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RESUMO

Escherichia coli é normalmente encontrada no trato gastrintestinal de humanos e animais de
sangue quente e a maioria das cepas ndo oferece risco a salde de seu hospedeiro. Utilizada
como indicador de qualidade higiénico-sanitaria de alimentos, a sua presenca em alimentos
pode indicar contaminacdo fecal recente, falhas na manipulacdo e presenca de outros
patégenos. Determinadas cepas de E. coli, assim como outros patdgenos, causam doencas
veiculadas por alimentos (DVA) em humanos representando importante causa de morbi-
mortalidade no mundo e um impedimento significante para o desenvolvimento
socioecondmico de diversos paises. Infelizmente, muitas DVA sdo negligenciadas por
comensais e profissionais de salde, resultando em falhas terapéuticas e subnotificacdo dos
casos. No Brasil o perfil epidemiolégico das DVA é pouco conhecido, e apenas alguns
estados e municipios dispdem de dados dos agentes etiolégicos e alimentos comumente
envolvidos, populagdo de maior risco e fatores contribuintes. O objetivo desse estudo foi
determinar a ocorréncia de E. coli em alimentos prontos para o consumo, a patogenicidade
dos isolados e a susceptibilidade a antimicrobianos. Um total de 486 amostras de alimentos
prontos para o consumo oriundas de restaurantes comerciais, institucionais e da rede hoteleira
de Salvador, BA, e municipios vizinhos, foram investigadas. Essas amostras foram agrupadas
em cereais e leguminosas, preparacfes carneas, saladas cozidas e cruas, guarnicdes, sopas,
molhos, sobremesas e sucos. Para a detecgdo do microrganismo foi utilizada a metodologia do
Numero Mais Provavel (NMP) e os resultados demonstraram que 3,1% das amostras estavam
contaminadas com o microrganismo. As saladas cruas apresentaram o maior percentual de
deteccdo (n=7) 1,4%, seguida pelas saladas cozidas (n=4) 0,8%, preparacdes carneas (n=2)
0,4%, cereais e leguminosas (n=2) 0,4%. Um total de 15 isolados foi obtido, sendo cinco
identificados como E. coli enteropatogénica, trés enteroinvasiva e uma enterohemorragica. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) demonstrou que nenhum dos isolados apresentou 0s
genes de viruléncia, cnfl, cnf2, eae, sta, It1, stx1, stx2 e cdtB. Quanto a susceptibilidade dos
isolados aos antimicrobianos, observou-se resisténcia a nove (60%) dos 15 agentes testados:
sulfametoxazol/trimetoprim (n=2) 13,3%, tetraciclina (n=2) 13,3%, ampicilina (n=2) 13,3%,



cefalotina (n=1) 6,7%, cefotaxima (n=1) 6,7%, cefoxitina (n=1) 6,7%, cloranfenicol (n=2)
13,3%, acido nalidixico (n=1) 6,7% e estreptomicina (n=1) 6,7%. Um isolado (33,3%)
apresentou multi-resisténcia, mediada por plasmideo, a tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina e cloranfenicol. Os resultados sugerem que 0s
alimentos prontos para 0 consumo, principalmente as saladas cruas, podem atuar como
reservatorios de E. coli e facilitar a disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos

para Os Seres humanos.

Palavras-chave: Escherichia coli. Antimicrobianos. Genes de viruléncia. Restaurantes.
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pathogenicity. 58f. Dissertation (Master degree) - Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2016.

ABSTRACT

Escherichia coli is normally found in the gastrointestinal tract of humans and warm blooded
animals and most poses no risk to the health of its host. It is used as an indicator of sanitary
quality of food, and their presence in food may indicate recent fecal contamination, fault han-
dling and the presence of other pathogens residents in the gastrointestinal tract. Certain strains
of E. coli cause gastroenteritis in humans and represent an important cause of morbidity and
mortality in the world and a significant impediment to socio-economic development of many
countries. Unfortunately, various foodborne illnesses are neglected by consumers and health
professionals, resulting in treatment failures and underreporting. In Brazil, the epidemiologi-
cal profile of the foodborne illnesses is little known, and only a few states and municipalities
have data of the etiologic agents and food commonly involved, high-risk population and con-
tributing factors. The aim of this study was to determine the occurrence of E. coli in ready to
eat food, the pathogenicity of isolates and resistance to antimicrobials. For that, a total of 486
food samples obtained from commercial and institutional restaurants and hotel’ restaurants
from Salvador, BA, and neighboring municipalities, were investigated. The samples were
grouped in cereals and vegetables, meat-based preparations, cooked and raw salads, garnish-
es, soups and sauces, desserts and juices. For microorganism detection the Most Probable
Number (MPN) methodology was used and the results demonstrated that 3.1% of the samples
was contaminated by microorganism. The raw salads showed the highest detection rate (n =
7) 1.4%, followed by the cooked salad (n = 4) 0.8% meat-based preparations (n = 2) 0.4% and
cereals and vegetables (n = 2) 0.4%. A total of 15 isolates was obtained and five of them were
identified as E. coli enteropathogenic, three enteroinvasive and one enterohemorrhagic. Pol-
ymerase Chain Reaction (PCR) assay showed that none of the isolates presented the virulence
genes, cnfl, cnf2, eae, sta, It1, stx1, stx2 and cdtB. Regarding to susceptibility/resistance to
antimicrobials, the isolates showed resistance to nine antimicrobials (60%) of the 15 tested:
sulfamethoxazole/trimethoprim (n = 2) 13.3%, tetracycline (n = 2) 13.3%, ampicillin (n = 2)
13.3%, cephalothin (n = 1) 6.7%, cefotaxime (n = 1) 6.7%, cefoxitin (n = 1) 6.7% chloram-
phenicol (n = 2) 13.3%, nalidixic acid (n = 1), and 6.7% streptomycin (n = 1) 6.7 %. One iso-



late (33.3%) showed multi-resistance plasmid mediated to tetracycline, trime-
thoprim/sulfamethoxazole, ampicillin and chloramphenicol. These results suggest that ready

to eat food, especially raw salads, can act as reservoirs of E. coli and facilitate the spread of

antibiotic resistance genes to humans.

Keywords: Escherichia coli. Antimicrobial. Virulence genes. Restaurants.
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INTRODUCAO GERAL

A cada ano ocorrem dois milhGes de mortes no mundo decorrentes do consumo de
alimentos contaminados. A ocorréncia das doencas veiculadas por alimentos (DVA), além de
ser uma importante causa de morbi-mortalidade em diversos paises, € um importante
impedimento para o desenvolvimento socioeconémico. Como agravante, a extensédo do
problema ndo é totalmente conhecida por muitos governos, o que impede o adequado
direcionamento dos recursos para o controle da seguranca dos alimentos e intervencoes
necessarias (WHO, 2015).

As DVA sdo, por vezes, negligenciadas pelos comensais e profissionais de saide, o
que resulta em falhas terapéuticas e subnotificacdo dos casos. No Brasil, o perfil
epidemioldgico dessas doencas é pouco conhecido, pois apenas alguns estados e municipios
dispdem de dados dos agentes etioldgicos mais comuns, alimentos comumente envolvidos,
populagdo de maior risco e fatores contribuintes (BRASIL, 2010). Nesse contexto, a
identificacdo do agente etiolégico e a notificacdo das doencas sdo importantes para o

desenvolvimento das politicas publicas de prevencdo e tratamento dos casos.

Dentre 0os microrganismos mais envolvidos em surtos de toxinfecgdo alimentar,
destaca-se a Escherichia coli originaria do trato intestinal do homem e animais de sangue
quente. A ocorréncia desse microrganismo em alimentos prontos para 0 consumo indica
contaminacdo durante o processamento, podendo levantar indicios de alimentos mal cozidos

ou contaminacao cruzada.

Microrganismos indicadores, como E. coli, s&o comumente usados pela inddstria e
pelos orgdos de Vigilancia Sanitaria para assegurar a implementacdo das Boas Préticas de
Fabricacdo (BPF). Em nivel de produgdo primaria, a bactéria tem sido identificada como um
critério higiénico-sanitario adequado para hortalicas, assim como sua presenca fornece
evidéncias ao aumento do risco de patdgenos relacionados (TRUCHADO et al., 2016). Diante
disso, o controle da qualidade microbioldgica dos alimentos é importante para a verificacao
da eficacia da adogdo das Boas Praticas de Fabricagdo nos servicos de alimentacdo (HEALTH
PROTECTION AGENCY, 2009).

As cepas de E. coli associadas as infeccOes intestinais sdo denominadas E. coli
diarreiogénicas (DEC). Os sintomas e a gravidade da infeccdo estdo relacionados as

estratégias de viruléncia da cepa e a vulnerabilidade do hospedeiro. Dessa forma, as cepas de
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E. coli DEC séo divididas em seis categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli de aderéncia difusa (DAEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC) (PERESI et al., 2016).

Atualmente nos estudos envolvendo susceptibilidade de E. coli a antimicrobianos,
tem-se constatado resisténcia a pelo menos duas classes do medicamento. Um dos fatores de
risco envolvido na propagacdo de bactérias resistentes e genes de resisténcia é a pressdo
antibidtica seletiva que se da pelo uso excessivo e frequente de antimicrobianos na medicina
humana, veterinaria e na agricultura. Em funcéo disso, as opcdes terapéuticas disponiveis
tornam-se limitadas. A propagacdo dos genes de resisténcia pode ocorrer pela cadeia
alimentar, e uma vez no trato gastrintestinal do homem, os genes podem ser transferidos para
microrganismos patogénicos ou comensais pertencentes a microbiota bacteriana do
hospedeiro, como E. coli (VON BAUM & MARRE, 2005).

Baseados nessas primicias, idealizou-se o presente estudo que teve como objetivo
avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de alimentos prontos para 0 consumo, investigando a

ocorréncia de Escherichia coli, patogenicidade e a resisténcia a antimicrobianos.

O presente estudo esta dividido em dois capitulos. O primeiro € composto pela
revisdo de literatura com abordagem dos temas relacionados a ocorréncia de Escherichia coli
em alimentos prontos para 0 consumo e sua patogenicidade em humanos. Obedece ao

disposto na Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para redacdo de Dissertacdo.

O segundo capitulo, em forma de artigo, apresenta os resultados da pesquisa, as
discussdes em torno do tema e as conclusdes do estudo realizado. Obedece as normas de

formatacdo para submissao de artigos ao periodico Food Control.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar a ocorréncia de Escherichia coli em alimentos prontos para 0 consumo
comercializados em Salvador, BA, e municipios vizinhos, a patogenicidade e a

susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados.

Obijetivos especificos

Detectar e identificar cepas de Escherichia coli em amostras de alimentos prontos para o

consumo, comercializados em restaurantes comerciais, institucionais e na rede hoteleira;

Identificar os sorogrupos dos isolados de Escherichia coli;

Detectar genes associados aos fatores de viruléncia dos isolados de Escherichia coli;

Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de interesse medico e

multirresisténica dos isolados de Escherichia coli;

Pesquisar a presenca de plasmideos-R nos isolados de Escherichia coli resistentes a

antimicrobianos;

Verificar a ocorréncia de associa¢ao entre a contaminagdo dos alimentos por Escherichia coli

e o local de comercializagéo dos alimentos.
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CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

1 Escherichia coli

Escherichia coli € normalmente encontrada no trato gastrintestinal de humanos e
animais de sangue quente, sendo geralmente comensal e ndo oferecendo risco a salde de seu
hospedeiro. Bioquimicamente, as cepas sdo Gram negativas, anaerdbias facultativas, oxidase
negativa e ndo esporogénicas (LUCATELLI, 2012). Pertencem & familia Enterobacteriaceae,
juntamente com outras bactérias entéricas Gram negativas, e compdem 0 grupo dos
coliformes termotolerantes, sendo distinguidas por suas caracteristicas de crescimento no
meio de cultura Eosina Azul de Metileno de Levine (L-EMB) e pelo perfil apresentado nos
testes de indol, vermelho de metila, VVoges Proskauer e citrato (SILVA et al., 2010).

Diferentemente de outras bactérias residentes do trato gastrintestinal, E. coli é
facilmente detectada pela sua capacidade de fermentar a lactose, por este motivo, €
normalmente utilizada como indicadora de qualidade higiénico-sanitaria de alimentos. A sua
presenca pode estar relacionada a contaminacdo fecal recente, falhas na manipulacdo de
alimentos e presenca de outras bactérias patogénicas (FDA, 2011).

E. coli possui antigenos somaticos O, relacionados a polissacarideos na membrana
externa, antigenos flagelares H, relacionados a proteinas dos flagelos e antigenos K,
relacionados a polissacarideos capsulares. Os grupos e os tipos sorologicos compreendem um
grande namero entre as cepas de E. coli, identificados por meio de anti-soros preparados com
a variedade dos antigenos (O, H e K), considerando que a combinagdo dos antigenos é variada
e nem sempre ocorrem os trés tipos simultaneamente (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Embora a maioria dos isolados de E. coli ndo seja patogénica, determinadas cepas
sdo responsaveis por trés tipos de doencas em humanos: meningite neonatal, infeccGes
crbnicas do sistema urinario e gastrenterites (BEAUCHAMP & SOFOS, 2010). Acredita-se
que ao longo do tempo, algumas cepas adquiriram diferentes combinagOes de genes,

tornando-se capazes de promover uma ampla variedade de enfermidades em humanos. Além
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disso, mutagdes no material genético podem levar a aquisi¢cdo de novos fenotipos de E. coli e
promover vantagens, como a patogenicidade (KAPER, 2004).

Outra forma de aquisicdo de material genético ocorre através da transferéncia de
genes de viruléncia entre bactérias, denominada conjugacdo (troca de genes atraves de
estruturas moveis contendo DNA extra-cromossomico, denominadas plasmideos);
transformacéo (resgate de DNA livre no meio ambiente); e transdugdo ou conversao
lisogénica (transferéncia de genes oriundos de bacteriéfagos). Os genes de viruléncia
normalmente estdo situados em segmentos de DNA que apresentam propriedades
diferenciadas do genoma bacteriano e grande instabilidade, as denominadas ilhas de
patogenicidade (PAI). Essas ilhas codificam diversos fatores de viruléncia, como as invasivas,
adesinas e toxinas, e 0s componentes responsaveis por possibilitarem a acdo desses fatores.

Todo esse processo determina as estratégias de viruléncia da E. coli (VIEIRA, 2009).

1.1 Escherichia coli diarreiogénicas

O grupo de E. coli patogénica responsavel por causar gastrenterites em humanos é
também conhecido como diarreiogénico. Os sintomas mais comuns associados a infec¢do sdo
diarreia, dor abdominal e célica. Em determinados casos, é possivel identificar febre, cefaléia,
nauseas e voémitos. A incidéncia da enfermidade é maior em individuos imunocomprometidos
ou com sistema imunoldgico imaturo (criancas). Em adultos saudaveis a doenca é rara, exceto

para aqueles gue viajam para paises em desenvolvimento (BEAUCHAMP & SOFQS, 2010).

Assim como outros microrganismos patogénicos, o processo de infeccéo por E. coli
diarreiogénica no hospedeiro consiste na colonizagdo do sitio na mucosa intestinal e
multiplicacdo, e, por fim, ocasiona os danos. O local de adesédo e mecanismo de fixagdo
dependera do subgrupo da E. coli (KAPER, 2004).

Os subgrupos sao classificados conforme os seus fatores de viruléncia especificos: E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de
aderéncia difusa (DAEC). Entre estas, 0s primeiros quatro subgrupos estdo relacionados com
a ocorréncia de doencas veiculadas por alimentos, sendo a EHEC a mais comumente
envolvida em surtos de toxinfecgdes alimentares (FDA, 2011; DUTTA et al., 2015).
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E. coli estd entre os agentes patogénicos mais associados & ocorréncia de doengas
veiculadas por alimentos que afetam milhdes de pessoas no mundo, por vezes com resultados
graves e fatais (WHO, 2015).

1.1.1 Escherichia coli enterotoxigénica

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é responsavel por gastrenterites em
humanos, principalmente em criancas de paises em desenvolvimento . Os surtos envolvendo
ETEC sdo relacionados ao consumo de alimentos contaminados por manipuladores infectados
ou pelo uso de agua contaminada (BARBOSA et al., 2016). Trata-se de um dos potenciais
agentes patogénicos responsaveis por 380 mil casos de morte no mundo, por ano, a grande

maioria criancgas de paises em desenvolvimento (FDA, 2012).

Todavia, existem relatos (esporadicos) de surtos ocorridos nos Estados Unidos
relacionados ao consumo de &gua, queijos e vegetais crus contaminados (FDA, 2011).
Estima-se que a dose infectante para adultos saudaveis seja de, pelo menos, 10® células.
Entretanto, criancas, idosos e individuos imunocomprometidos sdo susceptiveis a uma
populagdo menor do microrganismo. A contaminagdo ocorre durante a manipulacdo do
alimento por um individuo portador da doenca ou através do uso de agua contaminada durante

a preparacgéo do alimento (FDA, 2012).

Em estudo realizado com fezes de criancas hospitalizadas com diarreia aguda, na
China, identificou-se uma prevaléncia de 14,1% (n=347) de E. coli diarreiogénica, destas, 62
(17,9%) eram ETEC (CHEN et al., 2014). Ainda, em uma pesquisa feita por Cerna-Cortes et
al. (2013) com feijdo comercializado em mercados publicos do México, cepas ETEC foram
encontradas em duas amostras (2%), enquanto que STEC foi isolada em 6% (n=6) das

amostras.

A patogenicidade da ETEC é desencadeada pela producdo de adesinas fimbriais,
mediadas por plasmideos, enterotoxinas e diversos antigenos que facilitam a colonizagdo. As
adesinas facilitam a adesdo do microrganismo a receptores especificos das células epiteliais
jejunal e ileal, e a colonizagdo. As enterotoxinas, conhecidas como termolabil (LT) e
termoestavel (ST), estimulam a perda de agua e eletrolitos para o Iimen intestinal, resultando
nos sintomas da infeccdo, diarreia aquosa, desidratacdo, podendo ou ndo apresentar febre

(DUTTA et al., 2015). Diferentes cepas podem secretar apenas a enterotoxina termolabil ou a
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termoestavel, ou ambas, no entanto, 0s sintomas causados por cada toxina sdo bastante
semelhantes (CDC, 2014).

Existem relatos indicando que os genes que codificam a enterotoxina termolabil (LT)
estdo presentes em plasmideos auto-transmissiveis, justificando o aparecimento de cepas de
E. coli ndo ETEC, apresentando genes adquiridos de elementos mdveis ou bacteriéfagos, que
codificam a enterotoxina (DUTTA et al., 2015).

A gastrenterite causada pela ETEC € geralmente leve e breve, e ocorre 26 horas ap0s
a ingestdo do alimento contaminado, podendo variar de 8 a 44 horas. Nos casos mais graves, a
duracdo da enfermidade pode ser estendida por até 19 dias, com mais de cinco dejecOes
diérias, desidratacdo severa, colicas abdominais, febricula, nuseas e mal estar (FDA, 2012).

O tratamento da doenca tem como objetivo a recuperacdo de liquidos e eletrolitos
perdidos e reducdo do numero de evacuacdes. Os agentes antimicrobianos normalmente néo
sdo prescritos, pois muitas cepas ETEC tém se mostrado resistentes aos medicamentos
comumente administrados, como trimetoprim/sulfametoxazol e ampicilina. Quando os
agentes sao prescritos, normalmente fluoroquinolonas, considera-se a gravidade da doenca e o

risco de reacOes adversas (CDC, 2014).

1.1.2 Escherichia coli enteropatogénica

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) foi o primeiro pat6tipo do grupo de E. coli
descrito e é considerada um potencial patégeno de origem alimentar, tido como principal
causa de diarreia infantil nos Estados Unidos, no periodo de 1940 a 1950 (FDA, 2012).
Atualmente, infecgdes com EPEC s@o menos frequentes nos paises desenvolvidos, porém, nos
paises em desenvolvimento, apresentam significativa morbi-mortalidade em criangas menores
de dois anos de idade (NEWELL et al., 2010).

Estima-se que a dose infectante da cepa bacteriana seja em torno de 10° células para
adultos saudaveis. Normalmente € encontrada em produtos carneos (bovino e ave) e agua
(NEWELL et al., 2010). Em pesquisa feita com alimentos prontos para consumo
comercializados na China, Zhang et al. (2016) isolaram 39 (8,5%) EPEC de 459 amostras,
destas 13,2% (n=19) pertenciam ao grupo das preparacdes a base de carne e 18,6% (n=11) ao

grupo de saladas cruas. Gémez-Aldapa et al. (2013) encontraram em seu estudo com tomates
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comercializados no Mexico, 21% de isolados de E. coli diarreiogénicos, destes 5% eram
EPEC. Outro estudo com bebidas a base de beterraba comercializadas também no México,
3% (n=3) dos isolados de E. coli foram identificados como EPEC (GOMEZ-ALDAPA et al.,
2014).

Apos a ingestdo do alimento contaminado, a EPEC se adere a mucosa intestinal,
alterando a fisiologia da digestdo, na relacdo enzimas-absorcao, resultando na mé absorcao
dos nutrientes e no aparecimento dos sintomas. Normalmente ap0s quatro horas da ingestao
do alimento contaminado, instala-se o quadro de diarreia leve, vomito e febre baixa por um
periodo de 12 a 120 dias. A diarreia causada pela EPEC é clinicamente mais grave em relacdo

as demais E. coli diarreiogénicas (FDA, 2012).

O principal fator de viruléncia da EPEC ¢ a sua capacidade de causar lesdes do tipo
attaching and effacing (A/E) nos enterdcitos. Esse tipo de lesdo é caracterizado pela intima
aderéncia da E. coli a célula, destruicdo das microvilosidades e formacdo de pedestais nos
enterdcitos do hospedeiro. Os genes responsaveis por esse tipo de leséo estdo localizados em
ilhas de patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement (LEE), onde esta
localizado o gene eae, responsavel por codificar a proteina adesina, intimina. Essa proteina se
ligard a outra proteina, a Tir, secretada pela prépria bactéria, que servira de receptor para a
intimina na célula hospedeira. A interacdo Tir-intimina desencadeia a degeneracdo das
microvilosidades intestinais, iniciando os processos de sinalizacdo celular e reorganizacdo dos
componentes do citoesqueleto para formar o pedestal que firmard a adesdo de EPEC a
superficie celular (BEAUCHAMP & SOFOS, 2010; VIEIRA, 2009).

O processo diarréico se inicia apés o0 aumento dos ions céalcio intracelulares e
ativacdo da proteina cinase C, responsavel pela fosforilagdo das proteinas que compdem 0s
canais de cloreto, resultando em perda de CI e agua para a luz intestinal. Simultaneamente

ocorre o0 bloqueio da absorgdo de NaCl para o interior dos enterdcitos (HIRSH, 2012).

1.1.3 Escherichia coli enterohemorréagica

A maior parte dos relatos sobre infeccdes de origem alimentar envolvendo E. coli
esté relacionada a Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), subgrupo de E. coli produtora
da toxina Shiga (STEC). Devido a elevada incidéncia de mortes entre criancas e idosos, a

ocorréncia de EHEC em alimentos possui alta importancia para a saude publica. Estima-se
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que a infec¢do pelo microrganismo é a causa de 70% dos casos de insuficiéncia renal aguda
em criangas (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2009).

Os primeiros surtos foram relacionados a ingestdo de carne bovina crua ou mal
cozida. Atualmente, existem registros também de surtos envolvendo vegetais crus, brotos,
frutas, produtos derivados de carne (salames), suco de maca ndo pasteurizado, leite cru e agua
de consumo ou recreativas. Esse aumento da variedade de alimentos envolvidos em surtos
mostra a versatilidade da populacéo bacteriana de E. coli na cadeia alimentar (NEWELL et
al., 2010; WHO, 2011). Além disso, um pequeno numero de células viaveis de EHEC ¢
suficiente para a infecgdo, a dose infectante é estimada em 10 a 102 células e para os outros
sorotipos ndo ha muita informacéao a respeito da dose, no entanto, suspeita-se de que seja um
valor um pouco maior (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2009; FDA, 2012).

Estudos genéticos mostraram a presenca de locus of enterocyte effacement (LEE) e,
assim como a EPEC, a EHEC causa lesdes do tipo A/E nas células hospedeiras e produz a
citotoxina Shiga (stx), também conhecida como verotoxina e classificada como stx1 e stx2.
Esta ultima é comumente relacionada a enfermidades em humanos; causa enterocolite, em
alguns casos sanguinolenta, podendo evoluir para sindrome urémica hemolitica (SHU). Essa
sindrome resulta da destruicdo das células vermelhas do sangue e envolve um conjunto de
sintomas: anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal, podendo ser fatal em
alguns casos. (VIEIRA, 2009; FDA, 2012).

Os sintomas se iniciam geralmente apés 3 a 4 dias (podendo variar de um a nove
dias) da exposicdo ao patégeno. Os sintomas agudos sdo descritos como colite hemorragica
(CH) associada a cdlicas abdominais severas e diarreia sanguinolenta, e podem evoluir para
SHU ou a sindrome purpura trombocitopénia trombética (TTP). Em torno de 3% a 7% dos
casos de colite hemorrégica evoluem para SHU ou TTP (FDA, 2012). Segundo a Organizacéao
Mundial de Saude (WHO, 2011a), 10% dos pacientes infectados com EHEC podem
desenvolver SHU, principalmente criancas e idosos. A taxa de mortalidade varia entre 3 e 5%,
e cerca de 50% dos sobreviventes apresentam sequelas renais e 25% complicacOes

neuroldgicas.

Dentre os mais de 50 sorotipos de EHEC, a E. coli O157:H7 é o sorotipo mais
associado a doencas em todo 0 mundo, em torno de 75% dos casos, e a melhor caracterizada,
devido a facilidade de diferencia-la bioquimicamente. Atualmente, os sorotipos denominados
ndo-0157:H7 estdo emergindo como causa de DVA, destacando-se 026, 0103, 0111 e 0145
(NEWELL et al., 2010; FDA, 2012). A transmissdo do sorotipo se da principalmente através
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do consumo de alimentos contaminados, como carne moida crua ou mal cozida,
hamburgueres, salame curado, leite cru, iogurte, queijo que ja estiveram envolvidos em surtos
com E. coli 0157:H7 (WHO, 2011a).

Os surtos envolvendo E. coli sdo acompanhados pelo Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) e é possivel verificar que a grande maioria dos registros envolvem
EHEC (CDC, 2016). Em 2016, nos Estados Unidos, 11 pessoas foram infectadas com E. coli
0157 apbs consumirem brotos de alfafa. Em 2015, sete estados da regido oeste dos Estados
Unidos foram envolvidos em surto com 19 pessoas infectadas, destas duas desenvolveram
SHU, sem mortes. Segundo evidéncias epidemioldgicas, uma salada de frango assado
comercializada foi a provavel causa da DVA, ndo sendo possivel identificar, dentre os
ingredientes, a fonte de contaminacdo. No mesmo ano e pais, 55 pessoas foram infectadas
com EHEC 0026, resultando em 22 hospitalizacdes. Apos as investigacdes, ndo foi possivel
identificar o alimento ou ingrediente ligado a doenca, porém concluiu-se que se tratava de um
alimento produzido por uma rede de restaurantes mexicanos. Em 2014, 12 individuos, com
idade média de 25 anos, foram infectados por EHEC O157:H7 nos Estados Unidos, dentre
eles, sete (58%) foram hospitalizados. A carne moida sob forma de hambdrguer foi apontada

como provavel causa do surto (CDC, 2016).

Nota-se que os surtos vem sendo notificados com uma certa frequéncia, assim, em
2006 foi relatado um surto de E. coli O157:H7 envolvendo o consumo de espinafre fresco e
embalado, em 26 estados dos Estados Unidos da América e Canad4, o que resultou em 205
casos de infeccdo e trés obitos (NEWELL et al., 2010).

O tratamento da infeccdo por EHEC envolve principalmente hidratagdo para
reposicdo de liquidos e eletrolitos perdidos. O uso de antimicrobianos ndo é indicado pelo

risco de aumentar as chances de se desenvolver SHU (WHO, 2011a).

1.1.4 Escherichia coli enteroinvasora

Atualmente pouco se conhece sobre o0s reservatérios de Escherichia coli
enteroinvasora (EIEC), com isso, considera-se, como fonte primaria, o humano infectado. A
dose infecciosa é de, pelo menos, 10° células para causar doencas em adultos saudaveis, que

ocorre ap0s 0 microrganismo invadir e destruir o tecido intestinal. Suas caracteristicas
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bioguimicas sdo diferentes das cepas de E. coli tipicas, ndo sdo mdveis, ndo descarboxilizam a
lisina, ndo fermentam a lactose e sdo anaerdbias (FDA, 2011).

O mecanismo pelo qual EIEC adere as celulas hospedeiras ainda ndo é totalmente
entendido, no entanto, sua patogenicidade se d&, principalmente pela habilidade de invadir e
destruir o tecido intestinal (FDA, 2011). Por enquanto, sabe-se que a invasdo do enterdcito
ocorre atraves de vacuolos de endocitose que, uma vez situado no interior da célula, sofre lise
e a bactéria se multiplica, invade células vizinhas e produz enterotoxinas que causam a
diarreia aquosa. A informacdo genética necessaria para a patogenicidade do microrganismo €

encontrada em plasmideos (FDA, 2012).

A doenca normalmente é auto-limitada, sem maiores complica¢cdes. Os sintomas
aparecem dentro de 12 a 72 horas ap6s a ingestdo do alimento contaminado e sdo: diarreia,
colicas abdominais, vomitos, febre, calafrio e mal-estar generalizado, podendo haver sangue e
muco nas fezes. Normalmente o quadro infeccioso finda dentro de cinco a sete dias (FDA,
2012).

1.2 Escherichia coli e a resisténcia a antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos sdo utilizados ha mais de 60 anos na prevencdo e
controle de doencas bacterianas. Em contrapartida, o aparecimento de bactérias resistentes as
drogas vem sendo relatado nas ultimas décadas em todo o mundo. O desenvolvimento da
resisténcia € um processo evolutivo normal para os microrganismos e também pode ser
acelerado pela pressdo seletiva exercida pelo uso generalizado dos antimicrobianos
(NEWELL et al., 2010; SOUFI et al., 2011). A ocorréncia de E. coli resistente atinge 0s
diversos setores da cadeia alimentar (vegetais, animais e homem), prejudica os avancos da

medicina e é encarada como um problema de satde publica a nivel mundial (WHO, 2004).

O uso dos antimicrobianos difundiu-se no mundo ao longo de décadas, nas
medicinas humana e veterinaria, e na agricultura. Consequentemente, houve a selecdo e a
propagacdo de bactérias resistentes, principalmente nas regides onde ndo existe o controle
efetivo das infeccdes (WHO, 2014). Na producdo animal, o uso de antimicrobianos possuli
trés finalidades: terapéutica, para o tratamento de animais com sintomas clinicos e 0s demais
animais sadios de confinamento, profilatica, para a prevencdo de infeccdes, e promotor do

crescimento, para o aumento da absor¢do dos nutrientes e, consequentemente, o ganho
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ponderal do animal (WEGENER, 2003). Na agricultura, o uso é cada vez mais comum devido
ao seu efeito no aumento da produtividade. Estima-se que metade dos antimicrobianos
disponiveis no mundo é utilizada na agricultura e na criacdo de gado (STOHR, 2000).
Segundo informacdes de Stohr (2000), para cada 1 Kg de carne produzido para 0 consumo

humano na Europa, sdo utilizados 100 mg de antimicrobianos na pecuéria.

Pesquisadores afirmam que o uso continuo de drogas faz dos produtos carneos
reservatorios de bactérias resistentes aos antimicrobianos, podendo ser propagado a outros
animais e ao homem através da ingestdo e manipulacdo desses alimentos, ou por propagacao
ambiental, a exemplo do uso de agua contaminada para consumo e irrigacdo. (NEWELL et
al., 2010; WHO, 2011; RYU. et al., 2012;).

Estudos mostram que em paises do continente europeu, como Dinamarca, onde foi
suspenso 0 uso dos agentes antimicrobianos como promotores de crescimento, ndo ocorre
interferéncia na produtividade e, sobretudo, leva a reducdo da prevaléncia das bactérias
resistentes nos animais e alimentos (WEGENER, 2003). Diante desse panorama, €
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude que o uso profilatico dos antimicrobianos
nunca substitua a boa gestdo da satde animal, ou seja, seu uso somente € justificado nos casos
de presenca confirmada ou suspeita de uma determinada doenca detectada por um profissional
habilitado (STOHR, 2000).

Na medicina humana, o uso inapropriado dos antimicrobianos pode resultar na
proliferacdo de bactérias resistentes, trazendo repercussdes potenciais. A auto-medicacao, a
prescricdo inapropriada e o uso inadequado de drogas sdo 0s principais motivos para a
prevaléncia dos microrganismos resistentes (WANNMACHER, 2004). As consequéncias da
disseminacéo de microrganismos resistentes séo bastante preocupantes principalmente quando
patdgenos como E. coli se tornam resistentes a antimicrobianos comumente utilizados na
medicina humana, impactando negativamente no tratamento de enfermidades que acometem
ao homem (WHO, 2004). Atualmente, ndo existe um Unico medicamento eficaz contra todas
as bactérias patogénicas e a descoberta de novas classes de antimicrobianos de amplo espectro
tem sido bastante lenta. O mais preocupante, por outro lado, € o crescente numero de patoge-
nos que adquiriram diversos mecanismos de defesa (FILUTOWICZ et al., 2008).

As bactérias desenvolvem resisténcia principalmente pela transferéncia horizontal de
genes oriundos de outros microrganismos. Esse mecanismo € descrito como um rapido
processo de adaptacdo de populacGes bacterianas sob forte presséo seletiva exercida pela
presenca de agentes antimicrobianos (CRUZ & DAVIES, 2000). Estudos comprovam a
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habilidade da E. coli em trocar material genético com outras espécies bacterianas, inclusive
transferir genes de resisténcia a patdgenos presentes no trato gastrintestinal humano
(ALEXANDER et al., 2010). A troca de material genético pode, inclusive, ocorrer entre
patdgenos e microrganismos comensais, conferindo a estes vantagem seletiva em relacéo ao
hospedeiro e resisténcia a mais de uma classe de antimicrobiano. A facilidade e rapidez com
que ocorre esse processo preocupa devido a gravidade (ANDREOTTI & NICODEMO, 2004;
WHO, 2011; RYU et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais ocorrem a transferéncia dos genes sdo transducéo,
transformacéo e conjugacgdo. Esse Ultimo € considerado o principal processo de disseminacao
de genes de resisténcia entre os diferentes géneros e espécies de bactérias, e € comumente
associado a presenca de plasmideos designados ao transporte dos genes (CRUZ & DAVIES,
2000). A conjugacdo corresponde a juncdo de duas células bacterianas, uma doadora do
material genético e outra receptora. A célula doadora possui um plasmideo F (fator F), que
carreia os genes das proteinas necessarias a conjugacéo, dentre elas, a pilina que forma o pilus
sexual (tubo de conjugacdo). O acasalamento € iniciado quando o pilus se liga ao receptor da
superficie da outra célula, que ndo contém o fator F (F), em seguida, o DNA do fator F sofre
uma clivagem enzimatica, e uma fita é transferida a célula receptora através da ponte de
conjugacdo. O processo é finalizado pela sintese da fita complementar, originando um
plasmideo de fita dupla com o fator F, dessa forma, a célula receptora se torna F*, capaz de
transmitir o plasmideo (WARREN, 2010).

A resisténcia de E. coli a antimicrobianos foi observada por Jiang et al. (2014) na
China, com isolados obtidos de carnes prontas para o consumo. Os autores demonstraram que
90,7% das cepas isoladas apresentaram resisténcia a, pelo menos, um agente antimicrobiano
testado, dentre eles, tetraciclina e trimetoprim com 56% e 41,3%, respectivamente. Abakpa et
al. (2015) identificaram, entre amostras de vegetais crus e agua utilizada para irrigagdo, 32
isolados de E. coli O157:H7, todos resistentes a cefalotina e 75% a tetraciclina. Nesse mesmo
estudo, um total de 93,8% apresentaram multirresisténcia (resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos), sendo que 10% eram de amostras de vegetais, apresentando resisténcia a

cinco antimicrobianos.

Ainda, estudos conduzidos por Ryu et al. (2012) identificaram que dentre amostras
de peixe, moluscos e crustaceos, 30,7% dos isolados de E. coli foram resistentes a tetraciclina,
12,8% a estreptomicina, 11,7% a cefalotina, 6,7% a ampicilina, 6,7% a
trimetoprim/sulfametoxazol, 5,6% ao &cido nalidixico e 5,0% a canamicina. Soufi et al.
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(2011) encontraram 90% dos isolados de E. coli obtidos de amostras de aves resistentes a,
pelo menos, trés agentes antimicrobianos de diferentes classes e porcentagens bastante
elevadas (66 a 95%) para resisténcia a ampicilina, estreptomicina, acido nalidixico,

sulfonamidas e tetraciclina.

A infeccdo por E. coli resistente a antimicrobianos requer tratamento médico mais
complexo e prolongado, gerando maiores gastos, tempo de internacdo, sequelas e
mortalidade. A vigilancia da resisténcia antimicrobiana, realizada por diversos 6rgaos de sau-
de, incluindo a Organizacdo Mundial de Saude, é fundamental para alertar sobre os diversos
mecanismos de resisténcia emergentes e orientar o tratamento. Diante dos constantes relatos
do aparecimento de E. coli resistentes e multirresistentes aos antimicrobianos é necessario
assegurar que os pacientes sejam informados sobre a necessidade de tomar a dose correta do
antimicrobiano, com a devida intervencdo de prescritores, farmacéuticos e distribuidores,

indUstria farmacéutica, o publico e os doentes, bem como os decisores politicos (WHO, 2015)

1.3 Escherichia coli como agente causador de doencas veiculadas por alimentos e agdes

da vigilancia sanitaria e epidemioldgica

As doencgas veiculadas por alimentos vem aumentando de modo significativo em
todo o mundo. O crescente aumento das populacdes, a producdo de alimentos em grande
escala e a existéncia de grupos populacionais vulneraveis contribuem para esse aumento.
Além disso, a maior procura por alimentos prontos para 0 consumo em restaurantes,
lanchonetes, refeitdrios e vias publicas, as mudangas ambientais e a globalizacdo também s&o

determinantes para uma maior incidéncia das DVA (BRASIL, 2010).

O tipo, a gravidade e os impactos dessas doengas vem mudando através dos tempos e
se diversificando para cada regido, pais e comunidade (WHO, 2015). No Brasil, nos ultimos
15 anos foram registrados 11.241 surtos, destes, 40,2% foram na regido sudeste e 14,8% no
nordeste, e um total de 158 dbitos. Nesse mesmo periodo, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus e E. coli foram os agentes etioldgicos que se destacaram como responsaveis pelos
casos, com incidéncia de 14,3%, 7,6% e 6,4%, respectivamente (BRASIL, 2016). Nos
Estados Unidos, foram contabilizados, somente em 2011, 47,8 milhdes casos de doencas
veiculadas por alimentos, destas, apenas 20% tiveram o agente causador identificado (CDC,
2014).
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A presenga de E. coli em alimentos fornece informagdes sobre as condi¢des
higiénicas de preparo, armazenamento e distribui¢cdo/comercializagdo, e indicagdo da eventual
presenca de enteropatdgenos. Em alimentos frescos (a base de vegetais), a ocorréncia de E.
coli pode ser proveniente de contaminacdo durante a irrigacdo, auséncia ou falha da
higienizacdo do alimento, manipulacdo inadequada, enquanto que quando presente em
alimentos de origem animal, pode indicar falhas na higiene e/ou armazenamento inadequado
(FDA, 2011).

E coli nos alimentos também esta relacionada a falhas no controle do binémio
tempo-temperatura, por ndo resistir aos processos de coccdo e, consequentemente, a sua
sobrevivéncia indica falha no atendimento as Boas Préticas de Fabricagdo (BPF). A
contaminacdo de alimentos prontos para o consumo por E. coli pode ter como origem 0 uso
de matéria-prima contaminada ou condicGes insatisfatrias de higiene do ambiente de preparo
dos alimentos. Além disso, durante o preparo pode ocorrer a contaminacdo cruzada,
permitindo a proliferagdo bacteriana no alimento (JIANG et al., 2014). Nesse contexto, a
adequada manipulacdo dos alimentos requer especial atencdo e o atendimento dos requisitos
minimos das Boas Préticas, a fim de evitar e controlar a contaminacdo bacteriana (RYU et al.,
2012; JIANG et al., 2014). As medidas preventivas para evitar a contaminagéo por E. coli sdo
basicas para as doencas de origem alimentar: adocdo das boas préticas de manipulacdo dos
alimentos, principalmente durante a coccdo e a higienizacdo dos vegetais (WHO, 2011a).

Em resposta as doencas de origem alimentar, melhorias na seguranca microbiol6gica
dos alimentos tem sido, em grande parte, impulsionadas pelo setor publico de diversos paises.
Essas melhorias foram implementadas com o auxilio de padrdes e legislacdes nacionais e
internacionais, e apresentaram um impacto sobre a incidéncia de doencas veiculadas por
alimentos (NEWELL et al., 2010). No Brasil, 0 Ministério da Saude, através da Vigilancia
Sanitaria, atua na supervisdo dos servigos de alimentacdo do pais, buscando o atendimento
das Resolugbes RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004, que traz o regulamento técnico de
Boas Praticas de Fabricacao para servigos de alimentacéo, e RDC n° 275 de 21 de outubro de
2002, que dispde sobre o regulamento técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados e
apresenta uma lista de verificacdo das Boas Préticas de Fabricacdo dos estabelecimentos
produtores e industrializadores de alimentos (BRASIL, 2002; BRASIL, 2004).

A nivel mundial, a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) atua no compartilhamento
de informacdes a respeito de surtos ocorridos no mundo e colabora com autoridades de saude

dos paises prestando assisténcia técnica e fornecendo material de apoio para treinamentos
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direcionados a diferentes publicos-alvo (WHO, 2011a). Em paralelo, o Codex Alimentarius
estabelece normas alimentares juntamente com a Food and Agriculture Organization (FAQO)/
OMS, com o intuito de proteger a saude dos consumidores e garantir praticas equitativas no

comeércio de alimentos entre os paises (OPAS, 2006).

A coleta de dados pela vigilancia sanitaria epidemioldgica € fundamental para
observar as alteraces dos niveis de doencas de origem alimentar. No entanto, poucos sdo 0s
paises no mundo que recolhem os dados sobre as doencas infecciosas de origem alimentar e
menos ainda dispdem de dados consistentes e comparativos dos Gltimos 20 anos ou mais,
apresentando as tendéncias (NEWELL et al., 2010). No Brasil, o Sistema de Informacao
Hospitalar Descentralizado (SIHD) armazena dados sobre as internacdes hospitalares
ocorridas no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) e disponibiliza aos gestores estaduais
e municipais. A partir das informacdes obtidas, é possivel conhecer o perfil de morbi-
mortalidade hospitalar, direcionar adequadamente as a¢Ges de prevencdo e promocéo da salde
para uma determinada populacdo e avaliacdo da qualidade da atencdo a saude ofertada a uma
populacdo (BRASIL, 2016).

Apesar de todos os esforcos de cientistas, governos e inddstrias, o panorama atual
indica que as doencas veiculadas por alimentos continuardo como um grande problema de
salde puablica mundial, com enormes implicacbes tanto para o bem-estar social das

populagdes como para as economias nacionais (NEWELL et al., 2010).
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RESUMO
O objetivo desse estudo foi determinar a ocorréncia de Escherichia coli em alimentos prontos
para 0 consumo, a patogenicidade dos isolados e a resisténcia a antimicrobianos. Um total de
486 amostras de alimentos oriundas de restaurantes comerciais, institucionais e da rede
hoteleira de Salvador, BA, e municipios vizinhos, foram investigadas. Essas amostras foram
agrupadas em cereais e leguminosas, preparacfes carneas, saladas cozidas e cruas,
guarnicOes, sopas, molhos, sobremesas e sucos. Para a deteccdo do microrganismo foi
utilizada a metodologia do Numero Mais Provavel (NMP), e os resultados demonstraram que
3,1% das amostras estavam contaminadas. As saladas cruas apresentaram o maior percentual
de deteccdo (n=7) 1,4%, seguida pelas saladas cozidas (n=4) 0,8%, preparacGes carneas (n=2)
0,4%, cereais e leguminosas (n=2) 0,4%. Um total de 15 isolados foi obtido, sendo que desses
cinco foram identificados como E. coli enteropatogénica, trés enteroinvasiva e uma
enterohemorragica. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) demonstrou que nenhum dos
isolados apresentou os genes de viruléncia, cnfl, cnf2, eae, sta, It1, stx1, stx2 e cdtB. Quanto a
susceptibilidade/resisténcia dos isolados aos antimicrobianos, observou-se resisténcia a nove
(60%) dos 15 agentes testados: sulfametoxazol/trimetoprim (n=2) 13,3%, tetraciclina (n=2)
13,3%, ampicilina (n=2) 13,3%, cefalotina (n=1) 6,7%, cefotaxima(n=1) 6,7%, cefoxitina
(n=1) 6,7%, cloranfenicol (n=2) 13,3%, acido nalidixico (n=1) 6,7% e estreptomicina (n=1)
6,7%. Um isolado (33,3%) apresentou multi-resisténcia, mediada por plasmideo, a
tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim, ampicilina e cloranfenicol. Os resultados sugerem
gue os alimentos prontos para 0 consumo, principalmente as saladas cruas, podem atuar como
reservatorios de E. coli e facilitar a disseminacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos

para 0s seres humanos.

Palavras-chave: Escherichia coli, antimicrobianos, viruléncia, restaurantes.
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ABSTRACT
The aim of this study was to determine the occurrence of E. coli in ready-to-eat foods, the
pathogenicity of isolates and resistance to antimicrobials. A total of 486 food samples ob-
tained from commercial and institutional restaurants and hotel chain from Salvador, BA, and
neighboring municipalities, were investigated. The samples were grouped in cereals and vege-
tables, meat-based preparations, cooked salads, raw salads, garnishes, soups and sauces, des-
serts and juices. For microorganism detection, the Most Probable Number (MPN) methodolo-
gy was used, and the results showed that 3.1% of the samples were contaminated. Raw salads
showed the highest detection rate (n = 7) 1.4%, followed by the cooked salad (n = 4) 0.8%
meat-based preparations (n = 2) 0.4% and cereals and vegetables (n = 2) 0.4%. A total of 15
isolates were obtained and five of them were identified as E. coli, three enteroinvasive and
one enterohemorrhagic. Polymerase chain reaction (PCR) assay showed that none of the iso-
lates presented the virulence genes, cnfl, cnf2, eae, sta, It1, stx1, stx2 and cdtB. Regarding to
susceptibility/resistance to antimicrobials, the isolates showed resistance to nine antimicrobi-
als (60%) of the 15 tested: sulfamethoxazole/trimethoprim (n = 2) 13.3%, tetracycline (n = 2)
13.3%, ampicillin (n = 2) 13.3%, cephalothin (n = 1) 6.7%, cefotaxime (n = 1) 6.7%, cefoxitin
(n =1) 6.7% chloramphenicol (n = 2) 13.3%, nalidixic acid (n = 1), and 6.7% streptomycin (n
= 1) 6.7 %. One isolate (33.3%) showed multi-resistance plasmid mediated to tetracycline,
trimethoprim/sulfamethoxazole, ampicillin and chloramphenicol. These results suggest that
ready to eat food, especially raw salads, can act as reservoirs of E. coli and facilitate the

spread of antibiotic resistance genes to humans.

Keywords: Escherichia coli, antimicrobial, virulence, restaurants
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1. Introducéo

A ocorréncia de doencas de origem alimentar e as suas consequéncias tem sido
muitas vezes subestimadas devido a subnotificacdo e a dificuldade em se estabelecer relagdes
causais entre a contaminacdo dos alimentos e a doenca ou Obito (WHO, 2015a). A
investigacdo da ocorréncia de Escherichia coli em alimentos tem por finalidade respaldar os
sistemas de vigilancia sanitaria e epidemiologica do pais para que suas a¢des de prevencao e
controle da propagacéo de patdgenos de origem alimentar sejam eficazes.

Escherichia coli é um dos microrganismos causadores de Doencas Veiculadas por
Alimentos que mais atrai a atencdo dos 6rgdos de vigilancia sanitaria e epidemioldgica e de
microbiologistas, principalmente por ser uma das espécies bacterianas mais versateis e mais
estudadas mundialmente (Newell et al., 2010; Silva & Mendonga, 2012). Normalmente esta
presente no trato gastrintestinal de humanos e animais de sangue quente (Jiang, Yu, Wu,
Meng, & Shi, 2014), no entanto, sabe-se que 0 microrganismo € capaz de se desenvolver em
diversos nichos extra-intestinais, incluindo os ambientes de manipulacdo, e em alimentos
prontos para o consumo (APHA, 2001).

A presenca de E. coli em alimentos pode indicar contaminacéo fecal, uso de matéria-
prima contaminada, condicGes insatisfatdrias de higiene do ambiente de preparo dos
alimentos e dos manipuladores e presenca de outros patdgenos de origem entérica (Jiang et
al., 2014). Uma vez identificada a presenca do microrganismo ou a ocorréncia de surto,
providéncias se fazem necessarias a fim de garantir a seguranca do alimento e preservar a
salide do comensal.

Embora a maioria das cepas do microrganismo ndo seja patogénica, determinados
subgrupos de E. coli apresentam fatores de viruléncia congénitos ou adquiridos que lhe
conferem uma maior capacidade de adaptacdo a novos nichos e que os tornam capazes de
causar um amplo espectro de doencas (Kaper, Nataro & Mobley, 2004). Em se tratando de
alimentos prontos para o consumo, destaca-se o subgrupo das E. coli diarreiogénicas como 0s
principais agentes causadores de doengas gastrintestinais (FDA, 2011).

A patogénese da infeccdo de E. coli estd associada a fatores de viruléncia que
viabilizam a colonizacdo e o desencadeamento da doenca no homem. Cada subgrupo de E.
coli possui genes especificos responsaveis por codificar fatores de viruléncia que interferem
na fisiologia do hospedeiro. Dentre 0os genes mais importantes, tem-se STx associado a E. coli
produtora de toxina shiga, ST e LT a E. coli enterotoxigénica, eae a E. coli enteropatogénica, e

cdt e cnf a outras E. coli diarreiogénicas (Chapman et al, 2006).



41

Com o objetivo de reduzir a morbi-mortalidade e o impacto econdmico associados as
infeccOes bacterianas, o uso de antimicrobianos vem sendo adotado por longas datas na
medicina humana e na medicina veterinaria. Entretanto, a E. coli vem demonstrando aumento
da resisténcia a um ou mais antimicrobianos (Silva & Mendonca, 2012), fato que tem gerado
preocupacao para a saude publica.

A elevada prevaléncia de cepas resistentes esta relacionada ao uso indiscriminado e
cada vez mais elevado de antimicrobianos com finalidade profilatica, promotora de
crescimento em animais e tratamento medico de humanos. O uso excessivo e indiscriminado
da droga na alimentacdo de animais ou a subdosagem podem causar a selecdo e a
disseminacédo da resisténcia antimicrobiana para outras bactérias na cadeia alimentar, através
de elementos genéticos moveis (plasmideos), ou mutacéo bacteriana (Ryu et al., 2012; Silva
& Mendonga, 2012; Soufi et al., 2011; WHO, 2015b).

O presente estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia de E. coli em
alimentos prontos para 0 consumo, a patogenicidade e asusceptibilidade a antimicrobianos

dos isolados.

2. Material e Métodos

2.1. Ocorréncia de Escherichia coli em alimentos prontos para o consumo

Com o objetivo de investigar a presenca de E. coli, 486 amostras de alimentos
prontos para 0 consumo, oriundas de restaurantes comerciais, institucionais e restaurantes
pertencentes a rede hoteleira de Salvador, BA, e Mata de S&o Jodo, foram analisadas no
periodo de setembro de 2014 a fevereiro de 2015.

Aproximadamente 250 g de cada preparacdo foram colhidos, identificados e
transportados, em recipiente isotérmico contendo gelo reciclavel, ao Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal da Bahia para as analises, sem

ultrapassar o periodo de duas horas.
2.1.1. Deteccao de coliformes termotolerantes e Escherichia coli
A deteccdo de E. coli foi realizada pela técnica dos Nimero Mais Provavel (NMP),

de acordo com a metodologia sugerida por Jeffrey, Gurtler & Stawick (2001). Foram

utilizados uma sequéncia de trés tubos por diluicdo da amostra e para identificacao de E. coli,
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pelo menos duas col6nias caracteristicas (centro preto e brilho metalico) foram selecionadas
em cada placa de Agar Eosina Azul de Metileno de Levine (L-EMB; Acumedia, S&o Paulo,
SP, Brasil). Para a confirmacdo do microrganismo foram realizadas as provas bioquimicas da
producdo do indol, reducdo do vermelho de metila (VM), producdo de acetoina (Voges

Proskauer), e crescimento em meio com citrato como Unica fonte de carbono.

2.1.2. ldentificacéo dos sorogrupos dos isolados

Para a identificacdo dos sorogrupos de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) foi
utilizado o soro anti E. coli polivalente A (E. coli 028ac, 029, 0136, O144 e 0152) e
polivalente B (E. coli 0112ac, 0124, 0143, 0164 e O167). A identificacdo de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) foi realizada com o soro anti E. coli O157 e Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) foi identificada com o soro anti E. coli enteropatogénica cléssica
polivalente A (E. coli 026, 055, 0111 e 0119), polivalente B (E. coli 0114, 0125, 0142 e 0158)
e polivalente C (E. coli 086, 0126, 0127 e 0128). Para tal, uma suspensdo foi preparada com
0,5 mL de solucdo salina estéril homogeneizada com a massa bacteriana obtida apds a
incubacio de cada isolado a 37°C por 24 horas em Agar Tripticase de Soja (TSA; Difco,
Detroit, MI, USA). A identificacdo dos sorogrupos foi realizada pelo teste de aglutinacdo em
lamina, segundo recomendacéo do fabricante dos soros (PROBAC DO BRASIL®, Sao Paulo,
SP, Brasil).

2.1.3. Deteccao de genes de viruléncia dos isolados de Escherichia coli

Os oligonucleotideos (primers) utilizados para identificacdo de genes de viruléncia
dos isolados obtidos corresponderam aos genes cnfl e cnf2 (fator citotoxico necrosante tipos 1
e 2); eae (intimina); sta (enterotoxina termoestavel); It1 (enterotoxina termolabel tipo 1); stx1
e stx2 (verotoxina tipos 1 e 2) e; cdtB (toxina de distincao citoletal) (Tabela 1).

Para a extracdo do DNA dos isolados, utilizou-se uma algada do crescimento
bacteriano obtido apds incubacao a 37°C por 24 horas em TSA, suspensa em 100 pL de &gua
ultra-pura estéril. A suspensdo foi fervida por 10 minutos e centrifugada a 10.000 x g
(Centrifuga Sorvall® MC12) por trés minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado nas
reacOes de PCR (Siqueira et al., 2009).

A mistura da reacdo (30 pL) foi preparada utilizando 3 pL de tampé&o 10X para PCR,
2,5 uM de MgCl,, 400 uM de dNTP, 1,5U da enzima Tag DNA polimerase, agua ultra-pura
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estéril, 7 uL de DNA e 1 pL de cada primer (Siqueira et al., 2009). A concentra¢do dos
primers, a temperatura (T°C) de anelamento, tamanhos previstos (pb) dos produtos
amplificados (amplicons) e cepas controle (determinantes) estdo demonstrados na Tabela 2.
As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Techne TC-312) conforme
descrito a seguir: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos, 30 ciclos (94°C por um
minuto, temperatura de anelamento por um minuto, 72°C por dois minutos) e extensao final a
72°C por sete minutos. Os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose e observados em transiluminador de luz U.V., apds incubacdo em solucéo de brometo

de etidio a 1 pg/mL por 10 minutos (Siqueira et al., 2009).
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Tabela 1

Primers, tamanho dos amplicons, e condi¢cdes de amplificacdo usados no ensaio da PCR para pesquisa de fatores de viruléncia dos isolados de
Escherichia coli

Gene Sequéncia Concentracao Temperatura Tamanho do Cepa Referéncia
alvo 5’-3) (ng/ul) de anelamento ?&?Ilcon controle
(°C)
cnfl F = GAACTTATTAAGGATAG 90 43 543 J96 Blanco et al. (1996)

R=CATTATTTATAACGCTG

cnf2 F = AATCTAATTAAAGAGAAC 90 43 543 UECO054 (B62) Blanco et al. (1996)
R=CATGCTTTGTATATCTA

Eae  F=GACCCGGCACAAGCATAAGG 60 63 384 UECO017 (O157:H7) Yu and Kaper (1992)
R = CCACCTGCAGCAACAAGAGC H30 (026:H11)
Sta F= TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 60 50 176 UEC019 (FV811)  Olsvik and Strockbine (1993)

R= CTTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC

It1 F = GGCGACAGATTATACCGTGC 90 55 696 UEC021 (FV814) Schultsz et al. (1994)
R = CCGAATTCTGTTATATATGTC



stx1

Stx2

cdtB

F=AAGTTGCAGCTCTCTTTGAATA
R=TGCAAACAAATTATCCCCTGAG

F = GGGCAGTTATTTTGCTGTGGA
R =GTATCTGCCTGAAGCGTAA

F=GAGTTATTCCTTCCCCAGGC
R = CAAAGGCATCAACAGCAGAA

90

90

60

60

60

58

364

515

108

H30

UEC021 (FV814)
329

CLDT (7)

Ojeniyi et al. (1994)

Ojeniyi et al. (1994)

Silva and Leite (2002)
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2.2. Susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade a 15 agentes
antimicrobianos, pelo método de disco-difusdo (Bauer, Kirby, Sherrris, & Turk, 1966). O
controle de qualidade dos ensaios foi realizado utilizando-se a cepa Escherichia coli ATCC
25922. Os discos dos agentes antimicrobianos (Laborclin, Sdo Paulo, SP) e suas
concentracdes foram: ampicilina (AMP) 10 pg, amoxicilina/dcido clavulanico (AMC) 20/10
pg, cefalotina (CF) 30 ug, cefotaxima (CTX) 30 ug, cefoxitina (CFX) 30 ug, ceftazidima
(CAZ) 30 ug, gentamicina (GEN) 10 ug, amicacina (AMI) 30 ug, canamicina (KAN) 30 ug,
estreptomicina (STR) 10 ug, tetraciclina (TET) 30 g, ciprofloxacina (CIP) 5 ug, &cido
nalidixico (NAL) (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazol (STX) 1,25/23,75 ug, e cloranfenicol
(CL) 30 pg.

A leitura do diametro dos halos foi realizada com auxilio de uma régua milimetrada
e, a partir dos valores obtidos, os isolados foram classificados em susceptivel, intermediario
ou resistente, conforme recomendacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013).

Para cada isolado de E. coli, o Indice de Multipla Resisténcia Antimicrobiana
(IMAR) foi calculado considerando o nimero de antimicrobianos que o isolado apresentou
resisténcia dividido pelo numero total de antimicrobianos testados para este isolado

(Krumperman, 1983).

2.2.1. Deteccao de resisténcia mediada por plasmideos-R

A presenca ou auséncia de plasmideos-R foi testada para os isolados que
apresentaram resisténcia a, pelo menos, um antimicrobiano testado. Como agente de cura foi
utilizado o reagente alaranjado de acridina (LA, Sigma-Aldrich) nas concentracdes 100
pg/mL e 200 pg/mL. Apds incubacdo dos isolados em caldo nutriente (Himedia) a 37°C por
24 horas, aliquotas de 200 pL foram adicionadas aos tubos contendo caldo Luria Bertani
(preparado em laboratério conforme recomendagdo do APHA, 2001) e alaranjado de acridina,
seguida de nova incubacdo a 37°C por 24 horas. Posteriormente, os isolados foram
submetidos uma nova vez ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos para verificar se
houve alteracdo no perfil de resisténcia aos antimicrobianos previamente testados (Molina-
Ajaetal., 2002).
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2.3. Analise estatistica

Foi utilizado o teste Qui-Quadrado atraveés do software R, versdo 3.2.1 (pacote
Rcmdr), para testar a existéncia de associacdo entre as variaveis qualitativas. Foi testada a
hipdtese (Ho) de que ndo ha associacdo entre as variaveis. Os resultados foram considerados

significativos quando o valor de p foi menor que o nivel de significancia a=0,05.

3. Resultados

3.1. Ocorréncia de coliformes termotolerantes e Escherichia coli em alimentos prontos para

0 consumo

Dentre as 486 amostras de alimentos prontos para o consumo investigadas para a
ocorréncia de coliformes termotolerantes e E. coli, 239 foram oriundas de restaurantes
institucionais, 73 de restaurantes comerciais e 174 da rede hoteleira (Tabela 2). A procedéncia
das amostras se mostrou independente do tipo de preparacdo encaminhada para andlise (p-
valor=0,1924).

Os resultados demonstraram que 136 (27,9%) amostras apresentaram coliformes
termotolerantes, encontrando-se o maior indice de detecgdo nas saladas cruas, 14,6% (n=71),
seguida das saladas cozidas, 5,1% (n=25), e preparacfes carneas, 4,3% (n=21) (Tabela 3). O
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes nas preparacdes carneas, cereais
e leguminosas, sopas e molhos, e sobremesas variou de 4,0 NMP/g a >1,1x10° NMP/qg;
saladas cozidas de 3,0 NMP/g a >1,1x10° NMP/g; saladas cruas de 4,0 NMP/g a 1,1x10*
NMP/g; sucos de 2,0 NMP/mL a 1,6x10 NMP/mL; e guarni¢cGes 4,0 NMP/g (apenas uma
amostra positiva). Comparando o NMP de coliformes termotolerantes (45°C) ao padréo
microbiologico brasileiro (Brasil 2001), verificou-se que 25,5% (n=1) das saladas cruas,
22,2% (n=10) das saladas cozidas, 21,4% (n=3) dos sucos, 5% (n=1) das sopas e molhos,
4,9% (n=8) das preparacdes carneas, 4,0% (n=1) das sobremesas e 3,9% (n=4) das
preparacdes a base de cereais e leguminosas, encontravam-se com 0s limites de coliformes
termotolerantes superiores ao padrdes, apesar da presenca de E. coli ndo ter sido detectada
nessas amostras.

Considerando as amostras positivas para coliformes termotolerantes, verificou-se que

15 (3,0%) estavam contaminadas por E. coli. O grupo das saladas cruas apresentou o maior
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indice de amostras contaminadas pelo microrganismo, 1,4% (n=7), seguido pelas cozidas,

0,8% (n=4), preparacgdes carneas, 0,4% (n=2) e cereais e leguminosas, 0,4% (n=2).

Tabela 2
Alimentos prontos para o consumo analisados, de acordo com a procedéncia.

Restaurante de Restaurante Restaurante

Preparagéo hotéis comercial institucional
n (%) n (%) n (%)

Cereais e leguminosas 29 (6,0) 17 (3,5) 55 (11,3)
Carnea 55 (11,3) 26 (5,4) 80 (16,5)
Guarnicgao 14 (2,9) 3(0,6) 13 (2,7)
Salada cozida 19 (3,9) 6(1,2) 20 (4,1)
Salada crua 26 (5,3) 15 (3,1) 49 (10,1)
Sobremesas 16 (3,3) 3(0,6) 6 (1,2
Sopas e molhos 10 (2,1) 1(0,2) 9(1,9
Sucos 5(1,0) 2(0,4) 7(1,4)
Total 174 (35,8) 73 (15,0) 239 (49,2)

Os grupos de alimentos compreendendo as guarnic¢des, sobremesas, sopas e molhos e
sucos ndo apresentaram contaminacdo (Tabela 3). Com o p-valor=0,01897, rejeitou-se a
hipbtese nula (Ho), ou seja, existiu associacao entre o tipo de preparacdo e a presenca de E.

coli.

3.2. ldentificacdo soroldgica dos isolados de Escherichia coli e deteccdo de genes de

viruléncia

Dos 15 isolados submetidos aos testes sorologicos, cinco foram identificados como
E. coli enteropatogénica (EPEC), trés como enteroinvasiva (EIEC) e um como
enterohemorragica (EHEC). Dentre os sorotipos enteropatogénicos isolados, dois foram
provenientes da salada cozida, dois da salada crua e um de uma preparagdo a base de cereais e

leguminosas. Quanto aos isolados identificados como E. coli enteroinvasiva, dois foram
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oriundos das preparacbes carneas e um da salada cozida; enquanto o Unico isolado
enterohemorragico foi recuperado de uma salada crua (Tabela 4).
A andlise de PCR revelou que nenhum dos isolados de E.coli apresentou os genes de

viruléncia investigados, cnfl, cnf2, eae, sta, It1, stx1, stx2 e cdtB.

Tabela 3
Ocorréncia de coliformes termotolerantes e Escherichia coli em alimentos prontos
para o consumo distribuidos em restaurantes comerciais, restaurantes institucionais

e restaurantes da rede hoteleira de Salvador, BA, e municipios circunvizinhos.

Amostras positivas

Preparacoes Amostras
n (%) Coliformes .
E. coli
termotolerantes n (%)

n (%) °
A base de cereais e 101 (20,8) 10 (2,1) 2(0,4)
leguminosas

Preparacdes carneas 161 (33,1) 21 (4,3) 2(0,4)
Guarnigéo 30 (6,2) 1(0,2) 0(0,0)
Salada cozida 45 (9,3) 25 (5,1) 4(0,8)
Salada crua 90 (18,5) 71 (14,6) 7(1,4)
Sobremesas 25 (5,1) 3(0,6) 0(0,0)
Sopas e molhos 20 (4,2) 2(0,4) 0(0,0)
Sucos 14 (2,9) 3(0,6) 0(0,0)

Total 486 (100,0) 136 (27.,9) 15 (3,0)




50

3.3. Perfil de sensibilidade/resisténcia dos isolados de Escherichia coli aos antimicrobianos

e deteccdo de resisténcia mediada por plasmideos-R

O perfil de sensibilidade dos 15 isolados de E. coli aos 15 agentes antimicrobianos
testados estd demonstrado na Tabela 5.

Os isolados apresentaram resisténcia a nove (60%) antimicrobianos, ou seja, 13,3%
(n=2) ao grupo das sulfonamidas (sulfametoxazol/trimetoprim), tetraciclina, 13,3% (n=2) ao
grupo dos beta-lactdmicos (ampicilina, n=2; cefalotina, n=1; cefotaxima, n=1; e cefoxitina
n=1), 13,3% (n=2) ao cloranfenicol, 6,7% (n=1) ao grupo das quinolonas (acido nalidixico,

n=1), e 6,7% a aminoglicosideo (estreptomicina, n=1).

Tabela 4
Frequéncia dos sorotipos EIEC, EHEC e EPEC isolados de alimentos prontos para
0 consumo distribuidos em restaurantes comerciais, institucionais e na rede

hoteleira de Salvador, BA, e municipios circunvizinhos.

Tipo de Preparacgédo Isolados Sorotipos Negativo

n
EIEC EHEC EPEC

Cereais e leguminosas 2 0 0 1 1
Preparacdes carneas 2 2 0 0 0
Salada cozida 4 1 0 2 1
Salada crua 7 0 1 2 4
Total 15 3 1 5 6

n = nimero de isolados

EIEC = E. coli enteroinvasiva
EHEC = E. coli enterohemorragica
EPEC = E. coli enteropatogénica
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Ainda, em relacdo a resisténcia, destacaram-se 0s antimicrobianos cujo mecanismo
de acdo € a inibicdo do metabolismo do acido folico, com 13,3 (n=2) dos isolados resistentes.
Por outro lado, mais de 75,0% dos isolados se mostraram sensiveis aos antimicrobianos com
acdo na sintese da parede celular, sintese dos acidos nucléicos, sintese proteica e no
metabolismo do &cido folico.

Dentre os isolados, dois (13,3%) demonstraram resisténcia a pelo menos quatro
agentes antimicrobianos. Para esses, o indice de Mdltipla Resisténcia Antimicrobiana (IMAR)
foi calculado. O isolado proveniente de preparacdo a base de cereais e leguminosas
apresentou IMAR igual a 0,53 (resisténcia a oito antimicrobianos); o isolado obtido de salada
cozida apresentou IMAR igual a 0,27 (resisténcia a quatro antimicrobianos).

Os isolados multi-resistentes apresentaram resisténcia a antimicrobianos de
diferentes classes e mecanismos de acdo, ou seja, o isolado com IMAR = 0,53 mostrou-se
resistente aos agentes beta-lactamicos (cefotaxima, ampicilina, cefalotina); tetraciclina,
sulfonamida (sulfametoxazol/trimetoprim), quinolona (acido nalidixico), aminoglicosideo
(estreptomicina) e cloranfenicol, e o isolado com IMAR = 0,27, a tetraciclina, sulfonamida

(sulfametoxazol/trimetoprim), beta-lactamico (ampicilina) e cloranfenicol.



Tabela 5

Susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli aos agentes antimicrobianos.
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Diametro do halo (mm)

Antimicrobiano

Isolados n (%0)

Resistente Intermediario  Sensivel Resistente Intermediario Sensivel
AMP <6 - >19,5 2 (13,3) ND 13 (86,7)
AMC - 16 >19,5 ND 1(6,7) 14 (93,3)
CF <6 17 >215 1(6,7) 1(6,7) 13 (86,6)
CTX <75 - >31,5 1(6,7) ND 14 (93,3)
CFX <6 - >20 1(6,7) ND 14 (93,3)
CAZ - - >275 ND ND 15 (100,0)
GEN - - >20 ND ND 15 (100,0)
AMI - - >19,5 ND ND 15 (100,0)
KAN - - >215 ND ND 15 (100,0)
STR <6 14,5 >15 1(6,7) 3 (20,0) 11 (73,3)
TET <10,5 - >25 2 (13,3) ND 13 (86,7)
CIP - - >23,5 ND ND 15 (100,0)
NAL <6 16,5 >26,5 1(6,7) 1(6,7) 13 (86,6)
SXT <6 - >30,5 2 (13,3) ND 13 (86,7)
CL <8 - >235 2 (13,3) ND 13 (86,7)
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4. Discussao

A identificacdo de E. coli em alimentos é mais significante do que coliformes
termotolerantes como indicador de contaminacdo fecal, pois sua presenca melhor se
correlaciona com o potencial de contaminacdo por outros patdogenos também de origem
entérica (Oliveira, Souza, Bergamini, & Martinis, 2011). A presenca do microrganismo pode
estar relacionada a qualidade inadequada da matéria-prima, ao tempo de coccéo insuficiente,
contaminagcdo cruzada e higienizacdo deficiente dos alimentos, mados, utensilios e
equipamentos utilizados nos servicos de alimentacdo (Health Protection Agency, 2009).

Nesse estudo investigou-se a presenca de E. coli em alimentos prontos para o
consumo oriundos de diversos restaurantes. Apesar do baixo nivel de deteccdo do patdgeno
nos alimentos, observou-se que dois isolados identificados sorologicamente com E. coli
EPEC apresentaram perfil de multirresisténcia.

Ainda, os resultados indicaram que as saladas cruas, saladas cozidas e sucos foram
os alimentos que apresentaram 0 maior numero de amostras improprias para 0 consumo
humano, segundo a norma brasileira RDC n° 12/2001 (Brasil, 2001), pois apresentaram
contagens de coliformes termotolerantes acima do valor preconizado.

Estudos similares ao presente estudo, desenvolvidos por varios pesquisadores
relatam indices de isolamento de E. coli entre 1,0% e 3,0% em alimentos prontos para o
consumo (Canizalez-Roman, Gonzalez-Nufiez, Vidal, Flores-Villasefior, & Léon-Sicairos,
2013; Rodriguez et al., 2011; Ryu et al., 2012; Yang et al., 2016), corroborando com 0s
resultados aqui encontrados.

Em se tratando de Brasil, no periodo de 2000 a 2015, a E. coli foi identificada como
agente etiolégico de surtos de origem alimentar em 719 (6,4%) dos casos de doencas
veiculadas por alimentos. Foi o terceiro microrganismo com 0 maior nimero de surtos,
precedido da Salmonella spp. (14,3%) e do Staphylococcus aureus (7,6%) (Brasil, 2016).

Ainda, dados do Center for Disease Control and Prevention (CDC) estimam que no
periodo de 2000 a 2008, nos Estados Unidos, a E. coli esteve envolvida em 203 mil casos de
doencas de origem alimentar, com registro de 21 6bitos (CDC, 2012). Esses dados indicam a
falta de controle nas etapas de processamento dos alimentos ou o ndo atendimentos as Boas
Praticas de Fabricacdo, o que é preocupante quando se trata de alimentos prontos para o
consumo.

Em se tratando de vegetais crus, alimento com maior indice de contaminagéo por E.

coli nesse estudo, observa-se que o nimero de surtos de gastrenterite relacionado ao consumo
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de vegetais folhosos crus € significativo e aumenta a cada ano (Olaimat & Holley, 2012;
Taban & Halkman, 2011). Assim, no Brasil, 1,2% dos surtos alimentares notificados foram
relacionados ao consumo de hortalicas, no periodo de 2000 a 2015 (Brasil, 2016). Nesse
contexto, trabalho desenvolvido com vegetais minimamente processados por Oliveira et al.
(2011) relata a ocorréncia de 53,1% das amostras contaminadas por E. coli, indice bem
superior ao encontrado no presente estudo.

Elevadas taxas de coliformes em saladas podem estar relacionadas a exposi¢do dos
vegetais a contaminantes durante a irrigacdo, colheita, transporte, processamento e venda; o
preparo sem prévia higieniza¢do ou ado¢do de préticas incorretas de lavagem e desinfec¢éo;
auséncia/falna do controle do bindmio tempo/temperatura durante a distribuicdo; e
vulnerabilidade a possiveis contaminantes externos durante a exposicdo (Gémez-Aldapa,
Rangel-Vargas & Castro-Rosas, 2013).

Nos alimentos prontos para o consumo, que sofrem tratamento térmico, geralmente o
controle do binémio tempo/temperatura é suficiente para eliminar os agentes biolégicos que
comprometem a inocuidade dos alimentos. Dessa forma, as preparacfes a base de vegetais
cozidos, se contaminadas por E. coli, como encontrado nesse estudo, € indicativo de
cozimento inadequado, ou uso de utensilios ndo devidamente higienizados, mdos de
manipuladores e/ou contaminacdo cruzada (Bautista-De Léon, GoOmez-Aldapa, Rangel-
Vargas, Vazquez-Barrios & Castro-Rosas, 2013; Sospedra, Rubert, Soriano, & Mafies, 2013).

Em servicos de alimentacdo, o ndo atendimento as boas praticas constitui a principal
causa de doencas de origem alimentar transmitidas pelo consumo de alimentos infectados por
EHEC, EPEC e EIEC. Cepas de E. coli EPEC e STEC sdo descritas como potenciais
patdégenos associados a surtos de origem alimentar (Newell et al.,, 2010). Portanto, o
isolamento de cepas EPEC de saladas cruas e cozidas, e cereais e leguminosas; EIEC de
preparacOes carneas e saladas cozidas; e EHEC de saladas cruas, alimentos investigados nesse
estudo, é um dado preocupante.

Em adicéo, trabalho conduzido por Dourou et al. (2011) demonstra que a E. coli
O157:H7 possui a capacidade de aderéncia e formagdo de biofilmes em utensilios e
equipamentos utilizados na manipulacdo de carnes, chamando a atencdo para importantes
fontes de contaminagdo cruzada. Considerando os resultados da analise de viruléncia dos
isolados de E. coli, a auséncia dos genes para as principais toxinas conhecidas, cnfl, cnf2,
eae, sta, Itl, stxl, stx2 e cdtB, reduz a possibilidade de ocorréncia de uma intoxicacao,
entretanto ndo se pode descartar o risco de infeccdo. Ainda, a ndo deteccdo dos genes cnf2,

sta, It1, stx1 e stx2 pode estar relacionada a perda do material genético inserido em elementos
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geneticos maveis (plasmideos e bacteriéfago) (Kaper et al., 2004). Os fatores de viruléncia
situados em elementos moveis genéticos constituem-se em preocupacao epidemioldgica, uma
vez que podem facilitar a propagacédo da viruléncia entre bactérias (Silva & Mendonca, 2012).

Quanto a resisténcia aos 15 antimicrobianos testados, observou-se nesse estudo a
ocorréncia de multi-resisténcia em alguns isolados. Essa resisténcia representa uma grande
ameaca a salde publica, cujas consequéncias incluem o aumento da frequéncia de falhas
terapéuticas e da gravidade da doenca que, por consequéncia, prolongam a duragdo da
infeccdo, permitindo a progressao para infeccGes sistémicas, e o aumento da morbi-
mortalidade (Newell et al., 2010). Ha de se considerar que as cepas de E. coli sdo altamente
capazes de adquirir e transferir genes de resisténcia e, nos ultimos anos, tem-se observado um
namero crescente de registros sobre a aquisicdo da resisténcia antimicrobiana pelo
microrganismo (Silva & Mendonca, 2012).

Em estudos envolvendo alimentos prontos para o consumo, Canizalez-Roman et al.
(2013) identificaram isolados de E. coli resistentes a tetraciclina (34%), cefotaxima (30%) e
ampicilina (29%). Além disso, os autores destacam que 60% das cepas de EPEC eram
resistentes a cefotaxima (34%) e tetraciclina (23%). Em estudo conduzido por Campos et al.
(2013), os isolados do patdgeno apresentaram resisténcia a tetraciclina, estreptomicina,
sulfametoxazol/trimetoprim, resultados estes similares aos do presente estudo.

Assim como o presente estudo, Barros et al. (2012) encontraram 94% dos isolados de
E. coli de amostras de frango multi-resistente a antibioticos. Os mesmos autores
demonstraram a presenca de plasmideos em 80% das cepas multi-resistentes. Os isolados que
ndo apresentaram plasmideos também se mostraram resistentes, comprovando a presenca de
resisténcia antimicrobiana em nivel cromossémico.

De modo geral, a identificacdo de cepas de E. coli patogénica e multi-resistente em
alimentos prontos para o consumo é preocupante devido ao risco de infeccdo no homem. Em
adicdo, a presenca de plasmideos nos isolados resistentes aos antimicrobianos testados indica
a possibilidade de propagacao dos genes para outros microrganismos patogénicos e comensais

residentes no trato gastrintestinal humano.
5. Concluséo
Os resultados apresentados nesse estudo indicam que os alimentos prontos para o

consumo, principalmente as saladas cruas processadas em restaurantes comerciais e

institucionais e restaurantes de hoteis de Salvador e cidades vizinhas, podem representar risco
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a saude de comensais devido a contaminacdo por E. coli patogénica e multi-resistente. Esse
risco é compreendido como a possibilidade dos isolados do patdgeno transferirem genes de
multi-resisténcia a outros microrganismos patogénicos e/ou comensais residentes do intestino
humano, levando a dificuldades na escolha do uso de terapéutico adequado ao tratamento. O
controle da adocdo das Boas Praticas de manipulacdo de alimentos, principalmente a base de
vegetais é necessario nos servicos de alimentagdo investigados. Em adicdo, é importante o
monitoramento da resisténcia de E. coli aos antimicrobianos e de sua evolucdo, por meio de

programas de vigilancia.
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