso de posse, em 01de janeiro de 

2011, a presitenta eleita, Dilma Rousseff, manifestou seu apoio à agricultura familiar 

e ao microempreendedor.  

O Ministério do Desenvolvimento Agrário (MDA) desenvolveu o Plano 

Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (Pronaf). A agricultura familiar é 

responsável por 67% da produção nacional de feijão, 97% do fumo, 84% da 

mandioca, 31% do arroz, 49% do milho, 59% dos suínos, 40% de aves e ovos, 25% 

do café, 32% da soja e 52% do leite. Esta parcela do setor agropecuário ocupa 

30,5% da área total dos estabelecimentos rurais, produz 38% do Valor Bruto da 

Produção (VBP) nacional e ocupa 77% do total de pessoas que trabalham na 

agricultura. 

Em todo o país governos vêm intensificando ações neste âmbito como os 

programas Viva Leite e Leve Leite, em São Paulo e o Geraleite, na Bahia. Os 

estados nordestinos também têm verificado o desenvolvimento recente desses 

programas, por intermédio do Programa de Aquisição de Alimentos, como parte 

integrante do programa Fome Zero. O Programa do Leite para o Semi-Árido 

beneficia diariamente, 800 mil famílias e 25 mil produtores da região. 

No Rio de Janeiro, o Governo do Estado, em dois anos, investiu cerca de R$ 

150 milhões no setor e a produção de leite saltou de 470 milhões de litros/ano, em 

2007, para 600 milhões, em 2009. O setor da pecuária de leite movimenta U$$ 2,4 

bilhões/ano no Rio, cerca de 100 mil pessoas trabalham no setor e atualmente o 

Estado conta com 60 empresas de laticínios. Os produtores podem também contar 

com programas de incentivo como o Rio Leite, Estradas da Produção e Rio Genética 

(RIO DE JANEIRO, 2010). 

Os pecuaristas rurais brasileiros contam ainda com um programa de 

Gerenciamento de Propriedades Leiteiras, também conhecido como projeto Balde 

Cheio. Este programa foi idealizado pela Embrapa Pecuária Sudeste, e em parceria 

com o Serviço Brasileiro De Apoio às Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), 

Serviço Nacional de Aprendizagem Rural (SENAR) e as Empresas de Extensão 

Rural de diversos estados levam aos produtores de leite, tecnologia, 
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desenvolvimento e competitividade, aumentando a quantidade e a qualidade do leite 

produzido. 

De acordo com Furtado (1991), na fabricação de queijos, a qualidade do 

produto é diretamente proporcional à qualidade do leite utilizado como matéria 

prima, o que para alguns autores representa o ponto crítico de uma série de eventos 

que determinam a qualidade do queijo. A qualidade insatisfatória do leite cru e 

consequentemente, dos leites pasteurizados e esterilizados, assim como dos 

derivados, está relacionada a fatores como deficiências no manejo e higiene de 

ordenha, índices elevados de mastite, manutenção e desinfecção inadequadas dos 

equipamentos, refrigeração ineficiente ou até inexistente, mão-de-obra 

desqualificada etc (BRAMLEY e MACKINNON, 1990).  

Muito embora existam legislações, como as do Instituto Mineiro de 

Agropecuária (IMA), que amparam e orientam a produção de queijo Minas Artesanal, 

como a Portaria Nº 818, de 12 de dezembro de 2006 que dispõe sobre o 

Regulamento Técnico de Produção do Queijo Minas Artesanal (INSTITUTO 

MINEIRO DE AGROPECUÁRIA, 2006) e a Portaria nº 523, de 3 de julho de 2002 

que dispõe sobre as Condições Higiênico-Sanitárias e Boas Práticas na Manipulação 

e Fabricação do queijo Minas Artesanal (INSTITUTO MINEIRO DE 

AGROPECUÁRIA, 2002), e o cuidado de cadastrar os produtores deste tipo de 

alimento, pesquisadores vêm apontando a presença de micro-organismos 

patogênicos no produto (SILVA e LEITÃO, 1980).  

O queijo Minas tem sido o objeto de estudo de vários pesquisadores em 

diferentes regiões do país, pois tem frequentemente sido relacionado à transmissão 

de doenças de origem alimentar, além do que, muitas são as espécies de micro-

organismos que têm sido encontradas no leite e em queijos (ARAÚJO et al., 2002; 

CARDOSO e ARAÚJO, 2004; ROOS et al., 2005).  

Segundo De Buyser et al. (2001), é difícil estimar a proporção das doenças 

transmitidas por leite e derivados, devido às limitações dos sistemas de vigilância. 

Estes autores descrevem que surtos de DTA, onde o leite e derivados lácteos 

estiveram envolvidos têm sido descritos em diferentes países. 

Para a garantia da inocuidade, qualidade e integridade do leite e derivados, 

os estabelecimentos industriais contam com importantes procedimentos, como as 

Boas Práticas de Fabricação (BPF), os Procedimentos Padrão de Higiene 

Operacional (PPHO) e as Análises de Perigos e Pontos Críticos de Controle 

(APPCC). 
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O PPHO foi instituído pela Resolução DIPOA/SDA Nº 10, de 22 de maio de 

2003 (BRASIL, 2003b), para ser utilizado em Estabelecimentos de Leite e Derivados 

que funcionam sob o regime de Inspeção Federal, como etapa preliminar e essencial 

dos Programas de Segurança Alimentar do tipo APPCC.   

Embora o APPCC seja um sistema amplo para a garantia da inocuidade, da 

qualidade e da integridade do alimento, este não deve ser considerado único e 

independente. Considera-se o APPCC uma ferramenta para controle de processo e 

não para o ambiente onde o processo ocorre. As BPF e o PPHO constituem, dessa 

forma, pré-requisitos essenciais à implantação do APPCC.  

Constituindo uma extensão do Regulamento Técnico sobre as Condições 

Higiênico-Sanitárias e de Boas Práticas de Fabricação para Estabelecimentos 

Elaboradores / Industrializadores de Alimentos, o Manual de BPF estabelece os 

PPHO visando reduzir ou eliminar os riscos associados com a contaminação de leite 

e de produtos lácteos. 

Os PPHO são procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados e 

monitorizados, visando estabelecer a forma rotineira pela qual o estabelecimento 

industrial evitará a contaminação direta ou cruzada e a adulteração do produto, 

preservando sua qualidade e integridade por meio da higiene antes, durante e 

depois das operações industriais. Tais procedimentos têm como objetivo evitar a 

contaminação direta ou cruzada ou a adulteração dos produtos por meio das 

superfícies dos equipamentos, utensílios, instrumentos de processo e manipuladores 

de alimentos.  

 
 

1.5 E. coli associada à DTA 

 

A presença de E. coli em alimentos tem sido de maneira enfática, relatada por 

pesquisadores (COLEN et al., 1984; DIAS et al.,1995; RODRIGUES et al., 1995; 

CARVALHO et al., 1996). Essa contaminação, além de identificar as más condições 

higiênicas do produto, indica, também, a possibilidade de transmissão de patógenos 

pertencentes aos grupos EPEC, ETEC, EIEC, EAEC e EHEC (LEVINE et al., 1987; 

NASCIMENTO et al., 1988; SABIONI et al., 1988; JAKABI e FRANCO, 1991).  

Todas as cepas patogênicas de E. coli já estiveram diretamente relacionadas 

à alimentos, incluindo carnes, vegetais (RÚGELES et al.,2010), pescados 
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(VALENTE, 2004), leite e derivados lácteos (PANETO et al., 2007; Vernozy-Rozand 

et al., 2005)  entre outros. 

Atenção especial deve ser dispensada aos alimentos consumidos crus ou 

pouco cozidos e os de pronto consumo, como por exemplo, os pescados e os 

queijos frescais. Estudos realizados em queijo Minas Frescal e carne de Mexilhão 

vêm demonstrando o isolamento de patógenos de importância em Saúde Pública, 

com destaque para a bactéria E. coli (FOOD AGRICULTURE ORGANIZATION, 

1994; REID, 2001; VALENTE, 2004; DIAS et al., 2010).  

O cultivo de mexilhões é uma das modalidades mais produtivas que se 

conhece, entretanto, é característico dos mexilhões e demais bivalves filtrar, 

concentrar e reter em seus tecidos, micro-organismos patogênicos causadores de 

DTA, como demonstram os relatos de Marques e Pereira, (1988).  

A presença de bactérias do grupo coliforme e E.coli em moluscos filtradores é 

uma ocorrência mundial, visto que exatamente nas zonas costeiras, baías e 

enseadas, locais ideais para a reprodução e crescimento dos bivalves, ocorrem 

escoamento de esgotos ou a desembocadura de rios que carreiam contaminantes 

biológicos e químicos, os quais interferem diretamente na qualidade dos moluscos 

(EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUÁRIA E DIFUSÃO DE TECNOLOGIA DE 

SANTA CATARINA S.A., 1994).  

De acordo com a Resolução n° 357 de 2005, do Consel ho Nacional do Meio 

Ambiente (BRASIL, 2005), as condições microbiológicas da água para o cultivo de 

moluscos bivalves destinados à alimentação humana, devem ter a média geométrica 

da densidade de coliformes termotolerantes, de um mínimo de 15 amostras colhidas 

no mesmo local, não excedendo a 43/100 mL. Ressalta-se ainda que, segundo o 

Ministério da Agricultura (BRASIL, 1988), os limites microbiológicos para áreas de 

criação, extração e manutenção de moluscos bivalves são: área proibida - acima de 

700 coliformes fecais por 100 mL de água; área limitada - entre 70 e 700/100 mL, 

sendo indispensável o tratamento dos moluscos através da depuração; e área livre < 

70/100 mL. Organizações internacionais como “Food and Drug Administration (FDA), 

têm procurado através de princípios e normas, estabelecer o controle das condições 

sanitárias da água onde são cultivados os moluscos, objetivando garantir sua 

qualidade; e de acordo com o “The European Union Shellfish Quality Assurance 

Programme” (EUSQAP), os moluscos bivalves são classificados em três classes, e 

para cada uma é permitida uma quantidade de coliformes termotolerantes por 100 g 

de massa visceral e de líquido intervalvar: Classe A, tolerancia < 300 CT/100g; 
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Classe B, 90% das amostras não podem exceder a 6.000 CT/100 g; Classe C, não 

podem exceder a 60.000 CT/100 g. 

A preocupação em relação à qualidade sanitária deste alimento torna-se 

ainda mais relevante pelo hábito de consumir esse produto cru ou insuficientemente 

cozido, como ressaltam Wood (1996) e Dias et al. (2010). 

Por diversas décadas, diferentes grupos de pesquisadores vêm relatando a 

presença de cepas patogênicas de E. coli em queijos, como demonstram os estudos 

de Nascimento et al. (1988), que revelaram o isolamento de cepas EPEC e EIEC em 

amostras de queijo Minas Frescal obtidas na cidade de Ouro Preto - Minas Gerais e 

Araújo et al. (2002), que isolaram cepas EPEC em amostras de queijo Minas Frescal 

analisadas na cidade do Rio de Janeiro. Cepas do grupo ETEC foram identificadas 

em queijo por Mac Donald et al. (1985) e Quinto e Cepeda (1997). O estudo de 

Daniels (2006), nos Estados Unidos, descreve a presença de cepas ETEC em 

diferentes produtos, incluindo queijos.  

Cepas patogênicas de E. coli têm sido reportadas por diversos autores como 

a causa mais frequente de diarréia (TODD, 1997; STEINER et al., 1998), e têm sido 

associadas a quadros de desnutrição e mortes em países em desenvolvimento 

(TODD, 1997; STEINER et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998).  

De acordo com Beatty et al. (2006) e Devasia et al. (2006), diversas 

reportagens revelam o crescente envolvimento de cepas ETEC associadas a 

doenças transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, sugerindo que essa seja a 

ocorrência mais frequente nesse país. Mead et al. (1999), apontam que quadros de 

diarréia aguda são comuns nos Estados Unidos e estimam que 76 milhões de casos 

de DTA ocorram a cada ano. 

Guerrant et al. (1990), citam que as doenças diarréicas são endêmicas em 

diversas regiões da Ásia, que são a principal causa de mortalidade, e que 

contribuem para a morte de 3,3 a 6 milhões de crianças anualmente (BERN et al., 

1992).  

De acordo com Todd (1997), ETEC continua sendo o maior problema de 

saúde em países em desenvolvimento, como também mostram os resultados dos 

estudos de Estrada-García et al. (2005), no México, onde cepas ETEC ocorreram 

em 27% dos casos seguidas das EAEC, que ocorreram em 26% dos casos 

estudados. Esses resultados concordam ainda com dados nacionais, onde Gomes et 

al. (1991) descrevem a importância das ETEC em São Paulo, sendo responsáveis 

por 7 a 20% de casos de diarréia infantil.   
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1.6 Isolamento, Detecção e Tipificagem do Agente Et iológico 

 

O isolamento a detecção e a tipificagem do agente etiológico da diarréia são 

relevantes tanto para aspectos terapêuticos quanto para a implementação de 

estratégias de controle apropriadas (DUQUE et al., 2002). Para tanto, inúmeros 

métodos laboratoriais de análise podem ser utilizados e, atualmente têm sido 

divididos em métodos convencionais e métodos rápidos (FRANCO, 2004). 

 

1.6.1 Métodos Convencionais 

 

São técnicas desenvolvidas e descritas há bastante tempo, e que vêm sendo, 

desde então, empregadas como métodos oficiais nos laboratórios brasileiros. Esses 

métodos estão descritos em publicações de referência internacionalmente aceitas, e 

entre elas destacamos o “Bacteriological Analytical Manual” (BAM), publicado em 

conjunto pela “United States Food and Drug Administration” (FDA) e pela 

“Association of Official Analytical Chemists International” (AOAC International); o 

“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods”, editado pela 

“Americam Public Health Association” (APHA) e o “Microorganisms in Foods – their 

significance and methods of enumeration”, publicado pela “International Commission 

on Microbiological Specifications for Foods” (ICMSF). “Existem ainda outros métodos 

recomendados por outras associações como a “International Organization for 

Standardization” (ISO), a ‘International Dairy Federation” (IDF) e outras (FRANCO, 

2004). 

Embora os métodos convencionais estejam bem estabelecidos e requererem 

materiais de consumo relativamente baratos, esses procedimentos apresentam 

algumas desvantagens, como serem extremamente laboriosos e demandarem a 

espera de vários dias para a liberação do laudo final.  

 

 

1.6.1.1 Sorotipificagem 

 

 A identificação de cepas patogênicas de E. coli requer uma diferenciação 

destes micro-organismos dos membros não patogênicos da microbiota intestinal. A 

combinação dos antígenos O e H define o sorotipo dos membros da família 
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Enterobacteriaceae (NATARO e KAPER, 1998). De acordo com Ewing (1986) as 

amostras são sorotipadas com base em seus antígenos de superfície “O” (somático), 

“H” (flagelar) e “K” (capsular). Existem 183 O, 53 H e 100 antigenos “K” descritos. Os 

53 tipos de H são numerados de 1 a 56.  

Os antígenos somáticos “O” são termoestáveis e relacionados com 

polissacarídeos da membrana externa, são designados por números e caracterizam 

o sorogrupo do micro-organismo. Os antigenos “H” são termolábeis, representam a 

porção filamentosa do flagelo bacteriano que são constituídos por subunidades da 

proteína chamada flagelina. Os antígenos capsulares “K” são relacionados com 

polissacarídeos capsulares (CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 2004). A maioria das amostras de E. coli são móveis, e possuem 

flagelo (KHAN, 1993).   

Embora esse método seja valioso para a caracterização das cepas e ainda 

seja utilizado, ele apresenta algumas desvantagens como, por exemplo, a 

necessidade do uso de um grande conjunto de anti-soros específicos, que 

comumente estão disponíveis apenas em laboratórios de referência 

(SWAMINATHAN e MATAR, 1993) e, além disso, alguns isolados bacterianos 

podem ser não-tipáveis pela sorotipagem clássica como no caso das cepas imóveis 

E. coli, que não possuem flagelo (MACHADO et al., 2000; PRAGER et al., 2003).  

 

1.6.2 Métodos Moleculares 

 

A introdução de técnicas mais rápidas surgiu em consequência da 

necessidade de se abreviar o tempo de espera para a obtenção de resultados, 

melhorar a produtividade laboratorial e simplificar os trabalhos, entre outras. Alguns 

desses métodos apresentam maior sensibilidade e especificidade do que os 

convencionais (FRANCO, 2004).  

Métodos Rápidos têm sido utilizados para estudar a epidemiologia molecular 

de diversos patógenos bacterianos e com isso caracterizar a variabilidade genética 

de amostras envolvidas em mortalidade, definição de grupos de amostras 

prevalentes, e identificação da origem de amostras virulentas (MACÊDO, et al., 

2009).  
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Há pelo menos dez anos as técnicas de biologia molecular têm sido descritas 

na literatura como uma forma rápida e adequada para a identificação de cepas 

patogênicas de E.coli, incluindo ensaios de multiplex PCR (RÚGELES, et al., 2010).  

Estudos sugerem que cada patotipo de E. coli patogênica apresente um ou 

mais genes específicos, ou uma combinação de fatores de virulência, que as 

distinguem das estirpes não-patogênicas e dos outros patotipos (SPHIGEL, 2008). 

Os genes codificadores desses fatores de virulência são conservados entre 

amostras isoladas provenientes de diferentes continentes (NGUYEN et al., 2005; 

ARANDA et al., 2007; BRANDAL, et al., 2007).  

 

 

1.6.2.1 “Polymerase Chain Reaction” (PCR) e multiplex PCR (M-PCR) 

 

Um progresso substancial tem sido alcançado no desenvolvimento de 

metodologias baseadas na análise de ácidos nucléicos, como a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) (NATARO e KAPER, 1998). Esse método é baseado na 

amplificação de sequencias específicas de DNA ou RNA (ERLICH, 1992). Rapidez, 

bom limite de detecção, seletividade e potencial para otimização são as maiores 

vantagens deste método (MALORNY et al., 2003).  

A detecção pelo sistema M-PCR, que consiste na amplificação simultânea de 

vários genes pelo uso de múltiplos pares de iniciadores ou “primers” específicos 

(ATLAS e BEJ, 1994), têm sido descrita como uma solução apropriada para o 

desafio de encontrar E. coli diarreiogênicas em alimentos e amostras clínicas 

(LÓPEZ-SAUCEDO et al., 2003), além de ser também descrita como um método 

eficiente para a identificação deste micro-organismo em amostras ambientais 

(“CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION”, CDC, 1996; 

MARTINEZ et al., 2007).  

Pesquisadores de diversos países da América Latina obtiveram sucesso com 

a introdução do uso desta técnica para identificar E.coli patogênica em seus países, 

incluindo Argentina (RIVAS, et al., 2006), Brasil (ARANDA et al., 2007; MORENO et 

al., 2010), Chile (VIDAL et al., 2005) e México ESTRADA-GARCIA et al., 2009).  
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1.6.2.2 “Multilocus Sequence Typing” (MLST)  

 

Mais recentemente outro método molecular foi desenvolvido para o estudo de 

genética de populações, tipificagem de micro-organismos e estudos epidemiológicos 

de longo prazo, o MLST. Esta técnica foi desenvolvida com o objetivo de 

acompanhar a patogenicidade bacteriana com uma perspectiva global de 

epidemiologia. Neste método, os fragmentos internos de vários genes 

“housekeeping”, ou seja, genes constitutivos conservados, de evolução lenta e 

normalmente codificantes de enzimas metabólicas ou proteínas de regulação, são 

sequenciados (MAIDEN et al., 1998) e as sequências nucleotídicas são utilizadas 

como unidades de comparação em bancos de dados específicos, não havendo 

assim a possibilidade de erros pela subjetividade da interpretação de geis como no 

“Multilocus Enzyme Electrophoresi” (MLEE), método precursor do MLST 

desenvolvido por Selander et al. (1986).   

A técnica de MLST envolve o sequenciamento desses fragmentos específicos 

e a designação de perfis de alelos, chamados “Sequence Types” (ST) (OLVERA et 

al., 2006). Este método tem sido utilizado com sucesso para a determinação dos ST 

e os complexos clonais (cc) a eles associados, de vários patógenos humanos e 

animais (COOPER e FEIL, 2004), e tem sido descrito como uma poderosa 

ferramenta a ser usada em estudos de longo prazo pelos sistemas de vigilância 

epidemiológica (TARTOF et al., 2005). 

Trata-se de um sistema de fácil portabilidade, pois as sequências de dados 

podem ser facilmente comparadas e analisadas entre laboratórios (ENRIGHT e 

SPRATT, 1999; MAIDEN et al., 1998). O formato digital dos dados do MLST facilitou 

o estabelecimento de uma base de dados única para cada micro-organismo 

podendo ser consultada via internet para a comparação de alelos e obtenção rápida 

dos ST e seus complexos clonais, contribuindo para o entendimento da distribuição 

clonal dos agentes de doenças infecciosas (TARTOF et al., 2005).  

 

 

1.6.2.3 PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

 

Alternativa ou complementarmente aos testes clássicos de sorotipagem, 

alguns autores vêm sugerindo, e apresentando resultados bastante significativos, 

como a utilização da técnica de “PCR-restriction fragment length polymorphism” 
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(PCR-RFLP). Essa técnica tem demonstrado uma redução considerável do tempo de 

análise, podendo fornecer o resultado em dois dias, enquanto que com a técnica 

clássica seria preciso ao menos sete dias para a obtenção dos sorotipos (MORENO 

et al., 2006). Fields et al. (1997), desenvolveram um teste de PCR-RFLP para 

identificar e caracterizar o gene fliC, que codifica a proteína flagelina relacionada ao 

antígeno H, responsável por determinar a mobilidade do micro-organismo. Esse 

método tem demonstrado ser uma importante ferramenta para detecção bacteriana 

por afinidade genética e por estudos epidemiológicos (AMHAZ et al., 2004; 

BOTELHO et al., 2003; COIMBRA et al., 2001; WANG et al., 2000; ZHANG et al., 

2000; MACHADO et al., 2000; REID et al., 1999; FIELDS et al., 1997).  

Prager et al. (2003), demonstraram em seus estudos que com o uso da PCR-

RFLP, seria possível a identificação de amostras imóveis e ainda de cepas com 

antígeno H não tipável, além de reportar uma correlação muito boa entre a técnica 

molecular e a clássica. Machado et al. (2000) citaram ainda que as amostras 

sorologicamente não tipáveis poderiam ser classificadas de acordo com o 

polimorfismo do fliC, dentro dos já conhecidos grupos de antígenos H e que ainda o 

grupo fliC poderia ser usado para detectar novas classes de antígeno H. De acordo 

com Campos et al. (1994) e Gomes et al. (1989), amostras imóveis são frequentes 

entre EPEC típica e atípica e STEC.   

 

1.6.3. Considerações complementares 

 

As técnicas moleculares não necessariamente substituem os métodos 

convencionais. Elas são direcionadas a questões que não são resolvidas ou então 

que seriam mais trabalhosas e/ou mais demoradas de serem solucionadas se 

fossem utilizadas técnicas convencionais (FOXMAN e RILEY, 2001). Entretanto, é 

necessário considerar as características epidemiológicas de cada surto da doença, 

associadas a uma técnica adequada segundo sua capacidade de discriminação 

entre as amostras (MACEDO, et al., 2009). 
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2. Objetivos_______________________________________ _________ 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

•  Caracterizar genotipicamente os isolados de E. coli obtidos a partir de 

amostras de queijo Minas Frescal, comercializados com ou sem serviço de 

inspeção na região metropolitana do Rio de Janeiro. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Isolar cepas patogênicas de E. coli a partir das amostras de queijo Minas 

Frescal analisadas; 

• Avaliar a susceptibilidade antimicrobiana das cepas patogênicas isoladas; 

• Avaliar a motilidade das E. coli isoladas, e em caso de cepas imóveis, 

caracterizá-las genotipicamente através da PCR- RFLP do gene fliC; 

• Otimizar a multiplex PCR para a detecção simultânea dos genes de virulência 

das cepas patogênicas de E. coli: EPEC, ETEC, STEC, EAEC e EIEC; 

• Certificar a presença dos genes de virulência amplificados pela multiplex 

PCR, por meio de sequenciamento; 

• Realizar a tipificação genética dos isolados pela análise do MLST; 

•  Determinar os “Sequence Types” e os complexos clonais dos isolados. 
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3. Material e Métodos ____________________________________________________  

 

3.1 Obtenção das amostras  

 

Um total de trinta amostras, entre produtos inspecionados e artesanais sem 

inspeção, de queijo Minas Frescal foi utilizado neste estudo. 

Inicialmente as análises foram realizadas com quinze unidades de queijo 

Minas Frescal, de três marcas comerciais diferentes, utilizando amostras 

representativas (BRASIL, 2001), sendo cada uma destas constituída de cinco 

unidades de queijo Minas Frescal de mesmo número de lote e mesmas datas de 

fabricação e validade.  

Posteriormente, foram realizadas análises utilizando amostras indicativas 

onde apenas uma unidade de queijo Minas Frescal de cada lote e marca foi 

analisada (BRASIL, 2001). Quinze amostras indicativas foram analisadas, e destas, 

sete possuíam algum selo de serviço de inspeção e oito foram de origem artesanal 

sem inspeção.  

O total das trinta amostras de queijo Minas Frescal analisado, sendo destas 

22 amostras comercializadas com selo de serviço de inspeção e 8 amostras 

artesanais, comercializadas sem inspeção, foi adquirido em supermercados da 

região metropolitana do Rio de Janeiro, ou em eventuais pontos de venda para os 

produtos de origem artesanal.  

Todas as amostras foram compradas em suas embalagens originais, não 

violadas, observando a quantidade mínima de 200 gramas por unidade amostral, 

conforme indicado na RDC n° 12 (BRASIL, 2001) e ana lisadas dentro de seu prazo 

de validade. Foram aferidas as temperaturas do balcão frigorífico do local de 

aquisição e das amostras na chegada ao laboratório, que não ultrapassou 8oC. 

Sempre que possível o mesmo procedimento foi realizado para os produtos de 

origem artesanal.  

Após a aquisição, as amostras foram acondicionadas em embalagens 

individuais, fechadas e intactas, e conduzidas ao laboratório sob refrigeração. 
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As análises foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de 

Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde – Fiocruz. 

 

3.2 Isolamento das cepas patogênicas  

 

A técnica microbiológica utilizada foi uma adaptação do método descrito no 

“Bacteriological Analytical Manual” (BAM) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 

2003). As etapas descritas a seguir podem ser acompanhadas na Figura 1. 

Alíquotas de 25 gramas de cada amostra foram pesadas assepticamente, 

acrescidas de 225 mL caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) (MERK) (fator de 

diluição 1:10) e transferidas para embalagem plástica do homogeneizador tipo 

“Stomacher”. A mistura foi homogeneizada durante 60 segundos, em velocidade 

média e o homogenato incubado por 10 minutos com agitação periódica em 

temperatura ambiente e posteriormente mantido em repouso por mais 10 minutos, 

para que a amostra depositasse por ação da gravidade. O material foi incubado por 

3h a 35°C para pré-enriquecimento e recuperação das  células injuriadas. Após esse 

período o pré-enriquecimento foi transferido para 225 mL de caldo Triptona Fosfato 

(TP) em dupla concentração e incubado por 20h a 44.0 ± 0.2°C. Em sequência, foi 

realizada semeadura por esgotamento em “Eosin Methylene Blue Agar, Levine” (L-

EMB) (MERK) e Agar MacConkey (MC) (MERK) e então incubados por 20h a 35°C, 

para isolamento das colônias.  

Com o objetivo de fazer uma triagem das colônias isoladas para detectar a 

presença de E.coli, foi associado ao meio MC, 50mg/L do suplemento 4-metil-

umbeliferil-β-D-glicuronídeo (MUG). Este substrato é hidrolisado pela enzima β-

glicuronidase, que cliva o MUG com a liberação de 4-metil-umbeliferona, que emite 

uma fluorescência azulada quando exposto à lâmpada de luz ultravioleta (0 a 6 W) 

de ondas longas (365 nm) facilmente visualizada no meio ou ao redor das colônias. 

Mais de 95% das E. coli produzem a enzima β-glicuronidase, sendo exceção a cepa 

EHEC sorotipo O157: H7 (CARDOSO, 1999).  

Para este estudo cerca de 160 colônias, entre típicas e atípicas, de cada 

amostra, foram selecionadas, semeadas em “spots” em placa-mestre de Agar 

Triptose Soja (TSA) (MERK), incubadas a 37°C/24h e estocadas em criotubos 

compostos de caldo BHI e glicerol 20% em freezer à - 20°C, para posterior 
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identificação microbiana, por confirmação bioquímica, avaliação da susceptibilidade 

antimicrobiana e caracterização genotípica.  

Após a caracterização genotípica as cepas patogênicas identificadas foram 

mantidas criopreservadas em temperaturas de - 20°C ou - 70°C e depositadas na 

Coleção de Micro-organismos de Referência do INCQS/FIOCRUZ. 

 

 

FIGURA 1: Isolamento de E.coli patogênica em amostras de queijo Minas Frescal 

 

    

        →    →     →        →           →  →     

              25g         BHI  225mL       “Stomacher”         BHI-Rep. t.amb.      35°C/3h             BHI           TP duplo 

                         60 seg./vel.média    10min. ag.per. /                                                    225mL 

                                                     10min.s/ ag. 

      

 

                                     M 

        →     →      →                         →                     →             →     

                  44°C/20h       TP duplo         M C+MUG / L-EMB       35°C/20h         “spots”          Criot ubo  

  Agar TSA       cepa isolada  

                                                                                                                                          (BHI/glic 20%) 

 

 

3.3 Avaliação da susceptibilidade antimicrobiana 

 

A avaliação da susceptibilidade antimicrobiana e da presença de cepas 

produtoras da enzima β-lactamase de espectro estendido (ESBL) foi realizada 

através do sistema VITEK_32 – GNS (BioMerieux), e a metodologia baseada nas 

informações do fabricante. As etapas podem ser acompanhadas na Figura 2.  

A avaliação da susceptibilidade foi baseada no “Clinical Laboratory Standards 

Institute” (CLSI). Os antimicrobianos testados, suas siglas e Concentração Inibitória 
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Mínima (MIC), em mcg/mL, foram respectivamente: Amicacina (NA; 2), Ampicilina 

(AM; 32), Ampicilina-Sulbactan (MAS; 16), Azetreonam ( AZM; 8), Cefepima (FEP; 

4), Cefotaxima (TAX; 4), Cefoxitima (FOX; 2), Ceftazidima (TAZ; 8), Cefalotina (CF; 

8), Ciprofloxacina (CIP; 0.5), Gentamicina (GM; 0.5), Imipenem (IMI; 4), Meropenem 

(MEM; 2), Piperacilina-Tazobactam (TZP; 8) e Trimetoprim-Sulfa (STX; 10).  

 

 

FIGURA 2: Avaliação da susceptibilidade antimicrobiana das cepas patogênicas isoladas 
pelo sistema VITEK_32 – GNS (BioMerieux). 

 

 

            →                  →                           → →       →     →                 
Criotubo                 BHI                   37°C /24h                                         Agar                 37°C/24h        

         cepa isolada                                                                                           sangue                                                                                 
 

         →      →          →       →   
       Padrão n° 1                Cartão                      VITEK_32                   Análise dos 
      Mac Farland           GNI ou GNS                                                       resultados 
 
 

 

3.4 Teste de Motilidade 

 
O teste de motilidade indica indiretamente a produção de flagelos. Esta não é 

uma prova bioquímica e sim fisiológica. 

O teste foi realizado a partir de um crescimento de 24 horas em Agar BHI, e 

com o auxilio de uma agulha bacteriológica, uma alíquota deste crescimento foi 

inoculado no centro do meio semi-sólido Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), até 2/3 do 

meio. O meio foi incubado em estufa bacteriológica a 35oC por 24 horas (KONEMAN 

et al., 2001). As etapas do teste podem ser acompanhadas na Figura 3. 
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INTERPRETAÇÃO:  

• O resultado é considerado positivo (cepa móvel) quando os micro-organismos 

crescem deslocando-se da linha de inoculação, turvando o meio. 

• O resultado é considerdo negativo (cepa imóvel) quando a bactéria tem seu 

crescimento restrito ao local da inoculação. 

 

 

FIGURA 3: Teste de Motilidade das cepas patogênicas isoladas 

 
 
 

          →               →                           →      

   

  

3.5 Extração de DNA 

 

O protocolo utilizado para a extração de DNA seguido nesse estudo foi 

baseado em informações do fabricante do kit comercial “Dneasy Tissue kit” 

(“QIAGEN Companies – Uniscience” do Brasil, São Paulo, SP). 

A partir dos “spots” em Agar TSA, das 160 colônias entre típicas e atípicas  

isoladas de cada amostra, procedeu-se a extração do DNA. Inicialmente, para uma 

primeira triagem, a extração foi realizada a partir de “pools” de 10 colônias. Com 

auxilio de uma agulha bacteriológica, as colônias foram “pescadas” e colocadas em 

tubo tipo “eppendorff” contendo caldo BHI. A cada 10 colônias “pescadas” e 

colocadas em um mesmo tubo formava-se 1 “pool” contendo o inóculo das 10 

colônias. Desta forma, as 160 colônias isoladas foram reunidas em 16 “pools” de 10 

colônias. Cada “pool” foi incubado por 18-24h/37°C,  com a finalidade de se obter 

células bacterianas jovens.  A partir de então se seguiu as instruções do fabricante 

para a extração do DNA.  

Após a extração do DNA e a realização da Multiplex PCR (Figura 4), o 

resultado foi analisado e observado se algum dos “pools” testados apresentava 

resultado sugestivo de positividade para cepas patogênicas de E. coli. Caso esta 

Agar BHI SIM 35°C/24h  Interpretação 
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fosse a interpretação, voltava-se à placa-mestre de Agar TSA e cada uma das 10 

colônias constituintes do “pool” suspeito, era cultivada individualmente, em caldo 

BHI, para a obtenção de células bacterianas jovens e subsequentemente realizava-

se a extração de DNA individual. Esse DNA era, então, estocado em freezer à - 

20°C, para análises posteriores.  

 

 

FIGURA 4: Extração do DNA “pool” e individual  
 

 
 
 
                                                                                      

  

                                →                →       →         →  Ext.DNA (“pool”)   →    
                                             BHI             18-24h/37oC              “Pools”                  Kit Quiagen           
                                            3 mL                                      10 colônias               
 
 

                                                                                                                  
                 M-PCR                                         
 

                                                      →                      →               →                   → 
                                                                                         “spots”                BHI              Ext. DNA       estoque -20°C       
                                                                                         Agar TSA            3 mL           (individual)                                                                              
                                                                                                                                                           

 
      

3.6 Caracterização Genotípica 

 

O DNA das amostras previamente extraído e estocado à - 20°C foi utilizado 

para as análises genotípicas.  

Todas as soluções reagentes utilizadas para a caracterização genotipica 

neste estudo foram adquiridas da “Invitrogen Life Technologies” (São Paulo, SP, 

Brasil) e armazenadas à temperatura de - 20°C. 

 

 

      “spots” 
    Agar TSA          

10 colônias 

“pool” neg. 
descarte 

“pool” pos. 
→ 
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3.6.1 Cepas de referência  
 

Neste estudo foram utilizadas cinco cepas de referência, cada uma 

pertencendo a um grupo de E. coli diarreiogênica: cepas INCQS 00181 (CDC 055) - 

EPEC; INCQS 00171 (CDC EDL – 933) - EHEC e INCQS 00170 (CDC EDL – 1284) 

- EIEC, provenientes do Laboratório de Micro-organismos de Referência do 

INCQS/FIOCRUZ; uma cepa ETEC – 258909-3 (CFA/I+ 0128:H –; LT+/ST+) 

proveniente da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e uma cepa EAEC 

(2391) oriunda do Instituto Adolfo Lutz – SP (IAL). Todas as cepas foram suspensas 

em 10 ml de caldo casoy (“Trypticase Soy Broth” - TSB) (Merck) e incubadas por 18 

horas a 37oC sob agitação à 150 rpm (L.E.D. “Orbit Shaker, Lab-line Instruments”, 

Inc., Melrose park, ILL, USA). 

 

3.6.2 Identificação das cepas patogênicas de E.coli pela Multiplex PCR 
 

Para gerar o perfil utilizado como controle positivo desta reação, o DNA molde 

de cada uma das cepas de referência foi adicionado concomitantemente ao mix da 

reação.   

 

 

3.6.2.1 “Primers” utilizados 

 

As sequências dos pares de “primers” SK1 e SK2, Vtcom-u e Vtcom-d, EST-F 

e EST-R, ELT-F e ELT-R, ipaIII e ipaIV, aggRks1 e aggRkas2 utilizados neste 

estudo encontram-se detalhadas na Tabela 1. Os “primers” utilizados foram 

adquiridos comercialmente da “Invitrogen Life Technologies” (São Paulo, SP, Brasil), 

hidratados com água purificada isenta de DNase e RNase e ficaram estocados em 

alíquotas de 100 µl à –20oC.  

 

 

3.6.2.2 Cepas controle e genes alvo 

 

Foram utilizadas como controle positivo, de todas as reações da Multiplex 

PCR, as cinco cepas de referência de E. coli diarreiogênica, mencionadas acima. Os 
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genes alvos selecionados para cada categoria de E.coli patogênica foram: eae para 

EPEC; est e elt para ETEC; stx para STEC; aggR  para EAEC e ipaH para EIEC. Os 

componentes da reação sem DNA foram usados como controle negativo das 

reações. 

 

TABELA 1: Genes, “primers” e sequências utilizados na Multiplex PCR  
 

Gene “Primer” Sequência (5’ - 3’) Amplicon 
(pb) 

Temp. 
Anel 
(°C) 

Referência 

eae 
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 

881 50 
Oswald et al. 

(2000) 
 SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG 

stx 
Vtcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG 

518 50 
Yamasaki et al. 

(1996) 
 Vtcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT 

est 
EST-F ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT 

190 50 
López-Saucedo 

et al. (2003) 
 EST-R CACCCGGTACARGCAGGATT 

elt 
ELT-F GGCGACAGATTATACCGTGC 

450 50 
López-Saucedo 

et al. (2003) 
 ELT-R CGGTCTCTATATTCCCTGTT 

ipaH 
ipaIII GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 

619 50 
Sethabutr et al. 

(1993) 
 ipaIV GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 

aggR aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254 50 Ratchtrachenchai 
et al. (1997) aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC 

 
 
 

3.6.2.3 Componentes e condições da Multiplex PCR  

 

A reação de M-PCR utilizada foi baseada nos estudos de TOMA et al. (2003) 

e otimizada nesta pesquisa. 

As amplificações da PCR foram efetuadas em um volume final de 50 µL, 

contendo 50 -100 ng de DNA molde das cepas de referência ou de DNA molde das 

amostras, tampão PCR 10x, 3,0 mM MgCl2 , 0.07 U/µL de Taq DNA polimerase, 0.3 

mM de dNTP, 1.25 µM para os “primers” SK1  e SK2, 0.25 µM para os “primers” 

Vtcom-u  e Vtcom-d, 0.50 µM para os “primers” EST-F e EST-R, 0.25 µM para os 

“primers” ELT-F  e ELT-R, 0.10 µM para os “primers” ipaIII e ipaIV, 0.25 µM para os 

“primers” aggRks1  e aggRkas2,  e água livre de DNAse e RNAse para completar o 

volume de 50 µL. 

Todas as reações de multiplex PCR para identificação dos genes alvo das 

cepas diarreiogênicas de E.coli, realizadas neste estudo, ocorreram no termociclador 
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da marca PTC-200 “Peltier Thermal Cycler – MJ Research Inc.” (“Watertown”, MA, 

USA).  

As condições usadas na reação foram: 2 min por 95°C , seguidos de trinta 

ciclos nas condições: desnaturação - 95oC por 30 seg; anelamento - 50oC por 30 

seg; extensão - 72oC por 1 min; extensão final - 72oC por 10 min. 

 Os produtos da reação foram separados por eletroforese em gel de agarose 

2,0% (Sigma), marcados com brometo de etídeo (0,25µg/mL), tiveram as imagens 

digitalizadas no “Vídeo Documentation System-VDS” e analisadas com o “software 

ImageMaster” (“Amersham Pharmacia Bioteh”). 

Após a interpretação dos resultados da Multiplex PCR os produtos da reação, 

das cepas positivas, foram purificados com o Kit comercial “QIAquick PCR 

Purification Kit” (QIAGEN GmgH, Hilden, Germany) e submetidos à reação de 

sequenciamento com terminadores fluorescentes (“Big Dye, Applied Biosystems”, 

Foster City CA) usando apenas o “primer Forward” específico para o gene suspeito. 

Os produtos da reação de sequenciamento foram enviados à Plataforma de 

Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ e analizados no sequenciador 

automático de DNA “Applied Biosystems ABI Prism” 3730.  

 
 

3.6.3 Caracterização genotípica por MLST 

 

O protocolo da PCR-MLST utilizado para amplificação dos genes alvo neste 

encontra-se descrito no site http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli.   

 

 

3.6.3.1 “Primers” utilizados e genes alvo 

 

Os genes alvo e as sequências dos “primers” utilizados na amplificação dos 

genes preconizados pelo MLST, encontram-se detalhados na Tabela 2. Para o 

sequenciamento dos fragmentos amplificados foram utilizados os mesmos “primers”. 

Esses iniciadores foram adquiridos comercialmente da “Invitrogen Life Technologies” 

(São Paulo, SP, Brasil), hidratados com água purificada isenta de DNase e RNase e 

estocados em alíquotas de 100 µL à - 20oC.      

O MLST foi realizado baseado na sequência de nucleotídeos dos sete genes 

housekeeping citados no site mencionado acima e encontram-se descritos a seguir: 
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adk (adenilato quinase); fumC (fumarato hidratase); gyrB (DNA girase);  icd 

(isocitrato/isopropilmalato desidrogenase); mdh (malato desidrogenase); purA 

(adenilosuccinatodesidrogenase) e recA (proteína de ligação do DNA).  

 

 

TABELA 2 : Genes, "Primers” e sequências utilizados na PCR-MLST  

Gene “Primer” Sequência (5’ - 3’) 
Temp. 

Anel (°C) 
Amplicon (pb) Referência 

adk adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG  
54 

 
583 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

      

fumC fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC  
54 

 
806 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

      

gyrB gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC  
60 

 
911 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

      

icd icdF ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCC
GGCACA  

54 
 

878 
http://web.mpiib-

berlin.mpg.de/mlst icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT 
      

mdh 
mdhF ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCG

CTGCTGGCGG  
60 

 
932 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst mdhR TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGC

GATATCTTTCTT 
      

purA purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA  
54 

 
816 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA 

      

recA 
recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC 

 
58 

 
780 

http://web.mpiib-
berlin.mpg.de/mlst 

recAR 
TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 

 

 

3.6.3.2 Componentes e condições da PCR-MLST 

 

As amplificações da PCR-MLST foram efetuadas em volume final de 50 µL, 

contendo 50 – 100 ng de DNA molde, 0,5 µM de cada “primer”, 50 µM de cada 

dNPT, tampão PCR 10x ,  1,5 mM MgCl2,  1U de  Taq polimerase e água livre de 

DNase e RNase para completar o volume de 50 µL. 

Todas as reações de PCR-MLST, realizadas neste estudo, ocorreram no 

termociclador PTC-200 “Peltier Thermal Cycler” – MJ Research Inc. (Watertown, MA, 

USA) e seguiram o programa abaixo descrito. 

As condições usadas na reação foram: 2 min por 95°C , seguidos de: 30 ciclos 

nas condições: desnaturação - 95°C por 1min; anelam ento - 1 min na temperatura 
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específica para cada gene; extensão - 72oC por 2 min; extensão final - 72oC por 5 

min. 

Os produtos da reação foram separados por eletroforese em gel de agarose 

2,0% (Sigma), marcados com brometo de etídeo (0,25µg/mL), tiveram as imagens 

digitalizadas no “Vídeo Documentation System-VDS” e analisadas com o “software 

ImageMaster” (“Amersham Pharmacia Bioteh”). 

Estes produtos foram purificados com o kit comercial “QIAquick PCR 

Purification Kit” (QUIAGEN GmgH, hilden, Germany) e sequenciados.  

 

 

3.6.3.3 Análise das Sequências 

 

Após verificar a qualidade das sequências (“Sequencher 4.9 - Gene codes 

corporation”) estas foram comparadas com as sequências do banco de dados de 

MLST, para obtenção dos alelos de cada gene. A partir de então, um grupo de 7 

genes foi determinado dando origem ao perfil de alelos de cada cepa.  Os perfis de 

alelos diferentes daqueles já descritos foram enviados para o banco dados para 

avaliação e determinação de novos ST.  
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4. Resultados______________________________________ ________  
 

4.1 Cepas patogênicas isoladas 

 

A utilização da metodologia adaptada resultou no isolamento de cepas de 

E.coli a partir das amostras de queijo Minas Frescal, assim como ocorrido com 

sucesso no estudo do isolamento de E.coli em amostras de carne de mexilhão, 

realizado no mesmo período do desenvolvimento do presente trabalho. Neste 

estudo, 44 cepas de E. coli foram isoladas de carne de mexilhão e submetidas à 

avaliação da susceptibilidade antimicrobiana. Os resultados foram publicados e 

podem ser observados no anexo 1.  

Nas 30 (100%) amostras de queijo Minas Frescal analisadas foram 

observados isolados que apresentaram características fenotípicas que sugeriam a 

identificação de Escherichia coli.  

Do total das amostras, cinco cepas enteropatogênicas de E.coli foram 

isoladas. As EPEC isoladas foram provenientes de uma amostra de queijo Minas 

Artesanal, correspondendo a 12,5% das amostras deste tipo de queijo analisado. 

Os isolados foram depositados na Coleção de Micro-organismos de 

Referência do INCQS/FIOCRUZ, sob os números: INCQS P3452, INCQS P3453, 

INCQS P3454, INCQS P3455 e INCQS P3456. 

 

4.2 Motilidade e avaliação da susceptibilidade anti microbiana 

 

Todas as EPEC isoldadas foram identificadas como cepas móveis e, portanto, 

não foi realizada a PCR-RFLP. 

Das EPEC identificadas, 40% apresentaram resistência ao antimicrobiano 

ampicilina e 40% perfil de resistência intermediária para a associação ampicilina-

sulbactam. Embora casos de E. coli multiresistentes sejam frequentemente 

descritos, tal fato não foi observado neste estudo. As cepas foram consideradas 

sensíveis a todos os outros antimicrobianos testados. 

As cepas EPEC isoladas não revelaram a presença de β-lactamase de 

espectro estendido (ESBL).  

Estes resultados podem ser bservados na Tabela 3. 
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TABELA 3 : Visualização dos resultados da análise da susceptibilidade antimicrobiana, 
presença de ESBL e teste de motilidade das EPEC isoladas 
 

Antimicrobianos  
MIC (mcg/mL) 

                                                 
                                        Cepas     
            
              MTD1            MTD2         MTD3        MTD4       MTD5 

  

    

Amicacina (2)                      
 
Ampicilina (32) 
 

                       S                     S                  S               S                   S    
 
                     R                     S                  R               S                   S    
 

  

Ampicilina-                           
Sulbactan (16)                        I                      S                   I                S                   S      

Azetreonam (8)                         S                     S                  S                S                   S      

Cefepima (4)           
 
Cefotaxima (4)         
 
Cefoxitima (2)  
 
Ceftazidima (8) 
 
Cefalotina (8) 
 
Ciprofloxacina (0.5) 
 
Gentamicina (0.5) 
 
Imipenem (4) 
 
Meropenem (2) 
 
Piperacilina-
Tazobactam (8) 
 
Trimetoprim- 
Sulfa (10) 
 
 
ESBL   
 
Motilidade 
 

                       S                     S                  S                S                   S    

  

 

 

 
 
 
 

      S                      S                  S                S                   S  
 

      S     S                  S                 S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
 
      S                      S                  S                S                   S 
 
 

         S                      S                  S                S                   S 
 
 
negativo           negativo       negativo      negativo      negativo 
 
positivo           positivo         positivo       positivo         positivo   
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4.3 Caracterização Genotípica 

 
 

4.3.1 Cepas patogênicas de E. coli identificadas pela Multiplex PCR  

 

A partir das colônias isoladas, cinco cepas EPEC foram identificadas pela 

multiplex PCR. 

 

 

 4.3.1.1 Multiplex PCR otimizada 

 

Inicialmente foi realizada a otimização do protocolo da multiplex PCR para 

que todos os genes alvo (eae para EPEC; est e elt para ETEC; stx para STEC; aggR  

para EAEC e ipaH para EIEC) pudessem ser amplificados simultaneamente na 

reação, como observado na Figura  5.  

Esse perfil foi utilizado como controle positivo de todas as reações de 

multiplex PCR deste estudo, o DNA molde de cada uma das cepas de referência foi 

adicionado concomitantemente ao mix da reação. 

 

 
FIGURA 5: Visualização da amplificação pela M-PCR das cepas de E. coli patogênica 
utilizadas como controle positivo   

 

 

 
1 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo. 

 

  1       2
 

881 pb eae - EPEC 

619 pb ipaH - EIEC 

518 pb stx - STEC 

450 pb elt - ETEC 

254 pb aggR - EAEC 

190 pb est - ETEC 
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4.3.1.2 Triagem inicial dos “pools” de 10 colônias através da Multiplex PCR 

 

Para análise de cada uma das amostras procedeu-se a triagem inicial através 

da multiplex PCR dos “pools” de 10 colônias (Figura 6). Os  “pools” analisados, como 

já esperado, apresentaram muitos fragmentos, entretanto, somente o fragmento de 

881pb, presente nos “pools” indicados apresentaram posição equivalente ao 

fragmento do gene eae. Após a interpretação dos resultados, os “pools” negativos 

foram descartados e os suspeitos submetidos a novas análises genotípicas para 

confirmação.  

 

FIGURA 6: Visualização da amplificação pela M-PCR dos “pools” de 10 colônias para 
triagem inicial, sugerindo a amplificação do gene eae 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

4.3.1.3 Gene suspeito (eae) amplificado através da Simplex PCR  

 

Após a triagem inicial, voltou-se à placa mestre de agar TSA  para extração 

de DNA individual das cepas pertencentes aos “pools” suspeitos. As cepas suspeitas 

foram submetidas individualmete à nova amplificação para confirmação da presença 

do gene eae (Figura 7). Estas cepas foram isoladas de uma amostra de queijo Minas 

Artesanal. 

gene eae 881 pb 

     1         2         3          4         5         6         7  
 

1 a 5 - “ pools” suspeitos, sugerindo a amplificação do gene eae (banda 881pb);  
6 - marcador de peso molecular Kb (DNA ladder 100 pb); 7 - controle positivo (multiplex) 
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FIGURA 7:  Visualização da amplificação pela simplex PCR das cepas individuais exibindo a 
amplificação apenas do gene suspeito (eae) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

4.3.1.4 Cepas positivas sequenciadas e depositadas no banco de dados 

 

Os fragmentos dos 5 isolados foram purificados com o Kit comercial “QIAquick 

PCR Purification Kit” (QIAGEN GmgH, Hilden, Germany) e sequenciados para a 

confirmação, usando o “primer forward” específico para o gene eae. Para o 

sequenciamento foi preparado um “Mix” contendo 200-300 ng do DNA suspeito e o 

“primer” específico na concentração de 1,6 pmol/µL.  

As sequências obtidas foram comparadas com as sequências já depositadas 

no banco de dados do NCBI e foram confirmadas como E. coli enteropatogênica 

(Tabela 4). As amostras isoladas foram nomeadas MTD1, MTD2, MTD3, MTD4 e 

MTD5, e depositadas no GenBank/NCBI sob os respectivos números de acesso: 

MTD1 HQ834724; MTD2 HQ834725; MTD3 HQ834726; MTD4 HQ834727; MTD5 

HQ834728. 

 

 

 

 

    
   gene eae 881 pb 

1 - controle positivo EPEC (gene eae); 2 a 6 amostras positivas  MTD1, MTD 2, MTD3, 
MTD4, MTD5 respectivamente; 7 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb) 

 1          2          3          4          5         6          7 
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TABELA 4 : Alinhamento das sequências dos genes eae, identificados a partir das amostras 
de E. coli isoladas de queijo Minas Frescal, com as sequências anteriormente despositadas 
no GenBank/NCBI     
              
MTD1 
Sequences producing significant alignments : 

Accession Description 
E 

value 
Max 
ident 

AP010953.1 
Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, complete 
genome 

0.0 99% 

FM201464.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain 9812 

0.0 99% 

FM201463.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain B6 

0.0 99% 

FJ609815.1 
Escherichia coli strain 14I3 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 

FJ609812.1 
Escherichia coli strain 13H1 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 

 
 
MTD2 
Sequences producing significant alignments: 

Accession Description E 
value 

Max 
ident 

AP010953.1 
Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, complete 
genome 

0.0 99% 

FM201464.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain 9812 

0.0 99% 

FM201463.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain B6 

0.0 99% 

FJ609815.1 
Escherichia coli strain 14I3 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 

FJ609812.1 
Escherichia coli strain 13H1 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 

 
 
MTD3 
Sequences producing significant alignments: 

Accession Description 
E 

value 
Max 

ident 

AP010953.1 
Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, complete 
genome 

0.0 98% 

FM201464.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain 9812 

0.0 98% 

FM201463.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain B6 

0.0 98% 

FJ609815.1 
Escherichia coli strain 14I3 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 98% 

FJ609812.1 
Escherichia coli strain 13H1 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 98% 
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MTD4 
Sequences producing significant alignments:  

Accession Description E 
value 

Max 
ident 

AP010953.1 
Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, complete 
genome 

0.0 94% 

FM201464.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain 9812 

0.0 94% 

FM201463.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain B6 

0.0 94% 

FJ609815.1 
Escherichia coli strain 14I3 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 94% 

FJ609812.1 
Escherichia coli strain 13H1 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 94% 

 
 
MTD5 
Sequences producing significant alignments: 

Accession Description E 
value 

Max 
ident 

AP010953.1 
Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, complete 
genome 

0.0 99% 

FM201464.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain 9812 

0.0 99% 

FM201463.1 
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte 
effacement (LEE), strain B6 

0.0 99% 

FJ609815.1 
Escherichia coli strain 14I3 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 

FJ609812.1 
Escherichia coli strain 13H1 intimin (eae) gene, 
eae-beta 1 allele, complete cds 

0.0 99% 
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4.3.2 Cepas genotipicamente caracterizadas pela PCR – MLST 

 

Após a confirmação das cepas isoladas, como EPEC, procedeu-se a 

realização da reação de PCR – MLST para a amplificação dos sete genes 

“housekeeping” (adk; funC; gyrB; icd; mdh; purA; recA) de E.coli, conforme pode ser 

observado nas Figuras 8 a 11. 

 

FIGURA 8:  Visualização da amplificação pela PCR dos genes adk e fumC  
 
 
 
               1      2      3      4      5      6     7     8      9    10   11    12   13    14 
 

 
 
 
 
 
FIGURA 9:  Visualização da amplificação pela PCR dos genes gyrB e mdh 
 
 
 
              1       2      3       4       5      6       7      8       9     10     11     12     13    14 
 

 

 
 

   911 pb 

1 e 8 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo (911 pb); 9 - controle positivo (932 pb); 
 3 e 10 - amostra MTD1; 4 e11 -  amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5 

Gel 3 – gene gyrB (911 pb) Gel 4 – gene mdh (932 pb) 

   932 pb 

Gel 1 – gene adk (583 pb) Gel 2 – gene fumC (806 pb) 

1 e 8 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo (583 pb); 9 - controle positivo (806 pb);  
3 e 10 - amostra MTD1; 4 e11 -  amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5 

583 pb 

806 pb 
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FIGURA 10:  Visualização da amplificação pela PCR dos genes icd e purA 
 

 

   1        2       3       4        5       6        7        8        9      10      11     12     13      14 

 

 

 
 

FIGURA 11:  Visualização da amplificação pela PCR do gene recA 
 

                                   

                                                   1       2       3       4        5       6        7 

 

 

 

 

 
 

1 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo (780 pb); 
3 - amostra MTD1; 4 - amostra MTD2; 5 - amostra MTD3; 6 - amostra MTD4; 7 - amostra MTD5 
 
 

Gel 5– gene icd (878 pb) Gel 6 – gene purA (816 pb) 

1 e 8 - marcador de peso molecular – Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo (878 pb); 9 - controle positivo (816 pb);  
3 e 10 - amostra MTD1; 4 e11 -  amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5 

   816 pb 

   878 pb 

   780 pb 

 Gel 7 – gene recA (780 pb) 
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4.3.3 Genes “housekeeping” sequenciados  

 
Os produtos da PCR foram purificados com o Kit comercial “QIAquick PCR 

Purification Kit” (QIAGEN GmgH, Hilden, Germany) e sequenciados usando os 

“primers forward e reverse” específicos para cada gene. Para o sequenciamento foi 

preparado um “Mix” contendo 200-300 ng do DNA e os “primers” específicos, na 

concentração de 1,6 pmol/µL.  

 

4.3.4 Análise do sequenciamento MLST 

 

Após o sequenciamento dos sete genes e submissão das sequências ao 

banco de dados “MLST Databases at the ERI, University College Cork” de E.coli, 

(UCC), ST e complexos clonais foram determinados ou associados, quando 

possível, a algum já descrito no banco.  

Os resultados obtidos revelaram a presença de dois ST novos e um complexo 

clonal associado. O perfil dos alelos, ST e cc, de cada uma das cepas EPEC 

identificadas neste estudo, podem ser observados na Tabela 5. 

As cepas MTD1, MTD2 e MTD3 foram consideradas ST novos e receberam 

do banco de dados MLST, a identificação de ST- 2134, ST- 2147 e ST- 2134 

respectivamente. A cepa MTD3 apresentou o mesmo perfil que a cepa MTD1, 

recebendo então a mesma idenificação de ST.  

A cepa MTD4 apresentou perfil compatível ao ST- 48, já descrito no banco e 

associado ao complexo clonal 10. De acordo com o banco de dados, antes do 

depósito feito a partir deste estudo não existia nenhum ST- 48 identificado em 

amostras de alimentos.  

A cepa MTD5 foi identificada como o ST- 1717 já descrita no banco.  

Para as cepas MTD1, MTD2, MTD3 e MTD5, até o momento, nenhum 

complexo clonal está associado. 
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TABELA 5 : Perfil dos alelos, ST e cc, obtidos após o sequenciamento dos genes 
preconizados no MLST, das cepas EPEC isoladas  
 

cepas 
 

Adk    fumC  gyrB   icd    mdh    purA   recA           ST          cc   

MTD1 
 
116  4  12  16  9  7  7              2134             - 
 

  

MTD2   6  241  4  8  78  8  2              2147             - 
 

  

MTD3 116  4  12  16  9  7  7              2134             - 
 

  

MTD4  6  11  4  8  8  8  2                 48             10 
 

  

MTD5 6  29  15  246  195  8         14             1717            -  
 

  

ST - “Sequence types”; cc - complexo clonal 
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5. Discussão_______________________________________ ________ 
 

De acordo com a ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE (2002), autoridades 

do mundo inteiro vêm intensificando seus esforços para melhorar a segurança 

alimentar, entretanto, ainda hoje cepas patogênicas de E. coli são encontradas nos 

alimentos. Cerca de 630 milhões de casos de diarréia no mundo, e 

aproximadamente 775.000 mortes por ano, são provocadas por E. coli (BLANCO et 

al., 2006).  

As linhagens isoladas neste estudo, em 100% das amostras de queijo Minas 

Frescal analisadas, apresentaram características fenotípicas que apontavam para a 

identificação de Escherichia coli, sugerindo que as condições sanitárias deste 

produto possam não estar adequadas. Resultados similares foram descritos por 

Araújo et al. (2002) e Paneto et al. (2007), que demonstraram em suas pesquisas 

contaminações extremamente elevadas de E. coli em queijo Minas Frescal, 

apontando isolamento em 97 e 96% das amostras estudadas respectivamente. 

Todas as cepas patogênicas de E.coli já foram identificadas em alimentos, 

porém, após um surto de DTA causado por EPEC, a presença desse micro-

organismo em queijos adquiriu um significado especial (MARIER et al., 1973; 

PANETO et al., 2007). 

Em 1988, Nascimento et al., analisando queijo Minas Frescal em Ouro Preto - 

MG, Brasil, já alertavam para a presença de cepas EPEC neste alimento e embora 

desde essa época, grandes melhorias já tenham sido observadas em relação à 

segurança alimentar, cepas EPEC continuam sendo isoladas deste produto, como 

confirmado pelo presente estudo. Resultados similares foram relatados por Gonzalez 

et al. (2000), Araújo et al. (2002) e Schrade e Yager (2001) entre outros. 

As cinco cepas EPEC isoladas neste estudo foram provenientes de uma 

amostra de queijo Minas artesanal, o que corresponde a 12,5% das amostras, deste 

tipo de queijo, analisado. 

No Brasil não existe legislação especifica para a análise de queijo Minas 

Frescal artesanal, sendo assim as análises deste estudo foram realizadas por 

similaridade de produto, acatando o Regulamento Técnico sobre Padrões 

Microbiológicos para Alimentos.  

 Apesar da produção artesanal de queijo ser considerada uma importante 

atividade econômica, Bramley e MacKinnon (1990) alertam para o perigo da 
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contaminação deste alimento por micro-organismos patogênicos. Esta contaminação 

pode ocorrer por falhas relativas ao manejo, higiene e sanidade animal, utilização de 

mão-de-obra desqualificada, tratamento térmico inadequado entre outros, além da 

possibilidade de contaminação durante a produção e processamento dos queijos 

(DESCHENES et al., 1996).   

Os estudos de Rocha et al. (2006) demonstraram  a evolução das populações 

de coliformes e de  E. coli durante o processamento dos queijos frescais no 

laboratório, utilizando como matéria-prima: leite B pasteurizado comercial ou leite 

cru. Tais resultados apontaram que bactérias potencialmente patogênicas podem 

multiplicar-se a níveis perigosos durante o processamento de queijo, uma vez que 

foram observados aumentos médios 2,5 ciclos log, para a produção de queijo a partir 

de leite pasteurizado, e de 4,5 ciclos log. para aqueles produzidos a partir de leite 

cru. Os autores reforçam a importância da fabricação de queijos utilizando como 

materia-prima leite de procedência confiável, assim como a observação das 

determinações da legislação, para que este alimento não se torme um potencial 

veículo de patógenos. 

Similarmente às observações feitas a partir deste estudo, Bramley e 

MacKinnon (1990), Furtado (1991) e Paneto et al. (2007) entre outros, apontam para 

a importância da qualidade do leite utilizado na produção de derivados lácteos, 

ressaltando que a qualidade do produto final é diretamente proporcional à qualidade 

da matéria prima utilizada. 

Outro aspecto a ser ressaltado é a detecção da presença de cepas EPEC 

atípicas (AEEC), com perfil patogênico, em bovinos sadios, podendo representar um 

sério problema de segurança alimentar, uma vez que esses animais serão 

destinados à produção de carne, leite e derivados lácteos (CHINA et al., 1999; DIAS, 

2007). Esses autores citam que cepas EPEC atípicas podem apresentar um perfil 

compatível com a virulência em animais e humanos, em função da similaridade dos 

marcadores fenotípicos e genotípicos detectados em seus estudos. Tais afirmações 

são compatíveis com os relatos de Regua-Mangia et al. (2004) e Aktan et al. (2004), 

que identificaram a presença de AEEC em humanos e animais, reforçando o 

potencial zoonótico desses agentes.  

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram citados por Ahmed 

et al. (1988) e Najand e Ghanbarpour (2006), que verificaram a presença de EPEC 

em amostras de queijo artesanal. Outras cepas patogênicas de E.coli também têm 
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sido reportadas nesse tipo de produto como ETEC e VETEC (PANETO et al., 2007), 

EAEC (SCAVIA et al., 2008) e STEC (STEPHAN et al., 2008). 

Os achados deste trabalho, em concordância com relatos de pesquisadores 

de diferentes partes do mundo, como Araújo et al. (2002) e Planzer et al. (2009)  no 

Brasil, Shidfar et al. (2004) e Najand e Ghanbarpour (2006) no Irã e Jayaro et al. 

(2006) na Pensilvânia, tornam a alertar para o perigo que representa a fabricação de 

queijos a partir de leite não pasteurizado; o que à luz da legislação brasileira é uma 

irregularidade. 

Das EPEC isoladas, 40% apresentaram resistência ao antimicrobiano 

ampicilina e 40% perfil de resistência intermediária para a associação ampicilina-

sulbactam. A elevada resistência desse micro-organismo à ampicilina já foi 

anteriormente descrita por autores como Baccaro et al. (2002) e Blanco et al. (2006). 

Entretanto, nos estudos de Dias et al. (2010), a resistência a este antimicrobiano foi 

de apenas 2,27%.  

As cepas de E. coli isoladas por Paneto et al. (2007) em queijo Minas Frescal, 

apresentaram maior resistência à cefalotina (69%) e apenas 29% em relação à 

ampicilina. Neste estudo não foi observada resistência à cefalotina. Para Baccaro et 

al. (2002), a resistência à associação trimetoprim-sulfa (87,4%) foi similar a 

apresentada à ampicilina (86,8%). Assim como os autores acima citados, Costa et 

al. (2006) descrevem elevada resistência (73,5%) à associação trimetoprim-sulfa, 

fato não observado neste estudo, onde 100% das cepas foram sensíveis a estes 

agentes. 

Diversos estudos vêm associando a produção das beta-lactamases com o 

aumento da resistência antimicrobiana (FERREIRA et al., 2006). Estas enzimas são 

capazes de hidrolisar o anel beta-lactâmico do antimicrobiano pela quebra da 

ligação amida, este então, perde a capacidade de inibir a síntese da parede celular 

bacteriana (WILLIAMS, 1999). As beta-lactamases podem ser detectadas em 

membros da família Enterobacteriaceae, Haemophilus influenza, Neisseria 

gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella spp., entre 

outros (GARAU, 1994). Várias beta-lactamases de origem plasmidial são produzidas 

por patógenos Gram-negativos e hidrolizam entre outros antimicrobianos a penicilina 

e seus derivados como ampicilina, carbenicilina e piperacilina (LEUNG et al., 1997). 

Tais fatos ajudam a explicar a grande resistência encontrada frente a esses agentes. 

 A pressão seletiva exercida por antimicrobianos, como compostos beta-

lactâmicos, está relacionada à seleção de cepas resistentes, incluindo 
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enterobactérias produtoras de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) (CHOI et 

al., 2008). Emery e Weymouth, em 1997, demonstraram a existência de E. coli 

produtoras de ESBL.  

A associação antimicrobiana ampicilina-sulbactam tem sido considerada uma 

potente inibidora de beta-lactamases, o que pode vir a fazer frente a essa resistência 

(FERREIRA et al., 2006). Entretanto, cepas resistentes a esta associação já vêm 

sendo observadas, como demonstram os resultados dos estudos de Nascimento et 

al. (2009), onde a resistência observada a estes agentes foi de 75,6%. No presente 

estudo, 40% das cepas isoladas apresentaram perfil de resistência intermediário a 

esta associação, o que causa bastante apreensão, visto que estas cepas foram 

consideradas negativas para ESBL e ainda assim apresentaram certa resistência. 

As enzimas, β-lactamases de amplo espectro, são capazes de hidrolisar 

drogas como ceftazidima e cefotaxima. Neste estudo, observou-se 100% de 

sensibilidade a estes antimicrobianos, resultado já esperado, uma vez que as cepas 

são ESBL negativas. 

Dias et al. (2010), citam que as cepas de E.coli apresentam grande 

variabilidade e segundo Gonçalves (2009) estas apresentam elevada capacidade 

em adquirir genes de resistência. Esta associação de fatores pode ajudar a explicar 

as divergências observadas nos estudos deste micro-organismo. 

A utilização de métodos moleculares para identificação de micro-organismos, 

acompanhamento da evolução de patógenos e análises epidemiológicas têm tido 

cada vez mais destaque na comunidade cientifica. 

Neste estudo, a partir da otimização da multiplex PCR as cinco cepas de E. 

coli enteropatogênica isoladas, foram genotipicamente identificadas. Esta técnica 

mostrou-se bastante sensível e eficaz na detecção das cepas patogênicas de E. coli 

provenientes das amostras de queijo Minas Frescal. Autores como Paneto et al. 

(2007) e Stephan et al. (2008) também mencionaram sucesso com o uso desta 

técnica.  

Pesquisadores de vários países do mundo vêm obtendo sucesso com a 

identificação de cepas patogênicas de E.coli utilizando a multiplex PCR. Através 

desta técnica, diversas cepas patogênicas deste micro-organismo foram detectadas 

em amostras clínicas humanas ou animais, ambientais e alimentares. Paneto et al. 

(2007) isolaram cepas enterotoxigênicas em queijos feitos de leite cru no Brasil, 

assim como Quinto e Cepada (1997) e Vernozy-Rozand et al. (2005) que também 

identificaram estas cepas em queijos na Espanha e na França respectivamente. 
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Ainda com o uso da multiplex PCR, Dias (2007) verificou cepas EPEC atípicas em 

amostras clinicas de bovinos sadios no Brasil e China et al. (1999) isolaram AEEC 

de bovinos com ou sem sintomatologia clínica e em amostras humanas. Rúgeles et 

al. (2010) reportaram o isolamento de cepas STEC em carnes e vegetais, STEC, 

ETEC, EAEC e EPEC em amostras clínicas de crianças com diarréia e ainda EAEC 

em vegetais na Colômbia. Os estudos de Estrada-Garcia et al. (2009) no México, 

Moreno et al. (2010) no Brasil e Hien et al. (2008) na África demonstraram  a 

detecção de cepas DAEC e EIEC através da multiplex PCR. 

Tais relatos apontam que cepas patogênicas de E.coli frequentemente 

circulam entre humanos, alimentos e animais, alertando, mais uma vez, para a 

importância das ações de Inspeção e Vigilância Sanitária.  

Tradicionalmente a classificação destas cepas patogênicas de E.coli é 

baseada nos mecanismos de patogenicidade, epidemiologia, nos sintomas clínicos 

das doenças que elas provocam, e mais recentemente na identificação molecular 

dos genes de virulência destas cepas.  

Entretanto, a análise clonal destas bactérias pode fornecer informações 

importantes para o esclarecimento da aquisição dos fatores de virulência e o 

surgimento de linhagens patogênicas. Desta forma, novas técnicas moleculares 

foram desenvolvidas e hoje conta-se com eficazes ferramentas de analise das 

correlações filogenéticas e avaliação epidemiológica.  

 Autores como Cooper e Feil (2004), Lacher et al. (2007), Afset et al. (2008) e 

Pitondo-Silva et al. (2009), demonstram com seus estudos que a técnica do MLST 

tem sido utilizada com sucesso para a determinação de ST e complexos clonais de 

vários patógenos. No entanto, o uso deste método molecular para caracterizar cepas 

de E. coli é recente e, principalmente, quando se trata de EPEC em alimentos os 

dados disponíveis nos bancos de dados são bastante escassos.  

Em relação a alimentos, atualmente, existem apenas 79 registros no banco de 

dados MLST (http://mlst.ucc.ie/mlst/) para E.coli. Nestes registros estão incluídas 

cepas patogênicas, não patogênicas e cepas identificadas como E.coli, porém sem 

informação sobre a patogenicidade. Especificamente em relação a cepas 

patogênicas em alimentos, somente 30 registros são observados.  

Dentre os alimentos citados encontram-se carne bovina, ovina, suína e de 

aves, leite de cabra, mexilhão, leite cru e as cinco cepas isoladas de queijo neste 

estudo. De todos os registros de alimentos apenas nove são provenientes do Brasil, 

tendo sido quatro delas isoladas de frango, porém sem informação sobre a 
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patogenicidade da cepa, e as cinco cepas EPEC identificadas neste estudo. 

Especificamente em relação a leite e derivados lácteos, apenas oito registros são 

observados no total do banco de dados, três deles identificados na Inglaterra, porém 

sem informação sobre a patogenicidade da cepa, e os cinco registros de cepas 

patogênicas provenientes de queijo Minas Frescal isolados neste trabalho. 

Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas patogênicas de E.coli, 

isoladas de alimentos, através da técnica MLST e o primeiro registro do banco de 

dados sobre E. coli em queijo Minas Frescal.  

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram a presença de dois ST novos 

(ST-2134, ST-2147) e dois ST já descritos no banco, ST-1717, descrito uma única 

vez em aves, no Chile, e ST- 48, descrito em humanos e alimentos, e associado ao 

complexo clonal 10 (cc10). O cc10 é o mais frequentemente descrito neste banco, 

compreendendo 260 isolados, que corresponde a 7,2% do total de registros. A 

ocorrência de cepas patogênicas de E.coli associadas a este complexo, em animais 

domésticos, humanos e alimentos é de 108 registros, sendo 103 identificados em 

humanos, quatro em animais domésticos (suínos e aves) isolados na Europa e 

apenas um em alimentos, descrito neste estudo, proveniente de queijo Minas 

Frescal de origem artesanal comercializado na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. 

Destes 108 registros, 11 foram relacionados a cepas EPEC e cinco a cepas EPEC 

atípicas. Os dois isolados pertencentes ao ST-48 (cc10) e ST-1717 não foram 

associados a cepas EPEC ou EPEC atípicas constitutindo assim ST únicos em 

relação à essas caracaterísticas patogênicas da E.coli.  

Como anteriormente citado, o banco de dados de MLST de E. coli ainda é 

recente e o número de isolados e perfis depositados é pequeno. Até o momento, 

existem apenas registros de seis cepas EPEC em alimentos, sendo destas cinco 

provenientes deste estudo e uma cepa EPEC atípica identificada em suínos, na 

Coréia. Ampliando a margem de pesquisa, observa-se 110 registros de cepas EPEC 

e 65 de cepas EPEC atípicas entre amostras de alimentos, animais domésticos e 

humanos.   

O ST-48 foi relatado sete vezes no banco de dados, e em seis delas foi 

associado a humanos, tendo sido identificados em Gana, Bangladesh, Nigéria e 

Reino Unido, e apenas uma vez em alimentos, representado pela cepa depositada a 

partir desta pesquisa. Dos ST-48 descritos, cepas ETEC, EAEC, EPEC e E.coli 

uropatogênica (UPEC) foram citadas.  
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O fato de terem sido encontradas cepas EPEC pertencentes ao complexo 

clonal 10 e ao ST-48, previamente descritos infectando humanos, sugere a possível 

existência de um “link” epidemiológico entre o alimento e a infecção em humanos. 

Estudos complementeres nesse sentido serão necessários para a confirmação 

dessa associação. 

Para os demais ST identificados neste estudo, ST-2134 e ST-2147, ainda não 

foram encontrados outros registros no banco de dados MLST de E. coli. 

O presente estudo sugere grande heterogeneidade genética entre as cepas 

isoladas, visto que apenas dois isolados apresentaram o mesmo ST, três isolados 

pertencem a um ST novo e apenas um isolado pôde ser associado a um complexo 

clonal já descrito. Esta heterogeneidade é consistente com a análise do banco de 

dados do MLST de E. coli, onde observa-se que das 3596 cepas depositadas, 2043 

(57%) apresentaram ST diferentes, o que dá uma média de 1,7 cepas por ST até a 

data do fechamento deste estudo. Estes dados sugerem uma baixa clonalidade de 

E. coli, como pode ser observado na Figura 12, cujo dendograma demonstra a 

pouca similaridade presente entre as cepas de E.coli, isoladas de alimentos, 

depositadas no banco de dados MLST. 
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FIGURA 12:  Dendograma das cepas de E.coli, isoladas de alimentos, depositadas no banco 
de dados MLST (http://mlst.ucc.ie/mlst/) 
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Similarmente a este trabalho, os estudos de Afset et al. (2008) revelaram um 

perfil heterogêneo em relação às cepas EPEC atípicas provenientes de crianças 

norueguesas, com ou sem diarréia, uma vez que nas 56 amostras analisadas foram 

detectados 26 ST diferentes com 20 complexos clonais associados o que sugere 

uma tendência entre cepas patogênicas, ao “Linkage disequilibrium” já que não há 

evidência clara de recombinação genética entre os isolados. Uma revisão recente 

sobre a clonalidade da E. coli traz observações similares às aqui apresentadas (FEIL 

e SPRATT, 2001). 

Entretanto, Lacher et al. (2007), ao estudarem a evolução das cepas típicas 

de EPEC, apontam que estas são mais homogêneas, contrastando com Afset et al. 

(2008), que mencionam não observar essa diferença entre cepas típicas e atípicas 

em seus estudos. Para Takahara (2004) existem dois grupos divergentes de EPEC: 

um grupo homogêneo quanto à sorologia e genética (contendo sorotipos de EPEC 

possuindo antígenos H6 e H34) e o outro grupo que é heterogêneo, abrigando 

outros sorotipos de EPEC e não-EPEC.  

Como citado anteriormente, quando se trata da presença de EPEC em 

alimentos não há muitos dados disponíveis no banco de dados MLST de E. coli, 

principalmente originados do Brasil, o que dificulta a realização de uma análise 

molecular e epidemiológica mais ampla e detalhada.  

Os dados deste trabalho apontam para a heterogeneidade e baixa clonalidade 

das cepas EPEC veiculadas pelo alimento analisado e para a associação destas 

cepas a ST específicos e a um complexo clonal associado a doenças em humanos.  
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6. Conclusões______________________________________ ________ 
 
 

As culturas isoladas neste estudo, em 100% das amostras de queijo Minas 

Frescal analisadas, apresentaram características fenotípicas que apontavam para a 

identificação de Escherichia coli.  

 

Os queijos tipo Minas Frescal de origem artesanal comercializados sem 

qualquer tipo de fiscalização na cidade do Rio de Janeiro são importantes veiculos 

de transmissão de patógenos pertencentes à categoria enteropatogênica de E.coli. 

 

A partir das amostras de queijo Minas Frescal artesanal estudadas, foram 

encontradas cinco cepas EPEC.  

 

Das EPEC identificadas, 40% apresentaram resistência ao antimicrobiano 

ampicilina e 40% perfil de resistência intermediária para a associação ampicilina-

sulbactam. Não houve caso de multiresistencia nas EPEC isoladas e nenhuma delas 

revelou a presença de β-lactamase de espectro estendido (ESBL).  

 

Todas as EPEC isoldadas foram identificadas como cepas móveis e, portanto, 

não foi realizada a PCR-RFLP do gene fliC.  

 

A aplicação da técnica molecular multiplex PCR, otimizada e utilizada neste 

estudo, apresentou-se como uma ferramenta eficaz para a identificação de cepas 

patogênicas de E.coli em queijo Minas Frescal. 

 

O gene de virulencia (eae) das cepas EPEC identificadas, foram 

sequenciados e as sequências obtidas foram depositadas no banco de dados 

GenBank/NCBI.  

 

Os resultados obtidos com o uso da técnica do MLST revelaram a presença 

de cepas EPEC pertencentes ao complexo clonal 10, que é o mais frequentemente 

descrito no banco de dados MLST (http://mlst.ucc.ie/mlst/) para E.coli.   
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Os dados deste trabalho apontam para a heterogeneidade das cepas 

veiculadas pelo alimento analisado e para a associação destas cepas a ST 

específicos e a um complexo clonal relacionado a doenças em humanos. O estudo 

do MLST sugeriu uma baixa clonalidade e ausência de recombinação genética entre 

as cepas analizadas. 

 

Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas patogênicas de E.coli, 

isoladas de alimentos, através da técnica MLST e o primeiro registro do banco de 

dados sobre E. coli em queijo Minas Frescal.  
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7. Perspectivas____________________________________ _________  
 
 
 Dar continuidade a este estudo abrangendo um maior número de amostras, 

de diferentes regiões, visando estabelecer correlações clínicas e epidemiológicas 

entre isolados alimentares, humanos e animais, inclusive caracterizando as cepas 

como típicas ou atípicas. 

 
 

Apresentar a técnica multiplex PCR para identificação dos genes de virulência 

de E. coli, como uma realidade viável e eficaz, contribuindo com as ações de 

Vigilância Sanitária, a partir da perspectiva do uso desta técnica pelos Laboratórios 

Centrais de Saúde Publica (LACEN) dos estados, visando contribuir para futuros 

estudos e revisões das legislações vigentes.  

 

 No âmbito da Vigilância Epidemiológica, promover estudos sobre cepas 

patogênicas de E.coli, através do uso do MLST com uma perspectiva epidemiológica 

global deste patógeno, uma vez que os resultados deste estudo apontaram grande 

heterogeneidade das cepas e associação destas às doenças em humanos e animais 

domésticos. Alimentando o banco de dados para E.coli possibilita-se a realização de 

uma análise molecular e epidemiológica mais ampla e detalhada.  
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8. Considerações Finais____________________________ _________  
 
 

Cabe novamente citar que alimentos de origem animal são reconhecidos 

mundialmente como os mais importantes na cadeia que envolve as doenças de 

origem alimentar. Ao identificar esses agentes nos alimentos e traçar um perfil 

epidemiológico das doenças infecciosas a eles associadas, dados são fornecidos 

para que as autoridades competentes possam elaborar medidas de controle 

apropriadas.  

Estudos mostram que mudanças simples nas questões higiênico-sanitárias 

trazem resultados significativos na qualidade dos alimentos, consequentemente 

minimizando a possibilidade de veiculação de patógenos pelos mesmos e 

colaborando para diminuir o risco de agravos à saúde da população.   

A comercialização de leite e derivados lácteos, sem que haja qualquer tipo de 

fiscalização, é uma realidade que deixou de ser típica do interior dos estados e hoje 

invade as ruas, feiras e pequenos comércios da cidade do Rio de Janeiro. Embora 

não haja autorização legal para tal prática, pessoas estão consumindo esses 

produtos e muitas vezes adoecendo. Vale lembrar que a notificação de casos e 

surtos de DTA, causados pelo consumo de produtos artesanais ou não, é 

contabilizada no quadro estatístico da Agência Nacional de Vigilância Sanitária.  

Sugere-se que ações integradas entre os órgãos de pesquisa, fiscalização e 

extensão, associadas a efetivas políticas públicas, possam realmente fazer da 

produção de leite e derivados lácteos, tanto em escala industrial quanto familiar, uma 

atividade viável, segura e sustentável.  
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ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA E AVALIAÇÃO DA 
SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE CAPAS ENTEROPATOGENICAS DE 
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RESUMO 
Doenças transmitidas por alimentos (DTA), causadas por micro-organismos, representam um 
importante problema de saúde pública. O queijo Minas Frescal é um produto nacional, de 
tecnologia simples e elevada aceitação no país, tornando sua produção uma importante 
atividade econômica. Muitos micro-organismos podem estar presentes neste alimento, e 
dentre eles destaca-se a bactéria Escherichia coli (E. coli). De modo geral, E. coli é um 
comensal inofensivo, entretanto, algumas cepas podem apresentar potencial patogênico. 
Diversos surtos de DTA, associados ao consumo de queijos contaminados têm sido relatados, 
e a presença de cepas patogênicas de E.coli cada vez mais observada. Este estudo teve como 
objetivo isolar, avaliar a susceptibilidade antimicrobiana e caracterizar genotipicamente, 
através da multiplex PCR, as cepas patogênicas de E. coli, isoladas de queijo Minas Frescal 
comercializados no município do Rio de Janeiro. Trinta amostras foram analisadas e cinco 
cepas de E.coli enteropatogênica (EPEC) identificadas. A avaliação da susceptibilidade 
antimicrobiana revelou 40% de resistência a ampicilina e 40% de perfil de resistência 
intermediária a associação ampicilina-sulbactam. Tais resultados representam um alerta para 
as autoridades sanitárias, uma vez que este alimento é um produto de pronto consumo e, 
portanto, precisa ser inócuo para que a saúde da população não seja colocada em risco. 



100 
 

 
 
ISOLATION, GENOTYPIC CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF 
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF ENTEROPATHOGENIC E. COLI (EPEC) 
ISOLATED FROM MINAS SOFT CHEESE. 
 
ABSTRACT 
Foodborne Diseases (FBD), caused by microorganisms, represents a problem of public health. 
The Minas cheese is a national product, simple technology and high acceptance in the 
country, making its production an important economic activity. Many microorganisms may be 
present in food, and among them there is the bacterium Escherichia coli (E. coli). Overall, E. 
coli is a harmless commensal, however, some strains may have pathogenic potential. Several 
outbreaks of DTA, associated with consumption of contaminated cheese have been reported, 
and the presence of pathogenic strains of E.coli increasingly observed. This study aimed to 
isolate, evaluate the antimicrobial susceptibility and genotypically characterized by multiplex 
PCR, the pathogenic strains of E. coli strains isolated from cheese commercialized in Rio de 
Janeiro. Thirty samples were analyzed and five strains of E. coli (EPEC) identified. The 
assessment of antimicrobial susceptibility revealed 40% resistance to ampicillin and 40% 
profile of intermediate resistance to ampicillin-sulbactam combination. These findings 
represent a warning to health authorities, since this is a food product ready for consumption, 
and therefore must be harmless to people's health is not put at risk.  

Palavras-chave: antimicrobianos; DTA; EPEC; Queijo Minas frescal  
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