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Resumo

As doencas transmitidas por alimentos (DTA), causadas por micro-organismos,
representam um importante problema de salde publica, com énfase especial
aos paises em desenvolvimento. O queijo Minas Frescal € um produto
tipicamente nacional, de tecnologia simples e de larga aceitacdo no pais, o que
faz de sua producdo uma importante atividade econémica. Diversos surtos de
DTA, associados ao consumo de queijos contaminados tém sido relatados. A
Escherichia coli (E. coli), € o bacilo anaerdbio facultativo predominante da
microbiota intestinal de humanos e animais, encontrando-se amplamente
distribuida no ambiente. De modo geral, essa bactéria € considerada um
comensal inofensivo, no entanto, diversas cepas apresentam potencial
patogénico. Ao menos seis categorias sao descritas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivara (EIEC) e E.
coli produtora de aderéncia difusa (DAEC). Este estudo teve como objetivo
isolar, avaliar a susceptibilidade antimicrobiana e caracterizar genotipicamente,
as cepas patogénicas de E. coli, isoladas de queijo Minas Frescal
comercializados na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Foram analisadas
trinta amostras, sendo 22 com algum selo de Servico de Inspecao e 8 de
origem artesanal. Cinco cepas EPEC (MTD1, MTD2, MTD3, MTD4 e MTD5)
foram isoladas, caracterizadas genotipicamente e confirmadas pela
amplificagdo do gene eae. A avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana
revelou 40% de resisténcia a ampicilina e 40% de perfil de resisténcia
intermediaria a associacdo ampicilina-sulbactam. As cepas isoladas né&o
revelaram a presenca de enzimas [B-lactamase de amplo espectro (ESBL). O
gene eae das cepas patogénicas foram sequenciados e depositados no
GenBank/NCBI. Para realizar a tipificagem genética dos isolados pela analise
do “Multilocus Sequence Typing” (MLST) os genes adk, fumC, gyrB, icd,
mdh,purA e recA foram sequenciados. Trés amostras (MTD1, MTD2 e MTD3)
foram caracterizadas como dois novos “Sequence Type” (ST), (ST-2134 e ST-
2147), ndo associados a nenhum complexo clonal (cc) conhecido. A amostra
(MDT4) apresentou perfil compativel ao ST 48, ja descrito no banco, e
pertencente ao cc 10 e a amostra MTD5 foi classificada como ST-1717, ainda
nao associada a nenhum cc. A ocorréncia de cepas patogénicas de E.coli
associadas a este complexo clonal estd descrita em animais domésticos,
humanos e alimentos. Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas
patogénicas 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 sanitarias, visto que o queijo Minas
Frescal é um alimento de pronto consumo, e, portanto, precisa ser indcuo para
que a saude da populacédo nédo 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 B-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. Introducao

1.1 Doengas Transmitidas por Alimentos e Saude Publ ica

Nas ultimas décadas, a alimentacdo tem sido motivo de preocupacdo em
diversos paises do mundo (SANDERS, 1999; CUNHA e CUNHA, 2007). Um grande
desafio mundial vem sendo adequar a producéao de alimentos a demanda crescente
da populacdo. Com a globalizacdo, as mudancas no estilo de vida e habitos
alimentares, ficaram mais evidentes os problemas relativos a qualidade dos
alimentos (SANDERS, 1999). Autoridades do mundo inteiro vém intensificando seus
esforcos para garantir a seguranca alimentar (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2002).

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA), em especial as causadas por
micro-organismos, revelam um crescente problema na saude publica mundial
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003; BEATTY et al., 2006; DEVASIA et
al., 2006). A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) tem alertado para a necessidade
de se coibir a contaminacdo de alimentos por agentes bioldégicos com potencial de
causar danos a saude (SANDERS, 1999). Paises que possuem sistemas de
notificacdo de doencas de origem alimentar tém documentado aumentos
significativos na incidéncia de doencas causadas por micro-organismos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003).

Considerando que as DTA constituem um perigo relevante, a identificacdo da
ocorréncia de micro-organismos patogénicos nos alimentos vem sendo considerada
prioridade basica no Brasil (BRASIL, 1997). Segundo a OMS, as doencas
transmitidas por alimentos sdo definidas como doencas infecciosas ou toxicas,
causadas por agentes que penetram no organismo hospedeiro através da ingestéo
de alimentos. (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003).

O alimento é essencial a vida e a manutencdo da homeostase organica.
Desta forma, o consumo de alimentos indcuos € crucial para que a saude ndo seja
colocada em risco.

A partir da Constituicdo da Republica de 1988, varias iniciativas institucionais,
legais e comunitarias foram criando condi¢cbes de viabilizacdo plena do direito a
saude. Destacam-se, neste sentido, no ambito juridico institucional, as chamadas
Leis Organicas da Saude (N°. 8.080/90 e 8.142/90), o Decreto N°. 58398/06 (dispbe
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sobre o Conselho Nacional de Saude - CNS) (BRASIL, 2006) e as Normas
Operacionais Béasicas (NOB), editadas em 1991 e 1993 (BRASIL, 1996).

Com a Lei N°. 8.080, de 19 de setembro de 1990, fica regulamentado o
Sistema Unico de Saude (SUS), estabelecido pela Constituicdo Federal de 1988,
gue agrega todos 0s servicos estatais - das esferas Federal, Estadual e Municipal - e
0os servicos privados (desde que contratados ou conveniados), que €
responsabilizado, ainda que sem exclusividade, pela concretizagdo dos principios
constitucionais. Por sua vez, as NOB, a partir da avaliacdo do estagio de
implantacdo e desempenho do SUS, se voltam, mais direta e imediatamente, para a
definicAo de estratégias e movimentos taticos, que orientam a operacionalidade
deste Sistema (BRASIL, 1996).

A Lei N° 8.080/90, em seu Artigo 2° dispde sobre as condi¢bes para a
promocao, protecdo e recuperacdo da saude. “A saude é um direito fundamental do
ser humano, devendo o estado prover as condi¢des indispensaveis ao seu pleno
exercicio”. O Artigo 3° dessa mesma lei dispGe que a salude tem como fatores
determinantes e condicionantes, entre outros, a alimentacdo, a moradia, o0
saneamento basico, o meio ambiente, o trabalho, a renda, a educacéo, o transporte,
o0 lazer e 0 acesso aos bens e servigos essenciais. Os niveis de saude da populacdo
expressam a organizagao social e econémica do pais (BRASIL, 1990a).

O SUS tem como parte integrante de seus objetivos, a identificacdo e
divulgacao dos fatores condicionantes e determinantes da saude. Incluido no campo
de sua atuacédo esta a execucdo de acdes de Vigilancia Sanitaria, que se define por
um conjunto de ac¢des capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producédo e
circulacao de bens e da prestacado de servigos de interesse da saude, abrangendo o
controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a
saude, compreendidas todas as etapas e processos, da produ¢cdo ao consumo; e, 0
controle da prestacéo de servigcos que se relacionam direta ou indiretamente com a
saude (BRASIL, 1990a).

Visando ainda a questdo do direito pleno a protecdo da saude, destaca-se o
Cdédigo de Defesa do Consumidor (BRASIL, 1990b), que em seu Capitulo 1V, Secdo
[, Artigo 8% dispbe que os produtos e servicos col ocados no mercado de consumo

nao acarretarao riscos a saude ou seguranca dos consumidores.



Enfatizando a importancia da observacédo das legislacdes vigentes, a fim de
gue seja oferecido ao consumidor um alimento seguro, ressalta-se o disposto pela
OMS: “O acesso ao alimento seguro é um direito humano basico, pois contribui com
a manutencdo do estado de salde e com o alivio da pobreza” (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2002).

Pesquisadores do mundo inteiro vém relatando a importancia da qualidade
microbiana dos alimentos (CUNHA e CUNHA, 2007), entretanto, tem sido dificil
estimar a extensao global das DTA (TAUXE, 2002).

Goncalves et al. (2008), citam em seu estudo, autores que apontam a
ocorréncia da morte de mais de 50.000 pessoas diariamente, causadas por DTA nos
paises em desenvolvimento. Segundo dados disponiveis, s6 no ano 2000, 2,1
milhdes de pessoas morreram de doencas diarréicas que em sua maioria foram
atribuidas a ingestdo de agua e alimentos contaminados (MEAD et al., 1999). Da
mesma forma, dados da OMS apontam em 1998, aproximadamente 1,8 milhGes de
casos de morte por diarréia em criangas nos paises em desenvolvimento associados
as DTA (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003).

De acordo com Santana et al. (2006) o Brasil conta com poucos dados
epidemiologicos a respeito destas doencas, 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 criancas em paises em desenvolvimento.

Contudo, casos de diarréia e mortalidade infantil, principalmente, ndo sao
exclusividades das zonas economicamente menos favorecidas do planeta. Nos
Estados Unidos, séo registrados cerca de 76 milhdes de casos de DTA por ano,
resultando em 325.000 hospitalizagcdes e 5.000 mortes (TAUXE, 2002). O autor
informa ainda, um aumento anual de cerca de 30% nos casos de DTA nos paises
industrializados. Registros do “Institut de Veille Sanitaire”, na Franga, apontam que
em um periodo de dois anos (1999-2000), ocorreram 1.267 surtos de DTA
envolvendo 17.378 pessoas, causando 1.383 hospitalizacbes e 10 mortes (LE LOIR
et al. 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003). Segundo Sanders
(1999), no Reino Unido, ocorrem 35.000 internagbes hospitalares por ano para
tratamento de diarréia aguda.

Segundo Carmo (2008), no periodo de 1999 a 2007 foram notificados no
Brasil, 5.699 surtos de DTA, com 114.302 doentes e 61 o6bitos. Silva (2010) relata

gue 12 mil casos de DTA sao notificados anualmente no Brasil.



Apesar dos dados alarmantes, € importante ressaltar que a incidéncia de
qguadros de diarréia aguda determinada por ingestdo de alimentos contaminados,
provavelmente é subestimada (SATCHER, 2000; SANTANA et al., 2006), pois
apenas 10% dos pacientes adultos com diarréia procuram o0s servicos médicos, e
destes, somente 20% s&o submetidos a exames laboratoriais (ACHESON, 1999).

A origem dos micro-organismos nos alimentos € muito diversa, incluindo o
solo, o ar, a agua, o trato intestinal do homem e dos animais, os manipuladores de
alimentos, utensilios incorretamente higienizados etc. A maioria dos alimentos, e
particularmente aqueles de origem animal, esta sujeita a contaminacgao por bactérias
patogénicas, sendo o manipulador, muitas vezes, um importante veiculo implicado
(EVANGELISTA-BARRETO e VIEIRA, 2003).

De acordo com Carmo (2008), diversos sdo 0s micro-organismos envolvidos
em surtos de DTA, entretanto, destaca a expressiva participacado 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 etiologico foi identificado. As bactérias responsaveis por
determinar alteracfes gastrointestinais, conhecidas como enteropatogénicas, vém
sendo frequentemente associadas a DTA (FRANCO e LANDGRAF, 2004,
GONCALVES et al., 2008). Enteropatégenos pertencentes ao grupo dos coliformes
representam importante papel na ocorréncia de tal enfernidade, pois se encontram
amplamente distribuidos no ambiente, uma vez que chegam ao mesmo através de
eliminacéo fecal, favorecendo assim a contaminacdo das aguas, do solo, e dos
alimentos, seja por contaminacdo direta ou através de condigbes ou hébitos
higiénicos e sanitarios inadequados (NATARO e KAPER, 1998; SMITH et al., 2004).

1.2 Grupo coliforme

Segundo Holt et al. (1994) dentro dessa classificacdo distinguem-se dois
grupos: coliformes totais e coliformes fecais. Os coliformes totais possuem a
capacidade de fermentar a lactose produzindo &acido e gas quando incubados a
35/37<C por 24 a 48 horas (HITCHINS et al., 1992). O grupo coliforme total, n&o
identifica membros individualmente e tem menor valor interpretativo, podendo conter

membros ndo entéricos. Os coliformes fecais se limitam a organismos que crescem



no trato gastrointestinal, que séo capazes de fermentar a lactose produzindo acido e
gas a temperatura de incubacéo de 44,5C +/- 0,5C, por 24 horas (BRASIL, 2003a).

S&o constituintes do grupo coliforme os bacilos Gram negativos, aerébios ou
anaerobios facultativos, ndo esporulados, oxidase negativos e capazes de se
multiplicar em presenca de sais biliares ou de outras substancias com atividade de
superficie, mantendo suas propriedades inalteradas. Pertencem a esse grupo 0s
géneros 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” priméario 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,
meédico austriaco do final do século XIX, a partir de amostras fecais coletadas de
criangas com diarréia. Em 1892, Shardinger sugeriu que este micro-organismo
poderia ser usado como indicador de contaminacédo fecal. Estudos posteriores
demonstraram que tal micro-organismo poderia ser encontrado e isolado em
amostras fecais diarréicas ou ndo, sendo a partir de entdo, a E. coli, considerada
participante da microbiota entérica normal do homem e dos animais de sangue
guente (CORREA e CORREA, 1992). E. coli é provavelmente 0 organismo vivo mais
estudado e conhecido, pois vem sendo utilizado como modelo para pesquisas de
aspectos genéticos e fisiolégicos em todo mundo. Seu genoma inteiro ja é conhecido
(BLATTNER et al., 1997) e sua biologia geral estd bem estudada, como demonstram
claramente as diferentes edi¢cdes do trabalho classico coordenado por Neidhardt et
al. (1987; 1996).

E. coli € um membro tipico da familia Enterobacteriaceae que é constituida
por bacilos Gram negativos, anaerdbios facultativos, fermentadores da glicose,
redutores de nitrato a nitrito e oxidase-negativos (LOGAN, 1994). Ainda como
caracteristica geral desta familia, observa-se a capacidade de metabolizar uma
variedade de substancias como carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipidios e
acidos organicos. Essas propriedades metabdlicas sdo de grande importancia e
extensivamente utilizadas para classificar e identificar géneros e espécies desta

familia. Amostras tipicas da espécie fermentam a lactose, com producéo de acido e
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gas, produzem acido a partir da glicose revelando resultado positivo na prova de
vermelho de metila (VM), e ndo produzem acetoina através da metabolizacdo da
glicose, revelando resultado negativo para a prova de Voges-Proskauer (VP), ndo
utilizam citrato, ndo produzem H,S e produzem indol a partir do triptofano
(TRABULSI et al., 2004).

De modo geral, essa bactéria € considerada um comensal inofensivo, no
entanto, diversos sorovares dessa espécie apresentam potencial patogénico
(NATARO et al., 2006). Esse organismo, em especial, apresenta uma diversidade
patogénica extraordinaria compreendendo numerosos grupos e sorotipos, sendo
capaz de causar infecgdes intestinais e extra-intestinais por diferentes mecanismos,

assim como infeccao do trato urinario e meningites (TRABULSI et al., 2004).

1.3.1 Fatores de viruléncia e patogenicidade bacteriana

Fatores de viruléncia correspondem a estruturas, produtos ou estratégias que
potencializam a capacidade da bactéria causar infeccdo (TRABULSI et al., 2004).

A viruléncia bacteriana € um fendmeno multifatorial. As cepas patogénicas de
E. coli possuem diferentes tipos de fatores de viruléncia que contribuem
conjuntamente para potencializar sua patogenicidade. Essas cepas apresentam
mecanismos patogénicos especificos, sorotipos distintos e produzem infeccdes e
sindromes diferentes (BLANCO, et al., 2006).

A definicdo de mecanismos moleculares e celulares enfatizando as formas
pelas quais 0s micro-organismos causam doenga tem levado a uma nova forma de
apreciacéo da patogénese bacteriana (FINLAY e VALLANCE, 2000).

Analises comparativas entre genomas bacterianos sequenciados (BLATTNER
et al., 1997; DECKERT et al., 1998; KALMAN et al., 1999; PARKHILL et al., 2000) e
0 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 ndo sdo organismos estaveis. Sugere-se que ao menos 17% dos genes
de E. coli sdo de aquisicéo relativamente recente (LAWRENCE e OCHMAN, 1998),
com uma taxa de transferéncia horizontal de aproximadamente 16 kb a cada milhdo
de anos (MARTIN, 1999).

A grande diversidade gendbmica da E. coli Ihe confere uma notavel

plasticidade ecoldgica, e gracas 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

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

1.3.2 E. coli: cepas patogénicas

As linhagens patogénicas ou diarreiogénicas de E. coli sdo classificadas em
categorias de acordo com 0s mecanismos de viruléncia que apresentam e com 0
conjunto de sinais e sintomas das doencas que provocam. O isolamento e
identificacdo dessas cepas baseiam-se na presenca de fatores e/ou marcadores de
viruléncia associados a cada categoria, detectaveis através de testes fenotipicos
e/ou genotipicos (NATARO e KAPER, 1998).

Essas cepas patogénicas de E. coli sdo comumente associadas a formas
endémicas de diarréia em criancas, que como jA mencionado, € considerada a
principal causa de mortalidade infantil em paises em desenvolvimento (LEVINE et
al., 1986; GUERRANT et al., 1990; HUILAN et al., 1991).

Dentre as amostras diarreiogénicas de Escherichia coli descritas, destacam-
se ao menos seis categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivara (EIEC) e E. coli produtora de
aderéncia difusa (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998). Esta ultima, porém, ainda hoje

nao esta claramente definida.

1.3.2.1 E. coli Enteropatogénica

As cepas enteropatogénicas de E. coli representam um interesse particular no
estudo da evolucdo da patogénese bacteriana pela estreita interacdo que
apresentam com a célula hospedeira. Essas cepas determinam um padréo
caracteristico de lesdo 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 diarreiogénica, e
tem sido associada a diarréia infantil, principalmente nos paises 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 criangas, atribuidos a EPEC foram apontados como de grande incidéncia em
bercérios, onde a transmisséo por funcionarios, ou de crianga para crianga, pode ter
sido o veiculo implicado. Diversos surtos foram descritos em bercarios onde o
controle higiénico-sanitario diario ndo era rigoroso, no entanto, onde este controle é
adequado, a incidéncia de EPEC é baixa. De toda forma, este organismo ainda é a
maior causa de mortalidade infantil. Estudos apontaram alta incidéncia de EPEC em
criancas recém desmamadas, e estes casos foram frequentemente associados ao
consumo de formulacdes artificiais, onde a falta de acesso a agua de qualidade
adequada para a reconstituicdo do alimento desidratado pode ter sido fundamental
para esta ocorréncia (DUGUID et al., 1978).

Estudos atribuem & EPEC 117 milhdes de casos de diarréia a cada ano
nesses paises. Entretanto, infeccbes esporadicas atribuidas a EPEC sao
observadas em paises desenvolvidos (CLARKE et al.,, 2002). Alguns surtos
causados por cepas EPEC e associados a transmissao de origem alimentar, foram
identificados no Reino Unido. A maior parte das pessoas envolvidas era adulta
(SMITH et al., 2004). Em termos de infec¢cdo no mundo, este € um dos agentes mais
importantes (CLARKE et al., 2002).

A transmissao da EPEC é fecal-oral, podendo envolver a agua e os alimentos
(LEVINE e EDELMAN, 1984; NATARO e KAPER, 1998). Qualguer alimento exposto
a contaminacédo fecal pode ser suspeito. Em estudos com adultos voluntarios o
periodo de incubacéo foi de oito a sessenta horas (HART et al., 1993) e a dose
infectante de 10° células (FENG e WEAGANT, 2002), enquanto que para criangas
menores de cinco anos, a dose necessaria para causar a infeccdo parece bem
menor.

EPEC € um patdégeno extracelular que determina infeccdo através de sua
ligacdo a superficie da célula hospedeira, seguida pela injecdo de fatores de
viruléncia no interior desta célula, através do sistema de secrecdo tipo Il (DE
VINNEY et al., 1999).

A patogenia de EPEC envolve a secrecdo da proteina intimina, codificada
pelo gene eae, que determina uma lesdo caracteristica, do tipo “attaching-and-
effacing” - A/E (HICKS et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998), caracterizada pela
destruicdo das microvilosidades intestinais e aderéncia intima entre a célula
bacteriana e a membrana das células epiteliais do hospedeiro. Essa lesédo pode ser

observada por biopsia intestinal em humanos e animais (NATARO e KAPER, 1998).
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As EPEC tém sido caracterizadas com base em seu sorotipo, sua lesdo e a
auséncia da toxina Shiga. A presenca do plasmidio EAF (“EPEC adherence factor”)
nao era considerada marcador de viruléncia das cepas EPEC, uma vez que algumas
delas ndo o possuiam, sobretudo as cepas associadas a animais (ROCHA, 1999). O
que se debatia, era se as cepas que nao apresentavam o plasmidio EAF podiam ser
consideradas patdégenos verdadeiros (KAPER, 1996).

Finalmente em 1995, durante o Segundo Simpdésio Internacional sobre EPEC,
uma definicdo consensual foi proposta: “As cepas produtoras da lesdo A/E,
negativas para toxina Shiga e possuidoras do plasmidio EAF sdo consideradas
EPEC tipicas, entretanto as que nao possuem o plasmidio sdo consideradas cepas
EPEC atipicas” (NATARO e KAPER, 1998; TRABULSI et al., 2002). A caracteristica
comum aos dois grupos € a capacidade de causar lesdo A/E no epitélio intestinal e
as principais diferencas referem-se aos sorotipos e a presenca do plasmidio EAF
somente nas EPEC tipicas (TRABULSI et al., 2002).

Amostras de E. coli de origem animal, possuidoras de gene eae e que
apresentam a capacidade de induzir a lesdo A/E, sdo designadas como E. coli
produtora da lesao “attaching and effacing” (AEEC) (MOON et al., 1983). China et al.
(1999) e Dias et al. (2007), apontam a presenca deste agente em animais sadios, 0
que pode representar um problema para a seguranca alimentar, visto que estes
animais ndo apresentam qualquer impedimento clinico para serem destinados a
producado de carne ou leite e derivados lacteos.

AEEC pode ser transmitida para humanos através da ingestdo de alimentos
de origem animal contaminados, ou ainda através do contato direto com animais.
Diversos estudos tém demonstrado a predominancia dessa cepa em animais jovens,
como relatam Fuente et al. (2002).

Bovinos, ovinos e suinos vém tendo um destaque especial em diversos
estudos, sendo incriminadas como as espécies mais envolvidas na transmissao de
AEEC. Entretanto, macacos, caes, gatos, coelhos, aves e caprinos também ja foram
reportados como reservatérios naturais de AEEC. Almeida (2005), trabalhando com
amostras AEEC de origem canina, decreveu a deteccdo do gene bfp, que codifica
um pilli do tipo IV denominado “bundle-forming pili” (BFP) e responsavel por mediar o
primeiro estagio da lesdo A/E. A presenca deste gene € comum em amostras de
origem humana e esta localizado no plasmidio EAF (STONE et al., 1996). De acordo
com Almeida (2005) sua presenca em amostras proveniente de cdes sugere
proximidade com as amostras EPEC tipicas humanas.



Na presenca de células epiteliais, as amostras de EPEC tipicas ou classicas
determinam um padrdo de aderéncia localizada (“localized adherence” - LA),
enquanto as EPEC atipicas apresentam, em geral, um padrdo de aderéncia que se
assemelha ao padrao localizado conhecido como “localized adherence-like” (LAL)
(TRABULSI et al., 2002).

Os genes gue codificam a lesdo A/E encontram-se juntos, formando uma ilha
de patogenicidade chamada “Locus Enterocyte Effacement” (LEE). LEE foi descrita
como uma regiao de aproximadamente 35 Kb (MC DANIEL et al., 1995; PERNA et
al., 1998), responsavel por codificar os fatores que caracterizam o fenotipo A/E em
patdogenos como EPEC, EHEC, Citrobacter rodentium e Hafnia alvei (MC DANIEL et
al., 1995).

A regido LEE encontra-se organizada em trés dominios com funcdes
conhecidas. Na regido central, encontra-se o gene eae, que codifica uma proteina
de membrana externa de 94 a 97 KDa, denominada intimina, responsavel pela
intima aderéncia entre a bactéria e o enterdcito (BEEBAKHEE et al., 1992; YU e
KAPER, 1992). Em 1999, Higgins et al., demonstraram experimentalmente que a
intimina estimulava a inflamacdo e a hiperplasia do intestino, favorecendo a
colonizag&o no intestino delgado.

Localizados a direita do gene eae, encontram-se 0s genes esp e tir. Os genes
esp sao responséveis pela codificagdo das proteinas Esp A, Esp B e Esp D (“EPEC
secreted proteins”), que induzem, na célula epitelial, uma sequéncia de eventos de
transducdo de sinais que determinam a destruicdo das vilosidades intestinais
(FRANKEL et al., 1996). O gene tir codifica a proteina Tir (“Translocated intimin
receptor”), de aproximadamente 90 KDa, e que apos ser exportada pela EPEC para
o enterdcito, é fosforilada pelas proteinas quinase A e tirosina quinase, ficando
exposta na superficie da célula, funcionando como receptor para a intimina (KENNY
et al., 1997).

A esquerda de eae, esp e tir estdo os genes esc e sep, que codificam um
sistema de secrecéao tipo lll, envolvidos na secrecao das proteinas Esp e Tir.

As diferengas observadas em genes do locus LEE, bem como nos seus sitios
de insercdo, determinam alteracbes filogenéticas e podem representar uma
especializacdo ou adaptacéo as diferentes espécies infectadas (JORES et al., 2004).

O modelo de patogénese da infeccédo por EPEC tem sido proposto em quatro
estagios distintos (DONNENBERG e KAPER, 1992; KNUTTON et al., 1998;

CLARKE et al., 2003).
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O primeiro estagio € mediado pela expressédo dos pili formadores de feixe,
denominados BFP e codificados por genes bfp localizados em um plasmidio de alto
peso molecular (60 megadaltons - MDa) (BALDINI et al., 1983), denominado EAF
(STONE et al., 1996), pela sintese da proteina intimina e a expressao dos filamentos
associados a superficie (proteinas EspA).

No segundo estdgio, a EPEC adere a célula epitelial via filamentos BFP e
EspA e o sistema de secrecao tipo Il transloca o receptor Tir e um indeterminado
namero de moléculas efetivadoras diretamente na célula hospedeira. Essas
moléculas ativam as vias de sinalizacdo celular, causando alteracdes na célula
hospedeira, resultando na despolimerizagéo da actina e perda de microvilosidade. O
receptor Tir € modificado pela acdo da proteina quinase A e da proteina tirosina
quinase, e fica exposto na superficie do enterqcito.

No terceiro estagio, os filamentos EspA sao removidos da superficie da célula
bacteriana hospedeira. A adesina bacteriana, intimina, liga-se ao receptor Tir
modificado, resultando em uma fixagdo intima entre a bactéria e a membrana da
célula epitelial. Um acumulo de actina e outros elementos do citoesqueleto celular
ficam localizados sob o sitio de aderéncia bacteriana.

Durante o quarto estagio, o acumulo maci¢co de elementos do citoesqueleto
no sitio de fixag&o bacteriana resulta na formagéo de uma estrutura caracteristica da
categoria EPEC, os pedestais (formacdes proeminentes que alteram o aspecto da
membrana celular), que sustentam a bactéria na adesao intima com a membrana da
célula epitelial. Tal estrutura pode ser facilmente observada através do teste
“Fluorescente Actin Staining” (FAS), teste fenotipico descrito por Knutton et al.
(1989), que pode ser usado na deteccdo da expressdo da lesdo A/E em EPEC e
EHEC (KNUTTON et al.,, 1989, 1991; SCOTLAND et al.,, 1990). As moléculas
efetivadoras deslocadas interrompem 0s processos metabdlicos da célula
hospedeira, resultando em perda da fungcdo mitocondrial, levando a perda de
eletrolitos e eventual morte celular.

A formacdo da lesdo A/E resulta na reducdo da capacidade absortiva da
mucosa intestinal, determinando um desequilibrio hidroeletrolitico no organismo,
com subsequente quadro diarréico (CLARKE et al., 2003). Os sintomas comuns da
infeccdo se caracterizam por diarréia aquosa profusa com muco, vémito e febricula
(NATARO e KAPER, 1998).
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1.3.2.2 E. coli Enterotoxigénica

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; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). E conhecida
como agente causador da “diarréia dos viajantes” e da diarréia infantil, ocorrendo
comumente em paises onde as condi¢cdes higiénico-sanitarias sdo precarias
(NATARO e KAPER, 1998).

ETEC normalmente ndo € um problema em paises desenvolvidos, apesar de
ja ter sido relacionada a surtos de enterite infantil em hospitais e a grandes surtos
devido ao consumo de 4gua e alimentos contaminados (DANIELS et al., 2000). Nos
Estados Unidos, esta categoria de E. coli tem sido implicada em surtos esporadicos
de DTA devido a ingestdo de agua, queijos macios, comida mexicana e vegetais
crus contaminados (FENG e WEAGANT, 2002).

Além de humanos, a diarréia aguda associada a este patdgeno, acomete
também animais (GUTH, 2000; UGRINOVICH et al., 2002), principalmente aqueles
com poucos dias de vida e os recém desmamados, ocasionando importantes perdas
econdmicas nas exportacdes de gado bovino e suinos (BLANCO et al., 2006). As
caracteristicas de viruléncia que distinguem essa cepa sdao a capacidade de
colonizar a superficie do intestino delgado do hospedeiro e de produzir enterotoxinas
que induzem a secrec¢ao de agua e eletrolitos no limem intestinal (GUTH, 2000).

Esta cepa é capaz de produzir dois tipos de enterotoxinas: uma termoestavel
(ST) de aproximadamente 5 KDa e uma termolabil (LT). Esta dltima € muito similar
em tamanho (86 KDa), sequéncia, antigenicidade e funcdo, se comparada com a
toxina colérica. A patogenia da ETEC esta relacionada a producdo de fatores de
colonizagéo (CF), que séo proteinas de superficie, e & producdo de uma ou ambas
enterotoxinas. (HART, et al., 1993; GUTH, 2000; FENG e WEAGANT, 2002)

O primeiro passo para a colonizagdo das cepas ETEC na mucosa intestinal
estd associada a expressdo de CF, que reconhecem receptores especificos
(glicoproteinas) no epitélio intestinal. Uma grande variedade de CF é descrita em
cepas ETEC e fimbrias podem ou ndo estar presente nessas proteinas. Muitos CF
sao fimbrias e consistem de um antigeno simples, como o antigeno do fator de
colonizacdo | (CFA/I), enquanto outros como o CFA/Il e o CFA/IV séo formados por

um complexo de diferentes antigenos (GUTH, 2000).
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Os genes elt e est, codificadores da sintese das enterotoxinas LT e ST
respectivamente sdo encontrados predominantemente em plasmidios, entretanto
alguns genes gue codificam ST tém sido encontrados em “transposons” (NATARO e
KAPER, 1998).

As ST sao enterotoxinas monomeéricas que contém multiplos residuos de
cisteina nas pontes dissulfetos, importantes para a estabilidade ao calor. Ha duas
classes distintas de ST, a STa (também chamada de ST-1) e STb, que diferem em
estrutura e mecanismo de acdo (NATARO e KAPER, 1998). Existem algumas
variantes de STa, a STp (ou STla) e STh (ou STIb). A STp ou STla é isolada de
humanos e animais, a STh ou STIlb é encontrada predominantemente em humanos
(NATARO e KAPER, 1998; FENG e WEAGANT, 2002). A classe STb esté associada
primariamente a cepas ETEC isoladas de suinos, entretanto, algumas cepas ETEC
expressando STh, de origem humana, foram observadas (TRABULSI et al., 2002;
KAPER et al., 2004).

As LT sado enterotoxinas oligoméricas e consistem de dois sorogrupos: LT-I e
LT-1l. A LT-1 € composta por uma subunidade A e cinco subunidades B idénticas,
organizadas em um anel (NATARO e KAPER, 1998; GUTH, 2000). As subunidades
B ligam-se fortemente ao receptor intestinal GM; (gangliosidio GM;) e possibilitam a
entrada da subunidade A na célula-alvo. A subunidade A (adenosina-difosfato
ribosila, proteina de membrana - Gs) é responsavel pela atividade enzimatica da
toxina através da ativacdo da adenilato-ciclase, resultando em um aumento da
concentracgédo intracelular de adenosina monofosfato ciclico (CAMP), isto induz a uma
reducdo na absorcdo de sodio pelas microvilosidades intestinais e
subsequentemente ativa a secrecdo de cloreto, bicarbonato de potassio e agua
pelas criptas intestinais, resultando em diarréia osmotica toxica (NATARO e KAPER,
1998).

A LT-Il aumenta o nivel intracelular de cAMP por um mecanismo similar ao
que foi visto anteriormente (toxicidade da LT-I), porém o receptor utilizado pela LT-I
€ 0 GD; (gangliosidio GD;) (FUKUTA et al., 1988).

As enterotoxinas LT-l sdo produzidas por amostras ETEC comumente
associadas ao homem, enquanto que a LT-Il 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 sintese de LT estdo em
plasmidios que também podem conter genes que codificam para ST e/lou CF

(NATARO e KAPER, 1998; GUTH, 2000).
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A transmisséo da infeccéo por ETEC é fecal-oral, através da ingestao de agua
ou alimentos contaminados (DANIELS et al., 2000; CLARKE, 2001). Estima-se que a
dose infectante de ETEC para adultos seja aproximadamente de 10° células (FENG
e WEAGANT, 2002), todavia, esta dose pode variar de acordo com o estado imune
e/ou a idade do individuo exposto (VIBOUD et al., 1999; FENG e WEAGANT, 2002).
A infeccéo € caracterizada por diarréia aquosa, nausea, vomito, célicas 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 Enterohemorragica

Ha muitos sorotipos de E. coli produtoras de toxina tipo Shiga, mas somente
aguelas que tém sido associadas clinicamente a colite hemorragica sao designadas
como E. coli enterohemorragica (EHEC) (FENG e WEAGANT, 2002)

As cepas EHEC sao reconhecidas como a causa primaria de diarréia
sanguinolenta profusa (colite hemorragica), que pode progredir para a sindrome
urémico hemolitica (“hemolytic uremic syndrome”, HUS) (NATARO e KAPER, 1998;
FENG e WEAGANT, 2002; OCHOA e CLEARY, 2003). A HUS esta associada a
gquadros de anemia hemolitica microangiopatica, insuficiéncia renal aguda e
trombocitopenia (NATARO e KAPER, 1998; CLARKE, 2001; OCHOA e CLEARY,
2003). EHEC é caracterizada pela producdo de uma potente citotoxina
(verocitotoxina - VT) com atividade toxica em células Vero, ou pela producdo de
toxinas tipo Shiga (Stx) que sdo estrutural e imunologicamente indistinguiveis
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 razao as cepas EHEC sado também chamadas
de E. coli verocitoxigénica (VTEC) ou E. coli produtora de toxina tipo Shiga (STEC)
(OCHOA e CLEARY, 2003). Entretanto, como ja citado anteriormente, somente
aguelas que tém sido associadas clinicamente a colite hemorragica sao designadas
como EHEC (FENG e WEAGANT, 2002).

Destas, a E. coli O157: H7 foi o sorotipo de EHEC mais frequentemente
envolvido em casos de doencas pelo mundo (NATARO e KAPER, 1998). Nos
Estados Unidos mais de 80% de infec¢cdes devido a STEC foram por cepas O157
(BANATVALA et al., 2001). Muitos casos de HUS foram associados com a E. coli

0157: H7 nos Estados Unidos e Canada, apesar de outros sorotipos STEC também
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causarem esta sindrome (OCHOA e CLEARY, 2003). Baker et al. (1999),
observaram uma alta incidéncia de VTEC 0157 na Nova Zelandia, com impacto
relativamente alto da doenca, que apresentou taxa de hospitalizacdo de 41% e
letalidade de 2,6%. O mesmo sorogrupo foi relatado ainda como um problema
emergente de saude publica no Reino Unido (SMITH et al., 2004).

VTEC 0157 e cepas pertencentes a outros sorogrupos foram associadas a
diarréia branda, diarréia sanguinolenta severa e HUS, sendo essa, considerada a
causa mais comum de insuficiéncia renal em criancas no Reino Unido (SMITH et al.,
2004). As EHEC ndo 0157 variam geograficamente em importancia. Na Austria 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 Australia e cepas 0111 foram os
tipos mais comuns de STEC (ELLIOTT et al., 2001). Cantarelli et al. (2000),
descreveram o isolamento de uma cepa de STEC 091: H21 associada ao quadro
diarréico de uma crianca na cidade de Porto Alegre - RS, Brasil. Esses autores
sugeriram melhores avaliacbes destas cepas na populacao.

Uma baixa dose infectante foi estimada em investigacdes de surtos de EHEC
(NATARO e KAPER, 1998). A dose infectante para a E. coli 0157: H7 esta estimada
entre 10 e 100 células, o que facilita muito a propagac¢do da infeccdo (FENG e
WEAGANT, 2002). A via de transmisséo das infec¢des por EHEC é fecal-oral, e se
da através de pessoa a pessoa e de agua e alimentos contaminados, principalmente
alimentos de origem bovina, além de brotos de alfafa, alface, salame, leite e sucos
nao 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 periodo de incubacéo 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
ocupacao dos receptores glicolipidicos Gbs das células pelas subunidades B das
toxinas, possibilitando a internalizacdo destas toxinas, subsequentemente, as
subunidades A provocam a diminuicdo da atividade enzimatica das células
hospedeiras, levando a inibicdo da sintese protéica resultando em apoptose (morte
celular) (BUCHANAN e DOYLE, 1997; NATARO e KAPER, 1998; OCHOA e
CLEARY, 2003).

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

Stx1 e Stx2, codificadas pelos genes stx1l 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, sdo poucas as cepas de
STEC que sédo capazes de produzir trés variantes de Stx2 (BERTIN et al., 2001;
OCHOA e CLEARY, 2003). Tipicamente as cepas EHEC que causam doencas em
humanos também possuem genes que auxiliam na colonizag&o intestinal, via lesdo
“attaching-and-effacing”, mediada pela proteina intimina (FRIEDRICH et al., 2002).
As cepas EHEC tém o mesmo mecanismo de adesdo e a mesma ilha de
patogenicidade das EPEC (NATARO e KAPER, 1998).

Os sintomas clinicos iniciais da infec¢cdo incluem dor abdominal severa,
vomito e diarréia aquosa, que se torna hemorragica na maioria dos pacientes, e 0
quadro febril é baixo ou ausente (BUCHANAN e DOYLE, 1997; CLARKE, 2001;
OCHOA e CLEARY, 2003). A infeccéo por E. coli O157: H7 pode desencadear um
quadro de puarpura trombocitopénica trombdética (“thrombotic thrombocytopaenic
parpura” - TTP), que se caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia, alteracdes do sistema nervoso central, insuficiéncia renal e febre
(PICKERING et al., 1994; BOYCE et al., 1995; BUCHANAN e DOYLE, 1997).

O trato gastrointestinal de animais de producdo como bovinos, ovinos,
caprinos, suinos e frangos, foi identificado como um importante reservatorio 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 distribuida em amostras fecais de bovinos saudaveis, tanto no
gado de corte como no gado leiteiro, provenientes de areas rurais do estado do Rio
de Janeiro. Wang et al. (1996), constataram que a E. coli O157: H7 pdde sobreviver
em fezes bovinas por um longo periodo e permanecer com a sua habilidade de
produzir verocitotoxinas. Outras investigacdes indicaram que este patégeno poderia
permanecer viavel na agua por um longo periodo e a agua pode também ser
repetidamente contaminada por fontes ndo conhecidas (SWERDLOW et al., 1992). A
contaminacdo de alimentos pelas fezes de bovinos € uma rota provavel de
transmissao 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 diarreiogénica que, durante a ultima década
tem recebido atencdo especial por estar associada a casos de diarréia aguosa e
frequentemente persistente (WEINTRAUB, 2007).

Com o desenvolvimento do ensaio de aderéncia, in vitro, em células epiteliais
humanas (HEp-2 ou Hela), foi descoberto que certas cepas E. coli ndo-EPEC
demonstraram um padrdo agregativo de adeséo (dispondo-se como uma “pilha de
tijolos”), estas cepas foram mais tarde, reconhecidas como uma categoria de E. coli
diarreiogénica (CZECZULIN et al., 1999; HUANG et al., 2004).

A importancia desta cepa em Saude Publica estd aumentando, visto que
cresce 0 numero de estudos que sustenta a associa¢ao desta cepa com diarréia em
populacdes de paises em desenvolvimento, sendo considerado um patégeno
emergente (NATARO e KAPER, 1998; CZECZULIN et al., 1999; HUANG et al.,
2004). EAEC ganhou rapidamente reconhecimento como um importante patégeno
entérico, afetando criancas e adultos, tanto de paises em desenvolvimento quanto
de paises 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 paises
industrializados (NATARO et al., 1998; NATARO e KAPER, 1998). No estudo de Itoh
et al. (1997) foi descrita a ocorréncia de um grande surto de diarréia devido a EAEC
no Japao, envolvendo 16 diferentes escolas e um total de 2.697 criangcas que
contrairam a enfermidade depois de consumir lanches escolares contaminados. Um
estudo com voluntarios demonstrou que a ingestdo de 10*° Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC) de EAEC provocou diarréia (NATARO et al., 1995), entretanto, a dose
infectante ainda é desconhecida (HUANG et al., 2004). A EAEC est4 associada a
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 varias areas do mundo, sendo
nestas regides, tdo importante quanto a ETEC. As cepas EAEC podem ser
encontradas em alimentos provenientes de &reas onde a infeccdo é endémica, e
nestas mesmas areas a infeccao assintomatica ocorre comumente (ADACHI et al.,
2002a). Portanto, a enfermidade ocasionada por este patdogeno, provavelmente, € de

origem alimentar e os fatores de risco para o desenvolvimento da infec¢ao incluem:
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refrigeracdo impropria, falta de higiene e contaminacéo dos alimentos (ADACHI et
al.,, 2002b; HUANG et al., 2004). Outros fatores possiveis de risco incluem
imunossupressao, tal como infec¢cdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(DURRER et al., 2000; HUANG et al., 2004; HUANG e DuPONT, 2004).

O maior obstaculo na identificagdo do mecanismo de patogénese da EAEC é
a diversidade e heterogeneidade das cepas (HUANG et al., 2004). Estudos da
patogénese deste grupo sugerem a presenca de trés estigios (NATARO et al.,
1998).

O primeiro consiste na aderéncia da EAEC a mucosa intestinal por meio de
fimbrias de aderéncia agregativa do tipo | e Il (AAF I/ll), codificadas pelos genes de
viruléncia aggA e aggfA, respectivamente. Estes genes estdo presentes em regides
distintas de um plasmidio de 60 MDa, conhecido como pAA (plasmidio de adesé&o
agregativa). Uma destas regides codifica, entre outras proteinas, um ativador
transcricional dos genes de viruléncia, denominado AggR (HUANG et al., 2004).

Bernier et al. (2002) identificaram uma AAF tipo Ill em uma cepa EAEC tipica
(55989), sendo esta fimbria codificada pelos genes agg-3A e agg-3C.

O segundo passo esta relacionado ao aumento da producdo de muco,
provenientes da bactéria e da célula hospedeira, onde este é depositado como uma
camada incrustada com a bactéria na superficie dos enterdcitos (HUANG et al.,
2004).

No estagio final da patogénese da EAEC ocorre uma resposta inflamatéria
com liberacéo de citocina, gerando aumento na secrecao de fluido intestinal (JIANG
et al., 2002).

O periodo de incubacdo da enfermidade varia de 8 a 18 horas. As
caracteristicas clinicas comuns da infeccao por EAEC incluem diarréia aguosa com
presenca ou auséncia de sangue e muco nas fezes, dor abdominal, ndusea, vémito
e febricula (HUANG et al., 2004). Como mencionado, este grupo de E. coli causa

com frequéncia quadros diarréicos persistentes.

1.3.2.5 E. coli Enteroinvasiva

Diferente da E. coli tipica, a EIEC € imdvel, ndo fermenta a lactose (ou

fermenta tardiamente) e ndo descarboxila a lisina (SILVA et al.,, 1980; FENG e
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WEAGANT, 2002). Este grupo é genética, bioquimica e patogenicamente
semelhante a Shigella spp. (NATARO e KAPER, 1998; LAN et al., 2004).

O reservatorio desta categoria de E. coli é o proprio ser humano (FENG e
WEAGANT, 2002). A EIEC é causa significante de mortalidade em criancas de
paises desenvolvidos, apesar de a maior parte dos enteropatdgenos ser mais
importante nos paises em desenvolvimento, onde, de um modo geral, as condigbes
de saneamento e os niveis de higiene sdo mais precarios (CLARKE, 2001).

A transmissdo é por contato pessoal e ingestdo de agua 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
0124, um tipico sorogrupo enteroinvasivo, foi obtido de restaurantes e de dois
manipuladores de alimentos desta regiao.

Estudos com voluntarios demonstraram que pelo menos 10° células s&o
necesséarias para provocar doenca em adultos saudaveis (FENG e WEAGANT,
2002). Sua patogenicidade deve-se a capacidade de invadir e causar inflamacédo e
necrose na mucosa do coélon (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 patogénese deste grupo, segundo Sansonetti (1992) e Goldberg e
Sansonetti (1993), compreende: penetracdo na célula epitelial; lise do vacuolo
endocitico; multiplicacao intracelular; movimento direcional do citoplasma e extenséo
em direcdo as células epiteliais adjacentes.

Quando a infeccdo é severa, esta sequéncia de eventos induz uma forte
reacao inflamatodria, determinando ulceracdes na mucosa do célon (SANSONETTI,
1992; NATARO e KAPER, 1998). O gene ipaH, que determina o mecanismo de
invasdo é codificado por um plasmidio de alto peso molecular de aproximadamente
120-140 MDa (HART et al., 1993; FENG e WEAGANT, 2002).

As infeccbes 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 colicas abdominais, febre,
arrepios, cefaléia e mialgia (GERMANO e GERNMANO, 2001).

19



1.3.3 Resisténcia Antimicrobiana

Grande parte das infec¢cbes determinadas por cepas patogénicas de E. coli
sdo debeladas espontaneamente pelo organismo, entretanto, em alguns casos faz-
se necessario o estabelecimento de medidas terapéuticas, muitas vezes langando
mao de antimicrobianos.

O uso de antimicrobianos foi revolucionario no tratamento das infeccOes
bacterianas e crucial para a reducdo da mortalidade (NATARO e KAPER, 1998).
Entretanto, seu uso abusivo e indiscriminado, tanto em humanos (CHUC et al., 2002)
qguanto na medicina veterinaria (COSTA et al., 2006), pode ter contribuido para o
aumento da resisténcia antimicrobiana (CHUC et al., 2002).

Para estimar a extensdo do problema da resisténcia antimicrobiana e
acompanhar essa evolucao, programas de vigilancia tém sido estabelecidos em
diversos paises ao redor do mundo, incluindo o “National Antimicrobial Resistance
Monitoring System” (NARMS) nos Estados Unidos (TOLLEFSON et al., 2003) e 0
“Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance”, no Canada
(ANONYMOUS, 2004). Sader et al. (2004) aponta que muitos programas de
vigilancia da resisténcia antimicrobiana tem sido implementados na América do
Norte e na Europa, e poucos sao os dados referentes a esta resisténcia em paises
da America Latina. O “Antimicrobial Surveillance Program” (SENTRY),
iniciado em 1997, representa 0 mais completo programa de vigilancia destes paises.
O Programa SENTRY coleta isolados de infec¢des clinicamente documentadas em
mais de 80 centros médicos em todo o mundo, sendo dez na América Latina.

A maioria desses programas dedica-se a vigilancia dessa resisténcia 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 esforcos para entender e controlar a resisténcia aos
antimicrobianos (CHOPRA e ROBERTS, 2001; SHAW, et al., 1993; SKO'LD, 2001).

Segundo a OMS, mudancas na populacdo microbiana podem levar a
evolucdo de micro-organismos patogénicos e ao desenvolvimento de novos fatores
de viruléncia em antigos patdgenos, desenvolvendo resisténcia a antimicrobianos ou
mudancas na habilidade de sobrevivéncia em condigbes ambientais adversas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2003). Frequentes casos de cepas
diarreiogénicas de E. coli resistentes a antimicrobianos, tém sido descritos (VAN
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DEN BOGAARD et al., 2001; SCHROEDER et al., 2002; COSTA et al., 2006), além
da observacéo de cepas multi-resistentes (KRUMPERMAN et al., 1983).

A avaliagdo da diversidade e distribuicdo dos genes de resisténcia nas
populacdes bacterianas pode representar uma poderosa ferramenta para entender a

epidemiologia da resisténcia antimicrobiana (BOERLIN, 2004).

1.4 Alimentag&o Saudéavel X Produtos Lacteos

A busca por alimentos saudaveis, por uma melhor qualidade de vida e por
uma dieta mais adequada vem revelando ao cenario mundial um aumento no
consumo de leite e derivados lacteos, ao lado de uma crescente preocupacéo
guanto a qualidade desses alimentos (SILVA e SOUZA, 2006). Proficionais de saude
vém recomendando o consumo destes alimentos como base de uma alimentagao
balanceada (INMETRO, 2009).

No Brasil a industria de laticinios é expressiva. No periodo de 2002 a 2008, a
producdo nacional de leite passou de 21,6 para 27,5 bilhbes de litros,
correspondentes a variagcdo 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 Fixacdo de Identidade e
Qualidade do queijo Minas Frescal (BRASIL, 1997), entende-se por queijo Minas
Frescal, o queijo fresco obtido por coagulacdo enzimatica do leite com coalho e/ou
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acdo de bactérias
lacticas especificas. E classificado como um queijo semigordo, de muito alta
umidade, a ser consumido fresco, de acordo com a classificacdo 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 aceitacéo no pais, entretanto, devido ao comprometimento da sua
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qualidade, pesquisadores de diferentes partes do mundo tém voltado seus olhos
para a importancia da qualidade sanitéria deste produto (SILVA e SOUZA, 2006).

Visando evitar riscos a saude, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
através da Resolucéo da Diretoria Colegiada N° 12 de 02 de janeiro de 2001 (RDC
N°12) (BRASIL, 2001) estabelece o Regulamento Técnico sobre Padrbes
Microbioldgicos para Alimentos. Para queijos de muito alta umidade (55%) incluindo
0s queijos Minas Frescal, devem ser quantificados os seguintes micro-organismos:
Coliformes a 45T (5x10 %/g), Estafilococos coagulase positiva (5x10%/g), Salmonella
spp. (auséncia em 25 g) e Listeria monocytogenes (auséncia em 25 g). O item 5.9
desta resolucdo determina as consideragdes sobre os grupos de micro-organismos
pesquisados, e o item subsequente 5.9.1. disp6e que a denominacéo de "coliformes
a 45°C" é equivalente a denominacdo de "coliformes de origem fecal" e de
"coliformes termotolerantes" e que caso seja determinada a presenca de E. coli, isto
deve constar no laudo analitico.

No anexo IlI, desta mesma resolucdo, que se refere a conclusdo e
interpretacdo dos resultados das analises microbiolégicas de alimentos destinados
ao consumo humano, o item 1.2 trata da interpretacdo dos resultados dos produtos
em condi¢cdes sanitarias insatisfatérias e descrevem duas condi¢cdes para que 0S
produtos sejam assim classificados:
> 1.2.1. Sao aqueles cujos resultados analiticos estdo acima dos limites
estabelecidos para amostra indicativa ou amostra representativa.
> 1.2.2. Sao aqueles cujos resultados analiticos demonstram a presenca ou a
quantificacdo de outros micro-organismos patogénicos ou toxinas que representem
risco a saude do consumidor.

O Ministério da Saude (MS) e o MAPA vém unindo esforcos para que 0s
produtos oferecidos ao consumidor apresentem boas condi¢cdes sanitérias, e para
tanto, ressalta-se a importancia do atendimento aos requisitos das legislacdes
vigentes, como a RDC N2, (BRASIL, 2001), a Instru ¢cdo Normativa N51 (BRASIL,
2002) e o Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1974).

A partir de setembro de 2002, com a instituicdo da Instrugdo Normativa N51,
a legislacao brasileira passou a utilizar a contagem de células somaticas (CCS)
como mais um critério de qualidade e aceitacao do leite (BRASIL, 2002).

Esta Instrucao Normativa estabelece limites maximos para a quantificacdo

destas células somaticas (CS), que devem ir diminuindo gradativamente, de acordo
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com a regido do pais, e num periodo de sete anos (até 2012) devem atingir o
patamar de 4x10° CS/mL, como ja praticado na Unido Européia. A contagem maxima
de 7,5x10° CS/mL para o leite “in natura” refrigerado esta em vigor desde 01/07/2008
atée 01/07/2011 para as regides 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 minima mensal e expressa
em células somaticas/ mililitro (CS/mL), tem sido utilizada como importante indicador
da sanidade da glandula maméaria e da qualidade do leite (OBRIEN et al., 2001). As
CS estdo presentes normalmente no leite e sdo representadas por leucocitos,
neutrofilos e células de descamacéo do epitélio secretor da glandula mamaria.

Segundo Kitchen (1981), um dos principais fatores relacionados a diminuigdo
da qualidade do leite destinado a industrializacao e ao consuno humano é a mastite,
doenca que frequentemente acomete os rebanhos leiteiros, e se caracteriza pela
inflamacé@o das glandulas mamarias das fémeas em lactagdo e que determina um
aumento significativo de CS no leite. Com isso, a composi¢do do leite, a atividade
enzimatica, o tempo de coagulacdo, o rendimento e a qualidade dos derivados
lacteos séo 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 ndo representem um risco para a
saude, como por exemplo, a submissao do leite ao processo de pasteurizacao.

Entende-se por pasteurizacdo o “emprego conveniente do calor com o fim de
destruir a mocrobiota patogénica presente no alimento, sem alteracdo sensivel da
constituicdo fisica e do equilibrio do leite, e sem prejuizo dos seus elementos
bioquimicos e de suas propriedades organolépticas normais” (BRASIL, 1974). Ainda
de acordo com a legislacdo citada, sdo permitidos dois tipos de pasteurizacao:
pasteurizacdo lenta, que consiste no aquecimento do leite a 62T - 65T por 30
minutos; e pasteurizacao rapida, que consiste no aquecimento do leite a 72C - 75C
por 15 a 20 segundos. O regulamento determina ainda que imediatamente apds o
aguecimento o leite seja refrigerado entre 2C e 5° C e em seguida envasado.

Muito embora a especificacdo deste binbmio tempo/temperatura esteja
regulamentado por Legislacdo Federal, em 2006, o Governo do Estado do Rio de
Janeiro, através de sua entdo representante, Rosinha Garotinho, com o Decreto
38.757, aprova 0 Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal do Estado do Rio de Janeiro, RIISPOA/RJ, que em seu artigo 122,

onde trata da pasteurizacao do leite, no paragrafo quinto, encontra-se a aceitacdo do
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aguecimento do leite a temperaturas entre 68T e 70 T por 2 a 5 minutos a vapor
direto e filtrado, para o leite destinado a fabricacdo de queijos (RIO DE JANEIRO,
2006).

De acordo com Silveira e Abreu (2003) o tratamento térmico por injecao direta
de vapor (IDV) foi considerado apropriado para a fabricacdo de queijo prato e afins,
desde que associados as boas praticas de fabricagdo (BPF), estruturas e
equipamentos modernizados e dentro dos padrdes exigidos pelo MAPA.

Entretando sabe-se que nem sempre tais cuidados sao observados,
principalmente em se tratando de pequenas industrias e producdes artesanais. A
possibilidade do uso deste tipo de tratamento térmico para a fabricacdo de queijos
de massa crua, como o queijo Minas Frescal, € preocupante, pois uma vez nao
observados todos os cuidados, este alimento pode tornar-se importante veiculo de
patogenos.

Além disso, a contaminacdo do leite pds-pasteurizacdo, a utlizacdo de
fermentos inativos, temperaturas inadequadas, e incorretas condicdes de
manufatura e armazenagem contribuem para a ma qualidade do produto final
(SANTOS et al., 1981; MANDIL et al., 1982).

Apesar das exigéncias legais para que o leite destinado a produgédo de
gueijos seja higienizado por meios mecanicos adequados e submetido a
pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente (BRASIL, 1974), é intensa a
comercializacdo do queijo Minas de forma irregular, fora dessas especificacdes,
principalmente nas pequenas industrias e estabelecimentos artesanais (BRAMLEY e
MCKINNOM, 1990), que muitas vezes nao recebem nenhuma fiscalizagao por parte
dos 6rgdos governamentais.

Segundo Silva e Fernandes (2005) 40% de toda producéo brasileira de leite
comercializada sem qualquer tipo de fiscalizacdo, 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 fiscalizacao.

A producéo de queijo Minas Artesanal é tida como uma importante fonte de
renda na agricultura familiar, sendo o estado de Minas Gerais o0 maior produtor
desse tipo de queijo no Brasil (EMPRESA DE ASSISTENCIA TECNICA E
EXTENSAO RURAL, 2004). Porém quando este produto é fabricado de forma
artesanal, por pessoas nédo treinadas, com tecnologia inadequada e condicdes

higiénico-sanitarias insatisfatorias, pode haver contaminagdo deste alimento por
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micro-organismos patogénicos, comprometendo tanto a sua qualidade como a
seguranca da saude do consumidor (SILVA e LEITAO, 1980).

A agricultura familiar tem ocupado um importante espaco no cendrio nacional,
e diversas politicas publicas de incentivo tém sido implementadas. Recentemente
esta tendéncia foi ratificada, quando em seu discurso de posse, em 0lde janeiro de
2011, a presitenta eleita, Dilma Rousseff, manifestou seu apoio a agricultura familiar
e ao microempreendedor.

O Ministério do Desenvolvimento Agrario (MDA) desenvolveu o Plano
Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (Pronaf). A agricultura familiar é
responsavel por 67% da producdo nacional de feijdo, 97% do fumo, 84% da
mandioca, 31% do arroz, 49% do milho, 59% dos suinos, 40% de aves e ovos, 25%
do café, 32% da soja e 52% do leite. Esta parcela do setor agropecuario ocupa
30,5% da éarea total dos estabelecimentos rurais, produz 38% do Valor Bruto da
Producdo (VBP) nacional e ocupa 77% do total de pessoas que trabalham na
agricultura.

Em todo o pais governos vém intensificando acdes neste ambito como os
programas Viva Leite e Leve Leite, em Sao Paulo e o Geraleite, na Bahia. Os
estados nordestinos também tém verificado o desenvolvimento recente desses
programas, por intermédio do Programa de Aquisicdo de Alimentos, como parte
integrante do programa Fome Zero. O Programa do Leite para o Semi-Arido
beneficia diariamente, 800 mil familias e 25 mil produtores da regido.

No Rio de Janeiro, o Governo do Estado, em dois anos, investiu cerca de R$
150 milhdes no setor e a producédo de leite saltou de 470 milhdes de litros/ano, em
2007, para 600 milhdes, em 2009. O setor da pecuaria de leite movimenta U$$ 2,4
bilhGes/ano no Rio, cerca de 100 mil pessoas trabalham no setor e atualmente o
Estado conta com 60 empresas de laticinios. Os produtores podem também contar
com programas de incentivo como o Rio Leite, Estradas da Producédo 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 Pecuaria Sudeste, e em parceria
com o Servigco Brasileiro De Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE),
Servico Nacional de Aprendizagem Rural (SENAR) e as Empresas de Extenséo

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 fabricacdo de queijos, a qualidade do
produto € diretamente proporcional a qualidade do leite utilizado como matéria
prima, 0 que para alguns autores representa o ponto critico de uma série de eventos
gue determinam a qualidade do queijo. A qualidade insatisfatéria do leite cru e
consequentemente, dos leites pasteurizados e esterilizados, assim como dos
derivados, esta relacionada a fatores como deficiéncias no manejo e higiene de
ordenha, indices elevados de mastite, manutencao e desinfeccdo inadequadas dos
equipamentos, refrigeracdo ineficiente ou até inexistente, ma&o-de-obra
desqualificada etc (BRAMLEY e MACKINNON, 1990).

Muito embora existam legislagbes, como as do Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA), que amparam e orientam a producao de queijo Minas Artesanal,
como a Portaria N° 818, de 12 de dezembro de 2006 que dispde sobre o
Regulamento Técnico de Producdo do Queijo Minas Artesanal (INSTITUTO
MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2006) e a Portaria n°® 523, de 3 de julho de 2002
que dispbe sobre as Condicfes Higiénico-Sanitarias e Boas Praticas na Manipulacéo
e Fabricacdo do queijo Minas Artesanal (INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUARIA, 2002), e o cuidado de cadastrar os produtores deste tipo de
alimento, pesquisadores vém apontando a presenca de micro-organismos
patogénicos no produto (SILVA e LEITAO, 1980).

O queijo Minas tem sido o objeto de estudo de varios pesquisadores em
diferentes regifes do pais, pois tem frequentemente sido relacionado a transmissao
de doencas de origem alimentar, além do que, muitas sdo as espécies de micro-
organismos que tém sido encontradas no leite e em queijos (ARAUJO et al., 2002;
CARDOSO e ARAUJO, 2004; ROOS et al., 2005).

Segundo De Buyser et al. (2001), € dificil estimar a propor¢cdo das doencas
transmitidas por leite e derivados, devido as limitacdes dos sistemas de vigilancia.
Estes autores descrevem que surtos de DTA, onde o leite e derivados lacteos
estiveram envolvidos tém sido descritos em diferentes paises.

Para a garantia da inocuidade, qualidade e integridade do leite e derivados,
0s estabelecimentos industriais contam com importantes procedimentos, como as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), os Procedimentos Padrédo de Higiene
Operacional (PPHO) e as Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC).
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O PPHO foi instituido pela Resolucdo DIPOA/SDA N° 10, de 22 de maio de
2003 (BRASIL, 2003b), para ser utilizado em Estabelecimentos de Leite e Derivados
que funcionam sob o regime de Inspecédo Federal, como etapa preliminar e essencial
dos Programas de Seguranca Alimentar do tipo APPCC.

Embora o APPCC seja um sistema amplo para a garantia da inocuidade, da
qualidade e da integridade do alimento, este ndo deve ser considerado Unico e
independente. Considera-se o APPCC uma ferramenta para controle de processo e
nao para o ambiente onde o processo ocorre. As BPF e o PPHO constituem, dessa
forma, pré-requisitos essenciais a implantacédo do APPCC.

Constituindo uma extensdo do Regulamento Técnico sobre as Condi¢des
Higiénico-Sanitédrias e de Boas Préaticas de Fabricacdo para Estabelecimentos
Elaboradores / Industrializadores de Alimentos, o Manual de BPF estabelece os
PPHO visando reduzir ou eliminar os riscos associados com a contaminacao de leite
e de produtos lacteos.

Os PPHO séao procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados e
monitorizados, visando estabelecer a forma rotineira pela qual o estabelecimento
industrial evitard a contaminacdo direta ou cruzada e a adulteracdo do produto,
preservando sua qualidade e integridade por meio da higiene antes, durante e
depois das operagOes industriais. Tais procedimentos tém como objetivo evitar a
contaminacdo direta ou cruzada ou a adulteragcdo dos produtos por meio das
superficies dos equipamentos, utensilios, instrumentos de processo e manipuladores

de alimentos.

1.5 E. coli associada a DTA

A presenca de E. coli em alimentos tem sido de maneira enfatica, relatada por
pesquisadores (COLEN et al., 1984; DIAS et al.,1995; RODRIGUES et al., 1995;
CARVALHO et al., 1996). Essa contaminacédo, além de identificar as mas condi¢cdes
higiénicas do produto, indica, também, a possibilidade de transmissao de patégenos
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 patogénicas de E. coli ja estiveram diretamente relacionadas

a alimentos, incluindo carnes, vegetais (RUGELES et al.,2010), pescados
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(VALENTE, 2004), leite e derivados lacteos (PANETO et al., 2007; Vernozy-Rozand
et al., 2005) entre outros.

Atencao especial deve ser dispensada aos alimentos consumidos crus ou
pouco cozidos e os de pronto consumo, como por exemplo, os pescados e 0s
queijos frescais. Estudos realizados em queijo Minas Frescal e carne de Mexilhdo
vém demonstrando o isolamento de patégenos de importancia em Saude Publica,
com destaque para a bactéria E. coli (FOOD AGRICULTURE ORGANIZATION,
1994; REID, 2001; VALENTE, 2004; DIAS et al., 2010).

O cultivo de mexilhdes € uma das modalidades mais produtivas que se
conhece, entretanto, & caracteristico dos mexilhdes e demais bivalves filtrar,
concentrar e reter em seus tecidos, micro-organismos patogénicos causadores de
DTA, como demonstram os relatos de Marques e Pereira, (1988).

A presenca de bactérias do grupo coliforme e E.coli em moluscos filtradores é
uma ocorréncia mundial, visto que exatamente nas zonas costeiras, baias e
enseadas, locais ideais para a reprodugcdo e crescimento dos bivalves, ocorrem
escoamento de esgotos ou a desembocadura de rios que carreiam contaminantes
bioldgicos e quimicos, os quais interferem diretamente na qualidade dos moluscos
(EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA E DIFUSAO DE TECNOLOGIA DE
SANTA CATARINA S.A., 1994).

De acordo com a Resolucédo n°357 de 2005, do Consel ho Nacional do Meio
Ambiente (BRASIL, 2005), as condi¢cdes microbiolégicas da agua para o cultivo de
moluscos bivalves destinados a alimentacdo humana, devem ter a média geométrica
da densidade de coliformes termotolerantes, de um minimo de 15 amostras colhidas
no mesmo local, ndo excedendo a 43/100 mL. Ressalta-se ainda que, segundo o
Ministério da Agricultura (BRASIL, 1988), os limites microbiolégicos para areas de
criacdo, extracdo e manutengdo de moluscos bivalves sdo: area proibida - acima de
700 coliformes fecais por 100 mL de agua; area limitada - entre 70 e 700/100 mL,
sendo indispensavel o tratamento dos moluscos atraves da depuracgéo; e area livre <
70/100 mL. Organizacdes internacionais como “Food and Drug Administration (FDA),
tém procurado através de principios e normas, estabelecer o controle das condictes
sanitarias da agua onde sdo cultivados os moluscos, objetivando garantir sua
qualidade; e de acordo com o “The European Union Shellfish Quality Assurance
Programme” (EUSQAP), os moluscos bivalves séo classificados em trés classes, e
para cada uma é permitida uma quantidade de coliformes termotolerantes por 100 g

de massa visceral e de liquido intervalvar: Classe A, tolerancia < 300 CT/100g;
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Classe B, 90% das amostras ndo podem exceder a 6.000 CT/100 g; Classe C, néo
podem exceder a 60.000 CT/100 g.

A preocupacdo em relacdo a qualidade sanitaria deste alimento torna-se
ainda mais relevante pelo habito de consumir esse produto cru ou insuficientemente
cozido, como ressaltam Wood (1996) e Dias et al. (2010).

Por diversas décadas, diferentes grupos de pesquisadores vém relatando a
presenca de cepas patogénicas 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
Araujo 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 presenca de cepas ETEC em
diferentes produtos, incluindo queijos.

Cepas patogénicas de E. coli tém sido reportadas por diversos autores como
a causa mais frequente de diarréia (TODD, 1997; STEINER et al., 1998), e tém sido
associadas a quadros de desnutricdo e mortes em paises 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
doencas transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, sugerindo que essa seja a
ocorréncia mais frequente nesse pais. Mead et al. (1999), apontam que quadros de
diarréia aguda sdo comuns nos Estados Unidos e estimam que 76 milhdes de casos
de DTA ocorram a cada ano.

Guerrant et al. (1990), citam que as doencas diarréicas sdo endémicas em
diversas regides da Asia, que sdo a principal causa de mortalidade, e que
contribuem para a morte de 3,3 a 6 milhdes de criangas anualmente (BERN et al.,
1992).

De acordo com Todd (1997), ETEC continua sendo o maior problema de
saude em paises em desenvolvimento, como também mostram os resultados dos
estudos de Estrada-Garcia 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 importancia das ETEC em Séo Paulo, sendo responsaveis

por 7 a 20% de casos de diarréia infantil.
29



1.6 Isolamento, Deteccéo e Tipificagem do Agente Et  ioldgico

O isolamento a deteccéo e a tipificagem do agente etioldgico da diarréia sao
relevantes tanto para aspectos terapéuticos quanto para a implementacédo de
estratégias de controle apropriadas (DUQUE et al., 2002). Para tanto, inUmeros
meétodos laboratoriais de analise podem ser utilizados e, atualmente tém sido

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

1.6.1 Métodos Convencionais

S&o técnicas desenvolvidas e descritas ha bastante tempo, e que vém sendo,
desde entdo, empregadas como métodos oficiais nos laboratorios brasileiros. Esses
meétodos estdo descritos em publicacdes de referéncia 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 associacbes 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 varios dias para a liberacdo do laudo final.

1.6.1.1 Sorotipificagem

A identificacdo de cepas patogénicas de E. coli requer uma diferenciagao
destes micro-organismos dos membros nao patogénicos da microbiota intestinal. A
combinacdo dos antigenos O e H define o sorotipo dos membros da familia
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Enterobacteriaceae (NATARO e KAPER, 1998). De acordo com Ewing (1986) as
amostras séo sorotipadas com base em seus antigenos de superficie “O” (soméatico),
“H” (flagelar) e “K” (capsular). Existem 183 O, 53 H e 100 antigenos “K” descritos. Os
53 tipos de H sdo numerados de 1 a 56.

Os antigenos somaticos “O” sao termoestaveis e relacionados com
polissacarideos da membrana externa, sdo designados por nimeros e caracterizam
0 sorogrupo do micro-organismo. Os antigenos “H” sdo termolabeis, representam a
porcao filamentosa do flagelo bacteriano que sé&o constituidos por subunidades da
proteina chamada flagelina. Os antigenos capsulares “K” s&@o relacionados com
polissacarideos capsulares (CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2004). A maioria das amostras de E. coli sdo mdveis, e possuem
flagelo (KHAN, 1993).

Embora esse método seja valioso para a caracterizacdo das cepas e ainda
seja utilizado, ele apresenta algumas desvantagens como, por exemplo, a
necessidade do uso de um grande conjunto de anti-soros especificos, que
comumente estdo disponiveis apenas em laboratorios de referéncia
(SWAMINATHAN e MATAR, 1993) e, além disso, alguns isolados bacterianos
podem ser ndo-tipaveis pela sorotipagem classica como no caso das cepas iméveis
E. coli, que ndo possuem flagelo (MACHADO et al., 2000; PRAGER et al., 2003).

1.6.2 Métodos Moleculares

A introducdo de técnicas mais rapidas surgiu em consequéncia da
necessidade de se abreviar o tempo de espera para a obtencdo 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 Rapidos tém sido utilizados para estudar a epidemiologia molecular
de diversos patdgenos bacterianos e com isso caracterizar a variabilidade genética
de amostras envolvidas em mortalidade, definicho de grupos de amostras
prevalentes, e identificacdo da origem de amostras virulentas (MACEDO, et al.,
2009).
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Ha pelo menos dez anos as técnicas de biologia molecular tém sido descritas
na literatura como uma forma rapida e adequada para a identificacdo de cepas
patogénicas de E.coli, incluindo ensaios de multiplex PCR (RUGELES, et al., 2010).

Estudos sugerem que cada patotipo de E. coli patogénica apresente um ou
mais genes especificos, ou uma combinacdo de fatores de viruléncia, que as
distinguem das estirpes ndo-patogénicas e dos outros patotipos (SPHIGEL, 2008).
Os genes codificadores desses fatores de viruléncia sdo 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 alcancado no desenvolvimento de
metodologias baseadas na andlise de acidos nucléicos, como a Reag¢do em Cadeia
da Polimerase (PCR) (NATARO e KAPER, 1998). Esse método é baseado na
amplificacdo de sequencias especificas de DNA ou RNA (ERLICH, 1992). Rapidez,
bom limite de deteccédo, seletividade e potencial para otimizacdo s&o as maiores
vantagens deste método (MALORNY et al., 2003).

A deteccéao pelo sistema M-PCR, que consiste na amplificacdo simultanea de
varios genes pelo uso de mdultiplos pares de iniciadores ou “primers” especificos
(ATLAS e BEJ, 1994), tém sido descrita como uma solucdo apropriada para o
desafio de encontrar E. coli diarreiogénicas em alimentos e amostras clinicas
(LOPEZ-SAUCEDO et al., 2003), além de ser também descrita como um método
eficiente para a identificacdo deste micro-organismo em amostras ambientais
(“CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION”, CDC, 1996;
MARTINEZ et al., 2007).

Pesquisadores de diversos paises da América Latina obtiveram sucesso com
a introducdo do uso desta técnica para identificar E.coli patogénica em seus paises,
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 populacdes, tipificagem de micro-organismos e estudos epidemiologicos
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 Vvarios genes
“housekeeping”, ou seja, genes constitutivos conservados, de evolucédo lenta e
normalmente codificantes de enzimas metabdlicas ou proteinas de regulacdo, sao
sequenciados (MAIDEN et al., 1998) e as sequéncias nucleotidicas sdo utilizadas
como unidades de comparacdo em bancos de dados especificos, ndo havendo
assim a possibilidade de erros pela subjetividade da interpretacdo 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 especificos
e a designacao de perfis de alelos, chamados “Sequence Types” (ST) (OLVERA et
al., 2006). Este método tem sido utilizado com sucesso para a determinacao dos ST
e 0s complexos clonais (cc) a eles associados, de varios patdgenos 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 vigilancia
epidemioldgica (TARTOF et al., 2005).

Trata-se de um sistema de facil portabilidade, pois as sequéncias de dados
podem ser facilmente comparadas e analisadas entre laboratérios (ENRIGHT e
SPRATT, 1999; MAIDEN et al., 1998). O formato digital dos dados do MLST facilitou
o0 estabelecimento de uma base de dados Unica para cada micro-organismo
podendo ser consultada via internet para a comparacao de alelos e obtencgéo rapida
dos ST e seus complexos clonais, contribuindo para o entendimento da distribuicéo

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

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

Alternativa ou complementarmente aos testes classicos de sorotipagem,
alguns autores vém sugerindo, e apresentando resultados bastante significativos,

como a utilizagdo da técnica de “PCR-restriction fragment length polymorphism”
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(PCR-RFLP). Essa técnica tem demonstrado uma reducao consideravel do tempo de
analise, podendo fornecer o resultado em dois dias, enquanto que com a técnica
classica seria preciso ao menos sete dias para a obtencéo 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 proteina flagelina relacionada ao
antigeno H, responsavel por determinar a mobilidade do micro-organismo. Esse
método tem demonstrado ser uma importante ferramenta para detec¢do bacteriana
por afinidade genética e por estudos epidemiologicos (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 possivel a identificacdo de amostras imoOveis e ainda de cepas com
antigeno H néo tipavel, além de reportar uma correlagdo muito boa entre a técnica
molecular e a classica. Machado et al. (2000) citaram ainda que as amostras
sorologicamente néo tipaveis poderiam ser classificadas de acordo com o
polimorfismo do fliC, dentro dos ja conhecidos grupos de antigenos H e que ainda o
grupo fliC poderia ser usado para detectar novas classes de antigeno H. De acordo
com Campos et al. (1994) e Gomes et al. (1989), amostras imoveis sao frequentes
entre EPEC tipica e atipica e STEC.

1.6.3. Consideracdes complementares

As técnicas moleculares ndo necessariamente substituem os meétodos
convencionais. Elas sé&o direcionadas a questdes que ndo sao resolvidas ou entdo
gue seriam mais trabalhosas e/ou mais demoradas de serem solucionadas se
fossem utilizadas técnicas convencionais (FOXMAN e RILEY, 2001). Entretanto, é
necessario considerar as caracteristicas epidemiologicas de cada surto da doenca,
associadas a uma técnica adequada segundo sua capacidade de discriminacéo
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 servico de

inspecédo na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

2.2 Objetivos Especificos

Isolar cepas patogénicas de E. coli a partir das amostras de queijo Minas
Frescal analisadas;

Avaliar a susceptibilidade antimicrobiana das cepas patogénicas isoladas;
Avaliar a motilidade das E. coli isoladas, e em caso de cepas iméveis,
caracteriza-las genotipicamente através da PCR- RFLP do gene fliC;

Otimizar a multiplex PCR para a detec¢éo simultanea dos genes de viruléncia
das cepas patogénicas de E. coli: EPEC, ETEC, STEC, EAEC e EIEC,;
Certificar a presenca dos genes de viruléncia amplificados pela multiplex
PCR, por meio de sequenciamento;

Realizar a tipificagdo genética dos isolados pela andlise do MLST;

Determinar os “Sequence Types” e os complexos clonais dos isolados.
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3. Material e Métodos

3.1 Obtencé&o das amostras

Um total de trinta amostras, entre produtos inspecionados e artesanais sem

inspecéo, de queijo Minas Frescal foi utilizado neste estudo.

Inicialmente as analises foram realizadas com quinze unidades de queijo
Minas Frescal, de trés marcas comerciais diferentes, utilizando amostras
representativas (BRASIL, 2001), sendo cada uma destas constituida de cinco
unidades de queijo Minas Frescal de mesmo numero de lote e mesmas datas de

fabricacéo e validade.

Posteriormente, foram realizadas analises 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 possuiam algum selo de servigo de inspecéo e oito foram de origem artesanal

sem inspecao.

O total das trinta amostras de queijo Minas Frescal analisado, sendo destas
22 amostras comercializadas com selo de servico de inspecdo e 8 amostras
artesanais, comercializadas sem inspecédo, foi adquirido em supermercados da
regido metropolitana do Rio de Janeiro, ou em eventuais pontos de venda para 0s

produtos de origem artesanal.

Todas as amostras foram compradas em suas embalagens originais, nao
violadas, observando a quantidade minima de 200 gramas por unidade amostral,
conforme indicado na RDC n°12 (BRASIL, 2001) e analisadas dentro de seu prazo
de validade. Foram aferidas as temperaturas do balcéo frigorifico do local de
aquisicdo e das amostras na chegada ao laboratério, que ndo ultrapassou 8°C.
Sempre que possivel o mesmo procedimento foi realizado para os produtos de

origem artesanal.

AplOs a aquisicdo, as amostras foram acondicionadas em embalagens

individuais, fechadas e intactas, e conduzidas ao laboratorio sob refrigeracao.
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As analises foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de

Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — Fiocruz.

3.2 Isolamento das cepas patogénicas

A técnica microbioldgica utilizada foi uma adaptacdo do método descrito no
“Bacteriological Analytical Manual” (BAM) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2003). As etapas descritas a seguir podem ser acompanhadas na Figura 1.

Aliguotas de 25 gramas de cada amostra foram pesadas assepticamente,
acrescidas de 225 mL caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) (MERK) (fator de
diluicdo 1:10) e transferidas para embalagem plastica do homogeneizador tipo
“Stomacher”. A mistura foi homogeneizada durante 60 segundos, em velocidade
média e o homogenato incubado por 10 minutos com agitacdo periddica em
temperatura ambiente e posteriormente mantido em repouso por mais 10 minutos,
para que a amostra depositasse por acao da gravidade. O material foi incubado por
3h a 35T para pré-enriquecimento e recuperacdo das células injuriadas. Apds esse
periodo o pré-enriquecimento foi transferido para 225 mL de caldo Triptona Fosfato
(TP) em dupla concentracao e incubado por 20h a 44.0 = 0.2<C. Em sequéncia, foi
realizada semeadura por esgotamento em “Eosin Methylene Blue Agar, Levine” (L-
EMB) (MERK) e Agar MacConkey (MC) (MERK) e entdo incubados por 20h a 35T,

para isolamento das colonias.

Com o objetivo de fazer uma triagem das colbnias isoladas para detectar a
presenca de E.coli, foi associado ao meio MC, 50mg/L do suplemento 4-metil-
umbeliferil-B-D-glicuronideo (MUG). Este substrato é hidrolisado pela enzima -
glicuronidase, que cliva o MUG com a liberacdo de 4-metil-umbeliferona, que emite
uma fluorescéncia azulada quando exposto a lampada de luz ultravioleta (0 a 6 W)
de ondas longas (365 nm) facilmente visualizada no meio ou ao redor das colbnias.
Mais de 95% das E. coli produzem a enzima [3-glicuronidase, sendo excecéo a cepa
EHEC sorotipo O157: H7 (CARDOSO, 1999).

Para este estudo cerca de 160 colbnias, entre tipicas e atipicas, de cada
amostra, foram selecionadas, semeadas em “spots” em placa-mestre de Agar
Triptose Soja (TSA) (MERK), incubadas a 37C/24h e estocadas em criotubos
compostos de caldo BHI e glicerol 20% em freezer a - 20C, para posterior
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identificacdo microbiana, por confirmacdo bioquimica, avaliacdo da susceptibilidade
antimicrobiana e caracterizacao genotipica.

Apés a caracterizacdo genotipica as cepas patogénicas identificadas foram
mantidas criopreservadas em temperaturas de - 20C ou - 70C e depositadas na
Colecao de Micro-organismos de Referéncia do INCQS/FIOCRUZ.

FIGURA 1: Isolamento de E.coli patogénica em amostras de queijo Minas Frescal

S | m
AR

— — —
25¢g BHI 225mL “Stomacher” BHI-Rep. t.amb.  35TC/3h BHI TP duplo
60 seg./vel.média 10min. ag.per. / 225mL
10min.s/ ag.
=== O 4 ‘ - . -
]
— — — — — —
44C/20h TP duplo M C+MUG / L-EMB 35TC/20h “spots” Criot ubo

Agar TSA cepa isolada
(BHI/glic 20%)

3.3 Avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana

A avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana e da presenca de cepas
produtoras da enzima B-lactamase de espectro estendido (ESBL) foi realizada
através do sistema VITEK 32 — GNS (BioMerieux), e a metodologia baseada nas
informacdes do fabricante. As etapas podem ser acompanhadas na Figura 2.

A avaliacdo da susceptibilidade foi baseada no “Clinical Laboratory Standards

Institute” (CLSI). Os antimicrobianos testados, suas siglas e Concentragao Inibitoria
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Minima (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 (IMl; 4), Meropenem
(MEM; 2), Piperacilina-Tazobactam (TZP; 8) e Trimetoprim-Sulfa (STX; 10).

FIGURA 2: Avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana das cepas patogénicas isoladas
pelo sistema VITEK_32 — GNS (BioMerieux).
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3.4 Teste de Motilidade

O teste de motilidade indica indiretamente a producao de flagelos. Esta ndo &
uma prova bioquimica e sim fisiologica.

O teste foi realizado a partir de um crescimento de 24 horas em Agar BHI, e
com o auxilio de uma agulha bacteriolégica, uma aliquota deste crescimento foi
inoculado no centro do meio semi-sélido Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), até 2/3 do
meio. O meio foi incubado em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas (KONEMAN

et al., 2001). As etapas do teste podem ser acompanhadas na Figura 3.
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INTERPRETACAO:
* O resultado é considerado positivo (cepa moével) quando 0s micro-organismos
crescem deslocando-se da linha de inoculacao, turvando o meio.
* Oresultado é considerdo negativo (cepa imével) quando a bactéria tem seu

crescimento restrito ao local da inoculacéo.

FIGURA 3: Teste de Motilidade das cepas patogénicas isoladas

Agar BHI SIM 35TC/24h Interpretacéo

3.5 Extracédo de DNA

O protocolo utilizado para a extracdo de DNA seguido nesse estudo foi
baseado em informacfes do fabricante do kit comercial “Dneasy Tissue Kkit”
(“QIAGEN Companies — Uniscience” do Brasil, Sao Paulo, SP).

A partir dos “spots” em Agar TSA, das 160 col6nias entre tipicas e atipicas
isoladas de cada amostra, procedeu-se a extracdo do DNA. Inicialmente, para uma
primeira triagem, a extracao foi realizada a partir de “pools” de 10 colbénias. Com
auxilio de uma agulha bacterioldgica, as col6nias foram “pescadas” e colocadas em
tubo tipo “eppendorff’ contendo caldo BHI. A cada 10 colbnias “pescadas” e
colocadas em um mesmo tubo formava-se 1 “pool” contendo o inéculo das 10
colonias. Desta forma, as 160 colbénias isoladas foram reunidas em 16 “pools” de 10
colénias. Cada “pool” foi incubado por 18-24h/37<C, com a finalidade de se obter
células bacterianas jovens. A partir de entdo se seguiu as instru¢des do fabricante
para a extracdo do DNA.

ApoOs a extracdo do DNA e a realizacdo da Multiplex PCR (Figura 4), o
resultado foi analisado e observado se algum dos “pools” testados apresentava

resultado sugestivo de positividade para cepas patogénicas de E. coli. Caso esta
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fosse a interpretacado, voltava-se a placa-mestre de Agar TSA e cada uma das 10
colbénias constituintes do “pool” suspeito, era cultivada individualmente, em caldo
BHI, para a obtencdo de células bacterianas jovens e subsequentemente realizava-
se a extracdo de DNA individual. Esse DNA era, entdo, estocado em freezer a -

20C, para analises posteriores.

FIGURA 4: Extragdo do DNA “pool” e individual
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3.6 Caracterizacao Genotipica

O DNA das amostras previamente extraido e estocado a - 20 foi utilizado
para as analises genotipicas.

Todas as solucdes reagentes utilizadas para a caracterizacdo genotipica
neste estudo foram adquiridas da “Invitrogen Life Technologies” (Sdo Paulo, SP,
Brasil) e armazenadas a temperatura de - 20C.
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3.6.1 Cepas de referéncia

Neste estudo foram utilizadas cinco cepas de referéncia, cada uma
pertencendo a um grupo de E. coli diarreiogénica: cepas INCQS 00181 (CDC 055) -
EPEC; INCQS 00171 (CDC EDL - 933) - EHEC e INCQS 00170 (CDC EDL — 1284)
- EIEC, provenientes do Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia 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 37°C sob agitacdo a 150 rpm (L.E.D. “Orbit Shaker, Lab-line Instruments”,
Inc., Melrose park, ILL, USA).

3.6.2 ldentificacdo das cepas patogénicas de E.coli pela Multiplex PCR

Para gerar o perfil utilizado como controle positivo desta reagédo, o DNA molde
de cada uma das cepas de referéncia foi adicionado concomitantemente ao mix da

reacao.

3.6.2.1 “Primers” utilizados

As sequéncias dos pares de “primers” SK1 e SK2, Vtcom-u e Vtcom-d, EST-F
e EST-R, ELT-F e ELT-R, ipalll e ipalV, aggRksl e aggRkas2 utilizados neste
estudo encontram-se detalhadas na Tabela 1. Os “primers” utilizados foram
adquiridos comercialmente da “Invitrogen Life Technologies” (Sao Paulo, SP, Brasil),
hidratados com agua purificada isenta de DNase e RNase e ficaram estocados em
aliquotas de 100 ul a —20°C.

3.6.2.2 Cepas controle e genes alvo

Foram utilizadas como controle positivo, de todas as reacdes da Multiplex
PCR, as cinco cepas de referéncia de E. coli diarreiogénica, mencionadas acima. Os
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genes alvos selecionados para cada categoria de E.coli patogénica foram: eae para
EPEC; est e elt para ETEC; stx para STEC; aggR para EAEC e ipaH para EIEC. Os
componentes da reagdo sem DNA foram usados como controle negativo das

reacoes.

TABELA 1: Genes, “primers” e sequéncias utilizados na Multiplex PCR

. . Amplicon Temp. .
Gene “Primer” Sequéncia (5’ - 3) (ob) Anel Referéncia
()
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC Oswald et al.
eae 881 50 (2000)
SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
Vtcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG Yamasaki et al.
Stx 518 50 (1996)
Vtcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT
EST-F ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT L6épez-Saucedo
est 190 50 t al. (2003
EST-R CACCCGGTACARGCAGGATT etal. (2003)
ELT-F GGCGACAGATTATACCGTGC Lopez-Saucedo
elt 450 50 et al. (2003)
ELT-R CGGTCTCTATATTCCCTGTT
_ ipalll GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC Sethabutr et al.
ipaH _ 619 50 (1993)
ipalV GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC Ratchtrachenchai
agg 254 50 tal. (1997
aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC etal. (1997)

3.6.2.3 Componentes e condi¢des da Multiplex PCR

A reacdo de M-PCR utilizada foi baseada nos estudos de TOMA et al. (2003)
e otimizada nesta pesquisa.

As amplificacbes da PCR foram efetuadas em um volume final de 50 pL,
contendo 50 -100 ng de DNA molde das cepas de referéncia ou de DNA molde das
amostras, tampao PCR 10x, 3,0 mM MgCl, , 0.07 U/uL de Taq DNA polimerase, 0.3
mM de dNTP, 1.25 pM para os “primers” SK1 e SK2, 0.25 yuM para os “primers”
Vtcom-u e Vtcom-d, 0.50 uM para os “primers” EST-F e EST-R, 0.25 uM para os
“primers” ELT-F e ELT-R, 0.10 uM para os “primers” ipalll e ipalV, 0.25 pM para os
“primers” aggRksl e aggRkas2, e agua livre de DNAse e RNAse para completar o
volume de 50 pL.

Todas as reacdes de multiplex PCR para identificacdo dos genes alvo das

cepas diarreiogénicas 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 condi¢des usadas na reacao foram: 2 min por 95C, seguidos de trinta
ciclos nas condigGes: desnaturacdo - 95°C por 30 seg; anelamento - 50°C por 30
seg; extensdo - 72°C por 1 min; extenséo final - 72°C por 10 min.

Os produtos da reacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
2,0% (Sigma), marcados com brometo de etideo (0,25ug/mL), tiveram as imagens
digitalizadas no “Video Documentation System-VDS” e analisadas com o “software
ImageMaster” (“Amersham Pharmacia Bioteh”).

ApOs a interpretacdo dos resultados da Multiplex PCR os produtos da reacéo,
das cepas positivas, foram purificados com o Kit comercial “QIAquick PCR
Purification Kit” (QIAGEN GmgH, Hilden, Germany) e submetidos a reacdo de
sequenciamento com terminadores fluorescentes (“Big Dye, Applied Biosystems”,
Foster City CA) usando apenas o “primer Forward” especifico para o gene suspeito.
Os produtos da reacdo de sequenciamento foram enviados a Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ e analizados no sequenciador
automatico de DNA “Applied Biosystems ABI Prism” 3730.

3.6.3 Caracterizacdo genotipica por MLST

O protocolo da PCR-MLST utilizado para amplificacdo dos genes alvo neste

encontra-se descrito no site http://mlist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli.

3.6.3.1 “Primers” utilizados e genes alvo

Os genes alvo e as sequéncias dos “primers” utilizados na amplificacdo 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”
(Séo Paulo, SP, Brasil), hidratados com agua purificada isenta de DNase e RNase e
estocados em aliquotas de 100 pL a - 20°C.

O MLST foi realizado baseado na sequéncia de nucleotideos 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 (proteina de ligacdo do DNA).
TABELA 2 : Genes, "Primers” e sequéncias utilizados na PCR-MLST
“pyi " A v o Temp. . N
Gene Primer Sequéncia (5’ - 3) Anel (T) Amplicon (pb) Referéncia
adk adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG http://web.mpiib-
adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT 54 583 berlin.mpg.de/mlst
fumc  [UMCF  TCACAGGTCGCCAGCGCTTC http://web.mpiib-
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC 54 806 berlin.mpg.de/mlst
g OYBF  TCGGCGACACGGATGACGGC http://web.mpiib-
9y gyrBR  ATCAGGCCTTCACGCGCATC 60 911 berlin.mpg.de/mist
o icdp  ATCOAMGTARMSTAGTTGTTCC http://web. mpiib-
icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT 54 878 berlin.mpg.de/mist
mdhE  ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCG
mdh CTGCTGGCGG http://web.mpiib-
mdhr  TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGC 60 932 berlin.mpg.de/mist
GATATCTTTCTT
ura  PUTAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA http://web.mpiib-
P PUrAR  CATACGGTAAGCCACGCAGA 54 816 berlin.mpg.de/mist
recAF  CGCATTCGCTTTACCCTGACC _ ,
recA recAR http://web.mpiib-
TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 58 780 berlin.mpg.de/mist

3.6.3.2 Componentes e condi¢cdes da PCR-MLST

As amplificacbes da PCR-MLST foram efetuadas em volume final de 50 pL,
contendo 50 — 100 ng de DNA molde, 0,5 pM de cada “primer”, 50 uM de cada
dNPT, tampdo PCR 10x, 1,5 mM MgCl2, 1U de Taq polimerase e agua livre de

DNase e RNase para completar o volume de 50 pL.

Todas as reagbes 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 condi¢des usadas na reacao foram: 2 min por 95C, seguidos de: 30 ciclos

nas condi¢des: desnaturacdo - 95C por 1min; anelam ento - 1 min na temperatura
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especifica para cada gene; extensdo - 72°C por 2 min; extensao final - 72°C por 5
min.

Os produtos da reacao foram separados por eletroforese em gel de agarose
2,0% (Sigma), marcados com brometo de etideo (0,25ug/mL), tiveram as imagens
digitalizadas no “Video Documentation System-VDS” e analisadas com o “software
ImageMaster” (“Amersham Pharmacia Bioteh”).

Estes produtos foram purificados com o kit comercial “QlAquick PCR
Purification Kit” (QUIAGEN GmgH, hilden, Germany) e sequenciados.

3.6.3.3 Andlise das Sequéncias

ApoOs verificar a qualidade das sequéncias (“Sequencher 4.9 - Gene codes
corporation”) estas foram comparadas com as sequéncias do banco de dados de
MLST, para obtencé&o dos alelos de cada gene. A partir de entdo, um grupo de 7
genes foi determinado dando origem ao perfil de alelos de cada cepa. Os perfis de
alelos diferentes daqueles ja descritos foram enviados para o banco dados para

avaliacdo e determinacdo de novos ST.
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4. Resultados

4.1 Cepas patogénicas isoladas

A utilizacdo 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 mexilh&o,
realizado no mesmo periodo do desenvolvimento do presente trabalho. Neste
estudo, 44 cepas de E. coli foram isoladas de carne de mexilhdo e submetidas a
avaliacdo 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 caracteristicas fenotipicas que sugeriam a
identificacdo de Escherichia coli.

Do total das amostras, cinco cepas enteropatogénicas 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 Colecdo de Micro-organismos de
Referéncia do INCQS/FIOCRUZ, sob os numeros: INCQS P3452, INCQS P3453,
INCQS P3454, INCQS P3455 e INCQS P3456.

4.2 Motilidade e avaliagcdo da susceptibilidade anti ~ microbiana

Todas as EPEC isoldadas foram identificadas como cepas moveis e, portanto,
nao foi realizada a PCR-RFLP.

Das EPEC identificadas, 40% apresentaram resisténcia ao antimicrobiano
ampicilina e 40% perfil de resisténcia intermediaria para a associacdo ampicilina-
sulbactam. Embora casos de E. coli multiresistentes sejam frequentemente
descritos, tal fato ndo foi observado neste estudo. As cepas foram consideradas
sensiveis a todos 0s outros antimicrobianos testados.

As cepas EPEC isoladas nao revelaram a presenca de [B-lactamase de
espectro estendido (ESBL).

Estes resultados podem ser bservados na Tabela 3.
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TABELA 3: Visualizagdo dos resultados da analise da susceptibilidade antimicrobiana,
presenca de ESBL e teste de motilidade das EPEC isoladas

Antimicrobianos Cepas
MIC (mcg/mL)

MTD1 MTD2 MTD3 MTD4 MTD5
Amicacina (2) S S S S S
Ampicilina (32) R S R S S
Sulbacion (16) ! S ! S s
Azetreonam (8) S S S S S
Cefepima (4) S S S S S
Cefotaxima (4) S S S S S
Cefoxitima (2) S S S S S
Ceftazidima (8) S S S S S
Cefalotina (8) S S S S S
Ciprofloxacina (0.5) S S S S S
Gentamicina (0.5) S S S S S
Imipenem (4) S S S S S
Meropenem (2) S S S S S
Piperacilina-
Tazobactam (8) S S S S S
Trimetoprim-
Sulfa (10) S S S S S
ESBL negativo negativo  negativo  negativo  negativo
Motilidade positivo positivo positivo  positivo positivo
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4.3 Caracterizacdo Genotipica

4.3.1 Cepas patogénicas de E. coli identificadas pela Multiplex PCR

A patrtir das colbnias isoladas, cinco cepas EPEC foram identificadas pela
multiplex PCR.

4.3.1.1 Multiplex PCR otimizada

Inicialmente foi realizada a otimizacdo 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
reacao, como observado na Figura 5.

Esse perfil foi utilizado como controle positivo de todas as reacdes de
multiplex PCR deste estudo, o DNA molde de cada uma das cepas de referéncia foi

adicionado concomitantemente ao mix da reacéo.

FIGURA 5: Visualizagdo da amplificacdo pela M-PCR das cepas de E. coli patogénica
utilizadas como 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

1 - marcador de peso molecular — Kb (DNA ladder 100 pb); 2 - controle positivo.
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4.3.1.2 Triagem inicial dos “pools” de 10 colbnias através da Multiplex PCR

Para analise de cada uma das amostras procedeu-se a triagem inicial através
da multiplex PCR dos “pools” de 10 colbnias (Figura 6). Os “pools” analisados, como
ja esperado, apresentaram muitos fragmentos, entretanto, somente o fragmento de
881pb, presente nos “pools” indicados apresentaram posicdo equivalente ao
fragmento do gene eae. ApOs a interpretacdo dos resultados, os “pools” negativos
foram descartados e os suspeitos submetidos a novas analises genotipicas para

confirmacao.

FIGURA 6: Visualizacao da amplificacdo pela M-PCR dos “pools” de 10 colbnias para
triagem inicial, sugerindo a amplificacdo do gene eae

gene eae 881 pb

1 a5 -"“pools” suspeitos, sugerindo a amplificagdo do gene eae (banda 881pb);
6 - marcador de peso molecular Kb (DNA ladder 100 pb); 7 - controle positivo (multiplex)

4.3.1.3 Gene suspeito (eae) amplificado através da Simplex PCR

Apés a triagem inicial, voltou-se a placa mestre de agar TSA para extracdo
de DNA individual das cepas pertencentes aos “pools” suspeitos. As cepas suspeitas
foram submetidas individualmete a nova amplificacdo para confirmacao da presenca
do gene eae (Figura 7). Estas cepas foram isoladas de uma amostra de queijo Minas

Artesanal.
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FIGURA 7: Visualizagédo da amplificagéo pela simplex PCR das cepas individuais exibindo a
amplificacdo apenas do gene suspeito (eae)

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)

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
confirmacédo, usando o “primer forward” especifico para o gene eae. Para o
seguenciamento foi preparado um “Mix” contendo 200-300 ng do DNA suspeito e o
“primer” especifico na concentracdo de 1,6 pmol/pL.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias ja depositadas
no banco de dados do NCBI e foram confirmadas como E. coli enteropatogénica
(Tabela 4). As amostras isoladas foram nomeadas MTD1, MTD2, MTD3, MTD4 e
MTD5, e depositadas no GenBank/NCBI sob os respectivos nimeros de acesso:
MTD1 HQ834724; MTD2 HQ834725; MTD3 HQ834726; MTD4 HQ834727; MTD5
HQ834728.
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TABELA 4 : Alinhamento das sequéncias dos genes eae, identificados a partir das amostras
de E. coli isoladas de queijo Minas Frescal, com as sequéncias anteriormente despositadas

no GenBank/NCBI
MTD1
Sequences producing significant alignments
Accessi on Descri ption E hﬁi
val ue ident
AP010953. 1 Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, conplete 0.0 99%
——————=genone
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte o
E'—Vgglﬂgi'—leffacement (LEE), strain 9812 0.0 99%
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte o
E'—\’ggligg'—leffacement (LEE), strain B6 0.0 99%
F3609815. 1 Escherichia coli strain 1413 intimn (eae) gene, 0.0 99%
————————eae-beta 1 allele, conplete cds
F3609812. 1 Escherichia coli strain 13H1 intimn (eae) gene, 0.0 99%
————————eae-beta 1 allele, conplete cds
MTD2
Sequences producing significant alignments:

i . E Max
Accessi on Descri ption value ident
AP010953. 1 Escherichia coli O26:H11 str. 11368 DNA, conplete 0.0 99%
————————=genone

Escherichia coli DNA for |ocus of enterocyte o
EMéglé@l—'—leffacement (LEE), strain 9812 0.0 99%
Escherichia coli DNA for |ocus of enterocyte o
Eyggligg;leffacenent (LEE), strain B6 0.0 99%
F‘]609815_1Escher|ch|a coli strain 1413 intimn (eae) gene, 0.0 99%
———————eae-beta 1 allele, conplete cds
F‘]609812_1Escher|ch|a coli strain 13HL intimn (eae) gene, 0.0 99%
——————="~eae-beta 1 allele, conplete cds
MTD3
Sequences producing significant alignments:
Accessi on Descri ption E .&Ei
val ue ident
AP010953_]_Escher|ch|a coli O26:HL1 str. 11368 DNA, conplete 0.0 98%
——————=genone
Escherichia coli DNA for |ocus of enterocyte o
Eygglégi;leffacenent (LEE), strain 9812 0.0 98%
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte o
Eyggligg;leffacenent (LEE), strain B6 0.0 98%
F3609815. 1 Escherichia coli strain 1413 intimn (eae) gene, 0.0 98%
—————————eae-beta 1 allele, conplete cds
F3609812. 1 Escherichia coli strain 13H1 intimn (eae) gene, 0.0 98%

eae-beta 1 allele, conplete cds

52



MTD4
Sequences producing significant alignments:

i . E Max
Accessi on Descri ption value ident
AP010953_1Escher|ch|a coli O26:H11 str. 11368 DNA, conplete 0.0 94%
———————=genone
Escherichia coli DNA for |ocus of enterocyte o
Eygglégi;leffacenent (LEE), strain 9812 0.0 94%
Escherichia coli DNA for |ocus of enterocyte o
Eyggligg;leffacenent (LEE), strain B6 0.0 94%
F‘]609815_1Escher|ch|a coli strain 1413 intimn (eae) gene, 0.0 94%
——————"~eae-beta 1 allele, conplete cds
F3609812. 1 Escherichia coli strain 13H1 intimn (eae) gene, 0.0 94%
——————="~eae-beta 1 allele, conplete cds
MTD5
Sequences producing significant alignments:

: . E Max
Accessi on Description value ident
AP010953_]_Escher|ch|a coli O26:H11 str. 11368 DNA, conplete 0.0 99%
———————=genone

Escherichia coli DNA for locus of enterocyte o
ENgglﬂgi‘—leffacement (LEE), strain 9812 0.0 99%
Escherichia coli DNA for locus of enterocyte o
E'—\’ggligg'—leffacement (LEE), strain B6 0.0 99%
F3609815. 1 Escherichia coli strain 1413 intimn (eae) gene, 0.0 99%
—————————eae-beta 1 allele, conplete cds
F3609812. 1 Escherichia coli strain 13H1 intimn (eae) gene, 0.0 99%

eae-beta 1 allele, conplete cds
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4.3.2 Cepas genotipicamente caracterizadas pela PCR — MLST

Apos a confirmacdo das cepas isoladas, como EPEC, procedeu-se a
realizacdo da reacdo de PCR — MLST para a amplificagdo 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: Visualizacdo da amplificacédo pela PCR dos genes adk e fumC

Gel 1 — gene adk (583 pb) Gel 2 — gene fumC (806 pb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

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 ell - amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5

FIGURA 9: Visualizacdo da amplificacdo pela PCR dos genes gyrB e mdh

Gel 3 —gene gyrB (911 pb) Gel 4 — gene mdh (932 pb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

911 pb

932 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 ell - amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5
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FIGURA 10: Visualizacdo da amplificacéo pela PCR dos genes icd e purA

Gel 5—- gene icd (878 pb) Gel 6 — gene purA (816 pb)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 1 14

878 pb

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 ell - amostra MTD2; 5 e 12 - amostra MTD3; 6 e 13 - amostra MTD4; 7 e 14 - amostra MTD5

FIGURA 11: Visualizacdo da amplificagdo pela PCR do gene recA

Gel 7 — gene recA (780 pb)

1 2 3 4 5 6 7

780 pb

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
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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 o0s
“primers forward e reverse” especificos para cada gene. Para o sequenciamento foi
preparado um “Mix” contendo 200-300 ng do DNA e os “primers” especificos, na

concentracdo de 1,6 pmol/pL.

4.3.4 Analise do sequenciamento MLST

ApdOs 0 sequenciamento dos sete genes e submissdo das sequéncias ao
banco de dados “MLST Databases at the ERI, University College Cork” de E.col,
(UCC), ST e complexos clonais foram determinados ou associados, quando
possivel, a algum ja descrito no banco.

Os resultados obtidos revelaram a presenca 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 identificacdo de ST- 2134, ST- 2147 e ST- 2134
respectivamente. A cepa MTD3 apresentou o mesmo perfil que a cepa MTD1,
recebendo entdo a mesma idenificacdo de ST.

A cepa MTD4 apresentou perfil compativel ao ST- 48, ja descrito no banco e
associado ao complexo clonal 10. De acordo com o banco de dados, antes do
depdsito feito a partir deste estudo ndo existia nenhum ST- 48 identificado em
amostras de alimentos.

A cepa MTD?5 foi identificada como o ST- 1717 ja descrita no banco.

Para as cepas MTD1, MTD2, MTD3 e MTD5, at¢é o momento, nenhum

complexo clonal esta associado.
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TABELA 5 : Perfil dos alelos, ST e cc, obtidos ap6s 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 -
MTDa © 11 4 8 8 8 2 48 10
MTD5 © 29 15 246 195 8 14 1717 -

ST - “Sequence types”; cc - complexo clonal



5. Discussao

De acordo com a ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (2002), autoridades
do mundo inteiro vém intensificando seus esforcos para melhorar a seguranca
alimentar, entretanto, ainda hoje cepas patogénicas de E. coli sdo encontradas nos
alimentos. Cerca de 630 milhdes de casos de diarréia no mundo, e
aproximadamente 775.000 mortes por ano, sdo provocadas por E. coli (BLANCO et
al., 2006).

As linhagens isoladas neste estudo, em 100% das amostras de queijo Minas
Frescal analisadas, apresentaram caracteristicas fenotipicas que apontavam para a
identificacdo de Escherichia coli, sugerindo que as condigbes sanitarias deste
produto possam néo estar adequadas. Resultados similares foram descritos por
Araujo et al. (2002) e Paneto et al. (2007), que demonstraram em suas pesquisas
contaminacdes extremamente elevadas de E. coli em queijo Minas Frescal,
apontando isolamento em 97 e 96% das amostras estudadas respectivamente.

Todas as cepas patogénicas de E.coli ja foram identificadas em alimentos,
porém, apés um surto de DTA causado por EPEC, a presenca 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, j& alertavam para a presenca de cepas EPEC neste alimento e embora
desde essa época, grandes melhorias ja tenham sido observadas em relacdo a
seguranca alimentar, cepas EPEC continuam sendo isoladas deste produto, como
confirmado pelo presente estudo. Resultados similares foram relatados por Gonzalez
et al. (2000), Araujo 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 ndo existe legislacdo especifica para a analise de queijo Minas
Frescal artesanal, sendo assim as andlises deste estudo foram realizadas por
similaridade de produto, acatando o0 Regulamento Técnico sobre Padrdes
Microbiologicos para Alimentos.

Apesar da producdo artesanal de queijo ser considerada uma importante
atividade econbmica, Bramley e MacKinnon (1990) alertam para o perigo da
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contaminacao deste alimento por micro-organismos patogénicos. Esta contaminacao
pode ocorrer por falhas relativas ao manejo, higiene e sanidade animal, utilizagéo de
mao-de-obra desqualificada, tratamento térmico inadequado entre outros, além da
possibilidade de contaminacdo durante a producdo e processamento dos queijos
(DESCHENES et al., 1996).

Os estudos de Rocha et al. (2006) demonstraram a evolucdo das populagdes
de coliformes e de E. coli durante o processamento dos queijos frescais no
laboratorio, utilizando como matéria-prima: leite B pasteurizado comercial ou leite
cru. Tais resultados apontaram que bactérias potencialmente patogénicas podem
multiplicar-se a niveis perigosos durante o processamento de queijo, uma vez que
foram observados aumentos médios 2,5 ciclos log, para a producao de queijo a partir
de leite pasteurizado, e de 4,5 ciclos log. para aqueles produzidos a partir de leite
cru. Os autores reforcam a importancia da fabricacdo de queijos utilizando como
materia-prima leite de procedéncia confiavel, assim como a observagdo das
determinacdes da legislacdo, para que este alimento ndo se torme um potencial
veiculo de patégenos.

Similarmente as observacOes feitas a partir deste estudo, Bramley e
MacKinnon (1990), Furtado (1991) e Paneto et al. (2007) entre outros, apontam para
a importancia da qualidade do leite utilizado na producdo de derivados lacteos,
ressaltando que a qualidade do produto final € diretamente proporcional a qualidade
da matéria prima utilizada.

Outro aspecto a ser ressaltado é a deteccdo da presenca de cepas EPEC
atipicas (AEEC), com perfil patogénico, em bovinos sadios, podendo representar um
sério problema de seguranca alimentar, uma vez que esses animais serao
destinados a producéo de carne, leite e derivados lacteos (CHINA et al., 1999; DIAS,
2007). Esses autores citam que cepas EPEC atipicas podem apresentar um perfil
compativel com a viruléncia em animais e humanos, em funcdo da similaridade dos
marcadores fenotipicos e genotipicos detectados em seus estudos. Tais afirmacdes
sdo compativeis com os relatos de Regua-Mangia et al. (2004) e Aktan et al. (2004),
que identificaram a presenca de AEEC em humanos e animais, reforgcando o
potencial zoondtico desses agentes.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram citados por Ahmed
et al. (1988) e Najand e Ghanbarpour (2006), que verificaram a presenca de EPEC

em amostras de queijo artesanal. Outras cepas patogénicas de E.coli também tém
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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 concordancia com relatos de pesquisadores
de diferentes partes do mundo, como Araujo et al. (2002) e Planzer et al. (2009) no
Brasil, Shidfar et al. (2004) e Najand e Ghanbarpour (2006) no Ird e Jayaro et al.
(2006) na Pensilvania, tornam a alertar para o perigo que representa a fabricagao de
queijos a partir de leite ndo pasteurizado; o que a luz da legislacao brasileira é uma
irregularidade.

Das EPEC isoladas, 40% apresentaram resisténcia ao antimicrobiano
ampicilina e 40% perfil de resisténcia intermediaria para a associacdo ampicilina-
sulbactam. A elevada resisténcia desse micro-organismo a ampicilina ja foi
anteriormente descrita por autores como Baccaro et al. (2002) e Blanco et al. (2006).
Entretanto, nos estudos de Dias et al. (2010), a resisténcia 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 resisténcia a cefalotina (69%) e apenas 29% em relacdo a
ampicilina. Neste estudo néo foi observada resisténcia a cefalotina. Para Baccaro et
al. (2002), a resisténcia a associacdo trimetoprim-sulfa (87,4%) foi similar a
apresentada a ampicilina (86,8%). Assim como 0s autores acima citados, Costa et
al. (2006) descrevem elevada resisténcia (73,5%) a associacao trimetoprim-sulfa,
fato ndo observado neste estudo, onde 100% das cepas foram sensiveis a estes
agentes.

Diversos estudos vém associando a producdo das beta-lactamases com o
aumento da resisténcia antimicrobiana (FERREIRA et al., 2006). Estas enzimas séo
capazes de hidrolisar o anel beta-lactamico do antimicrobiano pela quebra da
ligacdo amida, este entdo, perde a capacidade de inibir a sintese da parede celular
bacteriana (WILLIAMS, 1999). As beta-lactamases podem ser detectadas em
membros da familia Enterobacteriaceae, Haemophilus influenza, Neisseria
gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella spp., entre
outros (GARAU, 1994). Varias beta-lactamases de origem plasmidial sédo produzidas
por patdgenos 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 resisténcia encontrada frente a esses agentes.

A pressao seletiva exercida por antimicrobianos, como compostos beta-

lactamicos, estd relacionada a selecdo de cepas resistentes, incluindo
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enterobactérias produtoras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) (CHOI et
al., 2008). Emery e Weymouth, em 1997, demonstraram a existéncia de E. coli
produtoras de ESBL.

A associacao antimicrobiana ampicilina-sulbactam tem sido considerada uma
potente inibidora de beta-lactamases, o que pode vir a fazer frente a essa resisténcia
(FERREIRA et al., 2006). Entretanto, cepas resistentes a esta associacdo ja vém
sendo observadas, como demonstram os resultados dos estudos de Nascimento et
al. (2009), onde a resisténcia observada a estes agentes foi de 75,6%. No presente
estudo, 40% das cepas isoladas apresentaram perfil de resisténcia intermediario a
esta associagdo, 0 que causa bastante apreensdo, visto que estas cepas foram
consideradas negativas para ESBL e ainda assim apresentaram certa resisténcia.

As enzimas, B-lactamases de amplo espectro, sdo capazes de hidrolisar
drogas como ceftazidima e cefotaxima. Neste estudo, observou-se 100% de
sensibilidade a estes antimicrobianos, resultado ja esperado, uma vez que as cepas
sdo ESBL negativas.

Dias et al. (2010), citam que as cepas de E.coli apresentam grande
variabilidade e segundo Gongalves (2009) estas apresentam elevada capacidade
em adquirir genes de resisténcia. Esta associagao de fatores pode ajudar a explicar
as divergéncias observadas nos estudos deste micro-organismo.

A utilizacdo de métodos moleculares para identificacdo de micro-organismos,
acompanhamento da evolucdo de patdgenos e analises epidemiologicas tém tido
cada vez mais destaque na comunidade cientifica.

Neste estudo, a partir da otimizacdo da multiplex PCR as cinco cepas de E.
coli enteropatogénica isoladas, foram genotipicamente identificadas. Esta técnica
mostrou-se bastante sensivel e eficaz na deteccdo das cepas patogénicas 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 0 uso desta
técnica.

Pesquisadores de varios paises do mundo vém obtendo sucesso com a
identificacdo de cepas patogénicas de E.coli utilizando a multiplex PCR. Atraves
desta técnica, diversas cepas patogénicas deste micro-organismo foram detectadas
em amostras clinicas humanas ou animais, ambientais e alimentares. Paneto et al.
(2007) isolaram cepas enterotoxigénicas 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 Franca respectivamente.
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Ainda com o uso da multiplex PCR, Dias (2007) verificou cepas EPEC atipicas em
amostras clinicas de bovinos sadios no Brasil e China et al. (1999) isolaram AEEC
de bovinos com ou sem sintomatologia clinica e em amostras humanas. Rugeles et
al. (2010) reportaram o isolamento de cepas STEC em carnes e vegetais, STEC,
ETEC, EAEC e EPEC em amostras clinicas de criangcas com diarréia e ainda EAEC
em vegetais na Colébmbia. Os estudos de Estrada-Garcia et al. (2009) no México,
Moreno et al. (2010) no Brasil e Hien et al. (2008) na Africa demonstraram a
deteccado de cepas DAEC e EIEC através da multiplex PCR.

Tais relatos apontam que cepas patogénicas de E.coli frequentemente
circulam entre humanos, alimentos e animais, alertando, mais uma vez, para a
importancia das a¢des de Inspecédo e Vigilancia Sanitéria.

Tradicionalmente a classificacdo destas cepas patogénicas de E.coli é
baseada nos mecanismos de patogenicidade, epidemiologia, nos sintomas clinicos
das doencas que elas provocam, e mais recentemente na identificacdo molecular
dos genes de viruléncia destas cepas.

Entretanto, a andlise clonal destas bactérias pode fornecer informacdes
importantes para o esclarecimento da aquisicdo dos fatores de viruléncia e o
surgimento de linhagens patogénicas. Desta forma, novas técnicas moleculares
foram desenvolvidas e hoje conta-se com eficazes ferramentas de analise das
correlagdes filogenéticas e avaliacdo epidemiologica.

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 determinagdo de ST e complexos clonais de
varios patdgenos. 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 disponiveis nos bancos de dados sédo bastante escassos.

Em relacdo a alimentos, atualmente, existem apenas 79 registros no banco de
dados MLST (http://mist.ucc.ie/mlist/) para E.coli. Nestes registros estdo incluidas
cepas patogénicas, ndo patogénicas e cepas identificadas como E.coli, porém sem
informagédo sobre a patogenicidade. Especificamente em relacdo a cepas
patogénicas em alimentos, somente 30 registros sdo observados.

Dentre os alimentos citados encontram-se carne bovina, ovina, suina e de
aves, leite de cabra, mexilhdo, leite cru e as cinco cepas isoladas de queijo neste
estudo. De todos os registros de alimentos apenas nove sdo provenientes do Brasil,

tendo sido quatro delas isoladas de frango, porém sem informacdo sobre a
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patogenicidade da cepa, e as cinco cepas EPEC identificadas neste estudo.
Especificamente em relagcédo a leite e derivados lacteos, apenas oito registros sédo
observados no total do banco de dados, trés deles identificados na Inglaterra, porém
sem informacdo sobre a patogenicidade da cepa, e 0s cinco registros de cepas
patogénicas provenientes de queijo Minas Frescal isolados neste trabalho.

Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas patogénicas 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 presenca de dois ST novos
(ST-2134, ST-2147) e dois ST ja descritos no banco, ST-1717, descrito uma Unica
vez em aves, no Chile, e ST- 48, descrito em humanos e alimentos, e associado ao
complexo clonal 10 (cc10). O ccl0 é o mais frequentemente descrito neste banco,
compreendendo 260 isolados, que corresponde a 7,2% do total de registros. A
ocorréncia de cepas patogénicas 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 (suinos 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
atipicas. Os dois isolados pertencentes ao ST-48 (ccl0) e ST-1717 nao foram
associados a cepas EPEC ou EPEC atipicas constitutindo assim ST Unicos em
relacdo a essas caracateristicas patogénicas da E.coli.

Como anteriormente citado, o banco de dados de MLST de E. coli ainda é
recente e o numero de isolados e perfis depositados € pequeno. Até o momento,
existem apenas registros de seis cepas EPEC em alimentos, sendo destas cinco
provenientes deste estudo e uma cepa EPEC atipica identificada em suinos, na
Coréia. Ampliando a margem de pesquisa, observa-se 110 registros de cepas EPEC
e 65 de cepas EPEC atipicas 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

uropatogénica (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 possivel
existéncia de um “link” epidemiolégico entre o alimento e a infeccdo em humanos.
Estudos complementeres nesse sentido serdo necessarios para a confirmacao
dessa associacéao.

Para os demais ST identificados neste estudo, ST-2134 e ST-2147, ainda ndo
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, trés isolados
pertencem a um ST novo e apenas um isolado pdde ser associado a um complexo
clonal j& descrito. Esta heterogeneidade é consistente com a andlise do banco de
dados do MLST de E. coli, onde observa-se que das 3596 cepas depositadas, 2043
(57%) apresentaram ST diferentes, o que da 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://mist.ucc.ie/mist/)
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Similarmente a este trabalho, os estudos de Afset et al. (2008) revelaram um
perfil heterogéneo em relacdo as cepas EPEC atipicas provenientes de criangas
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 tendéncia entre cepas patogénicas, ao “Linkage disequilibrium” ja que ndo ha
evidéncia clara de recombinagdo genética entre os isolados. Uma revisdo recente
sobre a clonalidade da E. coli traz observacfes similares as aqui apresentadas (FEIL
e SPRATT, 2001).

Entretanto, Lacher et al. (2007), ao estudarem a evolugcdo das cepas tipicas
de EPEC, apontam que estas sdo mais homogéneas, contrastando com Afset et al.
(2008), que mencionam nao observar essa diferenga entre cepas tipicas e atipicas
em seus estudos. Para Takahara (2004) existem dois grupos divergentes de EPEC:
um grupo homogéneo quanto a sorologia e genética (contendo sorotipos de EPEC
possuindo antigenos H6 e H34) e o outro grupo que é heterogéneo, abrigando
outros sorotipos de EPEC e ndo-EPEC.

Como citado anteriormente, quando se trata da presenca de EPEC em
alimentos ndo ha muitos dados disponiveis no banco de dados MLST de E. coli,
principalmente originados do Brasil, o que dificulta a realizacdo de uma analise
molecular e epidemioldgica 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 associacdo destas

cepas a ST especificos e a um complexo clonal associado a doengas em humanos.
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6. Conclusoes

As culturas isoladas neste estudo, em 100% das amostras de queijo Minas
Frescal analisadas, apresentaram caracteristicas fenotipicas que apontavam para a

identificacdo de Escherichia coli.

Os queijos tipo Minas Frescal de origem artesanal comercializados sem
qualquer tipo de fiscalizacdo na cidade do Rio de Janeiro sdo importantes veiculos

de transmissao de patdégenos pertencentes a categoria enteropatogénica de E.coli.

A partir das amostras de queijo Minas Frescal artesanal estudadas, foram

encontradas cinco cepas EPEC.

Das EPEC identificadas, 40% apresentaram resisténcia ao antimicrobiano
ampicilina e 40% perfil de resisténcia intermediaria para a associacdo ampicilina-
sulbactam. Nao houve caso de multiresistencia nas EPEC isoladas e nenhuma delas

revelou a presenca de B-lactamase de espectro estendido (ESBL).

Todas as EPEC isoldadas foram identificadas como cepas moveis e, portanto,
nao foi realizada a PCR-RFLP do gene fliC.

A aplicacdo da técnica molecular multiplex PCR, otimizada e utilizada neste
estudo, apresentou-se como uma ferramenta eficaz para a identificacdo de cepas
patogénicas de E.coli em queijo Minas Frescal.

O gene de virulencia (eae) das cepas EPEC identificadas, foram
sequenciados e as sequéncias obtidas foram depositadas no banco de dados
GenBank/NCBI.

Os resultados obtidos com o uso da técnica do MLST revelaram a presenca

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 associacdo destas cepas a ST
especificos e a um complexo clonal relacionado a doencas em humanos. O estudo
do MLST sugeriu uma baixa clonalidade e auséncia de recombinagcao genética entre

as cepas analizadas.
Este é o primeiro estudo do Brasil a analisar cepas patogénicas 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 numero de amostras,
de diferentes regides, visando estabelecer correlacdes clinicas e epidemiologicas
entre isolados alimentares, humanos e animais, inclusive caracterizando as cepas

como tipicas ou atipicas.

Apresentar a técnica multiplex PCR para identificacdo dos genes de viruléncia
de E. coli, como uma realidade viavel e eficaz, contribuindo com as acdes de
Vigilancia Sanitaria, a partir da perspectiva do uso desta técnica pelos Laboratorios
Centrais de Saude Publica (LACEN) dos estados, visando contribuir para futuros
estudos e revisdes das legislacdes vigentes.

No ambito da Vigilancia Epidemioldgica, promover estudos sobre cepas
patogénicas de E.coli, através do uso do MLST com uma perspectiva epidemiologica
global deste patdégeno, uma vez que os resultados deste estudo apontaram grande
heterogeneidade das cepas e associacao destas as doencas em humanos e animais
domésticos. Alimentando o banco de dados para E.coli possibilita-se a realizacao de

uma analise molecular e epidemioldgica mais ampla e detalhada.
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8. Consideracoes Finais

Cabe novamente citar que alimentos de origem animal sdo reconhecidos
mundialmente como 0s mais importantes na cadeia que envolve as doencas de
origem alimentar. Ao identificar esses agentes nos alimentos e tracar um perfil
epidemiologico das doencas infecciosas a eles associadas, dados sdo fornecidos
para que as autoridades competentes possam elaborar medidas de controle
apropriadas.

Estudos mostram que mudancas simples nas questdes higiénico-sanitarias
trazem resultados significativos na qualidade dos alimentos, consequentemente
minimizando a possibilidade de veiculacdo de patdgenos pelos mesmos e
colaborando para diminuir o risco de agravos a saude da populacéo.

A comercializacao de leite e derivados lacteos, sem que haja qualquer tipo de
fiscalizacdo, € uma realidade que deixou de ser tipica do interior dos estados e hoje
invade as ruas, feiras e pequenos comércios da cidade do Rio de Janeiro. Embora
nado haja autorizacdo legal para tal pratica, pessoas estdo consumindo esses
produtos e muitas vezes adoecendo. Vale lembrar que a notificacdo de casos e
surtos de DTA, causados pelo consumo de produtos artesanais ou nao, é
contabilizada no quadro estatistico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Sugere-se que acdes integradas entre os 6rgaos de pesquisa, fiscalizacdo e
extensdo, associadas a efetivas politicas publicas, possam realmente fazer da
producéo de leite e derivados lacteos, tanto em escala industrial quanto familiar, uma

atividade viavel, segura e sustentavel.
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Avaliagio da sensibilidade de cepas de Escherichia coli isoladas
de mexilhdes (Perna perna linnaeus, 1758) 4 antimicrobianos

Evaluation of antimicrobial sensitivity of Escherichia coli strains isolated
from mussels (Perna perna linngeus 1758)

Mariana Tavares DIAS™, Paulo César Rocha Ferreira SANTOS?,
Luiz Ant6nio Trindade OLIVEIRA? Victor Augustus MARDY?

Resumo

Foram avaliadas 44 cepas de Escherichia colf isoladas de amostras cirneas de mexilhies capturades ne municipio de Niteréi, Estado do Rio de
Janeiro, quanto a sua sensibilidade a antimicrobianos. Vinte e quatro antimicrobianos foram testados e padroes varidveis de compertamento
frente aos mesmos foram observados. Todas as cepas avaliadas apresentaram sensibilidade total aapenas 41,66% dos antimicrobianos (R, Ac,
G, To, Fx, Cz, Ct, My, Cp, Ge) e resisténcia total a 4,16% dos antimicrobianos (Ca). A cepa nfimero 18 apresentou sensibilidade a 95,83% dos
antimicrobianos, enquanto que a cepa nimero 30 aduziu resisténcia a 41,66% dos antimicrobianos. Frente aos resnltados obtidos ¢ importante
penderarmaos sobre @ risco 4 Satide Piblica associado ao hibito de ingerir pescado cru on insuficientemente cozido, especialmente bivalves
filtradores contaminados por bactérias com comprovada resisiéncia a diferentes antimicrobianos, alimentos potencialinente envolvidos em
processos de reinfeccio do homem, ne qual desencadeiam quadros de gastroenterite,

Palavras-chave; Escherichia colf; sensibilidade antisnicrobiana; mexithoes.

Abstract

Forty-four strains of Escherichia coli isolated {rom mussel samples collected in the city of Miterdi, State of Rio de faneiro, were evaluated in
terms of antimicrobial sensitivity. Twenty-four antimicrobials were tested, and different standards of behavior could be ohserved. All strains
evaluated presented total sensitivity to enly 41.66% of the antimicrobials (R, Ac, C, Te, Fx, Cz, Ct, NT, Cp, and GE) and total resistance to
4.16% of the antimicrobials {Ca). The strain number eighteen presented sensitivity to $5.83% of the antimicrobials, whereas the strain number
thirty presented resistance to 41.66% of the antimicrebials. Based on the results obtained, it is important to consider the health risk posed
by raw fish consuniption, especiaily filter-feeding bivalves, contaminated by microorganisms resistant to different antimicrabials since they

ISSN 0101-2061

may be involved inn processes of human reinfection causing gastroenteritis,

Keyweords: Escherichia coli; antimicrobial sensitivity, mussel,

1 Introdugdo

Viérios capitulos da historia da microbiclogia retratam
o duelo que o homem vem travando com microrganismos
que apresentam resisténcia a substancias que lhes deviam ser
nocivas.

Em 1935, Gerhard Domagk descobriu a substincia
Prontosil, que ingerida ou injetada eliminava o Streproceccus spp.
em ratos. Essa informacio levou i descoberta de substincias
similares, conhecidas como sulfanilamidas. Em 1928, Alexander
Fleming descobrin a penicilina, que em 1942 viria a ser usada
em seu paciente Harry Lambert, acometido por uma cepa de
Strepfocaccus spp. resistente as sulfas (EXLEY, 1990).

Nos tempos modernos, uma das grandes preocupagtes da
comunidade cientifica ¢ a grande probabilidade de colonizacio
da mucosa intestinal do homem, através da ingestdo de alimentos

Recebids para publicacio om 20/412008
Aceifo para publicacdo em 37172009 (003314)

contaminados, por microrganismos extremamente resistentes
a maioria dos antimicrobianos utilizados no tratamento de
enfermidades.

O uso de antibidticos foi revoluciondrio no tratamento das
infecgBes bacterianas e crucial para a reducio da mortalidade
(NATARQO; KAPER, 1958). Entretanto, seu uso abusivo e
indiscriminado, tanto em humanes (CHUC et al., 2002)
quanto na medicina veterindria (COSTA et al, 2006}, pode
ter contribuido para o aumento da resisténcia antimicrobiana
(CHUC et al,, 2002). Essa resisténcia relaciona-se, ainda,
a produgio de enzimas {B-lactamases e B-lactamases de
amplo espectro), que atuam sobre a estrutura das penicilinas,
inativando-as, caracteristica que constifui um mecanismo de
defesa desses agentes. Emery e Weymouth (1997) constataram
que a sintese dessas enzimas era codificada por genes presentes
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nos plasmidios e/ou cromossomos, portanto transmitidos para
as geracOes seguintes.

Segundo a Organizacio Mundial de Satide, mudancas
na populagic microbiana podem levar 4 evolucio de novos
microrganismos patogénicos e an desenvolvimento de
novos fatores de viruléncia em patdgenos antiges, como o
desenvelvimento da resisténcia a antimicrobianos oumudancas
na habilidade de sobrevivéncia em condigdes ambientais
adversas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003a).

Para estimar a extensdo do problema da resisténcia
antimicrobiana ¢ acompanhar essa evolugio, programas de
vigilancia tém sido estabelecidos em diversos paises, entre
eles, o National Antimicrobial Resistance Monitoring System
{NARMS), nos Estados Unidos {TOLLEFSON et al, 2003), ¢
o Canadian Infegrated Program for Antimicrobial Resistance
Surveillance, no Canadd (ANONYMOQUS, 2004). A maioria
desses programas dedica-se & vigilincia dessa resisténcia
em agentes determinantes de zoonoses e em indicadores
bacterianos da microbiota normal dos animais { Eschierichia coli
e Enferpcoccus spp.). Esse procedimento representa um
immportante primeiro passo no esforco de entender e controlar 2
resisténcia aos antimicrobianos (SHAW et al,, 1993; CHOPRA;
ROBERTS, 2001; SKOLD, 2001).

Muitas doencas sdo transmitidas por alimentos, entre elas
podemos ressaltar as de origem bacteriana, com destague para
as causadas por Escherichia coli, microrganismeo pertencente
ao grupo dos coliformes (HOBBS; ROBERTS, 1998}, bastonete
GRAM negativo, mesdtilo tipico {crescimento a 37 °C},
fermentador da lactese com produgio de dcido e gds (BRASIL,
1981). De acordo com Scanlan (1991), E. coli de um modo
geral € um comensal inofensivo pertencente & microbiota
norsmal do intesting de animais de sangue quente, inclusive o
homem, e quando presente nos alimentos indica contaminacio
de origem fecal. Entretanto, diversas amostras dessa espécie
podem apresentar potencial patogénico e, de acordo com as
manifestacdes clinicas que determinam e os fafores deviruléncia
gue possuem, sdo classificadas em ao menos cince categorias:
E. coli enteropatogénica {EPEC), E. coli enteroinvasora {EIEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli produtora de toxina Shiga ou E. eoli enterchemorrégica
{STEC/EHEC). A literatura citz ainda a cepa E. coli produtora
de aderéncia difusa (DAEC), entretanto esta ainda nio estd
claramente definida (NATARQO; KAPER, 1998).

A mariculiura é uma pritica que vem ganhando importancia,
quer pelo seu valor econdmico, quer pelo nuiricional. De
modo especial, & mitilicultura (cultivo de mexilhdes) é uma
das modalidades mais produtivas gue se conhece. Além do
baixo custo de produgio e da facilidade de mangjo, a carne
de mexilhdes (Perug persa Linnacus, 1758) ¢ um alimento
de alto valor protéico, ideal para dieta sauddvel Entretanto, ¢
caracterfstico dos mexithdes ¢ demais bivalves filirar, concentrar
¢ reter em seus tecidos microrganismos patogénicos causadores
de toxinfecgbes alimentares (MARQUES; PEREIRA, 1988).
Esta caracteristica faz com gue as autoridades sanitdrias
preocupem-se bastante com a origem deste pescado e com
o seu estado de conservacio. A presenca de bactérias do
grupa coliforme em moluscos filtradores é uma ocorréngia
mundial, visto que exatamente nas zonas costeiras, bafas e
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enseadas, locus ideais para a reproducio e crescimento dos
bivalves, ocorrem escoamento de esgolos ou a desembocadura
de rios que carrelam contaminantes bioldgicos e quimicos,
os guais interferem diretamente na qualidade dos maluscos
{EMPRESA DEPESQUISA AGROPECUARIA EDIFUSAQ DE
TECNOLOGIA DE SANTA CATARINA S.A,, 1994). E este fato
se torna ainda mais preccupante pelo hébito da populacio de
consumir esse produto cru ou insuficientemente cozido, como
ressalia Wood {1996).

Segundo Tommasi {1980), as duasformas mais generalizadas
de poluicio no litoral brasileiro sio a polui¢do fecal e por material
em suspens&o. Dessa forma, € de extrema importancia descobrir
se us patdgenos humanos que vém contaminando o meio
aquatico sio capazes de se multiplicar entre peixes e mariscos, ¢
ignalmente estimar sua importéncia epidemiolégica. Pesquisas
vém demonstrando que espécies Salmonella, Pasteurella, Vibrio,
Lepiospira e oufras podem se abrigar e se multiplicar nesses
organismos, aumeniando assim as fontes de reinfecgdo humana
(FOOD AGRICULTURE ORGANIZATION, 1994).

- O presente trabalho objetivou promover um estudo da
sensibilidade de 44 (quarenta e guatro) cepas de Escherichia coli
isofadas de mexilthdes crus, capturados no municipio de Niterdd,
Estado do Rio de faneiro, Brasil, a antimicrobianos.

2 Material e métodos

Para o estudo das 44 cepas de Lscherichia coli isnladas de
mexilhes (Perna perna Linnaeus, 1758) capturados em dress
de extrativismo no municipio de Niterdi, Estado do Rio de
Janeiro, quanto 4 sua sensibilidade a antimicrobianos, uiilizou-
se a técnica descrita no método Kirb-Bauer (BAUER; KIRB:
SHERRIS, 1966). Vinte e quatro dos principais antimicrobianos
mais frequentemente utilizados na clinica médica foram testados
nieste estudo. Iniciabmente as cepas foram cultivadas em meio
de enriquecimento, caldo BHI (Brain Hear! Infusion) (BRASIL,
1981}, com a finalidade de obter células bacterianas jovens em
24 horas. A partir desse crescimento, as cepas foram repicadas
em Agar Triptose Soja (DIFCO}, obtendo assim UFCs (unidades
formadoras de colénias) isoladas; dessas culturas foram
feitas suspensbes com 4 a 5 UFCs em 4 mL da 4gua destilada
esterilizada e padronizada a turvagio com a solucio padrio
numero 1 da escala de Mc Farland, que corresponde a 3,8 x 10°
microrganismos por mL. Uma aliquota da suspensiofoi esgotada
em meio Mueller-Hinton usando swab esterilizado, seguido
da colocacdo do pelidisco 24 da Vicior Lorian” [Amicacina
{Ac); Ampicilina (A); Carbenicilina (Ca); Cefalexina (Tn};
Cefalotina (C); Cefotaxina (Ct); Celoxitina (Cx); Ceftazidina
(Cz); Ceftriaxona (R); Ciprofiloxacina (Cp); Clindamicina
{Ci}; Cloranfenicol {{I}; Eritromicina {E}; Gentamicina {Ge);
Netilmicina {N1); Nitrofurantoina {F); Norfloxacina {Fx};
Oxacilina {O); Penicilina (P); Rifampicina (Ri); Tetraciclina
{T); Tobramicina {To); Trimetoprin sulf (B); Vancomicina (V)]
e incubagdo das placas a 35 °C durante 5 horas.

Feita a medicio do tamanho da zona de inibigio de
crescimento bacteriano, com a utilizagio do haldmetro, a cepa
de E. cali foi classificada comeo sensivel ou resistente de acordo
com ¢ padrio estabelecido para cada antimicrobiano.
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3 Resultados e Discussio

Como pode ssr verificado na Figura 1, foi observado
no presente trabaltho que as cepas avaliadas apresentaram
sensibilidade total a apenas 41,66% dos antimicrobianos (R,
Ac, C.To, Fx, Cz, Ct, M, Cp, Ge).

Quanto 3 resisténcia antimicrobiana, Figura 2, durante esse
estudo observou-se que 50% das cepas apresentaram resisténcia
a Penicilina (P), 2,27% a Ampicilina (A), 40,90% a Oxacilina
{0} e 100% a Carbenicilina (Ca}, este filtimo, representando
4.16% dos antimicrobianos. Nenhuma das cepas isoladas neste
estudo apresentou resisténcia aos antimicrobianos: R, Ac, To,
. Be, Gz, Oy, Nt Up, Ge.

A cepa ntimero 18 apresentou sensibilidade a 95,83% dos
antimicrobianos (Cx, B E, CLAG A, To, C, Bx. C, CLRL, B T,
O, Wt, Cp, Ci, Ge, E, Cr, ¥, B} enquanto que a cepa niimero 30
aduzin resisténcia 2 41.66% dos antimicrobianocs (Cx, E, A, Ri,
T.Ca, CLEV, B).

Escherichia coli, assim como outras bactérias, sio
produtoras de f-lactamases, enzimas que rompem os anéis
B-lactimicos, inativando as penicilinas. Emery e Weymouth
{1997} demonstraram a existéncia de E. coli produtoras de
Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs). Estas enzimas,
B-lactamases de amplo espectro, siio capazes de hidrolisar drogas
como ceflazidima (Cz) e Cefotaxima {Ct), fato nfo observado

Percentagerm de cepas de escherichia coli sensivels acs
antimicrobianaos testados

190 5 ﬁ% : Eé
o1 || TR =
IV &
N =
W
76 4 § gg
] %‘% /. :
A

Ll

Cepas sensiveis (%)
Y
&
i

£ - §§
30 - _g% _
N
28 4 £ @f
NN
10 4 &%} :
\
2 AR :
Antimicrobianos testados
OC MR @3E BO Ac B A
OTeo BC OFx Bz 8O BR
P BT EBO BECG BN BHO
BO BG OF G BY EB

Figura 1. Porcentagem de cepas de Escherichia coli sensiveis aos
antimicrobianos testades.
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durante nosso experimento, pois constatamos que a totalidade
das cepas apresentaram sensibilidade a esses antimicrobianos.

Frequentes casos de cepas diarreiogénicas de E. coli
resistentes aos principais antimicrobianos utilizados tém sido
reiatados por diversos autores (van den BOGAARD et al,
2001; SCHROEDER et al., 2002; COSTA et al., 2006), e casos
de cepas multirresistentes tém sido cada vez mais reportados
{KRUMPERMAN et al.,, 1983; BACCARD et al,, 2002;
GUERRA et al, 2003; VELUSAMY et al, 2007), dados estes
também confirrnados por este estudo,

Foi chservado que 50% das cepas estudadas nesse trabaltho
apresentaram resisténcia a Penicilina, 2,27%, a Ampicilina,
460,90%, a Oxacilina e 100%, a Carbenicilina. Esses dados
concordam em parte com os estudos de Velusamy et al.
{2007}, que em seus trabalhos com cepas de E. colf observaram
também resisténcia acentuada a penicilina (98,4%) e,
assim como em nosso estudo, menos de 20% de resisténcia
aos antimicrobianos amicacing, genlamicina, cefalolina,
trimetropim, cefiriaxone, cefotaxima ¢ cloranfenicol. Ambos
os trabathos concordam ainda em relacio aos resuliados
apresentados pelos antimicrobianos norfloxacina, tobramicing
e ciprofloxacina, nos quais 100% de sensibilidade foi observada.
Entretanto, em relagdo 4 carbeniciling, esses autores relataram
um percentual de resist®ncia bastanie pequeno, menos de 20%,
enquanio rossos resultados demonstraram resisténcia total a
esse antimicrobiano.
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Figura 2. Porcentagem de cepas de Escherichia coli resistentes aos
antimicrobianes testados.
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Para Hirsch e Zee (1999), amostras de E. coli usualmente sio
sensiveis a gentamicina, amicacina, trimetoprim, sulfazotrim
(sulfametoxazol + trimeto-prim) e ceftiofur e resistentes
a fetraciclina, estreptomicina, sulfonamidas, ampicilina e
canamicing, dados em parte confirmados neste trabalho,
uma vez que observamos sensibilidade total a, também,
cutros antimicrobianos, como demonstra a Figura 1. A maior
resisténcia observada nesse estudo foi para carbenicilina (100%),
seguida por rifampicina (65,9%) e eritromicina (61,36%), como
cbservado na Figura 2.

O estudo de Baccare et al. {2002) em amostras de E. colf
ispladas no Estado de $30 Paulo revelou resisténcia de 87,4%
das amostras a sulfazotrim, e 86,8% das amostras 2 ampicilina,
dados bastante diversos dos observados nesta pesquisa,
onde verificamos resisténcia de apenas 2,27% 2 ampicilina.
Esses mesmos autores encontraram ainda resisténcia de 92%
4 norfloxacina, enquanfo neste estudo foi observada 100%
de sensibilidade a essa droga. Para Costa et al. (2006}, as
matores resisténcias foram para tetraciclina, §8,6%, seguida
por sulfazotrim, 73,5%, e por trimetoprim, com 66%,
enguanto nesse estudo observamos resisténcia de 38,63% para
tetraciclina e de apenas 4,54% para irimetoprim. De acordo
com Blanco et al. (s.d.), as cepas de E. coli demonstram grande
capacidade de aquisicio de genes de resisténcia, seus estudos
apontam proporcdo bastante significativa, de 40 2 90%, de
cepas resistentes a ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas
¢ sulfamidas, ¢ proporcio de 15 a 30% de cepas resistentes
a cefalosporinas de 1.2 geragiio, neomicina, canamicina,
cloranfenicel, nitrofurantoina e quinolonas. Em relagio as
menores taxas de resisténcia, esses autores costataram-nas em
relagfo a amoxicilina-dcido clavuldnico, cefalosporinasde 2 ¢
3.» geraciio, gentamicina, tobramicina, amicacina, colistina
¢ polimixina B. A divergéncia observada pode ser atribuida
a grande variabilidade das cepas e ac crescente aumento da
resisténcia antimicrobiana entre as enterobactérias .

/alente (2004), em seu estudo com carne de mexithio
irradiada, relata que, apesar da irradiagio, cepas de E. coli
patogénicas e multirresistentes foram enconiradas e que esse
tratamento ndo diminuin o risco potencial de ingerir cepas
resistentes. Essas cepas haviam sido expostas & irradiacio
gama, pelo irradiador Co 60 modele Gammacell Nordion ~
Canads, com taxa de dose de 90 Gy/minuto. De acorde com
o mesmo autor, que avalion o comportamento de 23 cepas de
E. coli patogénicas a alguns antimicrobianocs, sendo 20 cepas
nio irradiadas, uma cepa irradiada a 3 kGy (kiloGray) e duas
irradiadas a 5 kGy, o percentual de resisténcia foi bastaute
significativo para todos os grupos, sendo que para 0 primeiro
a resisténcia variou de 40%, 4 Netilmicina, a 85%, 4 Cefalotina.
A cepa de amostra irradiada a 3 kGy se mostrou 100%
resistente a 11 dos 12 antimicrobianos testados ¢ o terceiro
grupo, irradiado a 5 kGy; apresentou 100% de resisténcia aos
mesmes 12 antimicrobianos. Harewood, Rippey & Montesalvo
{1594) estudaram os efeitos da radiagio gama na vida fitile na
carga microbiana e viral de mexilhdes: com doses menores que
5 KGy. a taxa de mortalidade e inativacio de células bacterianas
vegetativas foi rdpida, mas a populacio viral reduzin-se
minimamente. Valente (2004}, apss submeter suas amosiras
a radiagiio de 7 KGy, ndo observou nenhum cultivo suspeito
de E. cali.

Segundo o Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear (CDTNY}, airradiacio de alimentos é um processo fisico
de tratamento que tem por finalidade esterilizar ou preservar os
alimentos através da destruicio de microrganismos, parasitas,
insetos e gutras pragas. A CDTN relata, ainda, que pesquisas
sobre irradiagio de alimentos desenvolvidas juntamente com
a FAQ e 2 OMS concluiram que o processo € seguro ¢ benéfico
(CDTN, 1999}, Adicionalmente, Loaharanu {1998) afirma que
a irradiacdo apresenta-se como boa alternativa para garantir
a seguranca e & qualidade dos alimentos e para combater as
doencas de origem alimentar. De acordo com Germano, M.LS. ;
Germano, DML, (2001}, o uso da irradiacio em pescado e
mariscos vem sendo bastante estudado, visto que € grande o
ntmero de pessoas que tem como hdbito a ingestdo desses
alimentos crus ou pouco cozidos. Esses autores relatam ainda
que os peixes e frutos do mar irradiados com doses que podem
variar de 1,0a 7,0 KGy tem seu tempo de conservagio duplicado
ou até mesmo triplicado.

Apesar de a irradiacio jd ser bastante estudada neste tipo de
alimento, 2 dose ideal para a destruico total de microrganismos
patogénicos ainda nio fol determinada. De acordo com a
resolugio RDC/ANVISA/MS n.” 21, de 26 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria (BRASIL,
2001}, a dose minima a ser absorvida deve ser suficiente para
alcancar a finalidade pretendida e a dose médxima absorvida
deve ser inferior aquela que comprometeria as propriedades
funcionais efou os atributos sensoriais do alimento. Diversos
autores vém demonstrando a eficdcia desse processo na
conservacio e na redugiio da carga microbiana em pescado
(HAREWOOD; RIPPEY; MONTESALVO, 1994; SIQUEIRA,
2001; GERMANG, M 1S; GERMANG, PM.L., 2001 ). Dickson
(1995) também afirma que a maioria das bactérias de interesse
para Satide Priblica sdo sensiveis 2 irradiacfo. Entretanto, autores
como Ordai (1970}, Speck (1970) e Maxcy (1982) alertam para o
perigo que representam para a Satide Pablica os microrganismos
patogénicos que conseguem manter-se vidveis apés a irradiagio,
comeo ocorrido nos estudos de Valente (2004), que observou a
presenca de cepas patogénicas de E. coli resistentes a diferentes
antimicrobianos mesmo apés exposicio a irradiacio de 3 ou
3 KGy.

Diversos estudos vém apontando um aumento considerdvel
noindice de resisténcia maitipla aos antimicrobianos, entretanto
aces simples de higiene e manejo sanitdrio adequados sdo
cada vez mais relatadas como formas simples e eficazes para
prevencio de doencas e possivel contribuicio para a reduciio
da resisiéncia bacteriana,

4 Conclusdes

Constatou-se multipla resisténcia de cepas de E. coli a
diferentes antimicrobianos, fato este que nos leva a concluir
que o consumo de alimentos em geral € o de mexilhdes,
em particular, principalmente se crus ou pouco cozidos,
contaminados por essa bactéria representa um risco & Satde
Pribfica e um agravo preocupante em relacio ao estabelecimento
de infecches alimentares ou colonizagio no trato intestinal do
homem.
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Diasetal

Segundo a Comissdo Internacional para Especificacbes
Microbioldgicas dos Alirnentos (ICMSF) da Unifo Internacional
das Sociedades de Microbiologia (IAMS) (1997), a comunidade
depende dos orgios oficiais de Vigilancia Sanitéria e Satde
Publica para proteger-se das doencas veiculadas pelos alimentos,
e tal protecio depende da rdpida deteccio dos surtos e do
completo conhecimento dos agentes e dos fatores responsdveis
pela transmiss@o da doenca.

Consideramos muito importante o monitoramento da
questdo da resisténcia antimicrobiana e de sua evolugio, com
estabelecimento de programas de vigitincia dessa resisténciaem
agentes determinantes de zoonoses £ em indicadores bacterianos
da microbiota normal dos animais.

Hessaltamos ainda, a importincia do acompanhamento da
conservagio e origem desse pescado, com a devida monitorizagio
das dguas em que ocorrem o seu cultivo ou captura, que devem
atender ao padrio microbiolGgico estabelecido pelo Conselho
Nacional de Meio Ambiente (BRASIL, 1986), uma vez que estas
podem ser veiculo de microrganismos patogénicos, entre o5
quais a Escherichia coli.
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RESUMO

Doencas transmitidas por alimentos (DTA), causadasnicro-organismos, representam um
importante problema de saude publica. O queijo MiReescal é um produto nacional, de
tecnologia simples e elevada aceitacdo no paisando sua producdo uma importante
atividade econdmica. Muitos micro-organismos podestar presentes neste alimento, e
dentre eles destaca-se a bactéria Escherichialeokoli). De modo geral, E. coli € um
comensal inofensivo, entretanto, algumas cepas npodgresentar potencial patogénico.
Diversos surtos de DTA, associados ao consumo eigpglcontaminados tém sido relatados,
e a presenca de cepas patogénicas de E.coli cadaare observada. Este estudo teve como
objetivo isolar, avaliar a susceptibilidade antimiiana e caracterizar genotipicamente,
através da multiplex PCR, as cepas patogénicas deliEisoladas de queijo Minas Frescal
comercializados no municipio do Rio de Janeironté@riamostras foram analisadas e cinco
cepas de E.coli enteropatogénica (EPEC) identdisadh avaliagdo da susceptibilidade
antimicrobiana revelou 40% de resisténcia a anmpicie 40% de perfil de resisténcia
intermediéria a associacdo ampicilina-sulbactans fesultados representam um alerta para
as autoridades sanitarias, uma vez que este abn&nim produto de pronto consumo e,
portanto, precisa ser inécuo para que a saudepldgudio ndo seja colocada em risco.
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ISOLATION, GENOTYPIC CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF ENTEROPATHOGENIC E.COLI (EPEC)
ISOLATED FROM MINAS SOFT CHEESE.

ABSTRACT

Foodborne Diseases (FBD), caused by microorganigpegsents a problem of public health.
The Minas cheese is a national product, simplen@cdgy and high acceptance in the
country, making its production an important econoagtivity. Many microorganisms may be
present in food, and among them there is the baotdéscherichia coli (E. coli). Overall, E.
coli is a harmless commensal, however, some stramshave pathogenic potential. Several
outbreaks of DTA, associated with consumption aftaminated cheese have been reported,
and the presence of pathogenic strains of E.colieasingly observed. This study aimed to
isolate, evaluate the antimicrobial susceptibiibd genotypically characterized by multiplex
PCR, the pathogenic strains of E. coli strainsaisal from cheese commercialized in Rio de
Janeiro. Thirty samples were analyzed and fiveirgtraf E. coli (EPEC) identified. The
assessment of antimicrobial susceptibility revead@dbo resistance to ampicillin and 40%
profile of intermediate resistance to ampicillifk®actam combination. These findings
represent a warning to health authorities, sineeitha food product ready for consumption,
and therefore must be harmless to people's heattbtiput at risk.

Palavras-chave: antimicrobianos; DTA; EPEC; Queijo Minas frescal
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