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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar fenotipicamente, utilizando
antibiograma e, genotipicamente, através da macrorrestricdo de DNA (restriction
fragment length polymorphism - RFLP) seguida de eletroforese em gel em campo
pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE), isolados de Escherichia coli
obtidos a partir de amostras de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal
produzidos em um laticinio em Goias, Brasil, visando estabelecer uma possivel
relacdo de contaminagdo entre o manipulador e/ou a matéria-prima e o produto
final. Foram coletadas 24 amostras de leite cru e de queijo Minas Frescal, 46
amostras de maos e 46 de nasofaringe, utilizando suabes esterilizados, dos
manipuladores envolvidos na fabricagdo do queijo, no periodo entre margo/2004 e
fevereiro/2005. E. coli foi isolada em 11 (12,0%) das 92 amostras dos
manipuladores, em 19 (79,2%) das 24 amostras de leite cru e em 17 (70,8%) das
24 amostras de queijo. De acordo com o antibiograma, 42 dos isolados (60,9%)
foram suscetiveis a todos os antibiéticos testados. Isolados a partir da nasofaringe
apresentaram resisténcia de 33,3% a cefalotina, sulfametoxazol trimetoprim e
tetraciclina e nenhum apresentou resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina e
gentamicina. Das amostras isoladas das maos, 12,5% apresentaram resisténcia
para cefalotina e tetraciclina e nao foi observada resisténcia aos demais antibioticos
testados. Dentre os isolados do leite cru, maior resisténcia (18,2%) foi encontrada
para tetraciclina e nenhum isolado apresentou resisténcia a ciprofloxacina e
gentamicina. Nos do queijo, observou-se resisténcia (4,0%) a ampicilina,
sulfametoxazol trimetoprim e tetraciclina. A partir do antibiograma, foi possivel
agrupar os isolados em 17 diferentes perfis fenotipicos (A—Q), porém a técnica nao
foi eficiente em determinar a fonte da contaminag&o bacteriana para os queijos. A
partir do RFLP/PFGE obteve-se 61 perfis eletroforéticos diferentes evidenciando
alta diversidade genética entre eles e auséncia de cepas endémicas. Comparando
os perfis genotipicos dos isolados de leite e queijo observou-se que dois pulsotipos
mostraram cepas indistinguiveis e trés possivelmente relacionados, sugerindo que
a matéria-prima possa ser provavel fonte de contaminagao do produto final. Quanto
a comparagao dos perfis obtidos de isolados de mé&o e queijo foi possivel
estabelecer somente uma possivel relacdo de contaminacdo. Nenhuma cepa
isolada do nariz dos manipuladores apresentou correlagdo com cepas isoladas do

queijo ou do leite cru.
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ABSTRACT

The present study aimed to identify and to characterize phenotypic and
genotypically, using antibiogram and DNA macrorestriction (restriction fragment
length polymorphism — RFLP) followed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
E. coli strains obtained from handlers hands and noses, raw milk and Minas
Frescal cheese produced by a dairy milk processing plant in Goias, Brazil, to
establish possible relationships among the sources of E. coli and cheese. Twenty-
four samples were collected from raw milk and Minas Frescal cheese, 46 from
hands and 46 from noses of handlers involved in the cheese manufacturing,
between March/2004 and February/2005. Sixty nine E. coli strains were isolated
and submitted to the susceptibility test for six antimicrobials (ampicillin,
cephalothin, ciprofloxacin, gentamicin, trimethoprim-sulphamethoxazole and
tetracycline). E. coli was obtained from 11 (12.0%) of 92 personnel samples, from
19 (79.2%) of 24 raw milk samples and from 17 (70.8%) of 24 cheese samples.
According to antibiogram 42 (60.9%) isolates were susceptible to all six antibiotics.
Handler's nose isolates showed 33.3% resistance for cephalothin, trimethopim-
sulphamethoxazole and tetracycline. Handler's hands isolates showed 18.5%
resistance for tetracycline. Raw milk isolates showed 18.2% resistance for
tetracycline and Minas Frescal cheese isolates showed 4.0% for ampicillin,
trimethopim-sulphamethoxazole and tetracycline. The strains were grouped in 17
different phenotypic susceptibility profiles (A-Q). The phenotypic susceptibility
profiles determinated by the antibiogram method failed to establish a correlation
between the strains obtained from the probable sources (handlers and milk) and
the final products. Strains were compared to access the role of personnel and raw
milk in the cheeses contamination. Based on RFLP/PFGE genotyping, one strain
isolated from food handler’'s hands and five strains isolated from raw milk were
identical or closely related to six strains from cheeses, suggesting in this case, as
the probable source of E. coli contamination in cheeses. No strain isolated from
the nose was related to cheeses or milk strains. The results showed high diversity
among the strains, since from the 66 isolates typed generated 61 different DNA
banding profiles, demonstrating a lack of predominance of an endemic clone in the
dairy plant. This paper highlights the usefulness of PFGE as an epidemiological

tool for determining the source of E. coli contamination in the food industry.
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1 INTRODUCAO

As enfermidades causadas pela ingestdo de alimentos contaminados
talvez sejam o problema de saude mais difundido no mundo contemporaneo e
uma das causas mais importantes da reduzida produtividade econbmica de
muitas nacgbes. Apesar da natureza ubiquitaria dessas doengas, a seguranga
alimentar recebe menos atencdo dos governos nacionais e de organizagdes
internacionais que outras doengas mais dramaticas, porém menos globais (Baird-
Parker 1994, Notermans & Borgdorff 1997).

Os programas de seguranga alimentar devem propiciar um controle de
qualidade efetivo em toda a cadeia alimentar, desde a produgado, processos de
manipulagédo, armazenagem e distribuicdo até o consumo do alimento in natura e
processado (Cavalli 2001). Em uma industria de alimentos a qualidade da
matéria-prima apresenta evidente importancia, mas também sao relevantes as
técnicas de manipulagéo e a prépria saude dos manipuladores na epidemiologia

das doencas de origem alimentar (Moraes 1999).

Na tentativa de garantir a segurancga dos alimentos nas diversas condi¢cdes
em que sao elaborados tanto na industria de alimentos quanto nas unidades de
alimentagdo e nutricdo, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) através do
Codex Alimentarius Commission recomenda o uso do sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), uma vez que esse método pode
ser aplicado na identificacdo e caracterizagao dos pontos criticos em que ocorrem
riscos e para estabelecer prioridades de intervencdo e controle em todas as

etapas da cadeia alimentar (Bryan et al. 1997, OMS 2003).

As doencgas veiculadas por alimentos podem ser provocadas por diversos

grupos de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. As
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bactérias, pela sua diversidade e patogenia constituem o grupo microbiano mais
importante e amplamente associado a essas enfermidades. Existem varios
géneros e espeécies bacterianas envolvidas neste mecanismo, sendo o género
Escherichia incluindo a espécie Escherichia coli com cepas patogénicas e
enterotoxigénicas um dos principais (Le Loir et al. 2003, Pinto 2004, Silva Jr.
2005).

Muitos dos fatores causais de doencgas estdo ligados ao processamento do
leite e seus derivados e, em decorréncia disto, diversos surtos tém sido
relacionados a ingestdo de produtos lacteos contaminados com certas bactérias,
principalmente Staphylococcus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e E. coli
(Catéo & Ceballos 2001, Costa et al. 2002). A presencga de E. coli nestes produtos
pode indicar condicbes sanitarias que conduzem a deterioracbes e perda da
qualidade, com subsequente perigo a saude publica devido ao fato de existirem
linhagens patogénicas implicadas em diversos surtos epidémicos no homem
(Coia 1998).

Microrganismos enteropatogénicos tém sido encontrados no leite e em
seus derivados estocados em condicbes inadequadas e consumidos sem
tratamento térmico. A composicdo do leite, sua microbiota natural, a
contaminagdo poés-pasteurizacdo, o0 processamento e manipulagdo, o0s
equipamentos, a temperatura inadequada durante estocagem e o transporte
podem resultar em altos niveis de microrganismos patogénicos em seus
derivados, entre eles os queijos, podendo explicar o fato de que frequentemente
estes estejam implicados com as doencgas veiculadas por alimentos (Freitas et al.
1993, Adesiyum et al. 1998, Reibnitz et al. 1998, Araujo et al. 2002).

Para estudar as correlagdes entre organismos patogénicos e alimentos

podem ser empregados métodos de tipificacdo microbiana através da
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caracterizagao de linhagens de microrganismos, evidenciando diferencas dentro
de mesma espécie. Para tanto, sdo utilizadas técnicas fenotipicas, baseadas na
expressao das caracteristicas dos microrganismos e técnicas genotipicas,
baseadas na analise do DNA destes microrganismos (Arbeit 1999).

As técnicas moleculares podem ser aplicadas na mensuragao dos fatores
ligados ao hospedeiro, ao agente e a sua exposicdo. Quando aplicadas em
estudos de doencas os resultados aumentam a habilidade de detectar
associagdes de forma mais confidvel. Tais estratégias ajudam a estratificar e
refinar dados proporcionando mensuragdes mais sensiveis e especificas, as quais
facilitam atividades epidemioldgicas incluindo vigilancia, investigagdes de surtos,
identificacdo de modelos de transmissdo e fatores de risco entre casos
aparentemente desconexos, caracterizando interagdes hospedeiro—patdgeno,
detectando organismos nao cultivaveis e promovendo melhor entendimento da
patogénese das doengas, em nivel molecular (Foxman & Riley 2001).

Estas técnicas s&o importantes ferramentas na investigagao
epidemioldgica de surtos de origem alimentar, permitindo identificar a fonte da
contaminagao para os alimentos bem como nortear a adocdo de medidas focadas
nos problemas levantados, visando o controle sanitario dos alimentos, garantindo
maior seguranga ao consumidor (van Belkum et al. 2001).

Uma importante fonte de microrganismos para os alimentos pode ser os
manipuladores envolvidos em toda a cadeia de sua producdo. No entanto, com
estudos de tipificagdo bacteriana, Tondo et al. (2000), demonstraram que a fonte
de microrganismos pode ser a matéria-prima e ndo os manipuladores como se
adotava como consenso.

Tendo em vista estas divergéncias, o conhecimento das fontes de E. coli

para o queijo Minas Frescal, um produto largamente consumido no estado de
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Goias, permitiia a adocdo de medidas sanitarias de produgcdo de leite e
manipulacdo dos seus produtos derivados com o objetivo de minimizar a
contaminacao final por esta bactéria.

Para melhor caracterizagcado de cepas de E. coli, Arbeit (1999) recomenda a
associacao de técnicas fenotipicas e genotipicas (tradicionais e moleculares).
Obtendo assim, resultados mais consistentes com maior sensibilidade e poder
discriminatério. Acredita-se que tal investigagdo, possa contribuir para a
construcado de orientagdes técnicas na implantagdo de programas destinados ao
controle higiénico-sanitario na produgao de leite e derivados na regido, bem
como, buscar integragdo entre 6rgdaos governamentais de vigilancia sanitaria,
instituicbes de ensino e pesquisa na area nutricdo, tecnologia de alimentos e
saude publica, setores da industria leiteira e comercializacdo de produtos afins e
também a populacdo consumidora. Os resultados aqui obtidos poderao subsidiar
novas atividades de pesquisa e extensdo desta natureza, inclusive agdes

intervencionistas e preventivas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

A seguranga alimentar € um componente vital do perfil de qualidade de um
produto. Entre os atributos de qualidade dos alimentos destaca-se a chamada
qualidade sanitaria, inocuidade, salubridade, ou seja, os alimentos ndo devem
produzir enfermidade aos consumidores e nem oferecer perigo de natureza
quimica (residuos de pesticidas, desinfetantes, metais pesados), fisica (insetos,
pélos, objetos, entre outros) ou bioldgica (parasitas e microrganismos) (Alvarenga
1998).

No Brasil o termo “alimento seguro” é enfocado dentro dos programas de
segurancga alimentar, que devem propiciar um controle de qualidade efetivo em
toda a cadeia alimentar, desde a produgdo, processamento, armazenagem e
distribuicdo até o consumo do alimento in natura (Cavalli 2001). O cdédigo de
protecdo e defesa do consumidor considera como direitos basicos a protecao da
vida e da saude, a seguranga contra os riscos provocados por pratica de
fornecimento de produtos e servigos considerados perigosos ou nocivos a saude
humana (Hiluy et al. 1996).

As doengas transmitidas por alimentos (DTAs), comumente conhecidas
como toxinfecgdes alimentares, sao definidas pela OMS como “doencas
infecciosas ou téxicas causadas por agentes que entram no organismo humano
através dos alimentos e agua” (Council for Agricultural Science and Technology —
CAST 1994).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil

2001) as DTAs ou as doengas veiculadas por alimentos (DVAs), sao termos
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utilizados para designar a doenga causada pela ingestdo de microrganismos
viaveis (infeccdo) ou toxinas produzidas por eles (intoxicagdes) em quantidades
suficientes para o desenvolvimento de quadro patologico, tendo como agente
vetor e principal porta de entrada a via oral. A sintomatologia é caracterizada por
um conjunto de perturbag¢des gastricas, envolvendo geralmente vémitos, diarréia,
febre e dores abdominais que ocorrem individualmente ou em combinagdo de
sintomas.

As DTAs podem ser provocadas por diversos grupos de microrganismos,
entretanto as bactérias, pela sua diversidade e patogenia, constituem o grupo
mais importante epidemiologicamente, estando implicadas em dois tergcos dos
surtos dessas doengas, frequentemente associados com alimentos de origem
animal (Pan et al. 1997, Le Loir et al. 2003, Rooney et al. 2004). Segundo Silva Jr
(2005) atualmente admite-se trés categorias dessas enfermidades: as toxinoses -
quadro clinico consequente a ingestao de toxinas bacterianas pré-formadas nos
alimentos, decorrente da multiplicagdo de bactérias toxinogénicas nestes
produtos; as infecgdes - causadas pela ingestdo de células viaveis de
microrganismos patogénicos que se multiplicam no trato gastrintestinal,
produzindo toxinas ou agressdo ao epitélio; as toxinfecgbes - provocadas pela
ingestao de quantidades elevadas de bactérias na forma vegetativa que liberarao
toxinas no trato gastrintestinal quando esporulam, porém sem colonizar.
Dependendo da susceptibilidade do hospedeiro, essas enfermidades podem se
tornar severas ou levar a sérias complicagcdes cronicas.

Um surto de DTA é definido como a ocorréncia de dois ou mais casos de
uma manifestagcao clinica semelhante, relacionados entre si no tempo e no
espaco e caracterizados pela exposicao comum a um alimento suspeito de conter

microrganismos patogénicos, toxinas ou venenos. Na eventualidade particular de
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ocorréncia de botulismo, cdlera ou outra patologia severa ou inusitada, a
constatagao de um unico caso deve ser considerada como surto (Johnston 1990,
Le Loir et al. 2003).

Na Africa, Asia (excluindo a China) e América do Sul, as estimativas
indicam que, anualmente, ocorre mais de um bilhdo de casos de gastroenterites
em criangcas menores de cinco anos de idade e cerca de cinco milhdes de mortes,
sendo a maioria provocada pelo consumo de alimentos contaminados. Estudos
indicam que, em muitos paises europeus, ocorrem pelo menos cinquenta mil
casos de gastroenterites agudas por milhdo de pessoas por ano (Baird-Parker
1994). Pesquisadores calculam que aproximadamente cem milhdes de individuos,
em todos os paises industrializados, contraem doencgas (infecgdes e intoxicagdes)
decorrentes da ingestdo de alimentos. No continente americano, as
gastroenterites estdo entre as cinco principais causas de mortes em criangas
menores de cinco anos, com uma incidéncia média anual de quatro episodios
diarréicos por crianga (Johnston 1990).

Dentre os episédios de DTAs, a contaminagao microbioldgica responde por
mais de 90,0% das ocorréncias (Winarno 1992). Anualmente nos Estados Unidos
da América (EUA), estima-se que 76 milhdes de pessoas sdo acometidas por
doencas veiculadas por alimentos e destes 300.000 s&o hospitalizados e 5.000
podem chegar a 6bito (Mead et al. 1999).

No Reino Unido uma média de 2,37 milhdes de casos de gastroenterites
ocorreu anualmente, no periodo de 1992 a 2000 (Adak et al. 2002).

A incidéncia estimada de gastroenterites, na Australia, € de 17,2 milhdes
de casos por ano levando a 15.000 hospitalizagoes e 80 obitos, destas, 32,0%

sdo de origem alimentar (Hall et al. 2005).
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No Brasil, segundo e Servico de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério
da Saude (MS), no periodo de 1999 a 2003 ocorreram 2.676 surtos de DTAs com
42.642 doentes, sendo o leite e derivados responsaveis por 123 desses
episodios, entretanto 904 surtos nao tiveram o alimento identificado. Em 1.134
surtos o agente etioldgico nao foi encontrado mas, a E. coli esteve envolvida em
127 dos eventos (Brasil 2006).

Mesmo considerando o grande numero de casos ja relatados, ha
estimativas de que somente uma fracdo destas doengas seja reconhecida e
notificada como sendo de origem alimentar. A falta de notificagcdo dos casos de
DTAs as autoridades de saude dificulta o levantamento de dados que, muitas
vezes, é feito com base em registros hospitalares (Parrila-Cerrillo et al. 1993).
Segundo Winarno (1992), nos paises em desenvolvimento a taxa entre casos
reais e os relatados pode ser tao alta quanto 100:1.

A producdo de alimentos seguros esta, primariamente, relacionada com
acdes preventivas e o declinio dos indices de surtos de DTAs refletem o sucesso
dessas acbes. Assim, tanto os produtores de alimentos quanto as autoridades
sanitarias, tém responsabilidades de coletar, ativamente, informacdes necessarias
quanto aos riscos de tais doengas, com o intuito de proteger o consumidor

(Notermans & Borgdorff 1997).

2.2 Escherichia coli

A E. coli faz parte da microbiota entérica de mamiferos e aves, e foi
descrita pela primeira vez pelo pediatra alemao Theodor von Escherich em 1885.
Bastonete Gram negativo classificado na familia Enterobacteriacea, atua

predominantemente como um anaerobio facultativo, dado seu metabolismo
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respiratorio e fermentativo. A maioria das cepas € movel, possuindo flagelos
peretriquios (Cardoso et al. 2001, Schroeder et al. 2004). Das cepas de E. coli,
90% séao lactose positivas, mas algumas cepas diarreagénicas sao tipicamente
lactose negativas. O resultado positivo na pesquisa do indol, em 99,0% das cepas
deste microrganismo, é considerado um dos melhores testes individuais para sua
diferenciagcao em relagao a outros membros da familia Enterobacteriacea (Nataro
& Kaper 1998, Food and Drug Administration — FDA 2002).

Este microrganismo pode colonizar o sistema gastrintestinal de criangas
com poucas horas de vida e também permanecer confinado, como comensal, no
lumen intestinal, entretanto, em individuos debilitados ou imunocomprometidos,
ou quando as barreiras gastrintestinais sao violadas, estas cepas ndo patogénicas
podem causar infeccdo. Mesmo seres humanos saudaveis sdo suscetiveis a
infeccdo por um dos muitos clones altamente adaptados de E. coli, que
adquiriram atributos de viruléncia especificos, lhes conferindo uma grande
habilidade de se ajustar a novos nichos, os quais juntos desenvolveram
possibilidades de causar um amplo espectro de doencas humanas. As
enfermidades causadas pelas cepas patogénicas podem ser limitadas a superficie
da mucosa ou podem disseminar pelo organismo. Trés sindromes clinicas
resultam de infecgéo inerente as cepas patogénicas — infecgao do trato urinario,
meningite e sepse e doenca entérica/diarréica (Nataro & Kaper 1998, Silva & Silva
2005).

Participante da microbiota anaerdbica facultativa do intestino humano, esta
bactéria é considerada a melhor competidora neste sitio altamente colonizado por
outros microrganismos. Apesar de varios relatos na literatura sobre a genética e
fisiologia destas espécies, o mecanismo pelo qual a E. coli assegura uma

excelente simbiose no cdélon é pouco caracterizado. Uma hipétese interessante
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sugere que essa bactéria explora sua capacidade de utilizar o gluconato mais
eficientemente que outras espécies residentes. Este fato Ihe permite ocupar um
nicho metabdlico altamente especifico (Sweeney et al. 1996).

Os atributos de viruléncia da E. coli sdo frequentemente codificados em
elementos genéticos méveis que podem ser recrutados em diferentes cepas e
assim criar novas combinagdes desses fatores ou, em elementos genéticos que
eram moveis, mas evoluiram para tornarem-se imobilizados dentro do genoma.
Somente as combinacdes de maior sucesso de tais fatores tém persistido
tornando-se patotipos (grupos patogénicos) de E. coli capazes de causar doengas
em individuos saudaveis (Kaper et al. 2004).

As cepas patogénicas intestinais sdo classificadas, de acordo com os
determinantes de viruléncia, em seis categorias distintas: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli aderente-difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa
(EAEC) (Nataro & Kaper 1998, Schroeder et al. 2004). Quanto as cepas
extraintestinais, chamadas de ExXPEC, as mais comuns s&o as E. coli
uropatogénicas (UPEC) responsaveis por infecgdes do trato urinario e os
patotipos associados a meningites e sepse (MNEC) (Russo et al. 2000).

Anteriormente a identificacdo dos fatores de viruléncia especificos nas
cepas de E. coli diarreagénicas, as analises sorotipicas foram as mais
predominantes na diferenciagdo das cepas patogénicas. De acordo com o
esquema modificado de Kauffman, a E. coli é sorotipificada com base em seu
perfil antigénico de superficie, ou seja, “O” para somatico, “H” flagelar e “K”
capsular (Lior 1996, Nataro & Kaper 1998).

Os varios patotipos de E. coli tendem a ser grupos clonais caracterizados

pelos antigenos O (lipopolissacarides — LPS) e H flagelar, onde somente o
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antigeno O define sorogrupos e antigenos O e H definem sorotipos (Nataro &
Kaper 1998). Os sorogrupos especificos de E. coli podem ser associados a certas
sindromes clinicas, mas em geral ndo sdo os antigenos responsaveis pela
viruléncia. Preferencialmente, os sorotipos e 0s sorogrupos servem como
marcadores cromossomais identificaveis que correlacionam com clones de
viruléncia especificos (Whittam et al. 1993).

As E. coli patogénicas utilizam um mecanismo de infecgcao similar ao usado
por outros patégenos de mucosa, o qual consiste na colonizagdo de um sitio da
mucosa, evasao de defesas hospedeiras, multiplicagcdo e dano ao hospedeiro. A
caracteristica mais conservada pelas E. coli diarreagénicas é sua habilidade de
colonizar a superficie da mucosa intestinal apesar do peristaltismo e da
competi¢ao por nutrientes com a microbiota nativa do intestino (incluindo outras E.
coli) (Nataro & Kaper 1998). A maioria dessas bactérias se mantém
extracelularmente, entretanto, a EIEC é um verdadeiro patégeno intracelular
sendo capaz de invadir e replicar dentro das células epiteliais e macrofagos.
Outras cepas também podem ser internalizadas pelas células epiteliais em baixos
niveis, mas parecem néao se replicar intracelularmente (Kaper et al. 2004).

Estabelecida a colonizagdo, as estratégias de patogenicidade desses
microrganismos exibem notavel variedade. Os paradigmas gerais pelos quais a E.
coli pode causar diarréia incluem a invasdo (EIEC) e/ou aderéncia intima a
membrana (EPEC e EHEC) e a produgao de toxina (EHEC, ETEC e EAEC).
Entretanto a interagdo deste microrganismo com a mucosa intestinal é especifica
para cada categoria (Nataro & Kaper 1998).

- Adeséo e colonizacao
As cepas patogénicas contam com fatores de aderéncia especificos que

permitem sua colonizagdo em sitios que estas normalmente nao habitam como o
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intestino delgado e uretra. O contato inicial da EPEC com a célula hospedeira é
denominado de adeséo localizada. Ha evidéncias que indicam que esse contato é
mediado por fimbrias tipo IV, ou seja, estruturas filamentosas de 4 a 7
namdémetros (nm) de didmetro, expressas na superficie bacteriana que se
agregam formando feixes, e denominadas bundle forming pilus (BFP) (Girén at al.
1991, Kaper et al. 2004). Estudos demonstram que BFP é um importante fator de
viruléncia de EPEC (Bieber et al. 1998), tendo um conglomerado de 14 genes que
o codificam em um plasmidio denominado EPEC adherence factor plasmid
(PEAF) (Sohel et al. 1996, Stone et al. 1996).

Apods o estabelecimento da aderéncia localizada entre a EPEC e a célula
alvo, acontece a lesdo celular de patogenicidade da infec¢do, denominada
attaching and effacing (A/E). Assim que esse microrganismo adere a superficie da
célula epitelial, o BPF sofre profundas modificacbes estruturais promovendo a
agregacao das bactérias entre si e organizando microcol6nias sobre a célula
hospedeira. Ocorre assim uma aderéncia intima da bactéria a superficie dessas
células, seguida da destruicdo das microvilosidades, formagdo de pedestal e
agregacao polarizada de moléculas de a-actina, talina e ezrina, bem como de
outros componentes do citoesqueleto situados abaixo do sitio de adesao (Silva &
Silva 2005). Este mecanismo também foi observado em outras espécies
bacterianas (Nataro & Kaper 1998).

Na patogénese da lesdo A/E, a EPEC expressa outro grupo de fatores de
viruléncia codificado por genes localizados numa ilha de patogenicidade
conhecida como locus of enterocyte effacement (LEE) presente numa regido
cromossbmica especifica. LEE contém genes codificantes de proteinas como:
reguladores transcricionais; translocadores; chaperonas moleculares; proteinas

efetoras, incluindo a intimina (codificada pelo gene eae e expressa na membrana
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externa da bactéria) e o seu receptor translocado — Tir (Dean et al. 2005, Silva &
Silva 2005). A interacao intimina-Tir permite a ancoragem da EPEC na superficie
da célula hospedeira iniciando processos de sinalizagao celular e reorganizagao
de componentes do citoesqueleto para formagao do pedestal (Goosney et al.
2000). Esse pedestal exerce papel efetivo na firme adesdo da EPEC a superficie
da célula hospedeira, sendo uma estratégia desenvolvida pela bactéria para
permanecer no ambiente extracelular e ndo ser internalizada se, eventualmente,
aderir a superficie de fagocitos profissionais (Goosney et al. 1999, Kenny et al.
1997).

- Producéo de toxinas

As diferentes cepas de ETEC colonizam a superficie da mucosa do
intestino delgado e elaboram pelo menos um dos membros dos grupos definidos
de enterotoxinas como a enterotoxina termo-labil (Lt) e a termo-estavel (St) “a” e
‘b” (Sta e Stb), levando a secregdo de ions aumentando a concentracdo de
importantes mensageiros intracelulares tais como o AMP ciclico (cAMP), GMP
ciclico (cGMP) e Ca**. A diarréia pode ser causada pela acéo isolada de Lt ou St
ou da combinagao de ambas (Sears & Kaper 1996, Nataro & Kaper 1998).

As Lts sdo toxinas oligoméricas fortemente relacionadas (80,0% de
identidade), em estrutura e fungdo, a enterotoxina colérica (Ct), expressa pelo
Vibrio cholerae. Lt e Ct compartilham caracteristicas como a sequéncia de
proteinas, atividade enzimatica e testes de atividade em cultura animal e celular
(Sixma et al. 1993). Algumas diferengas sao observadas no processamento e
secrecado da toxina e na resposta ao linfocito T helper (Dickinson & Clements
1995). Existem dois grupos maiores de Lt, Lt-I e Lt-ll, os quais ndo fazem reagéao
cruzada imunologicamente. Lt-1 é expressa por cepas patogénicas para animais e

humanos. Lt-Il € encontrada primariamente em E. coli isoladas de animais e
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raramente naquelas isoladas de humanos e ndo tem sido associada a doenca
nem em animais quanto em humanos. Sao codificadas pelos genes elt ou etx
localizados em plasmidios que também podem conter genes codificantes de St
e/ou antigenos de fatores de colonizacao (CFAs) (Nataro & Kaper 1998).

Quando a ETEC se liga as células hospedeiras, a toxina é endocitada e
translocada na célula pelo sistema trans-Golgi vesicular. O alvo da Lt-I é a
adenilato cilcase localizada na membrana basolateral das células epiteliais
intestinais polarizadas, onde ocorre sua permanente ativagcdo, desencadeando
aumento nos niveis de cAMP intracelularmente, seguida de intensa fosforilagdo
dos canais cloridricos na membrana de células epiteliais apicais. Esta rede resulta
na estimulacdo de secrecao ions CI" e na inibicdo da absorcdo de NaCl. A alta
concentragdo de ions no lumem intestinal retira agua provocando diarréia
osmotica (Sears & Kaper 1996, Nataro & Kaper 1998).

As Sts sao toxinas monoméricas com multiplos residuos de cisteina com
os quais formam pontes de dissulfeto que explicam a sua termoestabilidade. As
duas classes (Sta e Stb) nao se relacionam, diferindo em estrutura e mecanismo
de acdo. Os genes que codificam ambas as classes s&o encontrados,
predominan-temente, em plasmidios sendo alguns achados em transposons. A
Sta ou St-l é produzida pela ETEC e outras bactérias Gram-negativas (Yersinia
enterocilitica e V. cholerae n&o-O1). Sta apresenta 50,0% de identidade protéica
com a St da EAEC e Stb tem sido encontrada somente em cepas de ETEC
(Savarino et al 1996, Yamamoto & Echeverria 1996).

Sta é inicialmente produzida como um precursor de aminoacido sendo
clivada e transportada, através do periplasma, onde as pontes de dissulfeto sédo
formadas por proteinas DsbA codificadas cromossonalmente. A Sta é maturada

por um processo de proteinase ndo bem conhecido e assim, & liberada por
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difusdo, através da membrana externa. Esta toxina liga-se a enzima guanilato
ciclase C (GC-C), localizada na membrana apical das células epiteliais intestinais,
estimulando sua atividade e promovendo um aumento no nivel intracelular de
cGMP que estimula a secrecao de cloro e/ou a inibicdo da absor¢ao de NaCl
resultando um quadro de secregao fluida em nivel intestinal (Crane et al. 1992,
Mezolf et al. 1996, Sears & Kaper 1996).

O mecanismo de acdo da Stb, ainda pouco elucidado, envolve danos
histolégicos no epitélio intestinal consistindo de perda de células epiteliais e
atrofia parcial das vilosidades. O receptor para esta toxina & desconhecido,
todavia estudos relatam que Stb pode se ligar, inespecificamente, a membrana
plasmatica antes da sua endocitose (Chao & Dreyfus 1997). Diferentemente da
Sta, a Stb estimula a secrecdo de bicarbonato pelas células intestinais. Esta
toxina ndo aumenta a concentracao intracelular de cAMP e cGMP, embora possa
aumentar niveis intracelulares de calcio através de fontes extracelulares (Sears &
Kaper 1996).

O maior fator de viruléncia para EHEC é uma potente citotoxina que leva
ao desenvolvimento de varios sintomas e até a 6bito em pacientes infectados com
este patotipo. O termo E. coli verotoxigénica ou produtora de Vero-toxina (VTEC)
partiu de observacao realizada por Konowalchuk et al. (1977), onde cepas deste
microrganismo produziram efeito citopatico irreversivel em células Vero
cultivadas, diferentemente dos efeitos néo citopaticos provocados pela ETEC Lt.
Na mesma ocasiao, O Brien et al. (1982) relataram que extratos de certas cepas
de E. coli, eram citotoxicos para células HelLa e que esta atividade poderia ser
neutralizada por um antitoxina preparada contra a toxina da Shigella dysenteriae 1
(Shiga-toxina - Stx), assim foram chamadas de E. coli produtoras de Shiga-toxina

(STEC). Estudos subsequentes reportaram que muitas cepas de E. coli isoladas
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de doencas diarréicas produziam toxina semelhante a Stx, incluindo uma das
cepas produtoras de Vero citotoxina (O'Brien et al. 1982), sugerindo que ambas
eram idénticas, com fator de viruléncia comum a colite hemorragica e sindrome
urémica hemolitica, causadoras de danos em tecido intestinal e renal e
produzidas pelo sorotipo O157:H7. Portanto, dentro da comunidade cientifica os
termos STEC e VTEC sado equivalentes e se referem as cepas de E. coli
produtoras de uma ou mais toxinas do grupo Stx (Nataro & Kaper 1998).

A familia Stx contém dois subgrupos: Stx1, que apresenta grande
homologia de aminoacidos em relagcdo a Shiga-toxina produzida pela S.
desynteria, ndo sendo distinguivel desta sorologicamente, e a Stx2 que é menos
relacionada a Shiga-toxina e também nao é neutralizada pelos anticorpos da Stx1
e da Shiga-toxina (Boerlin et al. 1999). Stx é produzida no célon seguindo através
da corrente sanguinea até o rim onde provoca danos as células epiteliais renais
obstruindo a microvascularizacdo resultando em inflamacao renal. Este dano
pode levar a sindrome urémica hemolitica, caracterizada pela anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda potencialmente fatal. Stx também
induz apoptose em células epiteliais do intestino, causa danos locais no célon
resultando em diarréia sanguinolenta, colite hemorragica, necrose e perfuragao
intestinal. Esta sindrome pode ser causada também pela S. dysenteriae embora
nao possa ser causada por outras espécies de Shigella ou EIEC por nao
produzirem Stx (Kaper et al. 2004).

Além da Stx a maioria das cepas EHEC também apresenta ilha de
patogenicidade LEE que codifica proteinas efetoras homélogas as produzidas
pela EPEC. Estudos em animais tém mostrado a importancia da intimina na
colonizacdo intestinal e pacientes com sindrome urémica hemolitica respondem

com anticorpos a esta adesina e a outras proteinas codificadas pelo LEE.
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Acredita-se que a EHEC 0O157:H7 evoluiu de cepas EPEC O55 que adquiriram
bacteriéfagos que codificam Stx. Embora mais de 200 sorotipos de E. coli possam
produzir Stx, a maioria destes nao possui LEE e ndo estdo associados a doencga
humana. Assim a terminologia STEC e VTEC é usada para qualquer cepa de E.
coli que produza Stx e o termo EHEC envolveria somente as cepas Stx positivas e
que apresentam LEE (Reid et al. 2000, Kaper et al. 2004).

A versatilidade do genoma da E. coli é conferida principalmente por duas
configuragdes genéticas: plasmidios ligados a viruléncia e ilhas de patogenicidade
cromossomais. As cepas EIEC, EHEC, EAEC e EPEC tipicamente abrigam
familias de plasmidios altamente conservadas, cada uma codificando multiplos
fatores de viruléncia (Wood et al. 1986, Nataro et al. 1987, Hales et al. 1992).
McDaniel e Kaper (1997) mostraram que os genes de viruléncia cromossomais da
EPEC e EHEC sdo organizados em cluster referido como uma ilha de
patogenicidade. Tais ilhas podem representar uma forma nas quais os genomas
de cepas patogénicas e nao patogénicas divergem geneticamente. Embora
plasmidios e ilhas de patogenicidade carreguem genes de viruléncia, tragos
individuais podem ser codificados por transposons (como o St) ou codificados por
fagos (como as Stx) (O’Brien et al. 1992).

Ao longo do século 20, varios surtos de infeccédo por E. coli tém ocorrido
em todo o mundo, sendo veiculados por muitos alimentos como queijo, salmao,
iogurte, vegetais, frutas, produtos manipulados e principalmente a carne
processada, em varios locais incluindo restaurantes, cantinas escolares, casas de
saude e na comunidade (Schroeder et al. 2004).

Embora a E. coli seja um habitante comum do trato intestinal do homem e
de animais, cepas patogénicas ocupam o segundo lugar entre os principais

agentes de DTAs nos EUA, respondendo por 7,4% dos surtos e 28,6% das
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mortes provocadas por bactérias no pais (Olsen et al. 2000). Estima-se que
anualmente nos EUA, cepas produtoras ou nao de Shiga toxina (STEC) causem,
aproximadamente, 94.000 e 79.000 casos de doencas respectivamente (Mead et
al. 1999) e, na Austradlia no ano de 2000, tais cepas foram responsaveis por
36,0% das DTAs registradas (Hall et al. 2005).

A presenca de E. coli patogénica em alimentos e agua apresenta um
significante problema em saude publica. A transmissdo de elementos de
viruléncia entre as E. coli contribuem para o aumento de sua patogenicidade e
diversidade (Donnenberg & Whittam 2001). Sendo um microrganismo muito
dinamico, possui capacidade de transferéncia horizontal de genes que aumenta
sua diversidade genética e, sob certas circunstancias, este fato pode levar a
emergéncia de novas cepas patogénicas (Donnenberg & Whittam 2001,
Maldonado et al. 2005). Podendo também transferir genes de resisténcia a outras
bactérias (Zhao et al. 2001), assim, elas sdo importantes na disseminagao de
resisténcia antimicrobiana entre a microbiota intestinal e para outros patdégenos
relacionados a alimentos (Schroeder et al. 2003).

A vigilancia continuada de perfis de susceptibilidade antimicrobiana de
patdgenos contaminantes de alimentos, incluindo a E. coli, tem sido recomendada
para identificagdo de fendtipos antibidtico-resistentes emergentes dentro da

cadeia de producgao de alimentos (OMS 1997).

2.2.1 E. coli Enteropatogénica (EPEC)

Em 1945, no Reino Unido, foi descrito um grande surto de diarréia infantil

causada por cepas de E. coli sorologicamente distintas de cepas isoladas de

criangas saudaveis. Este foi o primeiro patotipo de E. coli identificado sendo
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denominado EPEC (Nataro & Kaper 1998). A partir dos anos 60, a EPEC teve sua
importancia diminuida como causa de diarréia em paises desenvolvidos,
permanecendo, contudo, como um dos principais agentes de diarréia na infancia
em areas da América do Sul, Africa e Asia. Surtos de EPEC s&o esporadicos e
sua incidéncia é variavel em todo mundo, despontando em locais com condi¢des
sanitarias precarias (DTA/Centro de Vigilancia Epidemioldégica — CVE 2000).
Diarréias causadas por estas cepas, em geral, sdo mais severas do que as
causadas por outros patdgenos, com prevaléncia de o6bitos superior a 50,0%.
Estima-se que no Brasil, as diarréias provocam mais de 200.000 6bitos anuais de
criangas, nos quais a EPEC se encontra entre as principais etiologias (Silva &
Silva 2005).

O principal reservatério de EPEC é o homem, porém, bovinos e suinos
podem apresentar essa bactéria em sua microbiota intestinal normal. A via de
transmissao é fecal-oral e/ou através de méos, objetos e alimentos contaminados
com fezes. Carne crua e frango sdo os alimentos mais comumente implicados em
surtos por EPEC, embora qualquer alimento exposto a contaminagao fecal possa
ser suspeito (DTA/CVE 2000). Cepas deste patotipo de E. coli tém sido isoladas
em alimentos armazenados em temperatura de refrigeragao, entre eles produtos
lacteos (Bottone 1997). Em estudo realizado no Rio de Janeiro, Gonzalez et al.

(2000) isolaram cepas de EPEC em amostras de queijo Minas Frescal e frango.

2.2.2 E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

As cepas de ETEC foram reconhecidas como causadoras de doengas
diarréicas em suinos, com infec¢des letais em animais neonatos. Os primeiros

relatos de ETEC em humanos reportaram isolados de E. coli em fezes de
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criangcas com diarréia com secregao fluida (Nataro & Kaper 1998). Clinicamente
os individuos desenvolvem diarréia liquida, dor abdominal, febre baixa, nausea e
mal-estar. A doenca é usualmente autolimitada, durando ndo mais que cinco dias.
Contudo, quando ocorre em criangcas e idosos debilitados, a doenca € mais
severa exigindo reposigao hidroeletrolitica (DTA/CVE 2000).

Estes microrganismos estdo associados a duas grandes sindromes
clinicas: a diarréia em criangas pos-desmame em paises em desenvolvimento,
com porcentagem de casos endémicos variando de 10,0 a 30,0%, e a diarréia do
viajante entre adultos visitantes de areas endémicas, podendo chegar a 40,0%
dos casos. Cepas produtoras de St causam a maioria dos casos endémicos
(Nataro & Kaper 1998).

Os humanos constituem seu reservatério natural e seu periodo de
incubacao de 10-12 horas tem sido observado em surtos e em estudos com
voluntarios. Investigagbes epidemioldgicas tém implicado alimentos e &gua
contaminados como veiculos dessas infecgdes, principalmente em meses
quentes e umidos quando a multiplicacédo desses organismos € mais eficiente
(Levine 1987, Nataro & Kaper 1998). A ETEC nao é considerada uma doenga
transmitida por alimentos grave em paises com adequado padrao sanitario e boas

praticas de preparacao dos alimentos (DTA/CVE 2000).

2.2.3 E. coli Enterohemorragica (EHEC)

EHEC é um patégeno emergente que tem estimulado grande interesse
mundial em muitos surtos de DTAs. A maioria dos casos € decorrente da ingestao
de alimentos contaminados, particularmente de origem animal. Surtos de
enfermidades e casos esporadicos em humanos tém sido associados a esse

patotipo, com alta prevaléncia em nacbdes desenvolvidas, como na Alemanha
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(Beutin et al. 1993), Australia (Cobbold & Desmarchelier 2000, Bettelheim et al.
2005, Hall et al. 2005), Canada (Boerlin et al. 1999), Espanha (Blanco et al. 1996,
2003), EUA (Maldonado et al. 2005, Rangel et al. 2005), Japao (Sakuma et al.
2006) e Reino Unido (Coia et al. 2001).

Os dados disponiveis no Brasil pontuam uma baixa incidéncia da EHEC
em doengas humanas (Giraldi et al. 1990, Guth et al. 1994, Rosa et al. 1998).
Entretanto, estudos conduzidos no Rio de Janeiro, por Cerqueira et al. (1999),
evidenciaram alta ocorréncia em animais saudaveis em fazendas de gado leiteiro
e de corte, sugerindo a necessidade de estratégias eficientes de controle e
prevencao de contaminagao em produtos de origem animal.

Esta bactéria pode contaminar alimentos em uma variedade de rotas,
incluindo a ruptura do intestino durante a evisceracdo no abate de animais,
contaminagao indireta com &agua poluida, manipulagdo e empacotamento de
produtos finais (Jackson et al. 2001). Estima-se que nos EUA alimentos
contaminados tenham sido os responsaveis por 110.220 casos de infecgoes
causadas por EHEC e 158.440 casos de infeccdo causados por outras cepas de
E. coli (Mead et al. 1999). A transmiss&o ocorre através do consumo de carne mal
cozida, produtos a base de leite ndo pasteurizado, vegetais e agua contaminada
com fezes de animais, uma vez que estas cepas fazem parte da microbiota
normal do intestino de animais. A transmisséao inter-pessoal e de animal a pessoa,
também tém sido documentada (Blanco et al. 2003, Picozzi et al. 2005).

Cepas EHEC elaboram duas potentes citotoxinas Stx1 e Stx2 codificadas
por fagos, mas contam também com outros fatores associados a viruléncia, como
a proteina intimina, que exerce um importante papel na lesdo A/E na mucosa
intestinal e a enterohemolisina chamada de EHEC-HIyA codificada pelo gene

ehxA localizado no plasmidio pO157. Bactérias dessas cepas causam diarréia
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sanguinolenta, colite hemorragica ou nao, e sindrome urémica em todos os
grupos de idade, contudo jovens e idosos sao mais suscetiveis (Kaper 1998).

O sorotipo mais importante € o O157:H7, responsavel por varios surtos e
casos esporadicos dessas patologias na América do Norte, Europa e Japao
(Kaper 1998, Mead & Griffin 1998, Boerlin et al. 1999, Blanco et al. 2003,
Maldonado et al. 2005). Foi identificado, pela primeira vez, como causa de
enfermidade nos EUA em 1982 (Riley et al. 1983) durante um surto de diarréia
sanguinolenta severa, tendo sido isolada de carne de hamburguer contaminada.
Desde entdo, a maioria das infecgdes descritas € proveniente da ingestdo de
carne moida mal cozida, porém, a ingestdo de leite cru também tem sido
associada a surtos, através da contaminacdo do ubere das vacas ou dos
equipamentos de ordenha com conteudo fecal.

Em paises desenvolvidos o isolamento destas cepas em leite cru tem
variado de 0,0 a 10,0% e de cepas STEC n&o O157 indices mais altos, de 1,0 a
40,0% (DTA/CVE 2000, Mainil & Daube 2005). STEC ndo O157 sao as mais
prevalentes em animais e em alimentos contaminados, provavelmente, os
humanos estejam mais expostos a estas cepas (Blanco et al. 2003).

E. coli O157:H7, tida como uma bactéria emergente, causa um quadro
agudo de colite hemorragica, através da producdo de grande quantidade de
toxina, provocando grave dano a mucosa intestinal. O quadro clinico associado a
ela é caracterizado por colicas abdominais intensas e diarréia, inicialmente
liquida, mas que se torna hemorragica na maioria dos pacientes. Ocasionalmente
ocorrem vomitos e a febre é baixa ou ausente. Alguns individuos apresentam
somente diarréia liquida. Essa doencga é autolimitada, com duracdo de cinco a dez

dias. Aproximadamente 15,0% dessas infecgdes, especialmente em criangas
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menores de cinco anos e idosos, podem apresentar a sindrome urémica
hemolitica (Nataro & Kaper 1998).

Embora essa sindrome possa ser causada por outros patégenos, nos EUA,
a maioria dos casos se deve a infecgao pela cepa O157:H7 onde ela é também a
principal causa da faléncia renal aguda em criancas. Estima-se a ocorréncia de
73.000 casos de infecgéo, 2.100 hospitalizagdes e 61 casos fatais (letalidade de
3,0% a 5,0%), anualmente naquele pais. Na Argentina a sindrome urémica
hemolitica em criangas menores de cinco anos € endémica, contudo nao ha
estudos que estabelecam ainda uma nitida relacdo entre essa doenca, a bactéria
e os alimentos, neste pais. No Brasil, ndo ha dados sistematicos que possam
indicar a situagao desta sindrome entre nds. No Estado de Sio Paulo, estudos
vém sendo conduzidos para determinar a situacdo desta como também para
estabelecer um ponto de partida para a introdugdo do sistema de vigilancia da

bactéria e da sindrome urémica hemolitica (DTA/CVE 2000).

2.2.4 E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

Cepas de EIEC causam uma doenca inflamatéria da mucosa intestinal e
da submucosa com um quadro de diarréia liquida, dor abdominal grave, vomitos,
tenesmo, cefaléia, febre, calafrios e mal-estar generalizado, semelhante ao
produzido pela Shigella. Em menos de 10,0% de pacientes ela evolui para fezes
com sangue e muco. Contudo, uma sequela comum associada a essa infecgao,
especialmente em criancas, € a sindrome urémica hemolitica caracterizada por
destruicdo das células vermelhas do sangue e faléncia renal que pode ser
acompanhada de deterioragao neuroldgica e insuficiéncia renal crénica (DTA/CVE

2000).
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As infeccbes por EIEC sdo endémicas nos paises menos desenvolvidos e
responsaveis por 1,0 a 5,0% dos episodios diarréicos dentre os que procuraram
atendimento médico. Existem evidéncias de que a transmissao ¢ feita através de
alimentos contaminados. Sao desconhecidos alimentos que podem abrigar a
EIEC, mas qualquer produto contaminado com fezes humanas de individuo
doente, seja diretamente ou via agua contaminada, pode causar doenga em
outras pessoas. Hamburguer e leite ndo pasteurizado tém sido associados a

surtos por EIEC (FDA 2000).

2.3 MASTITES

A mastite bovina € uma doenca multifatorial, resultante da interacdo entre
agente, hospedeiro e meio ambiente, incluindo os determinantes humanos e dos
hospedeiros. Diversos microrganismos podem estar implicados nesta doencga,
assim como varias formas de infecgao podem veicular e disseminar estes agentes
(Almeida et al. 2005).

A mastite esta entre as doengas de maior importancia nos sistemas de
exploracao pecuaria que afeta acentuadamente, do ponto de vista econémico, a
producao leiteira mundial e a industria de lacticinios, seja pela redugado na
capacidade produtora dos rebanhos infectados (Silva 1999), como pela queda na
qualidade do produto final com diminuicdo do rendimento industrial para
fabricacdo de derivados (Berthelot & Bergonier 1993). Quanto a saude publica,
deve-se considerar a transmissao de agentes infecciosos ao homem a partir de
leite contaminado ou, ainda, por determinarem toxemia grave como as causadas

por estafilococos ou por constituirem importantes zoonoses (Almeida et al. 2005).
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De acordo com Benedetti e Pedroso (1996), a obtencao higiénica do leite e
a preservagao da saude do ubere, constitui um sério problema na maioria das
granjas leiteiras. A adogao de novas ordenhadeiras, modernos estabulos e/ou
salas de ordenha e alimentacao diversificada podem ter alterado a etiologia das
mastites e também os mecanismos bioldgicos inerentes ao animal.

A interferéncia da mastite sobre a qualidade do leite ocorre, principalmente
pela redugao de teores de lactose, gordura e caseina. Ha ainda a correlagao entre
a alta contagem de células somaticas (CCS) e caracteristicas como a
viscosidade, valores de pH, ponto de congelamento e capacidade tamponante.
Quando o numero de CCS esta aumentado, o tempo de coagulagao é retardado,
levando a diferengas essenciais na fase primaria deste processo na fabricacio de
queijo. Mudanga do teor de proteina, peso do queijo e conteudos sdlidos séo
também observados, e isto ndo pode ser corrigido nem mesmo pela
pasteurizacdo ou centrifugacdo. O leite com alta CCS apresenta diferentes
propriedades sensoriais, pois o teor de cloretos € aumentado e o de lactose é
reduzido, proporcionando uma vida de prateleira mais curta e sabor ran¢oso, pela
presenca de acidos graxos livres (Brito & Charles 1995).

Segundo Martin et al. (2002), a mastite bovina é considerada uma das mais
importantes doencgas bacterianas em gado leiteiro em todo mundo. Muitos fatores
podem influenciar o desenvolvimento de enfermidade, entretanto a inflamacao da
glandula mamaria € usualmente consequéncia da invasao e colonizagao no tecido
secretério por um ou mais patégenos de mastite tais como o S. aureus,
Streptococcus uberis ou a E. coli.

A mastite causada por E. coli pode provocar consideravel perda econdmica
no rebanho leiteiro indicada pela baixa producédo e qualidade do leite, custo de

tratamento e, ocasionalmente, a morte de animais. A importancia de mastite
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causada por este patdgeno esta no aumento de sua incidéncia e na severidade
dos sintomas (Fang & Pyorala 1996).

Embora a E. coli seja um habitante normal do trato intestinal do animal,
algumas cepas toxigénicas estdo associadas com diarréia em gado e humanos
(Lira et al. 2004), além disso, as cepas envolvidas em mastite bovina podem ser
um reservatério de genes de resisténcia a antimicrobianos, podendo dissemina-
los a outras bactérias patogénicas e comensais nos locais de producao de leite
(Srinivasan et al. 2004).

Estudos realizados em diferentes paises tém demonstrado que 10,0 a
80,0% do gado podem carregar mais de 100 diferentes sorotipos de E. coli
toxigénica (Wells et al. 1991, Beutin et al. 1993, Blanco et al. 1996, Wieler et al.
1996, Holland et al. 1999, Cobbold & Desmarchelier 2000, Wani et al. 2003).
Beutin e Muller (1998) examinaram 41 isolados de E. coli obtidas de gado bovino,
na Alemanha em 1965 e verificaram que isolados produtores de Stx e com
marcadores de viruléncia STEC-associados ja estavam presentes na populagao
de gado ha 30 anos antes.

No Brasil, Cerqueira et al. (1999), isolaram cepas toxigénicas de E. coli em
gado saudavel, enquanto que Lira et al. (2004) as isolaram em amostras de leite
de gado com mastite. Estes ultimos realizaram um estudo em sete estados, no
periodo de margo de 1997 a agosto de 1998, encontrando marcadores de
viruléncia em 50,0% dos isolados, como a sequéncia de genes eae, responsavel
pelas lesdes A/E, presente nos sorotipos enterohemorragicos da maioria das
cepas de STEC humanas (Gannon et al. 1993).

Constantemente, sao sugeridas novas medidas de tratamento e manejo

para se evitar ou controlar a mastite. Uma delas é a ampla utilizacdo de
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antibidticos. Tal pratica, entretanto pode ocasionar a ocorréncia de residuos
destes medicamentos no leite (Medeiros et al. 2004).

Varios fatores que predispdem a ocorréncia de mastite, relacionadas ao
agente, ao hospedeiro e ao meio ambiente podem ser apontados. No entanto, os
fatores que levam o homem a adotar determinadas medidas para a propriedade, o
conhecimento sobre o assunto, assim como a utilizacdo adequada dos métodos
disponiveis para a prevencado e tratamento desta enfermidade, bem como a
interferéncia destes fatores no diagnéstico de rebanhos infectados, ndo sao ainda

bem determinados (Almeida et al. 2005).

2.4 LEITE BOVINO

A estreita relacédo entre o consumo de leite e seus derivados e a melhoria
da qualidade de vida é sistematicamente defendida por pesquisadores em todo o
mundo. O leite e seus derivados tém sido usados como alimento para o homem
desde o inicio da civilizagdo. Esse produto apresenta um elevado valor biolégico,
sendo fonte de proteinas, vitaminas, minerais e calorias necessarias e
indispensaveis ao ser humano. Além de estar presente na alimentacdo de todas
as classes sociais e grupos etarios, principalmente na dieta de criangas e idosos,
também se registra que, em populagdes com elevada expectativa de vida, o
consumo de produtos lacteos ocorre em larga escala (Afonso Neto 1984, Garrido
et al. 2001).

A ingesta de leite por pessoa recomendada pela OMS é de 171 litros/ano.
No Brasil o Ministério da Saude indica o consumo de 200 litros/ano. Em 2005

consumo per capita no pais, esteve abaixo da recomendag¢ao, com cerca de 137
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litros ingeridos por habitante (Empresa Brasileira de Pequisa Agropecuaria —
EMBRAPA 2005a, Krug 2006, MS 2006).

Segundo dados da EMBRAPA (2005a), no ano de 2005 foram produzidos
no mundo cerca de 530 bilhdes de litros de leite de vaca. Neste mesmo ano, o
Brasil ocupou a sétima posi¢cao, sendo responsavel por 4,4% da produgao
mundial, ou seja, aproximadamente 24 bilhdes de litros. O Estado de Goias
ocupa o segundo lugar no ranking da produgdo de leite do pais, com uma
estimativa de dois bilhdes e meio de litros anuais. A industria leiteira processa em
torno de 60,0% do total de leite produzido no pais, sendo o restante consumido
diretamente pelo mercado informal sem qualquer processamento industrial e sem
qualquer fiscalizagdo higiénico-fisico ou sanitaria oficial (Panorama do leite no
Brasil 1997, Panetta 2000).

O tema qualidade do leite é bastante complexo dado a diversidade do
sistema de produgao nas propriedades e produtores. No Programa Nacional de
Melhoria da Qualidade do Leite, que vem sendo implantado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Instrugdo Normativa n°
51 de 18.09.2002, dentre inumeros aspectos considerados, destacam-se os
fisico-quimicos, sensoriais e microbioldgicos (Brasil 2002). Desses fatores, a
qualidade microbiolégica € fundamental como indicativo de saude do rebanho e
da higiene praticada na propriedade, determinando assim o potencial nutricional
do leite e a seguranga do produto. Assim, a refrigeracao do leite, imediatamente
ap6s a ordenha, é exigida visando diminuir a multiplicagdo de bactérias que
causam a sua deterioragao (Fagundes et al. 2006).

Devido a sua composicdo quimica, o leite € considerado um excelente
meio de cultura, podendo ser facilmente contaminado por varios microrganismos

(Doyle et al. 1997, Chye et al. 2004). Assim que deixa o ubere da vaca, durante a
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sua ordenha, o leite entra em contato com microrganismos contaminantes. Tal
contaminacgao varia do ponto de vista qualitativo e quantitativo, na dependéncia
de condig¢des climaticas da regido, da higiene do manipulador, do ambiente e dos
utensilios e equipamentos utilizados no processo (Zadoks et al. 2002, Carlos et al.
2004). Portanto, este produto deve ser obtido com a maxima higiene e mantido
em baixa temperatura, desde a sua obtencdo até o beneficiamento, visando
garantir as caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas e nutricionais (Bonfoh
et al. 2003, Feniman et al. 2003).

A obtencao e o armazenamento do leite, por outro lado, estdo diretamente
relacionados com a qualidade microbioldgica determinando, inclusive, o seu prazo
de vida util. A preocupagdo com suas caracteristicas microbiolégicas vem
crescendo em importancia, ja que patégenos no leite, além de provocarem
alteragdes como degradacgdo de gorduras, proteinas ou de carboidratos, podem
torna-lo um veiculo de doengas, uma vez que incluem cepas patogénicas
(Hoffmann et al. 1999).

Muitos microrganismos enteropatogénicos tém sido encontrados no leite e
em seus derivados estocados em temperaturas inadequadas de refrigeracéo e
consumidos sem qualquer tratamento térmico. A composicdo do leite, sua
microbiota natural, a contaminagcdo pods-pasteurizacdo, o processamento e
manipulacdo, os equipamentos, a temperatura inadequada durante estocagem e
o transporte podem resultar em altos niveis de microrganismos patogénicos em
seus derivados, entre eles os queijos, podendo explicar o fato de que
frequentemente estes estejam implicados com as DTAs (Freitas et al. 1993,
Adesiyum et al. 1998, Reibnitz et al. 1998, Araujo et al. 2002).

De acordo com De Busyer et al. (2001), é dificil estimar a proporgédo de

doencas transmitidas por leite e subprodutos, devido as limitagdes dos sistemas
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de vigilancia. Na Franca, o leite e os seus derivados estiveram associados em
cinco por cento dos 3.839 surtos de DTAs de origem bacteriana entre 1988 e
1997, e de 60 surtos relatados, 48,0% foram relacionados ao leite cru. Enquanto
em outros paises como Escécia, Inglaterra e Pais de Gales (Cowden et al. 1995,
Ammon 1997), Estados Unidos (Bean et al. 1997) e Holanda (Simone et al. 1997)
de um a cinco por cento do total de surtos de DTAs relatados foram relacionados
a leite sem qualquer tratamento térmico.

Chye et al. (2004) isolaram E. coli em 64,0% das amostras de leite cru em
360 fazendas leiteiras na Peninsula da Malasia, sugerindo que o leite pode ter
sido contaminado pelos manipuladores infectados, devido as praticas de higiene
inadequadas e pela agua contaminada com dejetos humanos. Segundo estes
autores, embora a importancia global da E. coli como agente causador de
doencas diarréicas tem diminuido nos ultimos 50 anos em funcdo da
implementacéo de praticas sanitarias, este patégeno ainda é o maior causador de
enfermidades em nacgdes subdesenvolvidas.

Em estudo realizado por Catdo e Ceballos (2001) em uma usina de
beneficiamento de leite na cidade de Campina Grande/PB, amostras de leite cru,
obtidas de todos os produtores, apresentou elevada contagem de coliformes
totais, coliformes fecais e presenca de E. coli. Esses autores ressaltam que na
legislagao brasileira ndo ha registro de valores limites para E. coli que permitam
avaliar o grau de contaminagédo do leite por este microrganismo. Deve-se
considerar que as tendéncias mais modernas sobre o emprego de bactérias
indicadoras de contaminagao fecal sugerem este patégeno como o indicador mais
especifico, pois seria o unico membro do grupo de coliformes de origem

exclusivamente fecal (Garboggini & Gallo 1998).
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2.5 QUEIJO MINAS FRESCAL

O queijo € um importante derivado do leite, apreciado tanto pelo seu valor
nutricional como pelo seu sabor, que atende aos mais exigentes paladares
(Raimundo 1992). No Brasil s6 em 2004, foram produzidas 28.875 toneladas com
aumento na producado de 11,5% nos ultimos quatro anos (EMBRAPA 2005b).
Dentre os diversos tipos de queijos fabricados no pais, o Minas Frescal tem ampla
aceitagao comercial e, em fungéo de seu preco relativamente acessivel, chegou a
condigao de terceiro queijo mais consumido pela populagado brasileira (Barros et
al. 2004), fazendo parte do habito alimentar nos diversos estados do pais
(Loguercio & Aleixo 2001, Almeida Filho et al. 2002, Camara et al. 2002, Cardoso
& Araujo 2004, Roos et al. 2005).

O Regulamento Técnico Mercosul de Identidade e Qualidade do Queijo
(Brasil 1996) define o queijo Minas como aquele obtido por coagulagao enzimatica
do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, completada ou
nao com acgado de bactérias laticas especificas. O queijo Minas Frescal € um
queijo branco, semelhante ao “Queso Blanco”, fabricado em outros paises da
Ameérica Latina, produzido a partir de leite de vaca pasteurizado, caracterizado por
alta atividade de agua, baixo pH (5,1-5,6) e 1,0 a 6,0% de NaCl (Freitas et al.
1993). Possui cerca de 43,0% a 55,0% de umidade e uma vida de prateleira de 10
a 14 dias (Gonzalez et al. 2000). Na sua fabricacdo é utilizado o coalho
enzimatico ou quimico, a remogao do soro, a moldagem e a salga (Araujo et al.
2002).

Em algumas regides, esse produto € denominado de “queijo colonial” ou
“queijo de colbnia”, existindo varias industrias, principalmente de pequeno porte,

que produzem queijos coloniais de fabricagdo simples e baixo custo. Eles
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representam a maior parte dos queijos comercializados em feiras livres, bares e
mercearias. Na maioria das vezes sdo comercializados em embalagem plastica
comum e sem tratamento a vacuo. Geralmente, é fabricado a partir de leite cru,
contrariando o artigo 200 do Regulamento do Servigo de Inspe¢ao Federal (SIF),
onde consta que: “s6 é permitida a fabricagao de queijos frescos e moles a partir
de leite pasteurizado”. Fato este preocupante, pois o leite cru constitui via de
transmissao para inumeros agentes etiolégicos de enfermidades zoondticas,
como: Mycobacterium spp, Brucella spp, Coxiella burnetti, Staphilococcus spp,
Streptococcus spp e E. coli (Reibnitz et al. 1998, Ritter et al. 2001, Camara et al.
2002, Kottwitz & Guimaraes 2003, Roos et al. 2005).

A ANVISA/MS, através da Resolugdo RDC n° 12 de 21.01.2001 (Brasil
2001), estabelece os seguintes padrées microbioldgicos aceitaveis para o queijo
Minas Frescal: contagens de 5x10° para coliformes/g a 45°C e 10° para
estafilococos coagulase positiva/g, auséncia de Salmonella sp e auséncia de
Listeria  monocytogens em 25g do produto. No entanto, as condi¢des de
processamento, armazenamento e comercializagdo podem comprometer suas
caracteristicas sensoriais, bem como torna-lo impréprio para o0 consumo, em
virtude da contaminag&o por microrganismos (Raimundo 1992, Loguercio & Aleixo
2001).

Barros et al. (2004) enumeram alguns fatores que podem influenciar na
classe e no numero de microrganismos da microbiota do queijo Minas Frescal,
sendo: a contaminagdo inicial da matéria-prima que chega a fabrica e sua
temperatura de armazenamento; a contaminagao produzida na fabrica a partir do
contato com as maos dos operarios e com as superficies de equipamentos; a
contaminagdo do ar, da agua e demais ingredientes que entram no processo

industrial; a intensidade do tratamento térmico no que se refere a efeitos letais
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sobre microrganismos de diferentes resisténcias; o processo de acondiciona-
mento; e, o tempo de exposicao a temperaturas que favorecem a proliferacao de
microrganismos.

Por apresentar elevado teor de umidade, ser produto de origem animal e
passar por uma acentuada manipulagdo, o queijo Minas Frescal apresenta
condicbes propicias para a contaminagao, sobrevivéncia e multiplicacido
bacteriana (Camara et al. 2002). A presenga de bactérias do grupo de coliformes
totais e fecais em alimentos processados indica falha no processamento do
produto, ou seja, a matéria-prima pode estar contaminada, utensilios e
equipamentos utilizados na fabricagao do produto podem estar mal higienizados e
ainda a falta de higiene por parte dos manipuladores (Ritter et al. 2001). A
presenca de E. coli é indicativo de contaminagdo de origem fecal no alimento,
evidenciando a auséncia ou ineficiéncia de controle da matéria-prima, do
processo de fabricacdo e/ou do produto acabado. Considerando que este
microrganismo possui sorogrupos cuja patogenicidade é conhecida através da
acgao toxinogénica e infecciosa (Camara et al. 2002), o seu isolamento no queijo,
também sugere, a possibilidade da veiculagdo de outros microrganismos
patogénicos ao homem (Pereira et al. 1999).

Os produtos derivados de leite tém representado importantes veiculos de
DTAs no mundo. Muitas espécies enteropatogénicas sao encontradas em leite e
queijos estocados em baixas temperaturas e consumidos sem aquecimento. A
contaminagao pods-pasteurizagdo, o processo de fabricacdo e manipulacao,
equipamentos, temperatura inadequada durante o transporte e estocagem podem
resultar em altos niveis de microrganismos patogénicos em queijos (Freitas et al.

1993, Adesiyum et al. 1998, Reibnitz et al. 1998).
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De Buyser et al. (2001) avaliaram 60 surtos de DTAs causadas por leite e
derivados, na Franga e outros paises, no periodo de 1980 a 1997. Esses autores
verificaram que a E. coli patogénica foi responsavel por cerca de 20,0% dos
episoddios notificados e que o queijo fabricado a partir de leite cru ou néao
especificado, foi o alimento mais freqlientemente implicado. Em um estudo
realizado por Coia et al. (2001) na Escdcia, sobre a prevaléncia de E. coli em
produtos de origem animal, entre eles 102 tipos de queijo fabricados a partir de
leite cru, encontraram 10 amostras com contagens acima dos padrbes aceitaveis
pelo sistema de satide publica daquele pais (1,0 x 10°UFC/g).

No Brasil, tem-se evidenciado a presenga de microrganismos patogénicos
em queijo Minas Frescal, sendo amplamente reconhecida a presenga de
coliformes fecais neste produto em varias investigacdes. Pereira et al. (1999)
encontraram contagens de coliformes fecais acima dos limites permitidos pela
legislacdo, em 90,0% de 168 amostras de queijo Minas Frescal, na cidade de
Belo Horizonte/MG. Em estudo realizado por Loguercio e Aleixo (2001) em
Cuiaba/MT, foi detectada contaminacado inaceitavel por coliformes fecais em
93,3% de 30 amostras de queijo Minas Frescal analisadas. Em Pocgos de
Caldas/MG, Almeida Filho e Nader Filho (2002), estudaram a ocorréncia de
coliformes fecais e E. coli em 80 amostras de queijo Minas Frescal e os
resultados evidenciaram presencga de coliformes fecais em 37,5% e E. coli em
30,0% das amostras.

No estado de Mato Grosso do Sul, Camara et al. (2002) isolaram E. coli em
70,0% das 20 amostras de queijo Minas Frescal. Kottowitz e Guimaraes (2003),
realizaram avaliagdo microbioldgica de queijos coloniais produzidos no estado do
Parana sendo encontradas contagens superiores as aceitaveis pela legislagao,

em 33,3% das 12 amostras analisadas.
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No municipio do Rio de Janeiro/RJ em um primeiro estudo conduzido por
Araujo et al. (2002), das 45 amostras de queijo Minas Frescal avaliadas a E. coli
foi isolada em 97,7% sendo confirmada a presenga de cepas patogénicas (EPEC)
em 19,1% destas; em um segundo trabalho, Barros et al. (2004), avaliaram 30
amostras de diferentes marcas deste produto durante oito meses, e encontraram
contagens de coliformes fecais em 63,0% destas.

Em estudo retrospectivo sobre qualidade de queijos comercializados no
Distrito Federal, desenvolvido entre 1997 e 2001, por Cardoso e Araujo (2004),
foram analisados 196 laudos de amostras coletadas pelo Programa de Vigilancia
Sanitaria. Destas 42,0% foram reprovadas e a presenca de coliformes fecais
acima dos padrbes legais foi detectada em 26,5% das amostras. Roos et al.
(2005), encontraram contagens inaceitaveis de coliformes fecais em 20,0% das
25 amostras de queijo colonial, na cidade de Trés Passos/RS.

A legislacao e as politicas nacionais prevéem ser fundamental a vigilancia
sanitaria em toda a cadeia produtiva, para definir, orientar e intervir em pontos e
fases criticas que acarretem riscos ao consumidor, especialmente em pequenas e
médias empresas, nao detentoras de eficiente controle de qualidade (Cardoso &
Araujo, 2004). Deste modo o queijo Minas Frescal assume consideravel
importancia em saude publica, dadas as condigdes peculiares de producao,
exigindo maior atencdo por parte dos 6rgaos oficiais, principalmente no que
concerne ao controle e fiscalizagao higiénico-sanitaria do produto (Pereira et al.

1999, Araujo et al. 2002, Schouten et al. 2004, Roos et al. 2005).
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2.6 MANIPULADOR

A qualidade de produtos nunca ocorre por acaso. E sempre o resultado de
esforcos aplicados no controle das diferentes etapas do procedimento e
processamento de alimentos. Os fatores tecnolégico e humano afetam essa
qualidade, no entanto, o individuo é o fator mais importante a ser considerado
quando ocorre sutros de DTAs envolvendo alimentos manipulados (Lima et al.
1998).

A OMS (1989), em seu documento Métodos de vigilancia sanitaria y
gestion para manipuladores de alimentos, define que o termo “manipulador de
alimentos”, num sentido amplo, corresponde a qualquer individuo que entre em
contato com um produto alimenticio ou parte dele, nas etapas de producéo,
processamento, embalagem, armazenamento, transporte, distribuicdo e venda de
alimentos.

Segundo Silva Jr. (2005), a OMS relata que mais de 60,0% das DTAs séo
provocadas por agentes microbianos, ressaltando que o manipulador é o principal
veiculo desta transmissao, durante o preparo de alimentos. Tais individuos podem
ser possiveis veiculadores sintomaticos e assintomaticos de patdégenos, quando
procedem a aplicacdo de técnicas incorretas na producdo de alimentos, na
higienizacdo de equipamentos, utensilios e do proprio ambiente (Régo et al.
1999).

Nas etapas de preparo, os principios de higiene pessoal tém o objetivo de
garantir que aqueles que entram em contato, direta ou indiretamente, com os
alimentos ndo venham a contamina-los (Sgarbieri 1993). Considerando que os
manipuladores de alimentos, em geral, possuem educagao formal deficiente,

Godes (2001), sugere que os mesmos recebam formagao em higiene pessoal e de
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alimentos, por meio de metodologia que considere suas limitagdes, ressaltando a
importancia da educagcao em servico de forma continua e planejada. Além da
importancia da capacitacdo da mao de obra, considera-se relevante adequar os
conhecimentos do manipulador ao avango da tecnologia por meio de reciclagem
do pessoal em todas as etapas de produgcdo e, a necessidade de acdes de
monitoramento para efeito de controle de qualidade dos alimentos, desde a
selecao da matéria-prima a obtencao do produto final.

As empresas produtoras de alimentos vém se preocupando em investir no
aperfeicoamento de técnicas que promovam o fornecimento de alimentos com
qualidade higiénico-sanitaria, entre elas a capacitagdo de manipuladores de
alimentos. Considerando o grande desafio que essa atividade educativa
representa, Bellizzi et al. (2005) realizaram um levantamento, entre 1994 e 2003,
com o objetivo de identificar o conteudo e as estratégias pedagdgicas
normalmente empregadas, bem como, as dificuldades enfrentadas na
implantacado de cursos, sendo estas, principalmente, o nivel de escolaridade dos
manipuladores de alimentos, sua indisponibilidade de horario para a realizacdo do
treinamento e a auséncia do envolvimento da geréncia.

Para minimizar os efeitos dos vicios de funcionarios que lidam com
alimentos, Germano (2003), propde conhecer bem a cultura dos manipuladores;
observa-los em seu cotidiano, para que os pontos fracos em relagdo a
manipulacdo sejam identificados, bem como a dindmica das relagdes
interpessoais no servigo; conhecer as condi¢cdes de trabalho e os maiores perigos
em termos de seguranga alimentar para os consumidores. As agdes a serem
realizadas deveriam envolver também o setor administrativo da empresa. Isto

tornaria viavel a implantagdo do programa de capacitagdo, no qual
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disponibilidades de horario e de local para a sua realizagdo deveriam ser
respeitados.

A literatura tém demonstrado que o perfil higiénico-sanitario dos
manipuladores de alimentos tem se mostrado, frequentemente inaceitavel, no que
diz respeito a contaminagéo microbiana encontrada em diversos sitios anatdémicos
(Oliveira et al. 2003). Manipuladores contaminam alimentos via contato manual ou
via trato respiratorio através de tosse, de espirro e a contaminagdo geralmente
ocorre apos tratamento térmico do alimento (Jablonski & Bohach 1997, Rosec et
al. 1997). A presencga de coliformes fecais indica que houve contaminagédo pos-
sanitizagcdo ou pos-processo, evidenciando praticas de higiene aquém dos
padrées minimos de seguranga, pois um numero elevado destes microrganismos
evidencia falha na higienizagdo das maos de manipuladores, indicando grave
contaminacgao de origem fecal (Brod et al. 2002, Maciel et al. 2002).

Estudo realizado em restaurantes de quatro empresas da area
metropolitana de Caracas na Venezuela, detectou 21,9% de incidéncia de E. coli
nas maos de manipuladores, 57,9% em equipamentos e utensilios e, 56,3% nas
superficies e ambiente. Foi constatado que a qualidade microbiolégica dos
alimentos era inaceitavel e que existiam dificuldades de realizar treinamentos
continuos do pessoal envolvido na preparagao dos alimentos dado o descaso por
parte destes (Curtis et al. 2000).

No Brasil, estudos demonstram alta prevaléncia de portadores de
coliformes fecais e E. coli entre manipuladores de alimentos. Salles e Goulart
(1997) encontraram elevados indices de E. coli em maos de manipuladores de
lactarios hospitalares do municipio de Florianépolis/SC, evidenciando uma
possivel contaminacdo recente de origem fecal, visto que as amostras foram

coletadas no decorrer da jornada de trabalho. Cardoso (1999) realizou uma
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investigacdo em restaurantes industriais do poélo petroquimico de Camacari/BA,
demonstrando contaminagéo por coliformes fecais em 97,0% das pessoas que
preparavam alimentos, indicando que a manipulagcédo era efetuada em condigbes
higiénico-sanitarias inadequadas.

Pinto et al. (2001), em avaliagdo microbiolégica das maos de
manipuladores em uma fabrica de pédo de queijo em Belo Horizonte/MG,
apontaram presencga de coliformes fecais em 35,5% destes. Monteiro et al. (2001)
realizaram analise bacteriolégica das maos de manipuladores de uma cozinha
industrial no Ceara, onde o isolamento de E. coli ocorreu em 55,0% dos
individuos.

Na cidade de Limoeiro do Norte/CE, Mendes et al. (2002), avaliaram as
condi¢gdes higiénico-sanitarias da palma das maos de merendeiras em escolas
estaduais encontrando coliformes fecais em 50,0% dos estabelecimentos, todos
em niveis além dos limites aceitaveis. Souza et al. (2004), analisaram a
microbiota das maos de manipuladores de estabelecimentos que comercializam
alimentos no municipio de Jodo Pessoa/PB e obtiveram resultados alarmantes, ou
seja, em todas as amostras a E. coli estava presente. Segundo estes autores, tais
dados comprovam o postulado que a maioria das pessoas envolvidas com a
producdo de alimentos carece de conhecimentos relativos aos cuidados
higiénicos e condi¢cdes operacionais que devem ser seguidos na elaboragédo dos
alimentos, podendo desta forma agir como elementos comprometedores da
qualidade final do produto.

Quando um produto, como o queijo Minas Frescal, é fabricado de forma
artesanal por manipuladores nao treinados, pode ocorrer a contaminagio por
diversos microrganismos, comprometendo tanto a sua qualidade como a

seguranga do consumidor. Por este motivo, as praticas higiénicas devem ser
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observadas com rigor, para prevenir uma possivel contaminagdo ou
recontaminagao do produto (Loguercio & Aleixo, 2001).

E amplamente reconhecida a presenca de bactérias de origem fecal nos
queijos produzidos a partir de leite cru, sendo atribuido falhas no processamernto
de pasteurizacdo ou mesmo uma recontaminagdo do leite apds o tratamento
térmico correto. A introdu¢do da mao do manipulador para verificar o ponto de
corte no tanque de repouso também é um fator preponderante para a elevada
contaminagao do queijo Minas Frescal. A presenga de coliformes fecais acima do
limite legal pode significar, também, a veiculagcdo de outros microrganismos
patogénicos ao homem. A implantagdo de manual de boas praticas de fabricagao
(MBPF) nas fabricas e um efetiva fiscalizagao no transporte e na comercializagao
deste, diminuiria o risco potencial que ele oferece a populacdo consumidora

(Loguércio & Aleixo 2001, Almeida Filho & Nader Filho 2002, Barros et al. 2004).

2.7 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia busca identificar fatores que levam a distribuicdo de
doencgas em determinado periodo de tempo e espago geografico assim como os
fatores que estabelecem a transmissdo, manifestacdo e progressdo de
enfermidades. Além disso, a epidemiologia € sempre motivada pela oportunidade
e possibilidade de acgbdes de intervencdo e de prevencédo (Rouquayrol & Filho
2003).

Técnicas moleculares podem ser aplicadas na mensuracdo dos fatores
ligados ao hospedeiro e ao agente. Quando aplicadas em estudos de doengas os
resultados avangados aumentam a habilidade de detectar associacdes de forma

mais confidvel. Tais estratégias ajudam a estratificar e refinar dados
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proporcionando mensuragbes mais sensiveis e especificas, as quais facilitam
atividades epidemioldgicas incluindo vigilancia, investigacbes de surtos,
identificacdo de modelos de transmissdo e fatores de risco entre casos
aparentemente desconexos, caracterizando interagdes hospedeiro—patdgeno,
detectando organismos n&o cultivaveis e promovendo melhor entendimento da
patogénese das doengas, em nivel molecular (Foxman & Riley 2001).

Estudos epidemioldgicos buscam estabelecer a fonte de microrganismos
para alimentos utilizando técnicas de tipificacdo bacteriana podendo caracterizar
microrganismos isolados de possiveis fontes (animais, manipulador,
equipamentos e outros fdmites) e compara-los fenétipo e genotipicamente com os
isolados dos alimentos. Estes estudos ha mais de duas décadas tém sido
considerados uma sub-especialidade da Epidemiologia compondo a chamada
“Epidemiologia Molecular”. Considerando a definicdo desses dois termos, esta
ultima compreenderia o emprego de técnicas de biologia molecular ao estudo de
distribuicdo e ocorréncia de marcadores de doengas em uma populagao (Foxman
& Riley 2001), e suas aplicagbes praticas incluiriam a identificagcdo de
microrganismos responsaveis por doengas infecciosas e determinacdao de sua
fonte, as relagbes biolégicas, os mecanismos de transmissdo e 0s genes
responsaveis por viruléncia, antigenicidade e resisténcia a drogas (Levin et al.
1999).

Os surtos de doencas infecciosas, entre elas as DTAs, frequentemente
resultam de uma exposicdo a uma fonte comum do agente etioldgico.
Geralmente, este agente é derivado de uma unica célula onde sua progénie &
geneticamente idéntica ou fortemente relacionada ao microrganismo fonte. Em
termos epidemioldgicos os microrganismos envolvidos no surto sdo clonalmente

relacionados, ou seja, tem origem comum. Tais organismos compartilham fatores
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de viruléncia, tragcos bioquimicos, caracteristicas gendmicas. Entretanto existe
heterogeneidade suficiente em nivel de espécies que organismos isolados de
diversas fontes em diferente periodo de tempo e em diferentes regides
geograficas podem ser classificados em subtipos ou cepas. O processo de
subtipificacao é importante epidemiologicamente para reconhecer surtos, detectar
a transmissao cruzada de patdégenos nosocomiais, determinar fonte de infecgéao,
reconhecer particularmente cepas virulentas e monitorar programas de
intervencao (Olive & Bean 1999).

Ha algum tempo tém-se evidenciado que existem significantes variagdes
na incidéncia e gravidade de doencgas causadas por microrganismos classificados
como membros da mesma espécie. Como resultado da compreensao das bases
microbiolégicas destas variagdes e classificando as espécies mais rigorosamente,
foi desenvolvida uma variedade de esquemas de tipificacdo através de
marcadores sorolégicos e fenotipicos. Esses estudos revelam que as linhagens
bacterianas conservam sua integridade genética por longos intervalos de tempo e
distancias, ou seja, seus genomas nao sao faciimente desorganizados ou
reorganizados por mutagcdes e recombinagbes recorrentes. Esta visdo de
estrutura genética de populagdes bacterianas é conhecida como “conceito de
clone” (Levin et al. 1999).

Geragdes de microbiologistas tém observado que isolados da mesma
espécie nao relacionados epidemiologicamente, sempre diferem em multiplas
caracteristicas. Sistemas de tipificagdo baseiam-se na premissa que isolados
clonalmente relacionados podem apresentar caracteristicas pelas quais podem
ser diferenciados de isolados nao relacionados (Arbeit 1999).

A caracterizagdo de microrganismos por tipificagdo molecular

proporcionando evidéncias de relagbes genéticas tem sido frequentemente
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utilizada por microbiologistas e epidemiologistas em estudos de doengas
infecciosas. A necessidade em estabelecer essas relagbes pode surgir durante
uma investigacdo de surtos nos quais organismos identificados como da mesma
espécie e similar perfil de resisténcia a antimicrobianos, determinam a
disseminacgao clonal da doenca dentro de um micro ambiente bem como a fonte
de infeccdo. Assim a vigilancia epidemiolégica requer monitoramento da
distribuicao clonal e determinagcao da prevaléncia de cepas dentro de uma
populacdo com o objetivo de controlar a emergéncia e disseminagdo de

patdgenos especificos (Tosin et al. 2003).

2.8 TIPIFICAGCAO MICROBIANA

Sistemas de tipificacdo sdo usados na discriminacdo de isolados nao
relacionados epidemiologicamente pertencentes a mesma espécie microbiana
baseando-se em caracteristicas fenotipicas e genotipicas chamadas de
marcadores epidemiolégicos. Também sao utilizados para reconhecer fortes
relacdes de isolados derivados de um mesmo surto ou cadeia de transmissao,
refletindo o fato de que eles sdo descendentes de uma unica célula (Strulens
1996).

Existem divergéncias evolucionarias que refletem a ocorréncia de
mutacbes ao acaso, nao letais, incluindo substituicbes de pares de bases,
delecéo de genes individuais e aquisicdo de DNA de outras espécies. Com o
desenvolvimento de técnicas moleculares altamente sensiveis, alteracdes sutis no
genoma podem ser precisamente detectadas (Arbeit 1999).

Sistemas de tipificagdo sdo usados para definir caracteristicas do objeto de

estudo. Os procedimentos sdo especificos para diferentes parametros fenotipicos
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ou genéticos, podendo ser gerais, ou seja, aplicaveis a qualquer espécie
microbiana, ou espécie e/ou género especificos. Para se caracterizar uma técnica
de tipificacdo padrao deve ser considerada sua 6tima tipabilidade, alto grau de
reprodutibilidade, estabilidade adequada e um poder de resolugdo sem
precedentes. E também recomendavel que os procedimentos sejam acessiveis,
ou seja, de facil execucgao e de custos ndo elevados (van Belkum et al. 2001).

Segundo Arbeit (1999), ndo existe nenhuma técnica padrao ouro pela qual
se julgue um método de tipificagdo ou que consistentemente fornega resultados
verdadeiramente positivos ou negativos. Consequentemente, os resultados de
sistemas de tipificacdo devem ser considerados em relacdo aos dados
epidemioldgicos juntamente com outros parametros.

Os sistemas de tipificagdo podem ser caracterizados em termos de
tipabilidade, reprodutibilidade e poder discriminatorio, facilidade de execucao e
interpretacdo. A tipabilidade se refere a habilidade em obter resultados néo
ambiguos para os isolados analisados; a reprodutibilidade se refere a habilidade
da técnica em obter resultados idénticos quando a mesma cepa € testada
repetidamente; e o poder discriminatério se refere a habilidade em diferenciar
cepas nao relacionadas epidemiologicamente (Tenover et al. 1997, Olive & Bean
1999).

As técnicas mais frequentemente aplicadas sdao aquelas baseadas em
acidos nucléicos, sendo assim mais recomendadas do que procedimentos
orientados por caracteristicas fenotipicas em estudos de taxonomia,
epidemiologia e evolucionarios. Diversos métodos para determinacdo de
variagdes genéticas entre isolados microbianos tém sido descritos, cada um com
limitacbes dependentes de alvos no acido nucléico, que devem ser consideradas

quando sao realizados estudos de tipificacdo molecular e subsequentemente
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calculo das relagdes entre cepas. O método a ser utilizado deve ser determinado
pela natureza das questdes a serem respondidas (van Belkum et al. 2001).

A habilidade em utilizar métodos de tipificagdo molecular para acompanhar
a disseminagcao geografica de clones especificos vem proporcionar novas
informacdes e oferecer oportunidades para elucidar aspectos epidemioldgicos e
de patogenicidade microbiana (Tosin et al. 2003).

Resumidamente, os métodos de tipificagcdo epidemioldgica sdo aplicados
em estudos de genética de populagdes bacterianas, patogénese e histéria natural
de infecgdes, vigilancia epidemiolégica de doencas infecciosas e investigagao de
surtos, fornecendo assim, informagdes importantes quanto a extensdo de
disseminacao epidémica de clones microbianos na populagao exposta, numero de
clones envolvidos na transmissdao e infeccdo, identificacdo de fonte de
contaminagdo e veiculos de transmissao, identificacdo e monitoramento de
reservatorios de clones epidémicos na populacdo e/ou ambiente e na avaliagao
da eficacia de medidas de controle adotadas na contencdo ou interrupcdo de

disseminagao de clones epidémicos (Strulens 1996).

2.8.1 Técnicas de tipificacdo microbiana

Os métodos de tipificagcdo podem ser agrupados em técnicas fenotipicas,
que detectam caracteristicas expressas pelos microrganismos, e técnicas
genotipicas, que envolvem andlise baseada diretamente no DNA cromossémico
ou de elementos genéticos extracromossdmicos (Arbeit 1999).

Técnicas fenotipicas sdo aquelas que caracterizam os produtos de
expressao de genes para diferenciar cepas. Sao limitadas pela capacidade dos

microrganismos em alterar a expressido de genes, pois essas propriedades
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tendem a variar em funcao das trocas nas condi¢cdes na fase de crescimento além
de mutagcbes espontaneas que podem resultar em regulagcdo anormal ou
alteragao funcional do gene responsavel por um fendtipo determinado (Arbeit
1999, Tenover et al. 1997).

Entre as técnicas fenotipicas mais comuns estdo: biotipificacdo que se
refere ao padrao de atividades metabdlicas expressas por um isolado incluindo

reagdes bioquimicas, morfologia de colbénias e tolerancia ambiental,

sorotipificacdo que se baseia nas diferengas de determinantes antigénicos

expressos na superficie celular dentro da mesma espécie; fagotipificacdo que

determina a susceptibilidade ou resisténcia das cepas isoladas a lise por

bacteriéfagos (virus que parasitam bactérias) padrdes; eletroforese enzimatica

(MLEE - multilocus enzyme electrophoresis) onde os isolados sao analisados pela
diferente mobilidade eletroforética de determinadas enzimas metabdlicas que

apresentam; e teste de susceptibilidade a antimicrobianos (Arbeit 1999).

Falhas associadas as analises fenotipicas levaram ao desenvolvimento de
métodos de tipificacdo baseados no gendtipo microbiano ou seqiéncia de DNA.
Tais técnicas minimizam problemas com tipabilidade e reprodutibilidade e, em
alguns casos, permitem o estabelecimento de base de dados para caracterizagao
de organismos, tendo-se revelado como preferenciais para tipificagcdo de cepas
dos patégenos bacterianos mais comuns, tanto em laboratérios clinicos quanto de
referéncia (Maslow et al. 1993).

Com a disseminacéao de ferramentas para analise de DNA, quase todas as
técnicas envolvendo esta analise tém sido aplicadas a tipificacdo de cepas,
porém, nenhuma delas combina reprodutibilidade e poder discriminatério com
rapidez e simplicidade, além da complexidade na interpretagcado de resultados e

aplicacao efetiva a estudos epidemiolégicos (Arbeit 1999).
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Nos ultimos anos técnicas moleculares tém emergido como meétodos de
escolha na tipificacdo genotipica de isolados microbianos sendo: analise
plasmidial — sofre as limitagdes inerentes ao fato dos plasmidios serem moveis e
extracromossomais, portanto, ndo fazem parte do gendtipo cromossomal que
define as cepas, podendo ser perdidos ou adquiridos por uma cepa e
consequentemente, isolados epidemiologicamente relacionados podem

apresentar perfis plasmidiais diferentes; analise por enzimas de restricdo

(restriction fragment length polymorphism - RFLP) de DNA cromossomal que se
baseia no tratamento do DNA por endonucleases que possuem varios sitios de
restricdo gerando inumeros fragmentos que podem ser separados e observados

por eletroforese em gel de agarose; southern blot que detecta somente o

fragmento de restricdo associado a um locus cromossomal especifico se
baseando na digestdo do DNA bacteriano, separagdo dos fragmentos por
eletroforese em gel de agarose e transferéncia (blotting) dos fragmentos para uma
membrana de nitrocelulose ou nylon onde os fragmentos contendo sequéncias

especificas sao detectados usando-se sonda marcada; ribotipificacdo que se

refere a uma analise southern blot onde as cepas s&o caracterizadas por RFLP

seguido de hibridizagdo com sondas do operon ribossomal; sistema de tipificacdo

aplicando PCR (AP-PCR - arbitrarily primed PCR) que € a reagdo em cadeia da

polimerase utilizando pequenos primers arbitarios; e RELP_e eletroforese em gel

em_campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) que consiste na

digestdo do DNA por enzimas de restricdo (RFLP) resultando em 5 a 20
fragmentos relativamente grandes que sdo observados depois da corrida em gel
de agarose em campo elétrico cuja orientagdo € mudada periodicamente

(pulsada) (Maslow et al 1993, Tenover et al. 1997, Arbeit 1999).
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2.8.1.1 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos — Antibiograma

Testes de susceptibilidade a agentes antimicrobianos, incluindo drogas e
outras substancias quimicas podem ser realizados através dos métodos de
difusdo em disco ou de diluicdo. Os parametros de resisténcia, biologicamente
definidos para a deteccdo de determinantes de resisténcia adquirida podem néao
coincidir com aqueles empregados nos laboratérios de microbiologia clinica.
Entretanto, concentragao inibitéria minima ou analises quantitativas de tamanho
de zona de inibicdo de crescimento sdo mais informativas do que modelos de
resisténcia qualitativa. A tipificacdo por antibiograma pode, com uma relevante
selecao de marcadores, ser aplicada a maioria das espécies microbianas. A
discriminacdo € dependente da diversidade e da prevaléncia relativa de
mecanismos de resisténcia adquirida detectavel no estudo dos isolados. A
estabilidade do modelo de resisténcia pode ser insuficiente para o seu uso como
um marcador clonal, especialmente se determinantes de resisténcia sao
originados de plasmidios ou expressos sob controle de sistemas regulatérios
complexos. O antibiograma é um dos mais valiosos métodos de triagem em
laboratdrio clinico pela facilidade de uso e interpretacao além de ser tecnicamente
simples, de baixo custo e apropriado para um grande numero de isolados
(Strulens 1996).

Laboratérios de microbiologia clinica rotineiramente determinam a
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados. Tanto métodos
manuais quanto automatizados sao largamente disponiveis, rigorosamente
controlados quanto a qualidade, de facil utilizacdo e de baixo custo. Esses dados
sao disponiveis a clinicos e médicos infectologistas. A identificagdo de um novo

ou ndo usual modelo de resisténcia a antibidtico entre isolados cultivados de
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multiplos pacientes é frequentemente a primeira indicacdo de um surto (Arbeit
1999).

Em estudos epidemioldgicos detalhados, tais testes apresentam limitagao
de uso, pois, apresentam baixo poder discriminatério uma vez que a resisténcia
antimicrobiana esta sob pressdo seletiva em hospitais e outros centros de
tratamento além de estar frequentemente associada com elementos genéticos
moveis. Alteracbes no antibiograma podem refletir variagdo fenotipica, assim,
isolados que sao epidemiologicamente relacionados e geneticamente
indistinguiveis podem manifestar diferentes perfis de susceptibilidade a
antimicrobianos pela aquisigdo de novo material genético, com o tempo ou com
perda de plasmidio (Tenover et al. 1997).

Existem diferentes mecanismos genéticos pelos quais um isolado pode
tornar-se abruptamente resistente a um antibiético particular. Isto inclui mutacdes
pontuais espontaneas e aquisicdo de genes de resisténcia especifica via
plasmidios e transposons de outras cepas ou mesmo de outras espécies. Mesmo
um simples plasmidio ou um transposon composto podem carregar varios
elementos de resisténcia, e assim, a resisténcia a multiplos agentes
antimicrobianos pode ser adquirida simultaneamente. Por outro lado, na auséncia
de pressdo seletiva, tais elementos podem ser perdidos. Como consequéncia
destes varios mecanismos genéticos, diferentes cepas podem desenvolver
modelos de resisténcia similares e, por outro lado, modelos de susceptibilidade de
isolados clinicos sequenciais representando a mesma cepa podem diferir para um
ou mais antibiéticos (Maslow et al. 1993, Arbeit 1999).

Os testes de resisténcia a antimicrobianos podem ser muito uteis como

triagem inicial para estudos de correlagdao de cepas de microrganismos em surtos
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de DTAs, podendo ser complementados com métodos de tipificacdo genotipica
(Tenover et al. 1997, Arbeit 1999).

Nas ultimas décadas, muitos métodos tém sido aplicados para comparar
cepas de E. coli na tentativa de identificar os mecanismos de transmissao e fontes
de contaminagao (Zadoks et al. 2002). Entre as técnicas fenotipicas utilizadas, o
teste de suscetibilidade a antimicrobianos tem sido especialmente usado devido a
seu baixo custo, facilidade de execucgao, além de contribuir para informar sobre a
resisténcia dos microrganismos a essas substancias (Kluytmans et al. 1995, Acco
et al. 2003).

A alta incidéncia de resisténcia a drogas pode ser atribuida a ampla
utilizacdo de antibidticos no tratamento da populacdo humana e animal. O uso
indiscriminado de substancias antibidticas associadas a ndo observancia do
periodo de caréncia destas drogas leva a uma selecéo de cepas. Esta resisténcia
pode comprometer o efeito da antibioticoterapia utilizada em infecgcdes humanas
ou em animais causadas por microrganismos (Valguez-Moreno 1990). Como
consequéncia a emergéncia de bactérias multi-resistentes a antibidticos tem se
constituido no maior desafio no tratamento de doencas infecciosas, fato este que
demanda a identificacdo e controle das fontes de contaminacdo e dos
mecanismos de transmissao (Gofii et al. 2004).

A ocorréncia de cepas resistentes aos antibidticos, consideradas
selvagens, é fato preocupante, quando sdo observadas as caracteristicas de
patogenicidade da bactéria em questdo e a possibilidade de infecgdes extra-
intestinais, decorrentes de gastroenterites em grupos mais sensiveis da
populagdo, como as criangas, idosos e individuos imunocomprometidos (Varnanm
& Evans 1991). Segundo Lazaro (1994), coliformes antibiético-resistentes podem

ser importantes ndo s6 por sua patogenicidade como também por transferirem
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resisténcia a outras bactérias patogénicas, podendo se converter em um
problema de saude publica.

Varios estudos tém mostrado um crescente isolamento de bactérias
resistentes a antimicrobianos, fenébmeno que vem despertando grande interesse
entre os pesquisadores, particularmente com relagao a E. coli. Tais relatos citam
0 aparecimento de cepas resistentes a diversas drogas, tais como gentamicina,
estreptomicina, ampicilina, tetraciclina, amicacina e sulfametrina sulfadiazina
trimetoprim, inclusive com a ocorréncia de cepas multi-resistentes a dois ou mais
desses antibidticos de importancia terapéutica (Lazaro 1994).

Radu et al (2001) analisaram carne bovina e de frango comercializadas em
duas cidades da Malasia, isolando 31 cepas de E. coli O157. Ao testarem a
susceptibilidade para 14 antimicrobianos, verificaram que todas as cepas isoladas
foram resistentes a dois ou mais antibiéticos testados.

Nos EUA, Zhao et al. (2001) coletaram amostras em humanos, gado e
carne bovina e encontraram um total de 50 isolados de STEC onde 78,0% destas
apresentaram resisténcia a duas ou mais classes de antibiéticos, com multipla
resisténcia a estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina. Em outro estudo,
Schroeder et al. (2003), isolaram 472 cepas de E. coli em carnes (bovina, suina,
de frango e peru) comercializadas em Washington no periodo de 1998 a 2000.
Tais isolados apresentaram resisténcia a tetraciclina (59,0%), sulfametoxazol
(45,0%), estreptomicina (44,0%), cefalotina (38,0%), ampicilina (35,0%) e a outras
drogas em menor extensdo. Tais resultados indicam que cortes de carne
comercializados podem estar contaminadas com E. coli multi-resistente.

Khan et al. (2002) relataram a resisténcia a um ou mais antibiéticos em
49,2% de cepas de STEC isoladas de diversas fontes na india, com algumas

delas exibindo multi-droga-resisténcia (MDR). Bactérias resistentes a



64

antimicrobianos isoladas em animais podem colonizar populagbées humanas e
possivelmente transferir essa resisténcia através das fontes alimentares
contaminadas.

Na Alemanha, Klein e Bulte (2003), no periodo de 1987 a 1998, isolaram
60 E. coli em diversas fontes (fezes de animais e humanos e produtos a base de
carne). Os resultados do teste de susceptibiidade a antimicrobianos revelaram
resisténcia maior a cefalotina (78,0%) e tetraciclina (27,0%). O aumento potencial
de resisténcia na populacdo de isolados suscetiveis deve ser considerado nas
acgdes de vigilancia para reduzir a resisténcia a antibiéticos na cadeia alimentar.

Srinivasan et al. (2004), isolaram 131 diferentes cepas de E. coli de
glandula mamaria de gado com mastite clinica em diferentes fazendas de Nova
York, entre 1999 a 2003. Todas as cepas foram resistentes a cefalosporina, mais
de 95,0% a ampicilina, rifamicina e penicilina, e mais de 70,0% foram resistentes
a eritromicina, rifampicina e vancomicina. Tais relatos sugerem que as E. coli
causadoras de mastite podem constituir reservatério de genes de resisténcia a
antimicrobianos com importante papel na disseminagao destes genes a outros
patdgenos e bactérias comensais no ambiente de produgao leiteira.

Babak et al. (2005), coletaram 1.425 amostras de leite n&o pasteurizado e
213 amostras de produtos lacteos, entre eles queijo Frescal, na Republica Tcheca
durante 2000 e 2002, encontrando 915 isolados de E. coli que foram testadas
quanto a susceptibilidade a varios antimicrobianos. Pela analise de freqliéncia dos
elevados valores de concentragao inibitéria minima (CIM), verificaram resisténcia
dos isolados em relacdo a ampicilina, eritromicina, neomicina, estreptomicina,
cotrimoxazol e tetraciclina.

Em pesquisa realizada na Coréia no periodo de 2000 a 2003, dos 45

isolados de E. coli O157 em amostras de gado, 32 foram resistentes a pelo
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menos um antibidtico e 28 isolados foram resistentes a quatro ou mais drogas
testadas, sendo a resisténcia maior a estreptomicina, tetraciclina e sulfizaxol,
sugerindo que a maioria dos isolados de E. coli resistentes podem causar
doencas em humanos (You et al. 2006).

Em Sao Luis/MA, Costa et al. (2002) avaliaram o comportamento de 16 E.
coli isoladas de produtos lacteos frente a acao de animicrobianos, encontrando
100,0% de resisténcia a ampicilina e carbenicilina, 75,0% a amicacina e 50,0% ao
clorafenicol. Okura & Avila (2004) em pesquisa sobre o isolamento de
enteropadgenos em leite cru produzido nas microrregides do Triangulo
Mineiro/MG, isolaram 70 cepas de E. coli onde 30,0% apresentou resisténcia a
ampicilina e 8,6% a cefalotina.

Lira et al. (2004), realizaram uma investigagcao em sete estados brasileiros
onde coletaram 2.144 amostras de leite ordenhado de gado com mastite, isolando
182 cepas de E. coli, sendo 22 (12,0%) de STEC. Tais cepas STEC foram
testadas contra 10 agentes antimicrobianos e a resisténcia a pelo menos uma
droga testada foi encontrada em 100% dos isolados. A maior incidéncia de
resisténcia observada foi a cefalotina (86,3%), seguida da tetraciclina e doxiciclina
(63,6%).

A tipificagdo pelo antibiograma apresenta como principal desvantagem a
variabilidade da expressdao da resisténcia que também ¢é susceptivel a
instabilidade devido a transmissdo horizontal e perda dos elementos genéticos
extracromossémicos (Montesinos et al. 2002). O antibiotipo ainda é valido como
primeira aproximacédo da origem clonal ao comparar dois isolados bacterianos,
especialmente em laboratérios de rotina (Hoefnagels-Schuermans et al. 1997).
Para uma boa aproximagao sempre se deve considerar a epidemiologia do

microrganismo, a genética bacteriana, os perfis de susceptibilidade habituais e os
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mecanismos moleculares de resisténcia. Finalmente € importante saber identificar
no perfil de susceptibilidade, um bom marcador que permita aproximar-se a

clonalidade entre isolamentos bacterianos (Labarca 2002).

2.8.1.2 Eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE)

Desenvolvido por Schwartz e Cantor (1984), como uma ferramenta para
examinar o DNA cromossomal de organismos eucarioéticos, PFGE é uma variagéo
da eletroforese em gel de agarose na qual a orientagdo do campo elétrico que
atravessa o gel é modificada periodicamente (pulsada). A caracterizagdo de
grandes fragmentos de DNA é limitada por dois fatores, primeiro, os fragmentos
de DNA igual ou maior a 25Kb ndo sdo ou sao pobremente separados pela
eletroforese em gel de agarose convencional, e segundo, o DNA preparado em
solugéo € quebrado espontaneamente em fragmentos igual ou menor que 100Kb.
Por razbes técnicas, essa modificagao critica permite que os grandes fragmentos
de DNA sejam separados eficientemente pelo tamanho. Neste método, o DNA
inteiro é obtido a partir da incorporacao de células microbianas intactas em blocos
de agarose onde ocorre a lise enzimatica da parede celular e a digestdo de
proteinas celulares. O genoma bacteriano, que tipicamente possui o tamanho de
2.000 a 5.000 Kb é digerido por uma endonuclease especifica que apresenta
poucos sitios de restricdo e assim gera aproximadamente 10 a 30 fragmentos de
restricdo de aproximadamente de 10 a 800 Kb (Tenover et al. 1997).

Nesta técnica o gel de agarose € posicionado numa camara, entre trés
grupos de eletrodos formando um hexagono em volta do gel. Ao invés de aplicar
uma corrente elétrica no gel em uma unica dire¢gao, como é feito em eletroforese

convencional, a corrente é aplicada primeiramente na diregdo de um grupo de
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eletrodos, depois é transferida ao segundo grupo de eletrodos por um curto
periodo de tempo (um pulso) e, em seguida, para o terceiro grupo de eletrodos.
Assim o campo elétrico que leva o DNA a migrar no gel é proporcionado em
pulsos que alterna nos trés grupos de eletrodos. Isto leva o DNA a agitar através
do gel e o movimento de ca para la resulta em um alto nivel de resolugéo do
fragmento. A eletroforese destes fragmentos permite a visualizagado do perfil de
restricdo, que compreende uma série de bandas, com tamanhos diferentes,
separadas efetivamente no campo pulsado. A relacdo entre os isolados
bacterianos € inferida pela similaridade dos perfis de restricdo originados (Arbeit
1999, Singer et al. 2004).

A maior dificuldade associada ao PGFE seria a demanda técnica do
procedimento e o custo inicial do equipamento eletroforético assim como os
softwares especializados para analise. Entretanto, a interpretacdo dos resultados
de PFGE é relativamente simples e guias consensuais para correlagdo de
variagbes nos perfis de restricdo com relagbes epidemiolégicas ja foram
publicados (Tenover et al. 1997, Senna et al. 2002).

Este método requer interpretagcdo subjetiva e comparagado dos perfis de
restricio e imagens (Singer et al. 2004). A utilizagdo de programas
computadorizados para comparacao de perfis tem aprimorado a interpretacéo dos
resultados obtidos por PFGE (Shopsin & Kreiswirth 2001).

O principal objetivo da tipificagdo molecular de cepas é definir relagdes
genotipicas entre grupos de isolados e assim inferir relacbes epidemioldgicas.
Todos isolados bacterianos sao teoricamente tipificaveis pelo PFGE, com
resultados altamente reprodutiveis. A simplicidade relativa dos perfis de restricao
facilita grandemente a analise e comparagao de multiplos isolados. Esta técnica é

altamente discriminatéria e reprodutivel com desempenho comparavel ou superior
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a outras técnicas disponiveis e tem sido aplicada com sucesso a tipificagdo de um
grande numero de microrganismos Gram-negativos, Gram-positivos e espécies
de micobactérias (Matushek et al. 1996, Blanc et al. 2001, Bidet et al. 2005).
PFGE é o mais efetivo para diferenciagdo de isolados de E. coli sendo
considerado mais eficiente que outras técnicas (Arbeit 1999).

O coeficiente de mutagdo, incluindo mutagdes pontuais, rearranjos
genéticos e transferéncia horizontal de elementos moveis como fagos e
transposons, é diferente entre as diversas espécies bacterianas. Em um sistema
de tipificagcdo, essas mutacdes influenciam diretamente a estabilidade dos
padrdes tipificaveis durante os ciclos de replicacdo de um dado clone bacteriano.
Assim para um determinado microrganismo, a interpretacao epidemiolégica de
padroes de PFGE vai depender das escalas de tempo e espaco considerados
(Blanc et al. 2001, Singer et al. 2004).

A analise através do PFGE é recomendada por ser considerado um
método de referéncia para tipificagcdo da maioria dos patdgenos nosocomiais,
sendo uma ferramenta muito Util para complementar as analises epidemioldgicas
de surtos. Particularmente para E. coli, esta parece ser uma 6tima ferramenta,
pois cada isolado nao relacionado epidemiologicamente apresenta um unico perfil
(Maslow et al. 1993).

Em 1996, no Japao, analises de PFGE evidenciaram que um grande surto
provocado por EHEC, com 9.000 casos registrados, consistiu na verdade, de
multiplos surtos tendo o maior cluster menos de 600 casos, mostrando diferentes
padroes de PFGE daqueles encontrados em isolados n&o relacionados
epidemiologicamente. Foi possivel também ligar este grande cluster de casos ao

consumo de broto de rabanete e ndo ao consumo de produtos de origem animal
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como havia sido estabelecido anteriormente as essas analises (Watanbe et al.
1996, Kaper 1998).

Radu et al. (2001) empregaram o PFGE e RAPD-PCR (randomly amplified
polymorphic DNA - PCR) para diferenciar cepas de E. coli O157 isoladas de
amostras de carne bovina e frango, na Malasia, concluindo que a primeira técnica
mostrou-se mais confiavel na diferenciagdo de cepas patogénicas de E. coli. Tais
autores citam que a diversidade genética observada entre as E. coli 0157, com o
uso de técnicas moleculares, pode subsidiar estratégias na investigacao de
potenciais problemas epidemioldgicos causados por estes patdogenos e a
subtipificacdo de isolados pode contribuir com estudos de contaminacdo na
industria de alimentos.

No Reino Unido, Avery et al. (2004), compararam, com o uso do PFGE,
isolados de E. coli associados a animais sem evidéncia clinica de infeccbes de
rebanho bovino (amostras de pele, fezes e carcaga), carne bovina obtida em
abatedores e casos de doengas em humanos. Os autores confirmaram a
relevancia da diversidade da E. coli O157 para o controle da contaminagao de
carne em abatedores.

PFGE em estudos epidemiolégicos envolvendo contaminagao de alimentos
por cepas de E. coli patogénica, tem sido amplamente utilizado em varios paises
como na Alemanha (Lieseang et al. 2000, Weiner & Osek 2003), Austria (Grif et
al. 1998, Allerberger et al. 2001, 2003, Wagner et al. 2004), Brasil (Regua-Mangia
et al. 2004), EUA (Barret et al. 1993, Hahm et al. 2003), Francga (Bidet et al. 2005,
Espié et al. 2005), India (Khan et al. 2002), Italia (Picozzi et al. 2005), Japao
(Watanabe et al. 1999), Malasia (Radu et al. 2001) e Reino Unido (Avery et al.

2002, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Isolar e caracterizar Escherichia coli em amostras coletadas de um lacticinio
de Goias, com vistas ao estabelecimento da relagdo de contaminagao entre a

matéria-prima, o manipulador e o produto final (queijo Minas Frescal).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Realizar o Isolamento e identificacdo de E. coli a partir de amostras de leite
cru e de queijo Minas Frescal, assim como, de maos e nasofaringe de

manipuladores envolvidos na fabricagdo do queijo analisado;

3.2.2 Realizar o teste de susceptibilidade antimicrobiana como técnica fenotipica
de tipificacdo bacteriana das cepas de E. coli isoladas das amostras

coletadas;

3.2.3 Realizar a técnica de macrorrestricdo de DNA com endonuclease Xba |
(RFLP) seguida de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE) como
teste genotipico de tipificacdo bacteriana das cepas de E. coli isoladas das

amostras coletadas.

3.2.4 Estabelecer possiveis relacbes entre as cepas de E. coli isoladas de
manipuladores e leite como fontes de contaminagdo para o queijo Minas

Frescal (produto final).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBJETO DE ESTUDO

Foram coletados amostras de leite cru (matéria-prima), queijo Minas
Frescal (produto final) e amostras provenientes de maos e nasofaringe dos

manipuladores envolvidos no processo de fabricagdo do queijo em questao.

4.2 LOCAL DA COLETA DE DADOS

A pesquisa foi desenvolvida durante o periodo de marco de 2004 a
fevereiro de 2005 em um lacticinio de Goias, sendo este um local de
beneficiamento de leite, onde era recebido diariamente, a época do estudo, de
2.700 a 3.200 litros de leite cru, com producao de 2.000 a 2.500 litros de leite
pasteurizado e 110 quilos de queijo Minas Frescal, que eram distribuidos para a
comercializagdo na regiao da grande Goiania, nos estabelecimentos para este
fim.

O lacticinio contava com quatro funcionarios que realizavam tanto a
recepcao do leite cru, o processamento do leite pasteurizado e do queijo Minas
Frescal como a embalagem dos produtos, higienizagdo das instalagdes fisicas, de

equipamentos e utensilios.

4.3 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS (Midura & Bryant 2001,

VandenBergh et al. 1999)

Durante a visita ao lacticinio foram coletadas as seguintes amostras:
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Leite cru — foram coletados 250 ml do leite cru diretamente do tanque de
armazenamento de leite que era utilizado na preparagao de queijo, em recipiente
previamente esterilizado;

Queijo Minas Frescal — cada amostra constituiu-se de uma unidade de

queijo fabricado a partir do leite cuja amostra foi coletada no dia, devidamente
embalado;

Manipuladores — foram coletados, com suabes esterilizados, amostras da

nasofaringe e maos dos trabalhadores envolvidos no processo, que estavam
trabalhando no dia da coleta. Os suabes foram colocados em tubos individuais
contendo caldo cérebro coracgao (BHI).

Apos a coleta, todas as amostras foram acondicionadas em caixa
isotérmica com placa de gelo reciclavel, para evitar a sua alteragdo devido a
temperatura ambiente, e transportadas imediatamente ao laboratério em um
prazo de uma hora. O periodo de tempo entre a coleta e o processamento das

analises microbioldgicas nao ultrapassou, em nenhum dos casos, seis horas.

4.4 LOCAL DE REALIZACAO DAS ANALISES

As analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos

e Ambiental e no Laboratério de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e

Saude Publica da Universidade Federal de Goias.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

45.1 Preparo das Amostras e Diluicbes (Midura & Bryant 2001,

VandenBergh et al. 1999)
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Leite cru — Apos a homogeneizagdo foram preparadas as amostras
pipetando aliquota de 1,0 mL do leite em tubo contendo 9,0 mL de agua
peptonada tamponada (H,PO.) 0,1%, esterilizada, pH 7,2. Em seguida, foram
preparadas diluicbes decimais subsequentes, transferindo-se 1,0 mL da diluicao
anterior para tubos contendo 9,0 mL de agua peptonada (107", 102 e 10°®);

Queijo Minas Frescal — Com auxilio de colher previamente esterilizada,

foram pesadas em balanca de precisdo, 259 retiradas de varias partes do queijo
obtido que, em seguida, foram colocadas em sacos esterilizados juntamente com
225 mL de agua peptonada tamponada 0,1%, esterilizada, pH 7,2 e,
homogeneizadas em stomacher por dois minutos, obtendo-se, assim, a diluicao
10". Em seguida, foram preparadas as diluicdes decimais subseqiientes, de
acordo com o leite cru;

Suabes da nasofaringe € maos dos manipuladores — Apds a coleta foram

incubados, no préprio tubo com BHI utilizado no transporte, em estufa

bacterioldgica a 37°C por 24 horas.

4.5.2 Isolamento e Identificacdo (FDA 2002)

Analise Presuntiva para coliformes, coliformes fecais e E. coli:

Aliquotas de 1,0 mL das diluicbes preparadas a partir das amostras do leite
cru e do queijo foram pipetadas para tubos contendo 10 mL de caldo lauril triptose
(LST) e incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Completado o
periodo de incubacéo verificou-se a formacgao de gas.

Analise Confirmativa para coliformes:

A partir dos tubos de LST considerados positivos, foram inoculados, com

auxilio da alga bacterioldgica de niquel-cromo, os tubos de ensaio contendo 10
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mL de caldo verde brilhante bile 2,0% lactose (BGLB) com tubo de Durham
invertido esterilizado. Logo apds, os tubos foram incubados em estufa
bacterioldgica a 35°C por 48 horas. Completado o periodo de incubagéao verificou-
se a formagao de gas nos tubos de Durham, devido a fermentagdo da lactose.

Analise Confirmativa para coliformes fecais e E. coli:

A partir dos tubos de LST considerados positivos, foram inoculados, com
auxilio da alga bacterioloégica de niquel-cromo, os tubos de ensaio contendo 10
mL de caldo Escherichia coli (caldo EC) com tubo de Durham invertido
esterilizado. Logo apds, os tubos foram incubados em banho-maria regulado a
45,5°C por 24 horas. Completado o periodo de incubacéao verificou-se a formagao
de gas nos tubos de Durham, devido a fermentagao da lactose.

Analise Completa para E. coli:

A partir dos tubos de EC considerados positivos, foi agitado, gentiimente,
cada tubo e com auxilio da alga bacteriolégica de niquel-cromo, foram semeadas,
por estrias, em placas de Petri contendo agar eosina azul de metileno (EMB).
Apos a semeadura, as placas foram incubadas de forma invertida, em estufa
bacteriologica a 35°C por 24 horas. Completado o periodo de incubagéo verificou-
se a presenga de colbnias lactose positivas, ou seja, colbnias negras metalicas ou
com o centro negro, com transparéncia na periferia.

No caso das amostras obtidas da nasofaringe e maos dos manipuladores,
ou seja, a partir dos tubos de BHI incubados como descrito anteriormente, foram
semeadas, por estrias, em placas de Petri contendo EMB. Apds a semeadura as
placas foram incubadas de forma invertida, em estufa bacterioldgica a 35°C por
24 horas. Completado o periodo de incubacgao verificou-se a presenca de colbnias
lactose positivas, ou seja, colénias negras metalicas ou com o centro negro, com

transparéncia na periferia.
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Para dar prosseguimento as demais provas confirmatérias da presenca de
E. coli, foram selecionadas cinco colbnias tipicas de cada placa com agar EMB
que apresentaram crescimento. Essas colbnias, com auxilio da alga bacterioldgica
de niquel-cromo, foram semeadas, por estrias, em placas de Petri contendo agar
nutriente (AN). Apds a semeadura as placas foram incubadas de forma invertida,
em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas.

A partir das col6nias isoladas em placas com AN, foi realizada a coloracao
de Gram para observagao de bastonetes Gram-negativos, bem como as provas
do IMVIC para confirmagao da presencga de E. coli, inoculando-se, com auxilio de
alga bacteriologica:

- Tubos com 5,0 mL de caldo triptona: apds a inoculagéo, os tubos foram
incubados em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas. Completado o periodo
de incubacao, realizou-se a leitura adicionando-se em cada tubo + 0,3 mL de
reativo de Kovacs, agitando-os e deixando-os em repouso por 10 minutos. Foram
considerados positivos os tubos que apresentaram a formagdo do anel de
coloracgao vermelho escura indicando a reagao Indol positivo;

- Tubos contendo citrato de Simmons inclinado: apds a inoculagcédo, os
tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas. Completado
o periodo de incubacgao, realizou-se a leitura, sendo considerados positivos os
tubos que apresentaram alteracdo da cor verde para azul, indicando a
metabolizacao do citrato;

- Tubos contendo 7,0 mL de caldo vermelho de metila e Voges-Proskauer
(VM-VP): apds a inoculagao, os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a
35°C por 48 horas. Completado o periodo de incubagao, foram pipetados 2,0 mL
e 5,0 mL do caldo para dois tubos de ensaio esterilizados. No primeiro tubo,

adicionou-se 0,6 mL de solucgdo alcodlica de alfanaftol a 5,0% e 0,2 ml de solugéo
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aquosa de KOH a 40,0%. Os tubos sofreram forte agitacdo e deixados em
repouso por uma a duas horas. Apos esse periodo, realizou-se a leitura: no
primeiro tubo, a reacdo foi considerada positiva pelo aparecimento da cor
vermelha tijolo indicando a produgao da acetoina. Incubou-se o restante por mais
48 horas e apoOs esse periodo adicionou-se trés gotas de vermelho de metila, a
reacdo foi considerada positiva pelo aparecimento de coloragdo vermelha
indicando a producgao de acidos mistos a partir da glicose.

Foram consideradas positivas as colénias que apresentaram os seguintes
resultados nas provas descritas:

- Coloragéao de Gram — bastonetes retos nao esporulados, Gram-negativos

- Caldo EC - fermentacao da lactose +
- Caldo triptona — presenca do Indol +
- Caldo VM - presenca de acidez +

- Caldo VP — auséncia de reagao -

+

- Agar citrato de Simmons — mudanca do indicador

4.5.3 Antibiograma

Como teste fenotipico de tipificagao bacteriana, foi realizado o teste de
susceptibilidade a antimicrobianos utilizando-se a técnica de difusdo de disco em
placas (Bauer et al. 1966). Os antimicrobianos testados foram: ampicilina,
cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. A
leitura baseou-se nos padrbes estabelecidos pelo National Committee for Clinical

Laboratory Standards - NCCLS (2003).
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4.5.4 Eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE)

O perfil genético dos isolados de E. coli foi determinado por eletroforese
em gel em campo pulsado (PFGE) apés a macrorrestricaio do DNA pela
endonuclease Xba |, utilizando o aparelho CHEF DRIl (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) seguindo o protocolo estabelecido por Pfaller et al. (1992),
com modificagoes.

Foi semeada uma colénia em 3000 uL de caldo TSB e incubado a 37°C por
18 horas. Apos a incubacéo, 500 pL do cultivo foi centrifugado a 6.000 g por 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido em 300 pyL de tampao TEN (Tris pH 7.5,
50 mM, EDTA pH 7.5, 50 mM e cloreto de sddio 150 mM) e acrescido de 340 uL
de agarose SeaKem Gold a 1,2%. Esta mistura foi colocada em trés moldes de
blocos, aguardando a solidificagdo a 5°C por quinze minutos.

Ap0ds a solidificacdo os blocos foram transferidos para tubos com 1300 uL de
tampao EC (Tris pH 7.5, 1M, NaCl, 50 mM, EDTA pH 7.5, 50 mM, desoxicolato de
sédio 0.2%, N-lauril sarcosil 0.5% e Brij 58 0.5%) adicionado de 200 upL de
solugdo de lisozima (10 mg/mL) e incubados a 37°C por 5 horas. Apos a
incubacéao, os blocos foram enxaguados com 1500 pyL de tampdo CHEF TE 1X
(EDTA pH 7.5, 50 mM e Tris pH 7.0, 1M) e lavados com este mesmo tampao por
mais quatro vezes com intervalo de 30 minutos.

Em seguida o CHEF TE 1X foi aspirado dos tubos e os blocos foram
cobertos com 1400 pL de tampéo ES (EDTA pH 9,3, 625 mM e N-lauril sarcosil
5%) e com 100 pL de solucdo de proteinase K (20 mg/mL) e incubados a 50°C
durante a noite. Na manha seguinte o tampé&o ES foi aspirado e os blocos foram
enxaguados com 1500 pyL de tampao CHEF TE 1X e lavados com este mesmo

tampao por mais quatro vezes com intervalo de uma hora a cada lavagem. Apés a
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ultima lavagem foi cortado aproximadamente um terco de cada bloco/isolado para
a digestao, enxaguado com 200 pl de tampao DNS (Tris pH 8.0, 1M e cloreto de
magnésio 1M) e incubado em temperatura ambiente por uma hora em 200 pL
deste tampéao. Completado o tempo de incubagao os blocos foram lavados com
200 uL deste ultimo tampao por mais quatro vezes com intervalo de uma hora por
lavagem. O DNS foi aspirado sendo colocado em cada bloco 50 uL do tampéo da
enzima de restricdo Xba | e incubado a 5°C por uma hora para estabilizacdo. Em
seguida foi aspirado este tampao e colocado 50 puL do tampao da enzima com 2
ML da enzima Xba | por bloco e incubado a 5°C por duas horas e apds esse
tempo seguiu para a incubagdo em banho-maria a 37°C por 20 horas.

O DNA digerido nos blocos foi separado pelo PFGE por 19 horas usando
agarose para PFGE a 1,0% em 120 mL de tampé&o TBE 0,5X (TBE 10X = EDTA 2
mM; Tris base pH 8.4, 89 mM; acido bdérico 89 mM) nas seguintes condigdes:
14°C, 6 V cm™, pulso inicial 5,0 e pulso final 60 no aparelho CHEF DR-Il. O
marcador molecular lambda ladder (Bio-Rad) foi incluido em cada gel. Apdés o
tempo de corrida o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (10 mg/mL)
por uma hora, visualizado em transiluminador e fotografado sob luz UV.

Segundo os critérios de interpretacao definidos por Tenover et al. (1995),
os isolados de E. coli foram agrupados em cepas idénticas ou relacionadas, pela
comparacgao das bandas obtidas na eletroforese utilizando a inspec¢ao visual das
fotografias e o software para analise em computador (BioNumerics, v. 4.0; Applied
Maths, Kortrijk, Belgium) com toleréncia de 0,5% para otimizacao e de 1,0% para
comparagao de bandas. Um pulsotipo (PT) foi definido como um unico perfil
eletroforético, assim os isolados com perfis de restricdo idénticos foram
considerados do mesmo tipo e identificados com uma letra maiuscula. Cepas com

perfil de eletroforese com uma a trés bandas diferentes foram consideradas
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fortemente relacionadas e classificadas como subtipos (ST) indicados no
dendrograma com a letra mailuscula seguida de numeral arabico. Os isolados com
mais de trés bandas diferentes foram considerados tipos diferentes. A
comparacgao entre isolados de diferentes géis foi possivel pela inclusdo, em cada
gel, de um isolado com o perfil PFGE previamente conhecido. Para determinagao
da similaridade entre as cepas foi utilizado o coeficiente Dice e o dendrograma foi
criado pelo método UPGMA (Unweighted-pair group methods with arithmetic
averages). Baseado em cutoff de 80% de similaridade foram definidos os clusters

identificados com numerais arabicos.

4.6 ASPECTOS ETICOS

Este estudo é resultado de um projeto de pesquisa aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagio
da Universidade Federal de Goias - COEP/UFG, conforme parecer
consubstanciado com protocolo n° 007 de 14/02/2005 (Anexo 1).

Todos os manipuladores de alimentos do laticinio investigado foram
procurados previamente, para esclarecimento sobre as caracteristicas do estudo
e assim, preencheram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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ARTIGO 1

Caracterizagao fenotipica pelo antibiograma de cepas de Escherichia coli isoladas
de manipuladores, leite cru e queijo “Minas Frescal” em um laticinio de Goias,

Brasil

Este artigo foi enviado e aceito para publicagao pela Revista Ciéncia Rural

(Anexo 2)
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isoladas de manipuladores, leite cru e queijo “Minas Frescal” em um

laticinio de Goias, Brasil

Phenotypic characterization by antibiogram of Escherichia coli strains
isolated from handlers, raw milk and “Minas Frescal’ cheese samples in a
dairy process plant in Goiés, Brazil
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RESUMO

Este trabalho objetivou caracterizar fenotipicamente isolados de
Escherichia coli a partir de amostras obtidas de mao e nariz de manipuladores,
de leite cru e de queijo Minas Frescal produzidos em um laticinio em Goias,
Brasil, visando estabelecer uma relacdo de contaminagcdo entre o manipulador
e/ou a matéria-prima e o produto final. Foram coletadas 24 amostras de leite cru e
de queijo Minas Frescal, 46 swabs de maos e 46 de nariz dos manipuladores
envolvidos na fabricagao do queijo, no periodo entre margo/2004 e fevereiro/2005.
As 69 cepas isoladas foram submetidas ao teste de suscetibilidade a seis
antimicrobianos (ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina,
sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina) e a partir deste, foi possivel agrupa-las
em 17 diferentes perfis fenotipicos (A—Q). Somente um perfil fenotipico (E) foi
semelhante entre cepas de E. coli isoladas, tanto de amostra de queijo (14Q")
como de um dos manipuladores (10M'). Tal resultado sugere uma possivel
contaminagdo do produto durante a sua manipulacdo, portanto, apenas neste
caso pbde-se estabelecer a origem da E. coli para o queijo. Nas demais
situagdes, nao foi possivel determinar a fonte da bactéria para o queijo. Conclui-
se que o antibiograma ndo se mostrou um teste eficiente na determinagdo da

fonte de microrganismos para o produto final.

Palavras-Chave: Coliformes, manipulacéo, leite cru, queijo Minas Frescal.
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ABSTRACT

The present work aimed to type E. coli strains obtained from handlers
hands and noses, raw milk and Minas Frescal cheese produced by a dairy milk
processing plant in Goias, Brazil, to establish a relationship among the sources of
E. coli and cheese. Twenty-four samples were collected from raw milk and Minas
Frescal cheese, 46 from hands and 46 from noses of handlers involved in the
cheese manufacturing, between March/2004 and February/2005. All 69 E. coli
strains isolated were submitted to the susceptibility test for six antimicrobials
(ampicillin, cephalothin, ciprofloxacin, gentamicin, trimethopim-sulphamethoxazole
and tetracycline. The strains were grouped in 17 different phenotypic susceptibility
profiles (A-Q). The test allowed to establish correlation among a cheese strain
(14Q") and a handler (10M") strain that presented the same susceptibility profile
(E) suggesting a possible product contamination during the handling. In
conclusion, the phenotypic susceptibility profiles determinated by the antibiogram
method failed to establish a correlation between the strains obtained from the

probable sources (handlers and milk) and the final products.

Key Words : Coliforms, handling, raw milk, Minas Frescal cheese.

INTRODUCAO

O leite, devido a sua composicdo quimica, € considerado um excelente
meio de cultura, podendo ser facilmente contaminado por varios microrganismos
(DOYLE et al., 1997; CHYE et al., 2004). Portanto, o leite deve ser obtido com a
maxima higiene e mantido em baixa temperatura, desde a ordenha até o seu
beneficiamento, visando garantir as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais
(BONFOH et al.,, 2003). A composi¢cao do leite, sua microbiota natural, a
contaminagdo poés-pasteurizacdo, o0 processamento e manipulagdo, o0s
equipamentos, a temperatura inadequada durante estocagem e o transporte
podem resultar em altos niveis de microrganismos patogénicos em queijos

(ARAUJO et al., 2002).
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No Brasil, a industria de laticinios é expressiva. Em 2003, foram produzidos
22.254 milhdes de litros de leite (IBGE, 2003) e em 2002, foram produzidas
31.762 toneladas de queijo Minas Frescal (BARROS et al, 2004).

O queijo Minas Frescal € um queijo branco, semelhante ao “Queso
Blanco”, fabricado em outros paises da América Latina, produzido a partir de leite
de vaca pasteurizado, caracterizado por alta atividade agua, baixo pH (5,1-5,6) e
1,0 a 6,0% de Cloreto de Sédio (NaCl) (FREITAS et al., 1993). Possui cerca de
43,0% a 55,0% de umidade e uma vida de prateleira de 10 a 14 dias (GONZALEZ
et al., 2000). Na sua fabricagéo utiliza-se coalho enzimatico ou quimico, remove-
se o soro e realiza-se a moldagem e a salga (ARAUJO et al., 2002). Esse tem
ampla aceitacdo comercial e faz parte do habito alimentar da populacdo das
diversas regides do pais (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001; ALMEIDA FILHO et al.,
2002; CAMARA et al., 2002; CARDOSO & ARAUJO, 2004; ROOS et al., 2005).
Destaca-se que, geralmente, é fabricado a partir de leite cru, sendo um problema
em saude publica, pois constitui-se em veiculo para inumeros agentes etioldgicos
de enfermidades zoonéticas, entre eles a E. coli (ARAUJO et al., 2002;
SCHOUTEN et al., 2004).

Segundo DE BUYSER et al. (2001), é dificil estimar a proporgdo de
doencas transmitidas por leite e derivados, devido as limitagdes dos sistemas de
vigilancia. Na Francga, o leite e os seus derivados estiveram implicados em 5%
dos 3.839 surtos de doengas transmitidas por alimentos de origem bacteriana
entre 1988 e 1997. Neste pais dos 60 surtos relatados, 48% foram relacionados
ao leite cru, e de 1,0 a 5,0% do total de surtos relatados em outros paises como
na Escécia, Inglaterra e Pais de Gales (COWDEN et al., 1995; AMMON, 1997),

nos Estados Unidos (BEAN et al., 1997); na Holanda (SIMONE et al., 1997).
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No Brasil, tem-se evidenciado a presenga de microrganismos patogénicos
em queijo Minas Frescal, sendo amplamente reconhecida a presenga de
coliformes fecais neste produto em varios estudos como em Belo Horizonte/MG
(PEREIRA et al., 1999), em Cuiaba/MT (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001), em
Pocos de Caldas/MG (ALMEIDA FILHO & NADER FILHO, 2002), em cidades do
interior do Parana (KOTTWITZ & GUIMARAES, 2003), no Rio de Janeiro/RJ
(BARROS et al., 2004), no Distrito Federal (CARDOSO & ARAUJO, 2004) e em
Trés Passos/RS (ROOS et al., 2005).

A E. coli faz parte da microbiota entérica de mamiferos e aves, sendo uma
bactéria Gram-negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae (BRENER,
1984), sendo isolada com frequéncia, em alimentos e produtos lacteos incluindo
os armazenados sob refrigeracdo (NATARO & KAPER, 1998; FDA, 2002).

Nas ultimas duas décadas, muitos métodos tém sido aplicados para
comparar cepas de E. coli na tentativa de identificar os mecanismos de
transmissao e fontes de contaminagao (ZADOKS et al., 2002). Entre as técnicas
fenotipicas utilizadas, o teste de suscetibilidade a antimicrobianos tem sido
especialmente usado devido a seu baixo custo, facilidade de execucgao, além de
contribuir para informar sobre a resisténcia microbiana (KLUYTMANS et al., 1995;
ACCO et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi caracterizar fenotipicamente, através do teste
de suscetibilidade in vitro as cepas de E. coli isoladas das amostras de
manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal analisadas, e determinar a relagao
de contaminacéo, se presente, entre a matéria-prima (leite cru), ou o manipulador

e o produto final (queijo).
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MATERIAL E METODOS

No periodo de margo de 2004 a fevereiro de 2005 foram coletadas 140
amostras em um laticinio no estado de Goias, sendo: 24 amostras de leite cru
(nao pasteurizado), 24 amostras de queijo (+ 500g) e 46 amostras de maos e 46
de nasofaringe a partir de quatro manipuladores, funcionarios da area de
processamento de queijo. As amostras foram coletadas quinzenalmente (uma de
leite cru, uma de queijo fabricado a partir do mesmo leite coletado, uma da
nasofaringe e de uma das mé&os de cada manipulador que e trabalhava no dia da
coleta), segundo os critérios estabelecidos por MIDURA & BRYANT (2001).

As analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Goias e basearam-se nas
técnicas descritas no FDA (2002). Foram feitas as seguintes determinagdes:
analise presuntiva para coliformes, coliformes fecais e E. coli; analise
confirmativa para coliformes; completa para E. coli (coloragdo de Gram e provas
do IMVIiC). Como teste fenotipico de tipagem bacteriana, foi realizado o teste de
suscetibilidade a antimicrobianos de todos isolados, usando a técnica de difusdo
em placas segundo NCCLS (2003). Os antibidticos usados foram ampicilina,
cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina, sulfametoxazol trimetoprim e tetraciclina. A
interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com os padrdes do NCCLS

(2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 pode ser observado que um total de 69 cepas de E. coli foram
isoladas das 47 amostras positivas de leite cru, queijo Minas Frescal, nasofaringe
e maos de manipuladores do laticinio local do estudo. A presenca de diversas

cepas de E. coli indica que essa contaminagdo pode ser de origem fecal e,
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portanto, esse alimento estd em condi¢dbes sanitarias insatisfatorias,
representando risco direto a saude humana e animal (NATARO & KAPER, 1998;
BABAK et al., 2005).

- Contaminacéao

Manipuladores - O laticinio estudado contava, a época da pesquisa, com
quatro funcionarios que trabalhavam diretamente na fabricagdo do queijo,
codificados em algarismos 1, 2, 3 e 4. Dos quatro manipuladores, trés (75,0%)
apresentaram-se contaminados pelo menos uma vez nas maos e/ou nariz durante
o periodo da coleta. Das 46 amostras obtidas da nasofaringe e 46 obtidas a partir
das méaos dos manipuladores investigados, foram isoladas 11 (12,0%) cepas de
E. coli, sendo trés (6,5%) da nasofaringe e oito (17,4%) das maos destes (Tabela
1).

Esses resultados mostram porcentagens de contaminagdo superiores aos
obtidos em outras pesquisas. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) relata que
60,0% das doengas de origem alimentar sdo provocadas por microrganismos,
sendo o manipulador o principal veiculo dessa transmissdo (SILVA JR., 2002).
CURTIS et al. (2000) encontraram E. coli nas maos de 21,9% dos manipuladores
de um restaurante em Caracas, Venezuela. J& no estudo realizado por
CARDOSO (1999) foi encontrada uma porcentagem superior (97,3%) de E. coli
em maos de manipuladores de restaurantes da Bahia.

A E. coli faz parte da microbiota do trato gastrointestinal humano desde o
nascimento. A partir dai, pode disseminar para outras regides do corpo e
consequentemente para os alimentos quando produzidos sem os conhecimentos
adequados de boas praticas de manipulagdo (NATARO & KAPER, 1998). De
acordo com OLIVEIRA et al. (2003), a E. coli estd entre os principais

responsaveis por surtos de doencgas transmitidas por alimentos quando
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associados a condigdes higiénico-sanitarias insatisfatérias dos manipuladores,
como falha na higienizagdo das maos indicando contaminagao de origem fecal.
Portanto, diante dos resultados encontrados neste estudo, a presencga destas
bactérias nas maos e nasofaringe dos manipuladores representa grande
importancia epidemioldgica, devido a possibilidade de transferéncia das mesmas
aos alimentos durante toda a sua cadeia de produc3o.

Leite cru - Das 24 amostras de leite cru coletadas, 19 (79,2%)
apresentaram contaminacdo por E. coli, isolando-se 33 cepas. Dados
semelhantes foram encontrados em pesquisa realizada por REA et al. (1992)
sobre ocorréncia de bactérias indicadoras e patogénicas no leite cru na Irlanda,
onde evidenciaram coliformes em 100,0% das amostras analisadas, sendo 60,0%
delas contaminadas por E. coli (Tabela 1).

No Estado de S&o Paulo, BADINI (1993), observou que de 60 amostras de
leite cru, 68,3% apresentaram contagens de microrganismos mesofilos, destes
83,3% foram de coliformes totais e 18,3% de coliformes fecais. CHYE et al.
(2004), pesquisando 360 fazendas de gado leiteiro na Malasia, analisaram 930
amostras de leite cru e relataram 90,0% das amostras com coliformes e 65,0%
contaminadas por E. coli com contagens acima dos padrdes permitidos.

Segundo LIRA et al. (2004), a carne bovina e o leite cru tém sido
confirmados como as fontes mais provaveis de doencas transmitidas por
alimentos em surtos investigados na ultima década, principalmente no Canada,
Estados Unidos, Reino Unido e Japdo. A carga microbiana inicial do leite esta
diretamente relacionada a higiene da ordenha e a limpeza dos utensilios
utilizados para sua coleta e transporte.

Considerando que neste estudo 79,2% das amostras avaliadas

apresentaram E. coli e que o leite ndo sofreu nenhum processo de pasteurizacao
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para a fabricacdo do queijo, cepas patogénicas provenientes de contaminagao
fecal do animal e/ou do manipulador durante a obtencado do leite e producao do
queijo podem disseminar para o consumidor.

Queijo Minas Frescal - Observou-se a presenga de E. coli em 17 (70,8%)
das 24 amostras de queijo Minas Frescal coletadas, sendo isoladas 25 cepas
(Tabela 1).

Resultados semelhantes foram apresentados por PEREIRA et al. (1999),
na cidade de Belo Horizonte, que observaram 74,3% de contaminagcdo por
coliformes fecais em amostras de queijo Minas Frescal. MONGE et al. (1994)
estudaram 20 amostras de queijos comercializados em San José, Costa Rica,
identificando E. coli em 100,0% das amostras e em contagens superiores a
1.100/g.

O elevado percentual de amostras de queijo Minas Frescal apresentando
E. coli é bastante preocupante, pelo risco potencial de causar enfermidades e
ainda pela possibilidade da presenga de outros enteropatégenos como a
Salmonella. Os resultados encontrados demonstram que as condi¢des higiénico-
sanitarias do produto testado ndo sdo satisfatérias, podendo apresentar risco a
saude dos consumidores visto a sua larga comercializagao no estado.

Diante deste quadro, seria recomendada a atuacdo mais incisiva dos
orgaos de fiscalizagao sanitaria, no intuito de aplicar o que é preconizado na
producdo deste tipo de queijo, como a pasteurizagdo do leite. E uma pratica
simples, que se corretamente aplicada, permite a diminuigdo da carga microbiana
inicial com consequente eliminagdo de patégenos. Além disso, a implementagao
das boas praticas de fabricagdo minimizaria o perigo da provavel contaminagao

humana e ambiental.
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Tipagem por meio de suscetibilidade a antimicrobianos - A
suscetibilidade das 69 cepas de E. coli isoladas frente aos antimicrobianos
testados estd demonstrada na Tabela 2. Quarenta e dois dos isolados (60,9%)
foram suscetiveis a todos os antibidticos testados. Destaca-se que entre os
manipuladores, os isolados a partir do nariz apresentaram resisténcia de 33,3% a
cefalotina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. Nenhuma cepa isolada do
nariz apresentou resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina e gentamicina. As cepas
isoladas das maos apresentaram resisténcia de 12,5% para cefalotina e
tetraciclina e ndo foi observada resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina,
gentamicina e sulfametoxazol trimetoprim.

Em relagdo ao leite cru, maior resisténcia (18,2%) foi encontrada para
tetraciclina, sendo que nenhum isolado apresentou resisténcia a ciprofloxacina e
gentamicina. Quanto ao queijo Minas Frescal, observou-se resisténcia (4,0%) a
ampicilina, sulfametoxazol trimetoprim e tetraciclina e susceptibilidade aos demais
antibidticos.

A partir do teste de suscetibilidade para as 69 cepas isoladas, foi possivel
agrupa-las em 17 diferentes perfis fenotipicos (A — Q), conforme apresentado na
Tabela 3. Das cepas isoladas, 42 se apresentaram no perfil A, seis no perfil B,
trés no perfil C, duas nos perfis D a G, e os demais perfis com uma cepa cada.

No presente estudo foi possivel identificar apenas um perfil fenotipico (E)
semelhante entre cepas de E. coli isoladas, tanto de amostra de queijo (14Q")
como de um dos manipuladores (10M"). Tal resultado sugere que possa ter
ocorrido contaminagdo do queijo durante a sua manipulagdo, portanto, apenas
neste caso pbde-se estabelecer a origem da E. coli para o produto final. Nas

demais situagdes, nao foi possivel determinar a fonte da bactéria para o queijo,
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pois dentro dos mesmos perfis houve a presenca de cepas isoladas tanto do
manipulador, quanto do leite.

Nas ultimas duas décadas, muitos métodos tém sido aplicados para
comparar cepas de E. coli para identificar os mecanismos de transmisséo e
fontes de contaminacdo (ZADOKS et al., 2002). Entre as técnicas fenotipicas, o
teste de suscetibilidade a antimicrobianos tem sido especialmente usado devido a
seu baixo custo, facilidade de execucgao, além de contribuir para informar sobre a
resisténcia microbiana (KLUYTMANS et al., 1995; ACCO et al., 2003).

Porém, os métodos de tipagem fenotipica, que detectam caracteristicas
expressas pelos microrganismos, sao limitados pela capacidade destes em alterar
a expressao de genes. Mutagdes pontuais podem resultar em regulagao anormal
ou alteragao funcional do gene responsavel por um fendtipo determinado. Assim,
isolados da mesma espécie e geneticamente indistinguiveis podem apresentar
fendtipo variado. Portanto, os testes de resisténcia a antimicrobianos podem ser
uteis como triagem inicial para identificacdo de cepas de microrganismos em
surtos de doencas transmitidas por alimentos, podendo ser complementados com
métodos de tipagem genotipica (ARBEIT, 1999; TENOVER et al., 1997).
Entretanto, o antibiograma apresenta limitagdes, como baixa sensibilidade, o que
pode levar a determinacdo de pontos de controle inadequados ou identificagao

equivocada de fontes de contaminacéo.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo, observou-se que o
antibiograma nao se mostrou um teste eficiente na determinacéo da fonte de
microrganismos para o produto final, encontrando-se apenas um perfil fenotipico

que permitiu estabelecer essa relacdo de contaminagdo. Apesar desta
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observacgao, o antibiograma € ainda eficiente em determinar a suscetibilidade das
cepas encontradas nestas fontes e produtos como também pode ser utilizado
como instrumento na triagem para aplicagao de testes mais sensiveis, como os
de tipagem genotipica.

*Este artigo é produto de um projeto de pesquisa aprovado pela Comissao de

Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias — COEP/UFG.
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Tabela 1- Contaminagado por E. coli e amostras obtidas de nariz e maos de
manipuladores, de leite cru e de queijo Minas Frescal, coletadas em
laticinio de Goias, Brasil, 2004/2005.

Amostras positivas

Numero de Numero
Fonte amostras Numero  Freqiiéncia (%) Qe cepas
coletadas isoladas
Nariz 46 03 6,5 03
Manipulador . 92 11 12,0 11

Maos 46 08 17,4 08

Leite cru 24 19 79,2 33

Queijo 24 17 70,8 25

TOTAL 140 47 - 69
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Tabela 2- Suscetibilidade aos antimicrobianos, das cepas de E. coli isoladas de
amostras obtidas de manipuladores, leite cru e queijo Minas Frescal,
coletadas em laticinio de Goias, Brasil, 2004 / 2005.

Antimicrobianos n° (%)

Fonte qucetipi-
dade  AMP CEF cP  GEN  SUT  TET
S 3(100) 1(33,3) 2(66,7) 3(100) 2(66,7) 2(66,7)
®  Nariz Sl 0(00) 1(333) 1(333) 0(0) 0 (0) 0 (0)
% (3) R 0(0) 1(333) 0(0) 0(0)  1(333) 1(33,3)
3 S 8(100) 6(75) 7(87,5) 8(100) 8(100) 6 (75)
c§% Maos Sl 000) 1(125) 1(125) 0(0) 0(00) 1(12,5)
(8) R 0(0) 1(12,5) 0(0) 0 (0) 0(0) 1(12,5)
S 29 (87,8) 22(66,7) 32(97) 33(100) 32(97) 23(69,7)
'—ezt393<)3ru Sl 26,1) 7212 1(3) 0 (0) 0(0) 4(12,1)
R 26,1) 4(121) 0(0) 0 (0) 1(3) 6(18,2)
S 24 (96) 22(88) 24(96) 24(96) 24 (96) 23 (92)
Q(‘;Ziio sl 000) 3(12) 1(4) 1(4) 0 (0) 1(4)
R 1(4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(4) 1(4)

" S — sensibilidade; S| — sensibilidade intermediaria; R - resisténcia

AMP — ampicilina; CEF — cefalotina; CIP — ciprofloxacina; GEN — gentamicina;
SUT - sulfametoxazol-trimetoprim, TET — tetraciclina
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Tabela 3- Perfis de suscetibilidade a antimicrobianos das cepas de E. coli isoladas
de amostras de nariz e maos de manipuladores, leite cru e queijo Minas
Frescal coletadas em laticinio de Goias, Brasil, 2004 / 2005.

Perfis de suscetibilidade a
Cepas isoladas antimicrobianos*

SUT CIP AMP GEN TET CFL

Perfil
Fenotipico

4M* 5L% 5Q: 6L; 7L: 7Q%: 7Q;
8L; 8M?% 8N? 9L: 10Q; 11LS
11Q; 12Q% 12Q°% 12MA1;
12M4: 13M2; 14L; 14Q%; 15L%:
15Q; 16L" 16L% 16Q% 16Q°;
16Q% 17L% 17L° 17Q7% 17Q"
17Q°% 18L% 18L° 18L°% 18Q;
19Q% 19Q" 21Q; 24L; 24Q
5L°: 9Q; 11L°; 15M"; 16L%;
19LP

10LP; 13LP; 15L°

2L; 20N*

10M": 14Q°

11L%; 23L°

15LP; 2312

3Q

4L

6Q

8Q®

8M’

10L2

10N?

12L

13L2

19L°%

w
w
w
w
w
w
>

w
w
w
w
w
w

w0 n o onoonon w
- D W v n n onm
w o n o onnon

w w U UV 0 v ”m
w =X w w o wm
— I G mmoon

“w v nu nu nw
w X

R
| R

w O »nw 0 nu uno n n n 0n o onongon
w 0w w

A 0

nw 0O 0o u nu u m

O T O Z2=Z2r X «

* O perfil de suscetibilidade foi baseado na resisténcia (R), sensibilidade intermediaria
(), e sensibilidade (S) a antimicrobianos.

AMP — ampicilina, CEF — cefalotina, CIP — ciprofloxacina, GEN — gentamicina, SUT —
sulfametoxazol-trimetoprim, TET — tetraciclina

1,2,3,4 1,2,3,4
) )

L — leite Q — queijo M — mé&o ( N — nariz (

ab.¢_ correspondem a diferentes cepas isoladas de uma mesma amostra de

leite cru ou de queijo
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ABSTRACT

This study aimed to establish the source of Escherichia coli in soft cheese in a
dairy plant of Goias, Brasil. Strain of E. coli isolated from raw milk (n=24),
personnel (n=92) and Minas Frescal cheese (n=24) were typed by the Xba |
digests DNA macrorestriction patterns obtained following pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Strains were compared to access the role of personnel
and raw milk in the cheeses contamination. Based on PFGE genotyping, one
strain isolated from food handler's hands and five strains isolated from raw milk
were identical or closely related to six strains from cheeses suggesting, in this
cases, the probable source of E. coli contamination in cheeses. No strain isolated
from the nose was related to cheeses or milk strains. The results showed high
diversity among the strains, since the 66 isolates typed generated 61 different
DNA banding profiles, demonstrating a lack of predominance of an endemic
clone in the dairy plant. This paper highlights the usefulness of PFGE as an
epidemiological tool for determining the source of E. coli contamination in the

food industry.

Key words: Escherichia coli, PFGE, Minas Frescal cheese, raw milk, food

handlers.
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HETEROGENEIDADE GENETICA DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
ISOLADAS EM UM LACTICINIO DO BRASIL CENTRAL

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar genotipicamente, através da
macrorrestricdo do DNA pela enzima Xba | seguida de eletroforese em gel em
campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis — PFGE), isolados de
Escherichia coli obtidos a partir de amostras de manipuladores, leite cru e queijo
Minas Frescal produzidos em um laticinio em Goias, Brasil, visando estabelecer
uma possivel relacdo de contaminagdo entre o manipulador e/ou a matéria-
prima e o produto final. Foram coletadas 24 amostras de leite cru e de queijo
Minas Frescal, 46 amostras de maos e 46 de nasofaringe, com suabes
esterilizados, dos manipuladores envolvidos na fabricagdo do queijo, no periodo
entre margo/2004 e fevereiro/2005. E. coli foi isolada em 11 (12,0%) das 92
amostras dos manipuladores, em 19 (79,2%) das 24 amostras de leite cru e em
17 (70,8%) das 24 amostras de queijo. A partir dos resultados do PFGE obteve-
se 61 perfis eletroforéticos diferentes evidenciando alta diversidade genética
entre eles e auséncia de cepas endémicas. Comparando os perfis genotipicos
dos isolados de leite e queijo observou-se que dois pulsotipos mostraram cepas
indistinguiveis e trés possivelmente relacionados, sugerindo que a matéria-prima
possa ser provavel fonte de contaminagcdo do produto final. Quanto a
comparagao dos perfis obtidos de isolados de mao e queijo foi possivel
estabelecer somente uma possivel relagcdo de contaminagdo. Este estudo
destaca o PFGE como uma ferramenta util nos estudos epidemioldgicos e na
determinacao de possiveis fontes de contaminagao por E. coli na industria de

alimentos.

Palavras-chave: Escherichia coli, PFGE, queijo Minas Frescal, leite cru,

manipuladores.
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INTRODUCTION

Because of its chemical composition, milk is considered an excellent
culture medium and can be easily contaminated by several microorganisms, as
a result of different factors such as the handler's hygiene practices, the
environment, utensils and other equipment used in the collection and
processing (12,14,36).

Many enteropathogenic microorganisms have been found in milk and
dairy products and among these products we can include cheese, stored in
inadequate temperatures and consumed without any thermal treatment. They
are frequently associated to outbreaks of food-transmitted diseases (1,3,31).

Among the different types of cheese made in the country, the kind known
as Minas Frescal has received wide acceptance by the public because it is
relatively inexpensive (6). It has become part of the daily diet in many States in
Brazil (10,11,22,23). This type of cheese is produced from pasteurized cow
milk and because of its high humidity content, because it is a product of animal
origin and especially because it is handled extensively, it is easily contaminated
and a favorable environment for bacterial survival and multiplication (10,19).

The detection of coliform bacteria, especially E. coli, in processed foods,
is an indication of contamination by fecal matter. It is also evidence of
inadequate control of the raw material, the health of the handler involved in the
production process and control of the finished product. Whereas this
microorganism has serogroups whose pathogenicity is known by their toxigenic

and infectious action (10), the fact that they can be isolated in cheese also
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suggests that other pathogenic microorganisms are possibly present in this
vehicle (26,32).

Epidemiological studies seek to establish the source of microorganisms
in food by using bacterial typing techniques, characterizing isolates from
possible sources (animals, handler, equipment and others fomites) and
comparing them, in terms of genotype, to isolates from food (18). One of the
methods used is macrorestriction of DNA followed by PFGE (Pulsed-field gel
electrophoresis) (5). This is a highly discriminatory and reproducible technique
whose performance is the same or better than other techniques currently
available and has been successfully applied for typing a large number of
microorganisms (7,8,23). It is also the most effective technique for
differentiating E. coli isolates (5).

The objective of this study was to isolate E. coli from raw cow milk, from
the hands and nose of handlers, and from Minas Frescal cheese produced in a
dairy product plant in Goias, Brazil. Another objective was to determine their
genetic profiles and investigate the possible relationship among the strains
isolated through PFGE, to establish possible sources of contamination for the

final product (cheese).

MATERIALS AND METHODS
Sampling
A total of 140 samples, 24 from raw milk, 24 from Minas Frescal cheese,
46 from food handlers’ anterior nares and 46 from their hands, were analyzed
for the presence of E. coli in a small dairy plant in Goias State, Brazil, from

March/2004 to February/2005. The industry was visited twice a month. The
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dairy plant had four workers handling milk and/or cheese and they were invited
to participate. The study protocol was approved by the Ethical Committee from
the Federal University of Goias and the participants gave informed consent. The
hands and anterior nares samples were collected during each visit, from the
handlers that were working on that day. Worker n° 1 was sampled 16 times (M,
N'); n°2, 17 times (M?, N?); n° 3 just once (M® N®) and n° 4 was sampled 12
times (M*, N*). The hands and anterior nares were sampled by rubbing a sterile
cotton swab around the inside of nostrils and applying an even pressure and
rotating the swab without interruption (35). The swabs were immediately placed
in Brain Heart Infusion (BHI) broth (Oxoid). The raw milk and cheese were
sampled following methodology described by Midura & Bryant (2001) (24). All
collected samples were transported in an isothermal box with ice to the Food

Control Laboratory of the Goias Federal University and immediately analyzed.

Microbiological procedures

The samples were submitted to presumptive, confirmed and completed
tests for coliforms, fecal coliforms and E. coli according to Feng et al. (2002)
(17). Based on the completed test (IMVIiC pattern - indol production, MR-VP
test, citrate utilization and the gas production from lactose) the suspected
colonies were identified as E. coli (IMViC patterns of ++-- (biotype 1) or -+--
(biotype 2). When appropriate, more than one morphologically different colony
was obtained from the same sample. The isolates were stored at -20°C in

tripticase soy broth (Oxoid) with 20.0% glycerol awaiting further analyses.

Pulsed-field gel electrophoresis



134

The genetic pattern of E. coli isolates was carried out by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) of digested DNA, using a CHEF DRIl (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) following the method of Pfaller et al. (1992)
(27) with modifications. Briefly, a single isolated colony was inoculated in 3 mL
of TSB broth (Oxoid) and incubated at 37°C for 18 h. Five hundred microliters of
the culture were pelleted at 6000 g in a microcentrifuge for 10 min. Each pellet
was resuspended in 300 pL of TEN buffer (60 mM Tris pH 7.5, 50 mM EDTA pH
7.5, 150 mM NaCl,) and mixed with 340 pyL of 1.2% SeaKem Gold agarose.
This mixture was dispensed into three plug molds and left to solidify. The plugs
were transferred to 1.3 mL of EC buffer (1M Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 50 mM
EDTA pH 7.5, 0.2% deoxycholate, 0.5% Sarkosyl, 0.5% Brij 58) with 200 pL of
lysozime (10 mg/mL) for 5 h at 37°C. After that, the plugs were rinsed five times
with 1.5 mL of CHEF TE 1X buffer (50 mM EDTA pH 7.5, 1M Tris pH 7.5)
followed by incubation at 50°C overnight in 1.4 mL of ES buffer (625 mM EDTA
pH 9.3, 5.0% sarkosyl) and 100 pL of proteinase K (PK) (20 mg/mL). Plugs
were rinsed once with 1.5 mL of CHEF TE 1X buffer and then washed four
additional times with the same buffer for 1 h each. Approximately 1/3 of each
plug was used for DNA digestion. Plugs were rinsed with 200 yL of DNS buffer
(1M Tris pH 8.0, 1M magnesium chloride). After incubation at room temperature
for 1h the plugs were stabilized in 50 pL of 1X restriction enzyme buffer (REB)
for 1 h at 5°C. REB was removed and 50 uL of 1X REB with 20 U of Xba |
restriction enzyme was added, and the solution incubated for 2 h at 5°C and
then for 20 h at 37°C. Digests of DNA were separated for 19 h by PFGE using
1.0% PFGE agarose in 120 mL of 0.5X TBE buffer (10X TBE = 89 mM Tris pH

8.4, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA) in the following conditions: 14°C, 6 V/cm,
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5-60 pulse times, with a CHEF DR-II. A lambda ladder molecular weight marker
(Bio-Rad) was included in each gel. Gels were stained with ethidium bromide
(0.5 mg/L) and then photographed under UV light.

Isolates of E. coli were placed in groups of identical or related strains by
comparing the banding patterns produced, using a combination of photographic
visual inspection and computer analysis (BioNumerics, v. 4.0; Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). A pulsotype (PT) was defined as a unique electrophoretic
banding pattern. Isolates with identical restriction profiles were assigned as the
same type and identified with a capital letter. PTs with one to three differences
were considered closely related and were assigned as subtypes (ST) indicated
with a numeral suffix. Isolates with more than three differences were considered
to be different types (34, 36). Furthermore, the comparison between isolates from
different gel runs was strengthened by including, in each gel, an isolate whose
PFGE pattern had previously been determined. The coefficients of pairwise
similarity were calculated using Dice formula, and dendrograms were created
using unweighted-pair group method (UPGMA) using arithmetic averages. The
cluster cutoff was set at 80% similarity and all clusters were identified by arabic

numerals.

RESULTS AND DISCUSSION

On Table 1 it is possible to observe that from the 47 positive samples 69
E. coli isolates were obtained — 11 isolates came from the handlers, 33 from the
raw milk and 25 from the Minas Frescal cheese. Among the 92 samples

collected from the handlers, E. coli was isolated in 11 (12.0%) of them, and
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among the 24 samples of raw milk and cheese, it was found in 19 (79.2%) and
17 (70.8%), respectively. These results make it clear that there is a risk of
gastroenteritis outbreaks after consuming these products.

De Buyser et al. (2001) (16) evaluated 60 outbreaks of milk and dairy-
transmitted diseases, in France and in other countries, from 1980 to 1997, and
determined that pathogenic E. coli was responsible for around 20.0% of the
notified episodes and that cheese made from raw milk or non-specified milk
type was the most common food involved.

In Brazil, the presence of pathogenic microorganisms has been observed
in Minas Frescal cheese, and several studies confirm the presence of fecal
coliforms in this product in Belo Horizonte/MG (26), in Cuiaba/MT (22), in Pogos
de Caldas/MG (3), in Mato Grosso do Sul (10), in Parana (21), in Rio de
Janeiro/RJ (4,6), in the Federal District (11) and in Trés Passos/RS (33).

E. coli was isolated in 75.0% of the handlers and most frequently in the
hands (08), relative to the nose (03). This finding was expected since the latter
site is not described as a normal habitat for this microorganism. Curtis et al.
(2000) (15) found smaller figures. They detected a 21.9% incidence of E. coli in
the hands of handlers in restaurants in Caracas, Venezuela. Pinto et al. (2001)
(29) pointed to the presence of fecal coliforms in 35.5% of handlers' hands
tested in Belo Horizonte, MG and Monteiro et al. (2001) (25) isolated E. coli in
55.0% of handlers' hands tested in the State of Ceara. According to Brod et al.
(2002) (9) the presence of fecal coliforms is evidence of poor hygiene practices,
since a high number of these microorganisms is evidence that hands are not
properly cleaned and a clear indication of risk of food contamination by fecal

particles.
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E. coli was isolated in 79.2% of the raw milk samples. Smaller figures
were obtained by Chye et al. (2004 (14)). They isolated this bacterium in 64.0%
of the raw milk samples from dairy farms in Malaysia, while a higher incidence
was found by Catado & Ceballos (2001) (13) in a dairy plant in Campina Grande,
PB. Enteropathogenic microorganisms have been found in milk consumed
without thermal treatment. Contamination during milking, as well as inadequate
temperatures during storage and transportation can result in high levels of
pathogenic bacteria, which can represent a health risk to consumers (1,4,31).

E. coli was isolated in 70.8% of the Minas Frescal samples. Similar
results were found by Camara et al. (2002) (10) in Mato Grosso do Sul. They
isolated this bacterium in 70.0% of their samples. Pereira et al. (1999) (26)
found fecal coliforms in 90.0% of Minas Frescal samples in Belo Horizonte, MG,
Loguercio & Aleixo (2001) (22), in Cuiaba, MT, detected fecal coliforms in
93.3% of the cheese samples analyzed, and in Pogos de Caldas, MG, Almeida
Filho & Nader Filho (2002) (3) verified the presence of E. coli in 30.0% of the
Minas Frescal cheese samples. The presence of E. coli is clear evidence that
the control of raw material, of the manufacturing process and of the final product
is inefficient.

Among the 69 strains, three of them (two in milk and one in cheese)
could not be typed, even after four repetitions. The genetic analysis of the 66
isolates resulted in 61 different electrophoretic profiles and 09 to 17 different
bands, considering a molecular weight of 679.0 to 48.5 kb, which is evidence of
the high level of genetic heterogeneity among the strains.

The dendrogram including all the genetic profiles was built on the basis

of similarity levels (Fig. 1). A 80.0% cutoff was considered, resulting in 57
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clusters, numbered from 1 to 57. The 66 E. coli isolates that were typed were
grouped in 60 pulsetypes (PTs) and one subtype (ST).

Ten different electrophoretic profiles were obtained from 11 isolates from
handlers, indicating the absence of an endemic strain among them. During the
collection period it was possible to determine that the workers hosted more than
one clone in their hands and nose, except in one occasion, in which M?
presented the same clone in these sites (PT A) (Fig. 1).

Genetic typing of the 31 isolates of the raw milk samples generated 30
different electrophoresis profiles, indicating the existence of clonal differentiation
of this bacterium in this product. Only the PT T grouped two isolates from a
single milk sample (17la and 17Ib) with identical band profiles, therefore,
belonging to the same clone. The D pulsetype and the subtype D1
corresponded to two isolates of the same raw milk sample (16la and 16Ic),
which were considered to be strongly related and are probably strains derived
from the same clone (Fig. 1).

Picozzi et al (2005) (28), in Italy, used this technique to compare 12 E.
coli isolated from cow milk and found different electrophoretic profiles, even
when they used a 41.0% similarity level. This difference can be explained by the
exposure of the milk to several sources of contamination, such as the personnel
involved in the milking process, utensils and the farm environment, and the
consequent poor hygiene/sanitation control of the milking activity in the many
farms that supply this product.

Among the electrophoretic profiles obtained from the cheese it was not
possible to detect any similarity, that is, the 24 isolates produced 24 different

pulsetypes. Once again it was possible to see clonal heterogeneity in E. coli
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strains. Radu et al. (2002) (30) found 28 different genotypic profiles in 28
isolates of E. coli from samples of beef and poultry meat sold in Malaysia, when
using PFGE with a 90.0% similarity level. These authors report that this
technique was considered more stable and reproducible, relative to others, and
it has been shown to be more reliable for genotypic typing in epidemiological
investigations, as corroborated by Grif et al. (1998) (20) and Akiba et al. (2000)
(2).

After comparing the electrophoretic profiles obtained and following the
criteria established by Tenover et al. (1995) (34) the 14qgb (cheese) and 10m1
(hand) strains were considered identical. Therefore, it was possible to establish
a contamination relationship of the final product by the handler (PT AA) (Fig. 1).
This fact demonstrates that the handler represents a risk of bacterial
transmission for the final product, especially when one considers that this small-
scale dairy plant uses a manual process for producing Minas Frescal cheese.

Two pulsetypes show identical strains between milk and cheese: PT N
(15q and 14l) and PT BF (10q and 11lc) (Fig. 1), according to criteria
established by Tenover et al. (1995). Three cheese isolates were possibly
related to three milk isolates, thereby generating six distinct pulsetypes: PT J
and PT K (13Ib and 18q), PT V and PT W (14ga and 6l) and PT Y and PT Z
(15lb and 17qc), (Fig. 1). These results suggest that the raw material is the
probable source of contamination of the final product.

According to Radu et al. (2002) (30) the genetic diversity observed
among the E. coli isolated by means of molecular typing techniques contributed
to the investigation of potential epidemiological problems caused by this

pathogen. Subtyping of isolates helps in contamination studies in the food
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industry, because critical points can be recognized and appropriate measures
implemented to guarantee product safety.

It was possible to see that the use of a highly discriminatory technique,
such as PFGE, made it possible to determine the genetic heterogeneity of E.
coli isolates obtained, thus reflecting the complexity of this microorganism,

especially in milk and cheese processing plants.
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Table 1. E. coli isolated from dairy staff, raw milk and Minas Frescal cheese in a
dairy plant, Goias, Brazil, 2004/2005.

Samples Positive samples Number of
Source lected solat
collecte Number (%) isolates
Dairy staff nasal 46 03 6,5 03
Dairy staff hands 46 08 17,4 08
Raw milk 24 19 79,2 33
Cheese 24 17 70,8 25

TOTAL 140 47 - 69
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CONSIDERACOES FINAIS

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos e a macrorrestricao de DNA
por endonuclease de restricdo Xba | seguida de eletroforese em gel em campo
pulsado (PFGE), como métodos de tipificacdo fenotipica e genotipica,
respectivamente, empregados em E. coli isolados de leite cru bovino,
manipuladores e queijo Minas Frescal em um laticinio de Goias, permitiram
obter resultados que sugerem a possivel fonte de contaminagao desta bactéria
no produto final nesta industria de alimentos.

Pelos resultados obtidos nos dois artigos apresentados, o antibiograma
classificou as cepas em 17 perfis distintos e o PFGE em 61 perfis
eletroforéticos diferentes, demonstrando maior poder discriminatério desta
ultima técnica, como ja esperado. Destaca-se na Tabela 1 (anexo 4) que o
isolado 16L° apresentou o perfil fenotipico “A” e o isolado 16L® o perfil
fenotipico “B”, entretanto, ambos isolados apresentaram identidade clonal no
PFGE ou seja o pulsotipo D e o subtipo D1.

O PFGE permitiu identificar alta heterogeneidade genética entre as E.
coli isoladas, entretanto, observou-se maior correlacdo entre as isoladas do
queijo e do leite (Tabela1, Figuras 1 e 2 - anexo 4) do que entre aquelas
isoladas do queijo e dos manipuladores, sugerindo o leite cru como provavel
fonte deste microrganismo para o queijo Minas Frescal. Como nao foi
observada correlagdo de isolados do nariz dos manipuladores com os do
queijo, estes ndo parecem ser fontes importantes da bactéria para o produto

final analisado.



149

A técnica de tipificagao genotipica utilizada (RFLP/PFGE) é amplamente
empregada em varios paises mas, no Brasil, tem se limitado a alguns
laboratérios de pesquisa brasileiros. Durante a sua execugdo, no presente
estudo, alguns aspectos importantes foram observados como a dificuldade de
padronizagao (cinco protocolos testados), elevado custo tanto dos
equipamentos como do material de consumo, entretanto os resultados obtidos
foram eficientes e conclusivos.

Embora fugindo dos objetivos da pesquisa, foi observado que os
funcionarios (manipuladores de alimentos) albergaram mais de uma cepa
diferente de E. coli nos dois sitios anatdmicos pesquisados (mao e nariz), no
decorrer do estudo, ou seja, durante um ano, evidenciando a importancia da
selecdo de cepas desde o inicio da analise microbioldgica, onde a identificacao
morfolégica e bioquimica de mais de uma colbnia por placa permitiu a
constatagao destas distintas cepas coabitando os manipuladores.

Nesse estudo, o manipulador nido foi considerado como principal fonte
da E. coli para o produto final, entretanto, ressalta-se sua importancia como
potencial disseminador desse patdgeno de origem fecal, pelas caracteristicas
artesanais de producdo do queijo na industria investigada. Segundo
informacdes obtidas no local, a mesma nao apresenta Manual de Boas Praticas
de Fabricacdo implantado e Programa de Controle Médico de Saude
Ocupacional (PCMSO), assim os envolvidos no processo nao foram
capacitados tecnicamente quanto as praticas adequadas de higiene e saude
pessoal e manipulagao de alimentos.

A obtencdo do leite cru com razoavel qualidade higiénico-sanitaria ou

com menor carga microbiana inicial, ainda € muito dificil pelas condi¢des
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inadequadas das propriedades produtoras deste alimento no estado de Goias e
no pais, embora esforgcos venham sendo implementados neste sentido. Apesar
do artigo 200 do Regulamento do Servigo de Inspecao Federal estabelecer que
“s6 é permitida a fabricacdo de queijos frescos e moles a partir de leite
pasteurizado”, tal fato ndo é observado na maioria das plantas de producao
industrial de queijo Minas fescal na regido. A industria avaliada contava com
um pasteurizador de placas, mas o leite era aquecido somente até alcancar a
temperatura para intensificar a atuagdo do coalho (em torno de 45°C), nado
sofrendo o tratamento térmico recomendado para a pasteurizagao.

Os riscos desta pratica podem ser confirmados pelos resultados obtidos
neste trabalho onde o leite se apresentou como provavel fonte de E. coli no
queijo e pelo isolamento desta bactéria em 70,8% das amostras de queijo
obtidas, caracterizando a possibilidade deste produto causar casos ou surtos
de DTAs.

Conclui-se, a partir desta pesquisa, que a associacao de tipificagcao
fenotipica e genotipica de microrganismos em alimentos é muito importante em
estudos epidemiolégicos. Acredita-se que tal investigagdo, possa contribuir
para a construgcdo de orientagbes técnicas na implantacdo de programas
destinados ao controle higiénico-sanitario na produgao de leite e derivados na
regido, bem como, buscar integragdo entre oérgdos governamentais de
vigilancia sanitaria, instituicbes de ensino e pesquisa na area nutrigao,
tecnologia de alimentos e saude publica, setores da industria leiteira e
comercializacio de produtos afins.

Os resultados aqui gerados podem subsidiar novas atividades de

pesquisa e extensdo desta natureza, inclusive com acdes intervencionistas e
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preventivas e assim, promover a garantia, no mercado interno, de produtos
alimenticios de qualidade sanitaria adequada e, consequentemente, ampliar a

possibilidade de sua comercializagao agregando valor ao mesmo.
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ANEXO 4

Tabela 1 - Classificacéo de E. coli isoladas de manipuladores, leite cru e queijo
Minas Frescal segundo seus perfis fenotipicos e genotipicos.

Namero do isolado e origem* Perfil de Fenotipo Genotipo (PFGE)
susceptibilidade**

aMm* 5L% 5Q; 6L; 7L; 7Q% 8L:

8M2% 8N% 9L; 10Q; 11L% 11Q; AB; I AQ W, Al; R; AG;
13M2; 14L; 14Q% 15L% 15Q; SSSSSS A L; U; AT; AS; N; V; G5 N;
16L°% 16L°% 16Q% 16Q° 16Q°; Q; D1; AU; BD; AV, T T
1705 1705 17Q% 17Q% 17Q% X; B; Z; M; BH; K; BI; AF;
18L% 18L% 18Q: 19Q% 19Q" AP;AZH

21Q; 24L; 24Q

5L° 9Q; 11L°% 15M"; 16L% 19L° sssssl B AH: AO: O: AN: D: AC
10L"; 13L°; 15L° SSSSIS C AL; J; AJ

20N* SSSSSR D AY

10M": 14Q° SISSSS E AA: AA

11L%; 23L° SSSSRI F BC; E

15" 232 SSSSRS G Y; AW

3Q RSRSRI H G

4L SSISSR | BB

6Q SSSISS J AK

8Q° SSSSl K BG

aMm’ SSSSIR L AD

10L2 SISSSS M BE

10N? RISSRI N F

12L SSISRI o} S

13L2 RSRSRR P AX

1912 SSRSIR Q AE

"M — M3o; N — Nariz; L — Leite; Q — Queijo

** Resisténcia (R), Susceptibilidade intermediaria (I) e Susceptibilidade (S).
Seqiéncia de antibidticos: sulfametoxazol - trimetoprim, ciprofloxacina, ampicilina,
gentamicina, tetraciclina, cefalotina
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Figura 1 - Perfis eletroforéticos de PFGE de E. coli isoladas de leite (linhas 2, 3,
7,9, 10 e 15) e queijo (linhas 1, 4, 5, 6, 11, 12, 13 e 14). Linha M,
marcador (lambda ladder — Bio-Rad)
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Figura 2 - Perfis eletroforéticos de PFGE de E coli isoladas de leite (linhas 1, 7,
10, 12 e 13), de queijo (linhas 2, 3, 9, 11, 14 e 15) e manipuladores
(linhas 4, 5 e 6). Linha M, marcador (lambda ladder — Bio-Rad).
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