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Perfil de susceptibilidade antimicrobiana e identificacao de
patotipos diarreiogénicos entre amostras de Escherichia coli
isoladas de alimentos*

Antimicrobial susceptibility profile and identification of pathotypes
diarrheagenic between Escherichia coli strains isolated from food

Leandro Le&o Faula,** Ménica Maria Oliveira Pinho Cerqueira,** Paula Prazeres Magalhaes****

Resumo

O presente estudo objetivou avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e a ocorréncia de patotipos diarreiogénicos (E. coli
entoropatogénica/EPEC, E. coli enterotoxigénica/ETEC, E. coli produtora de shiga toxina/STEC, E. coli enteroinvasiva/EIEC e E.
coli enteroagregativa/EAEC) em amostras de Escherichia coli, isoladas de diversos alimentos destinados ao consumo humano e
naqueles envolvidos em surtos de Doenga de Transmiss&o Alimentar (DTA), em Minas Gerais, Brasil. O perfil de susceptibilidade
antimicrobiana das amostras de E. coli foi avaliado por meio da técnica de Concentragdo Minima Inibitéria e os patotipos de E.
coli diarreiogénica pela Reagdo em Cadeia de Polimerase, utilizando-se os marcadores de viruléncia eae, bfpA, eltB, estA, st1,
stx1, stx2, ipaH e aatA. Dentre as 220 amostras de E. coli analisadas, 60 (27,3%) apresentaram-se resistentes ou com resisténcia
intermediaria. Entre estas, oito (13,3%) foram consideradas multirresistentes. Os farmacos amicacina e gentamicina foram os
mais eficazes, diferentemente da ampicilina, que apresentou o maior percentual de amostras resistentes (10,9%). N&o foram
identificados os patotipos de EPEC, STEC, EIEC e EAEC. Duas amostras de E. coli (0,9%), isoladas de um salgado (pao de queijo)
e de uma refeigao mista (galinhada), foram classificadas como ETEC. Ambas albergavam os marcadores de viruléncia eltB, estA
e st1. Estas foram caracterizadas como pertencentes sorotipos 09:H10 e 09:H33. Conclui-se que entre as amostras de E. coli,
isoladas de alimentos destinados ao consumo humano em Minas Gerais e naqueles envolvidos em surtos de DTA, existem de
amostras consideradas multirresistentes e diarreiogénicas.

Palavras-chave: Escherichia coli diarreiogénica e susceptibilidade antimicrobiana.

Abstract

This study aimed to evaluate the profile of antimicrobial susceptibility and the occurrence of diarrheagenic pathotypes (E. coli
entoropatogénic/EPEC, E. coli enterotoxigenic/ETEC, E. coli producing shiga toxin/STEC, E. coli enteroinvasive/EIEC and E. coli
enteroaggregative/EAEC) in Escherichia coli isolated from different foods intended for human consumption and those involved
in foodborne disease outbreaks, in Minas Gerais, Brazil. The antimicrobial susceptibility of strains of E. coli was evaluated by the
Minimum Inhibitory Concentration technique and pathotypes of E. coli diarrheagenic by polymerase chain reaction, using the virulence
markers eae, bfpA, elfB, st1, stx1, stx2, ipaH and aatA. Among the 220 strains of E. coli analyzed, 60 (27.3%) were resistant or
intermediate resistance. Among these, eight (13.3%) were considered multiresistant. The amikacin and gentamicin drugs were the
most effective, unlike ampicillin, which had the highest percentage of resistant strains (10.9%). Pathotypes of EPEC, STEC, EIEC
and EAEC were not identified. Two strains of E. coli (0.9%) isolated from a salty (cheese bread) and a mixed meal (chicken meal)
were classified as ETEC. Both harbored the virulence markers eltB, estA and st1. These were characterized as serotypes O9:H10
and 09:H33. We conclude that among samples of E. coli, isolated from foods for human consumption in Minas Gerais and those
involved in outbreaks of DTA, there are samples considered multiresistant and diarrheogenic.

Keywords: diarrheagenic Escherichia coli and antimicrobial susceptibility.

Introdugéao (Silva et al., 2010). Além de ser utilizada como indicador sanitario,

outro relevante papel deste micro-organismo, diz respeito ao seu
Escherichia coli destaca-se como um dos contaminantes  emprego como bactéria indicadora para o monitoramento da
microbiolégicos mais comuns em alimentos e constitui um dos  gisseminag&o da resisténcia aos antimicrobianos (Guillen et al.,
principais parametros para avaliacdo da qualidade sanitaria  2014) e, também, como potencial causadora de DTA, por meio
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de seus patotipos diarreiogénicos (E. coli enteropatogéncia/
EPEC; E. coli enterotoxigénica/ETEC; E. coli produtora de
toxina de shiga/STEC; E. coli enteroinvasiva/EIEC; E. coli
enteroagregativa/EAEC e E. coli difusamente aderente/DAEC)
(Croxen et al., 2013).

O monitoramento da resisténcia antimicrobiana em E. coli
baseia-se na constatacdo de ser uma bactéria amplamente
disseminada no ambiente (solo, agua e alimentos) e entre varios
hospedeiros (seres humanos e animais), pela grande facilidade
de transferéncia de genes de resisténcia inter e intra espécie e
por apresentar elevada relevancia para Saude Publica (Tadesse
etal., 2012; ECDC, 2016). O Tratamento de infecgdes causadas
por E. coli ttm apresentado limitacdes terapéuticas devido a
disseminacao da resisténcia antimicrobiana (Rasheed et al.,
2014). Em todo o mundo, 700.000 pessoas morrem, anualmente,
de infecgdes associadas a micro-organismos resistentes e, até
2050, estima-se que ocorrerdo cerca de 10 milhdes de mortes/
ano em consequéncia desta resisténcia (O’Neill, 2016).

No que se refere a presenga de patdgenos alimentares, E.
coli diarreiogénica tem sido considerada um dos principais
causadores de doenga diarreica no mundo (Croxen et al., 2013).
Nos EUA, entre 1998 e 2014, foram investigados 18.211 surtos
de DTA, 2,9% deles ocasionados por E. coli diarreiogénica
(CDC, 2016). No Brasil, em periodo similar, de 2000 a 2013,
foram notificados 8.857 surtos de DTA (Ritter e Tongo, 2014).
Entretanto, ndo ha estatistica oficial que associe a presencga
de E. coli diarreiogénica com estes eventos, em grande parte
devido a dificuldade na detecgao dos patotipos, apontando uma
fragilidade do Sistema Nacional de Vigilancia em Saude.

Considerando a importancia de se monitorar a resisténcia
antimicrobiana e a ocorréncia de E. coli diarreiogénica em
alimentos, este trabalho avaliou o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana e a ocorréncia dos patotipos EPEC, ETEC, STEC,
EIEC e EAEC entre amostras de E. coli isoladas de diversos
alimentos em Minas Gerais, Brasil.

Material e métodos

Nos anos de 2014 e 2015, foram coletados 396 alimentos,
incluindo massas e salgados diversos, produtos carneos,
especiarias, hortaligas, produtos lacteos, produtos de panificagao
e refei¢cdes de pronto consumo, em varios municipios no estado
de Minas Gerais, por meio do Programa de Monitoramento da
Qualidade dos Alimentos do Estado e a partir da investigacédo
de surtos de DTA. Os alimentos provenientes do Programa de
Monitoramento, inspecionados pelos Servigos de Inspegéo
Municipal, Estadual ou Federal, foram coletados no comércio
local e aqueles envolvidos em surtos de DTA em diversos locais,
tais como residéncias, eventos festivos, estabelecimentos
comerciais de alimentagdo, escolas, creches, hospitais e
postos de saude. Todos os alimentos foram acondicionados sob
refrigeracao até a realizagao das analises.

O isolamento das amostras de E. coli foi realizado pela técnica
“Numero Mais Provavel” conforme descrito no Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (Kornacki
e Johnson, 2001). De cada alimento positivo para E. coli, foram
selecionadas, sempre que possivel, pelo menos, cinco colénias
de E. coli.
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O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de
E. coliisoladas foi avaliado por meio da técnica de Concentragéo
Minima Inibitéria, através do sistema automatizado VITEK
I, utilizando-se o “Cartdao AST-N239”, que contém os
antimicrobianos amicacina, ampicilina, ampicilina/sulbactam,
cefepima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima,
cefuroxima/axetil, ciprofloxacina, colistina, ertapenem,
gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina/tazobactam
e tigeciclina, cada um destes com diferentes concentracdes,
selecionados em consonancia com as orientagdes da
Organizacgéo Internacional Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), conforme descrito no manual do fabricante.

Para extragdo de DNA, as amostras de E. coli foram cultivadas
em agar sangue, a 35°C, por 24h e suspendidas em 210 pL
de tampé&o STET (sacarose 8%, Tris-HCI 50 mM, EDTA 50
mM, Triton X-100 0,1%; pH 8,0). A seguir, foram adicionados
60 pL de SDS (10%) e 10 yL de RNase A (0,5 mg/mL). O
material foi homogeneizado e, apds 1 h de incubagéo a 37°C,
foram acrescentados 30 pL de proteinase K (10 mg/mL). A
suspensao foi homogeneizada e incubada em banho-maria, a
37°C, overnight. Entao, foram adicionados 75 pL de NaCl 5 M
e 60 uL de solugdo CTAB/NaCl (CTAB 5% p/v/NaCl 0,7 M) e a
suspensao foi gentilmente agitada e incubada por 10 min, a 56
°C, em banho-maria. O DNA foi extraido empregando-se 700 pL
de mistura de fenol e cloroférmio (1:1) por cerca de trés vezes e
apenas cloroférmio na ultima etapa da extragéo e precipitado a
-20°C, overnight, com 60 L de acetato de s6dio 3 M e 750 yL de
etanol absoluto. A seguir, o material foi centrifugado a 12000 g,
a 4°C, por 75 min e, apos evaporagdo do etanol residual, foram
acrescentados 750 pL etanol 70%. Apds centrifugagéo a 12000
g, a 4°C, por 25 min, o sedimento de DNA foi diluido em agua
Milli-Q® estéril. A amostra foi homogeneizada, a concentragédo
de DNA foi medida em espectrofotdmetro (Nanodrop 1000;
Thermo Fischer Scientific, Wilmington, EUA) (Fox et al., 1994).

O DNA extraido foi submetido a PCR convencional ( Termociclador
Mastercycler nexus; Eppendorf, Alemanha), utilizando
iniciadores especificos para pesquisa dos seguintes marcadores
de viruléncia: eae, bfpA, eltB, estA, st1, stx1, stx2, ipaH e aatA.
Os produtos de amplificagédo, sequéncia de primers e protocolos
estdo descritos na Tabela 1. O volume final das reagdes de
amplificagéo foi de 20 pL e o mix era constituido por tampé&o
(Tris HCI 10 mM, pH 8,4), 0,75 a 2 mM de MgClI, (concentragéo
especifica por marcador de viruléncia), 200 uM de cada dNTP,
0,5 uM de cada primer, 1 U de Tag DNA polimerase e 20 ng de
DNA molde. Os controles positivos empregados foram E. coli
CDC 0126 (INCQS 000184), para eae e bfpA,; E. coli H10407,
para elt, estA e st1; E. coli CDC EDL-933 (INCQS 00171), para
stx1 e stx2; E. coli 3927 (Instituto Adolfo Lutz), para ipaH e E. coli
3929 L08-15 (Instituto Adolfo Lutz), para aatA. Em cada lote de
reacOes foram empregados como controle negativo e controle
negativo interno, E. coli ATCC 25922 e agua, respectivamente.
Adicionalmente, durante a eletroforese foi utilizado marcador de
peso molecular 100 bp.

As amostras de E. coli confirmadas como positivas para
quaisquer fatores de viruléncia pesquisados foram sorotipadas
pelo Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil, por meio do
método de aglutinagdo em tubo (Ewing, 1986), empregando-se
antissoros adsorvidos para os antigenos somaticos O1 a 0186
e flagelares H1 a H56.
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Tabela 1: Reacdes de amplificacdo empregadas para pesquisa de E. coli diarreiogénica: alvo, patotipos, fatores de viruléncia,

primers, programas e amplicons

Amplicon

Gene Patotipo/ Produto Sequéncia do primer Programa (pb) Fonte
eae STEC E EPEC/ F: 5-CTGAACGGGCGATTACGCGAA-3  95°C/40s 40x; 53°C/2min 40x; 917 Aranda, et al.,
Intimina R: 5-CCAGAACGATACGATCCAG-3’ 60°C/2min 40x 2004
bfoA EPEC tipica/ F: 5-ATTGGTGCTTGCGCTTGCTGC-3'  95°C/40s 40x; 53°C/2min 40x; 326 Gunzburg, et al.,
p Fimbria BFP R: 5-GCCGCTTTATCCAACCTGGTA-3’ 60°C/2min 40x 1995
ETEC/ 94°C/1min 1x; 94°C/30s 35x; -
) F: 5-ACGGCGTTACTATCCTCTC-3 N . . Sjoling et al.,
eltB Enterotqm_na R: 5-TGGTCTCGGTCAGATATGTG-3' 52°C/30s 35x; 72_°C/1m|n 35x; 273 2007
termolabil 72°C/5min 1x
ETEC/ 94°C/1min 1x; 94°C/30s 35x;
) F: 5-TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG-3 ¥ . |
estA Entergtoxma R: 5-ACAGGCAGGATTACAACAAAG-3' 52°C/30s 35x,72"’C/1m|n 35x; 166 Rodas et al., 2009
termoestavel (STp) 72°C/5min 1x
0 H . 0, .
<t1 EnZIOEtgi na F: 5-TTCACCTTTCCCTCAGGATG-3' 59;(3902I251x)$7792‘tCC713n(1)isn335€i();' 120 Woodward et al.,
1 R: 5-CTATTCATGCTTTCAGGACCA-3’ o ’ 1992
termoestavel (STh) 72°C/5min 1x
stx1 STEC/Toxina F: 5-CAGTTAATGTGGTGGGGAAGG-3’ 95°C/20s 30x, 61°C/40s 30x; 348 Vidal et al., 2004
shiga 1 R: 5-CAACAGACAATGTAACCGTG-3 72°C/1,5min 30x
stx2 STEC/Toxina F: 5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3 95°C/20s 30x; 61°C/40s 30x; 584 Vidal et al.. 2004
shiga 2 R: 5-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3’ 72°C/1,5min 30x v
EIEC/Proteina de F: 5-CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG-3" 94°C/5min 1x; 94°C/1min 35x;
ipaH invasio R: 55°C/1min 35x; 72°C/1min 35x; 933 Vidal et al., 2005
5-GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC-3 72°C/3min 1x
a  EAECProteinade  F:5-CTGGCGAAAGACTGTATCAT3 20 CIoMIn X 93°CI08 50 Aranda et al.,
membrana R: 5-CAATGTATAGAAATCCGCTGTT-3’ o s ’ 2004
72°C/7min 1x
Resultados aos farmacos amicacina e gentamicina, pertencentes a classe

Dos 396 alimentos analisados, distribuidos entre oito categorias
distintas, E. coli foi identificada em 41 deles (10,4%) (Tabela 2).
Destes, 29 alimentos (70,7%) continham amostras de E. coli
resistentes e/ou com resisténcia intermediaria a um ou a mais
antimicrobianos.

Dos 41 alimentos em que foi identificada a presenga de E.
coli, foram isoladas 220 amostras de E. coli para os estudos
de susceptibilidade antimicrobiana. Destas, 160 (72,7%) foram
susceptiveis a todos os 17 antimicrobianos testados. Entre
as 60 amostras (27,3%) restantes, 42 (19,1%) apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos farmacos avaliados e 18 (8,2%)
resisténcia intermediaria.

O maior percentual de fendtipo resistente foi identificado para
os farmacos da classe (3 lactamicos. Entre estes, destaca-se a
resisténcia a ampicilina, observada em 24 (10,9%) amostras
de E. coli, e a resisténcia intermediaria a cefuroxima, entre
23 (10,5%) amostras (Figura 1). Diferentemente da classe 3
lactamicos, nenhuma amostra de E. coli apresentou resisténcia
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dos aminoglicosideos.

O numero de antimicrobianos pelo qual as amostras de E. coli
apresentaram resisténcia variou de um a 12. Das 60 amostras
de E. coli resistentes, 35 (58,3%) apresentaram resisténcia a
um antimicrobiano; 16 (26,7%) amostras a dois antimicrobianos;
trés (5,0%) amostras a trés antimicrobianos; outras trés (5,0%)
amostras a nove antimicrobianos; duas (3,4%) amostras a 10
antimicrobianos; e uma amostra (1,7%) a 12 antimicrobianos.

Dentre as amostras de E. coli multirresistentes, oito (13,3%)
foram classificadas como MDR (Multidrug resistant) por
apresentarem resisténcia a pelo menos um antimicrobiano em
trés classes de terapéuticas, dentre as cinco testadas, e uma
amostra de E. coli (1,6%) como possivel XDR (Extensively
drug resistant), ja que apresentou resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano em todas as classes. Nao foi identificada
nenhuma amostra PDR (Pan drug resistant), classificagdo
proposta para amostras que apresentassem resisténcia a todos
os antimicrobianos em todas as classes terapéuticas.
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Tabela 2: Percentual de alimentos coletados no estado de Minas Gerais, entre 2014 e 2015, com E. coli resistentes ou com
resisténcia intermediaria

Percentual de alimentos com E. coli resis-

Categorias de Alimentos  N° de alimentos analisados Percentual de alimentos com E. coli (%) fente efou resisténcia intermediéria (%)

Massas e salgados’ 63 7 (11,10%) 6 (85,7%)
Carnes e derivados? 48 4 (8,3%) 4 (100%)
Especiarias® 55 4 (7,3%) 2 (50%)
Gelados comestiveis* 11 0(0) 0 (0)
Hortaligas® 08 0(0) 0(0)
Produtos Lacteos® 107 11 (10,3%) 5 (45,4%)
Produtos de Panificagédo’ 24 1(4,2%) 0(0)
Pratos mistos® 80 15 (18,8%) 12 (80,0%)
TOTAL 396 41 (10,4%) 29 (70,7%)

'Pizza, lasanha, paes de queijo e outros salgados; 2Embutidos e preparagdes carneas diversas cozidas e assadas; *Canela, orégano e pimenta do reino;
“Sorvetes e picolés; *Vegetais minimamente processados; Leite em pd, pasteurizado e queijos diversos; 'Bolos de aniversario ®Arroz, farofa, feijao, purés,
saladas diversas, salpicéo e outros
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GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TIG: Tigecilina; ERT: Ertapenem; IMP: Imipenem; CIP: Ciprofloxacina;
MER: Meropenem; CFP: Cefepima; CFR: Ceftriaxona; PIP/TZ: Piperaciclina/Tazobactam; CFA: Ceftazidima;
CFU: Cefuroxima; CFX: Cefoxetina; COL: Colistina; AMP/SB: Ampicilina/Sulbactam; AMP: Ampicilina; CEF/
AX: Cefuroxima axetil

Figura 1: Percentual de amostras de Escherichia coli (n=220) isoladas de alimentos coletados no estado de Minas
Gerais, entre 2014 e 2015, sensiveis, resistentes e com resisténcia intermediaria, frente a 17 antimicrobianos
incluidos em cinco classes terapéuticas distintas
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No que se refere a avaliagdo das 220 amostras de E. coli quanto
aos marcadores de viruléncia tipicos de E. coli diarreiogénica,
nao foram identificados genes dos patotipos de EPEC, STEC,
EIEC e EAEC. Duas (0,9%) amostras de E. coli albergavam
os genes eltB, estA e st1, marcadores tipicos do patotipo de
ETEC. No presente estudo, estas amostras de ETEC foram
caracterizadas como pertencentes ao sorotipos 09:H33 e
09:H10. Nenhuma dessas amostras mostrou-se resistente a
qualquer dos farmacos avaliados neste trabalho.

Discussao

A resisténcia antimicrobiana, reconhecida como fendbmeno
global, tem aumentado significativamente nos ultimos anos
(Melo et al., 2015). Enterobactérias resistentes podem transferir
genes de resisténcia para a microbiota residente (E. coli e outras
bactérias) dentro do trato gastrintestinal (Rasheed et al., 2009)
aumentando o risco de infecgbes com alternativas terapéuticas
limitadas (Silva et al., 2009).

Neste trabalho, elevado percentual de E. coliresistente (70,7%)
foi identificado entre os alimentos analisados. Sabe-se que a
presenca de bactérias resistentes em alimentos é preocupante,
pois estes sdo importantes veiculos de disseminagédo desses
micro-organismos para outros ambientes (Li et al., 2007). Neste
sentido, Organizagdes Internacionais na area de saude humana
e animal tém incentivado a implantacdo de Programas de
Monitoramento da Resisténcia Bacteriana em diversos paises,
a partir de amostras isoladas de seres humanos, animais,
alimentos e agua (ECDC, 2016, O'Neill, 2016).

Elevado percentual de E. coli resistente foi identificado em quase
todas as categorias de alimentos analisadas, principalmente
entre as preparagdes carneas (100%) avaliados na categoria de
carnes e derivados. Acredita-se que esse elevado percentual de
micro-organismos resistentes entre produtos de origem animal
esteja associado a utilizacdo exacerbada de antimicrobianos
na agropecuaria. Aproximadamente 50% dos antimicrobianos
utilizados no mundo s&o destinados a agricultura (Arias e
Carrilho, 2012). Conforme reportado por Cergole-Novella et al.
(2011) o uso abusivo de agentes antimicrobianos na agricultura
desempenha papel- chave na disseminagcdo de genes de
resisténcia entre bactérias, representando uma ameacga para
salde humana e animal. Van-Boeckel et al. (2015) estimaram
que o consumo global de antimicrobianos na pecuaria devera
aumentar 67% até 2030 e, em paises como Brasil, Russia, india,
China e Africa do Sul, esse aumento sera de 99%.

A analise do perfil de susceptibilidade antimicrobiana mostrou
que a resisténcia antimicrobiana entre amostras de E. coli foi
predominante para os farmacos B-lactdmicos, em especial a
ampicilina. Esse perfil de resisténcia, entre E. coli isolada de
alimentos, tem sido frequentemente relatado, ndo apenas no
Brasil, mas no mundo. Em trabalhos correlatos ao nosso, E.
coli isolada de varios alimentos, tais como leite pasteurizado
(Oltramari et al., 2011), queijos (Ribeiro, 2013), produtos lacteos
(Guillen et al., 2014) e carcagas de frango de granja e caipira
(Koga et al., 2014) também apresentaram elevado percentual
de resisténcia a ampicilina. Segundo Silva & Lincopan (2012),
o principal mecanismo de resisténcia bacteriana contra a
classe B-lactamicos esta associado a produgao de enzimas 3
lactamases. Nos ultimos anos, a resisténcia entre os farmacos
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B lactdmicos tem aumentado entre membros da familia
enterobacteriacea devido a disseminagédo de marcadores tipicos
de B lactamases e 3 lactamases de espectro ampliado (EBSL)
(Dias et al., 2010).

Por outro lado, assim como observado neste trabalho, ndo tem
sido reportado alto percentual de amostras de E. coli, isoladas
de alimentos, resistentes aos antimicrobianos da classe dos
aminoglicosideos, principalmente a gentamicina e a amicacina.
Os farmacos dessa classe terapéutica atuam por meio da
fixacdo ao ribossomo 30S, interrompendo a sintese proteica.
Logo, a resisténcia aos aminoglicosideos, normalmente, decorre
de alteragbes na estrutura de moléculas que compdem os
ribossomos (Molina et al., 2009). Dados similares, com baixo
percentual de E. coli resistente a gentamicina e a amicacina
também foram reportados por Ribeiro (2013) entre amostras de
E. coliisoladas de queijo; por Guimaréaes et al. (2012) naquelas
isoladas de queijos coalho; por Zhao et al. (2012) durante analise
de carnes diversas; e por Mantila e Franco (2012) apds anélise
de amostras de E. coli isoladas de carne moida.

A ocorréncia de resisténcia multipla aos 17 antimicrobianos
analisados, observada entre 13,3% das nossas amostras de
E. coli, ja foi descrita por Avila (2011) entre E. coli isoladas de
linguica frescal e por Barreto et al. (2012) naquelas isoladas
de leite in natura. Essa resisténcia multipla representa risco a
Saude Publica, visto que pode dificultar o tratamento de doengas
humanas e animais, agravando quadros clinicos potencialmente
curaveis. O problema torna-se ainda mais agravante quando
consideramos o menor numero de classes terapéuticas
desenvolvidas nos ultimos anos (Fischbach e Walsh, 2009;
Magiakros et al., 2012).

Com relagao a pesquisa dos patotipos diarreiogénicos, sabe-se
que, desde quando E. coli diarreiogénica foi descoberta como
potencial patégeno alimentar, nos EUA, em 1971, apds consumo
de queijos por linhagens enteroinvasivas (Jay, 2005), a mesma
tem sido considerada uma das principais bactérias causadoras
de enterite entre seres humanos (Croxen et al., 2013). Surtos
por E. coli diarreiogénica apresentam ocorréncia mundial (Silva
et al., 2010). Esta tem sido implicada como uma das principais
causas de doenga diarreica no mundo, com mais de 2 milhdes
de mortes anuais (Souza, 2006).

Nosso estudo demonstrou um baixo percentual (0,9%) de E.
coli diarreiogénica entre as amostras de E. coli isoladas dos
alimentos. Dados similares, que apontaram baixo percentual
de amostras de E. coli diarreiogénica entre alimentos também
foram reportados por outros autores, ndo somente no Brasil, mas
mundialmente (Paneto et al., 2007, Rugeles et al., 2010; Ribeiro,
2013; Canizalez- Roman et al., 2013; Melo et al., 2015; Peresi et
al., 2016). Todavia, resultados dessa natureza ndo desqualificam
E. coli diarreiogéncia como uma importante causa de diarreia
endémica e epidémica no mundo (Costa et al., 2010).

Esse baixo percentual de patotipos diarreiogénicos de E.
coli detectado neste estudo nao indica, necessariamente,
que as amostras ndo sejam diarreiogénicas ou patogénicas
extraintestinais. E possivel que as mesmas sejam portadoras
de outros marcadores de viruléncia ndo investigados, como,
por exemplo, genes caracteristicos do patotipo de E. coli
difusa aderente (DAEC) ou de E. coli patogénica extraintestinal
(ExPEC), patotipo este comumente causador de outras



sindromes, tais como infecgbes do trato urinario, meningite e
sepse. Okura (2010) e Ribeiro (2013), por exemplo, ja reportaram
amostras de EXPEC em queijo, indicando-as como uma nova
classe de patdgenos transmissiveis por alimentos.

Adicionalmente, é relevante considerar que a recuperagao de E.
coli através da técnica de NMP pode se mostrar comprometida,
uma vez que a presencga de bactérias antagonistas dentre os
coliformes termotolerantes, de inibidores naturais do meio
seletivo, o uso de alta temperatura de incubagéo e a competicéo
entre bactérias nao coliformes por lactose, podem levar a uma
deteccao subestimada de E. coli e, por consequéncia, dos
patotipos diarreiogénicos. Como alternativa para solucéo deste
possivel desvio, recomenda-se a recuperagao de E. coli por
outros protocolos, que ndo apenas o método NMP.

A presenga do patotipo ETEC, observada entre alimentos
comercializados em Minas Gerais e naqueles evolvidos
em surtos de DTA neste estado, reforga a necessidade
do monitoramento desse patégeno nos alimentos. Essas
amostras de ETEC foram isoladas de um salgado (p&do de
queijo) coletado no comércio local, e de uma refeicdo mista
(galinhada), proveniente de um surto de DTA. O referido
surto ocorreu em um centro religioso onde pelo menos cinco
pessoas adoeceram. Todas apresentaram vomitos, nauseas e
célicas abdominais cinco horas apés o consumo da galinhada.
Na ocasido, ndo foram isolados enteropatégenos no material
clinico (fezes) dos envolvidos e na agua de consumo. Neste
evento também nao foi identificado nenhum outro micro-
organismo na galinhada ou em outro alimento que justificasse
o quadro de toxinfecgdo, indicando, portanto, tratar-se de uma
possivel DTA por ETEC.
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ETEC é considerada uma das principais causas de morbidade
e mortalidade entre criangas com idade de inferior a cinco anos
entre paises em desenvolvimento e entre viajantes para estas
areas, causando a chamada “Diarreia do viajante” (Sjoling et al.,
2007). Entre pacientes acometidos por E. coli diarreiogénica,
ETEC é considerada um dos patotipos mais prevalente (Silveira,
et al., 2013,) e em algumas regiées, como Africa e Asia, é
considerada uma das quatro principais causas de diarreia
moderada a severa entre criangas (Croxen et al., 2013).

Com relagao aos sorotipos O9:H10 e 09:H33, identificados
entre as amostras de ETEC, ndo foi evidenciada a descricao
dos mesmos na literatura entre amostras de E. coli isoladas
de alimentos. O conhecimento desses sorotipos de E. coli é
importante, uma vez que fornece informagdes Uteis para estudos
epidemioldgicos. Dados de prevaléncia sugerem, por exemplo,
que o sorotipo O157:H7 seja predominante nos EUA, Canada,
Reino Unido e Japao, enquanto na América do Sul, Australia e
Europa Continental os sorotipos ndo O157 sao os mais comuns
(Silva et al., 2010).

Conclusoes

Conclui-se que entre as amostras de E. coli, isoladas de
alimentos destinados ao consumo humano em Minas Gerais e
naqueles envolvidos em surtos de DTA, existem de amostras
consideradas multirresistentes e diarreiogénica, fato que
representa um relevante agravo a Saude Publica, devido
a limitacdo terapéutica associada aos micro-organismos
resistentes e ao risco de ocorréncia de toxinfecgdes alimentares
por patotipos de E. coli diarreiogénica.

A Fundacao de Apoio & Pesquisa de Minas Gerais, & Fundacéo Ezequiel Dias, ao Instituto Adolfo Lutz e & Universidade Federal

de Minas Gerais.
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