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RESUMO 

 

 

CHAVES, Carolina Relvas. Caracterização fenotípica e molecular de marcadores de 

virulência em cepas de Escherichia coli isoladas de alimentos de origens diversas. 2021. 

115 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

 
Os alimentos estão implicados na disseminação de cepas de Escherichia coli com 

potencial patogênico. Este trabalho objetivou investigar o perfil de virulência em 339 cepas 

cepas de E. coli, recuperadas de alimentos, a saber: salsa (Petroselinum crispum); carcaças de 

frango congeladas; frutos do mar: mexilhões, mariscos e ostras; leite pasteurizado e 

preparação purê de batatas de dieta destinada a pacientes internados em um hospital 

universitário. Foram pesquisados, por PCR, os grupos filogenéticos e os genes de virulência: 

eae, bfpA, bfpB, stx1, stx2, ltA, est, ipaH, aggR, aatA, associados à E. coli diarreiogênica 

(DEC) e os marcadores fimH, papEF, pap GII e III, sfa, afa, hlyA, cfn1, tratT, aer, flu e PAI, 

associados à E. coli patogênica extra intestinal (ExPEC), especificamente E. coli 

uropatogênica. Além disso foi investigada a presença dos sorogrupos O157; O26; O45; O103; 

O111: O121; O145 e o antígeno flagelar H7, nas cepas  O157. Cepas com perfil molecular de 

virulência foram submetidas a ensaios fenotípicos de aderência com células HEp-2 e cepas 

albergando o gene stx2, ao ensaio de citotoxicidade com célula Vero. Verificou-se que o grupo 

filogenético A foi o único que estava presente em todas as origens alimentares, tendo sido 

também o mais prevalente nas cepas estudadas (48%), seguido dos grupos B1 (32%), D 

(12%) e B2 (8%). Marcadores de virulência foram encontrados em 32,7% das cepas, 

dividindo-as em 29 perfis de virulência distintos, dos quais o gene stx2, isolada e 

conjuntamente a outros marcadores, foi o mais frequente, presente em 45 cepas, 

caracterizando-as como STEC. Nenhuma cepa apresentou marcadores associados à ETEC, 

EIEC e EAEC e uma única apresentou perfil molecular compatível com EPEC típica 

(tEPEC), porém sem apresentar fenótipo de aderência localizada. Marcadores moleculares 

associados às ExPEC (54%) foram mais frequentes do que os de DEC (27%) nas E. coli 

estudadas, no entanto também foram encontradas cepas com marcadores associados às duas 

categorias (19%). As amostras de preparação purê de batatas da dieta hospitalar foram, entre 

as origens estudadas, a que apresentou a mais alta frequencia de marcadores de virulência 

(89%), sendo a maioria classificada como STEC. Entre as cepas investigadas foram 

encontrados os sorogrupos O121, O103 e O145, em isolados de salsa, frango e mexilhões, 

respectivamente. O sorogrupo O157 foi encontrado somente nas cepas provenientes de purê 

de batatas, entretanto estas não apresentavam o antígeno flagelar H7. Nenhuma cepa 

submetida ao ensaio de citotoxicidade expressou o fenótipo de produção da toxina Shiga. Foi 

possível concluir que alimentos de diferentes origens, incluindo alimento pronto para 

consumo de pacientes hospitalizados, estão veiculando cepas de E. coli albergando 

marcadores moleculares e fenotípicos de virulência, e podem exercer papel importante na 

disseminação destes genes. Os resultados também alertam para a importância da 

realização/revisão dos procedimentos de boas práticas de produção de alimentos, a fim de 

minimizar a veiculação desses microrganismos e a ocorrência de Doença de Origem 

Alimentar (DOA). 

 

Palavras-chave: Escherichia coli diarreiogênica. Escherichia coli patogênica extraintestinal. 

Alimentos. Virulência.  

 



 

ABSTRACT 

 

 

CHAVES, Carolina Relvas. Phenotypic and molecular characterization of virulence 

markers in Escherichia coli strains recovered from different food sources.  2021. 115 f. 

Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

 

Food is implicated in the spread of Escherichia coli strains with pathogenic potential. 

This study aimed to investigate the virulence profile in 339 strains of E. coli, recovered from 

food, namely: parsley (Petroselinum crispum); frozen chicken carcasses; seafood: mussels, 

clams, and oysters; pasteurized milk and mashed potatoes from the diet for patients admitted 

to a teaching hospital. Using PCR, phylogenetic groups and virulence genes were 

investigated, such as: eae, bfpA, bfpB, stx1, stx2, ltA, est, ipaH, aggR, aatA, associated with 

diarrheagenic E. coli (DEC) and the markers fimH, papEF, pap GII and III, sfa, afa, hlyA, 

cfn1, tratT, aer, flu and PAI, associated with extra-intestinal pathogenic E. coli (ExPEC), 

specifically uropathogenic E.coli. In addition, serogroups O157; O26; O45; O103; O111: 

O121; O145 and the H7 flagellar antigen in the O157 strains were investigated. Strains 

exhibing molecular virulence profile were submitted to phenotypic adherence assays with 

HEp-2 cells and strains harboring the stx2 gene to the Vero cell cytotoxicity assay. 

Phylogenetic group A was observed in all food sources, and it was also the most prevalent 

among strains in this study (48%), followed by groups B1 (32%), D (12%) and B2 (8%). 

Virulence markers were found in 32.7% of the strains and 29 distinct virulence profiles were 

observed. Highlighting the stx2 that was the most frequent gene, alone or together other 

markers, observed in 45 strains, characterizing them as STEC. None strains were associated 

with ETEC, EIEC and EAEC and a single one exhibed molecular profile compatible with 

typical EPEC (tEPEC), however localized adherence phenotype was not observed. 54% and 

27% of the total, exhibed molecular markers associated to ExPEC and DEC, respectively. 

Curiously, 19% carried genes related to both categories. Among different food source, 

mashed potatoes showed the highest frequency of virulence markers (89%), most of all were 

classified as STEC. Serogroups O121, O103 and O145 were found in parsley, chicken and 

mussel, respectively. Serogroup O157 was observed only in E. coli recovered from mashed 

potatoes, nevertheless H7 flagellar antigen was not present. Using cytotoxicity assay, none 

strain expressed the Shiga toxin production phenotype. In conclusion, foods from different 

sources, including ready-to-eat food for hospitalized patients, carried E. coli strains harboring 

molecular and phenotypic markers of virulence, and may play an important role in the 

dissemination of these genes. The results highlighted the importance of conducting/reviewing 

the procedures of good food production practices, in order to minimize the transmission of 

these microorganisms and the occurrence of foodborne diseases. 

 

 Keywords:  Diarrheagenic Escherichia coli. Extra-intestinal pathogenic Escherichia coli. 

Food. Virulence. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Dados epidemiológicos das Doenças de Origem Alimentar (DOAs) 

 

 

Os alimentos são veículos importantes na disseminação de microrganismos com 

potencial patogênico. De acordo com o Surveillance for Foodborne Disease Outbreaks, 

Annual Report, do Center for Disease Control and Prevention (CDC, 2018), somente no ano 

de 2016 foram relatados 839 surtos de doença de origem alimentar (DOA), acometendo 

14259 pessoas, resultando em 875 hospitalizações e 17 óbitos, nos Estados Unidos da 

América.  

Entre os principais agentes etiológicos associados aos surtos, a E. coli, 

especificamente STEC, foi o terceiro microrganismo mais envolvido em surtos alimentares e 

casos de DOA, precedido apenas por Norovírus e Salmonella. Os grupos alimentares mais 

frequentemente implicados nos surtos Norte Americanos, em 2016, foram, respectivamente: 

pescado, moluscos e laticínios (CDC, 2018). 

No Brasil, apesar dos avanços nas notificações de surtos de DOAs, os dados ainda não 

são bem conhecidos, provavelmente devido às subnotificações ou porque os surtos não são 

reconhecidos, não são relatados ou mesmo por falta de investigação em várias localidades do 

país. Somente em alguns Estados, principalmente nos das Regiões Sul (Rio Grande do Sul e 

Santa Catarina) e Sudeste (São Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais), existem sistemas de 

vigilância sanitária efetiva (GOMES et al., 2013; TONDO et al, 2015). 

De acordo com o Registro no Sistema de Informação de Agravos de Notificação, da 

Secretaria de Vigilância Sanitária (SINAN/SVS), do Ministério da Saúde (MS, 2019), durante 

o período de 2009 a 2018, no Brasil, foram registrados 6809 surtos alimentares, ocasionando 

120584 casos de doença, 16632 hospitalizações e 99 óbitos. Somente no ano de 2018, foram 

notificados 503 surtos alimentares, com 6803 casos de doença e resultando em 731 

hospitalizações e nove mortes. Os casos notificados, entre 2009 e 2018, ocorreram mais 

frequentemente em residências (37,2%), seguidos por restaurantes (16%), escolas (8,9%), 

eventos (5,7%) e hospitais (4,2%) e, entre os principais alimentos envolvidos, podem ser 

citados os alimentos mistos (25,5%), leite e derivados (7,8%), carne bovina (5,3%), carne de 

aves (3,5%), hortaliças (2,3%) e pescados e frutos do mar (2,1%). E. coli, foi o principal 
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agente etiológico bacteriano implicado nos surtos (23,4%), seguido por Salmonella (11,3%) e 

S. aureus (9,4%).  

Segundo Amson et al. (2006), um modelo de rastreamento epidemiológico 

demonstrou que o estado do Paraná registrou, entre os anos de 1978 e 2000, cerca de 1195 

surtos relacionados a doenças de origem alimentar causados por bactérias. No Rio de Janeiro 

são notificados aproximadamente 30 mil casos e cerca de 2000 internações por gastrenterites 

por ano. Do mesmo modo, no estado de São Paulo foram registrados cerca de 200 surtos no 

ano de 2000. Os principais alimentos responsáveis por estes surtos são os de origem animal, 

embora os de origem vegetal também estejam associados. 

Dados epidemiológicos recentes da cidade de São Paulo, mostraram que no período 

entre 2007 e Fevereiro de 2021, 2606 surtos de doença veiculada por alimentos foram 

notificados, implicando em 25007 casos de doença. Destes, 16 casos relativos a dois surtos 

foram registrados somente nos dois primeiros meses de 2021 

(https://www.prefeitura.sp.gov.br/cidade/secretarias/saude/vigilancia_em_saude/index.php?p=

244330). 

De acordo com dados do CDC, um surto de origem alimentar causado por E. coli 

O157:H7 ocorreu no período entre  dezembro de 2020 e março de 2021, um total de 22 

pessoas, majoritariamente mulheres com idades entre 10 e 95 anos, foram infectadas pela cepa 

relacionada ao surto, em sete estados norte americanos. Entre os acometidos, 11 foram 

hospitalizados e 3 desenvolveram a síndrome urêmico-hemolítica (HUS). O alimento 

associado não foi identificado. No entanto, as pessoas relataram comer uma variedade de itens 

alimentares, incluindo folhas verdes, brócolis, pepino e morangos (Disponível em: 

https://www.cdc.gov/ecoli/2021/o157h7-02-21/index.html). 

A implementação das Boas Práticas Agrícolas (BPA) e as Boas Práticas de Fabricação 

(BPF) são essenciais para prevenir a contaminação de alimentos, desde a sua produção 

primária até o consumo (CDC, 2015). As Boas Práticas são requisitos básicos para a produção 

de alimentos seguros. Representam o conjunto de procedimentos a serem adotados afim de 

reduzir a contaminação por perigos físicos, químicos e biológicos oriundos da matéria prima, 

água, instalações, equipamentos e utensílios, vetores, bem como das ações dos manipuladores 

e contaminações cruzadas. Visam, portanto, a qualidade higiênico-sanitária dos alimentos, 

bem como sua conformidade com a legislação vigente. (TONDO et al., 2015). 

As DOAs constituem um dos problemas sanitários mais amplamente difundidos no 

mundo e os contaminantes biológicos vêm sendo relacionados como uma das suas principais 

causas. De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2007), 35,3% dos 
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casos de mortalidade infantil na América Latina entre 1995 e 2000 foram atribuídos a 

enfermidades diarréicas, sendo 70% dos casos causados por consumo de algum alimento 

contaminado. Dados da OMS (2015), sugerem que as doenças diarréicas são responsáveis por 

metade das DOAs, afetando 550 milhões de pessoas e causando 230000 mortes a cada ano, 

principalmente em crianças, cujo número pode chegar a 220 milhões de doentes, resultando 

em 96000 óbitos por ano. Diarréia também é implicada como uma das maiores causas de 

morte entre crianças menores de cinco anos em todo o mundo, especialmente nos países em 

desenvolvimento, sendo bactérias, vírus e parasitas os principais agentes etiológicos 

envolvidos (LANATA et al., 2013; TIAN et al., 2016).  

 

 

Escherichia coli como agente importante associado às doenças de origem alimentar 

(DOA) 

 

 

Entre os agentes bacterianos associados às DOAs, a E. coli merece destaque pois, 

apesar de pertencer à microbiota intestinal de seres humanos e animais saudáveis, 

permanecendo, usualmente, no lúmen, como comensais e auxiliando na digestão, 

decomposição e proteção do intestino, podem causar infecções em indivíduos 

imunocomprometidos; e até mesmo em pessoas saudáveis, devido ao rompimento das 

barreiras intestinais (CALLEJÓN et al., 2015; BELLUCO et al., 2016; NTULI, NJAGE & 

BUYS, 2017; AIJUKA & BUYS, 2019; GHITA et al., 2020). Esta bactéria também merece 

destaque e reconhecimento pela sua habilidade de transferir horizontalmente determinantes 

genéticos de virulência e resistência aos antimicrobianos, intra e inter-espécie e até mesmo 

entre gêneros diferentes (HOVOET et al., 2013; CROXEN et al., 2013; HUTINEL et al., 

2021; MAGEIROS et al.,2021; SONG et al, 2021). 

E. coli também pode ser encontrada no solo e na água, geralmente como resultado de 

contaminação de origem fecal, por esterco animal ou despejo de esgoto sem tratamento 

(JOHNSON et al., 2008; CARLOS et al., 2010; McAULEY et al., 2014; WOOD et al., 2015; 

ARAÚJO et al., 2017; FERREIRA et al., 2018). Sua recuperação a partir de alimentos indica 

qualidade higiênico-sanitária insatisfatória. O consumo de alimentos e água contaminados 

podem resultar em infeções bacterianas graves, representando grande problema de saúde 

pública (BALABAN & RASOOLY, 2000; LE LOIR et al., 2003; TORRES et al., 2018; 

TORO et al., 2018; GONZÁLEZ E CERQUEIRA, 2019).   
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Principais alimentos associados às doenças de origem alimentar (DOA) causadas por 

Escherichia coli 

 

 

Entre os alimentos relacionados à contaminação por E. coli, os de origem vegetal, em 

especial os vegetais folhosos, merecem destaque principalmente por serem, muitas vezes, 

consumidos sem sofrer qualquer tratamento térmico (FRANCO & LANDGRAF, 2005; 

GÓMEZ-ALDAPA et al., 2016; SHAKERIAN, RAHIMI & EMAD, 2016). A mudança no 

estilo de vida atual da população, em busca de alimentos mais saudáveis, é marcada pelo 

aumento no consumo de vegetais, in natura e minimamente processados (BAUTISTA-DE 

LEÓN et al., 2013; JUNG et al., 2014; GÓMEZ-ALDAPA et al., 2016).  

Estes alimentos carregam um risco aumentado de contaminação microbiana, em 

decorrência da qualidade da água de irrigação, que pode estar contaminada com esgoto não 

tratado ou outras formas de contaminação de origem fecal, do uso de fertilizantes orgânicos 

ou esterco animal compostado de maneira inadequada, da presença de animais silvestres ou 

domésticos no local do cultivo, proximidade a áreas urbanas, falhas no manejo da colheita, 

transporte, armazenamento, contaminação cruzada no processamento (no caso dos 

minimamente processados), na comercialização e na manipulação doméstica ou em serviços 

de alimentação (TABAN & HALKMAN, 2011; SHAKERIAN, RAHIMI & EMAD, 2016; 

KHALIL & GOMAA, 2017). 

Os alimentos de origem animal estão entre os principais envolvidos nos casos de 

surtos alimentares notificados no Brasil, entre os anos de 2008 e 2018, segundo dados do 

SINAN/SVS (MS, 2019). Entre estes alimentos, a carne de frango, os frutos do mar e 

laticínios ocupam posição de destaque. Deve-se considerar que o consumo de carne de frango 

é elevado no Brasil, chegando ao per capita de 43 Kg por ano (ABPA, 2016) e que a 

aquicultura é um importante setor de produção de alimentos, de acordo com a United Nations 

Food and Agriculture Organization (FAO, 2013). Os frutos do mar comercializados e 

consumidos no Brasil são comumente cultivados em águas costeiras que recebem efluentes 

urbanos, o que causa um aumento no número de bactérias de origem fecal, favorecendo 

fortemente a associação destes alimentos à ocorrência de surtos de doença alimentar (FUSCO 

et al.,2013).  

O Brasil é o sexto maior produtor de leite no mundo e o consumo per capita deste 

alimento foi estimado em 170 litros, em 2020 (MILKPOINT, 2020). A contaminação do 

produto pode estar associada, ainda na produção, a riscos como mastite bovina, ordenha e 
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manipulação inadequadas e falta de condições higienico-sanitárias na fazenda 

(AWADALLAH et al., 2016). Mais de 700 casos de DOA ligados ao consumo de leite de 

vaca são notificados, por ano, nos Estados Unidos, sendo os produtos não pasteurizados 

responsáveis por 95% dos eventos, visto que a ingestão de leite crú e seus derivados 

aumentam em até 800 vezes o risco de doenças. O processo de pasteurização, quando 

executado de maneira efetiva, é capaz de reduzir significativamente a carga de patógenos no 

leite e, desta forma, minimizar as DOAs veiculadas por leite e derivados (COSTARD et al., 

2017), ainda assim, existem relatos na literatura da presença de E. coli em amostras de leite 

pasteurizado (SILVA et al., 2001; CARNEIRO et al., 2006; MANNA et al., 2010; ; 

HOFFMANN et al., 2014; KOUSHKI et al., 2016). 

A contaminação dos alimentos por E. coli também representa importantes riscos 

econômicos, especialmente em um mundo globalizado. De acordo com dados publicados pela 

OMS, o surto de E. coli O104:H4, veiculado por alimento, em 2011, na Alemanha, gerou uma 

perda de US $ 1,3 bilhão para os agricultores e indústrias e exigiu US$ 236 milhões em ajuda 

de emergência para 22 países membros da União Européia, naquele ano 

(http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2015/food-safety/en/).  

 

 

Classificação sorológica de Escherichia coli  

 

 

A membrana externa de bactérias Gram-negativas, como a E. coli, apresenta 

lipopolissacarídeos (LPS) compostos por lipídio A, oligossacarídeos centrais e um 

polissacarídeo único, denominado antígeno O. A perda deste antígeno O implica na atenuação 

da virulência da cepa, sugerindo sua importância na interação patógeno-hospedeiro. A 

diversidade antigênica tem sido utilizada como biomarcadores para a classificação de E. coli 

há muitas décadas (FRATAMICO et al., 2016).  

Este microrganismo está envolvido nas infecções do trato gastrointestinal, do trato 

urinário, pneumonia hospitalar, infecções de corrente sanguínea, infecções de sítio cirúrgico, 

síndrome urêmico-hemolítica e meningite. A classificação clássica de E. coli se baseia na 

identificação e associação dos antígenos “O” (somático), “K” (polissacarídeo capsular) e “H” 

(flagelar). Atualmente, em torno de 171 antígenos somáticos (antígeno O), 55 antígenos 

flagelares (Antígeno H) e 80 capsulares (antígeno K) foram identificados, caracterizando 

cerca de 160 tipos sorológicos distintos de E. coli (SAROWSKA et al., 2019). 
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O método tradicional para a determinação de sorogrupos de E. coli é baseado em 

reação de aglutinação do antígeno O com antissoros, geralmente produzidos em coelhos, 

contra cada sorogrupo O. Esta técnica é laboriosa e passível de erros interpretativos. A 

determinação do sorogrupo por métodos moleculares é uma alternativa mais eficiente e leva 

em consideração a pesquisa dos genes cromossomais que codificam uma proteína que 

promove a translocação do antígeno O pela membrana externa (wzx) e uma enzima 

responsável pela sua polimerização (wzy) (FRATAMICO et al., 2016). 

Entre os sorogrupos mais associados à DOA, O157, prevalente entre E. coli produtoras 

de toxina shiga (STEC) é o mais amplamente associado às doenças humanas, como diarréia 

sanguinolenta, colite hemorrágica e síndrome urêmico-hemolítica (HUS), podendo evoluir 

para óbito. Muitos outros sorogrupos são associados às doenças em humanos, porém O26, 

O45, O103, O111, O121 e O145, mundialmente denominados “Big Six” se encontram entre 

os sorogrupos não O-157 mais prevalentes em doenças alimentares nos Estados Unidos e 

outros países (USDA, 2012; EFSA , 2013; GOULD et al., 2013; TORO et al., 2018;  

SHRIDHAR et al., 2019).  

Entre as ExPEC, o sorogrupo O25 se destaca como importante patógeno associado a 

resistência múltipla aos antimicrobianos. Os sorogrupos O11, O17 e O77 são considerados 

responsáveis por infecções do trato urinário e pelas mais graves infecções extraintestinais. Já 

os sorogrupos O1, O2 e O18, denominado grupo clonal APEC (E. coli patogênica aviária) 

também se destacam por serem possíveis patógenos emergentes em humanos (MANGES & 

JOHNSON et al., 2015). 

 

 

Grupos Filogenéticos de Escherichia coli  

 

Devido à complexidade da pesquisa dos grupos filogenéticos pela técnica do 

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), Clermont e seus colaboradores (2000) 

desenvolveram uma técnica simples e rápida, por meio da reação em cadeia da polimerase 

(PCR), baseada na detecção dos genes chuA, yjaA e tspE4.C2 como marcadores filogenéticos, 

para classificar as cepas de E. coli em quatro principais grupos filogenéticos incluindo A, B1, 

B2 e D. 

O gene cromossomal chuA, homólogo ao gene chuA de Shigella dysenteriae, foi 

inicialmente encontrado em cepas de E. coli O157:H7 e está relacionado ao sistema de 

transporte de ferro (TORRES; PAYNE, 1997). O gene yjaA, encontrado primeiramente no 
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genoma de E. coli K-12, codifica uma proteína hipotética com função desconhecida 

(BLATTNER, 1997). Já o gene tspE4.C2, anteriormente denominado fragmento anônimo de 

DNA tspE4.C2, codifica uma lipase esterase putativa (GORDON et al., 2008). 

Segundo Lecointre et al. (1998), os grupos B2 e D eram grupos relacionados que, 

evolutivamente, adquiriram o gene chuA, presente em um ancestral comum; já os grupos A e 

B1, durante a evolução perderam esse gene. Isso também foi observado por Clermont et al. 

(2000). A diferenciação entre os grupos B2 e D se deu pela detecção do gene yjaA – presente 

na totalidade das amostras do grupo filogenético B2 e ausente nas do grupo D. Os grupos A e 

B1 se diferenciam pela ausência do gene TspE4.C2 (CLERMONT et al., 2000).  

As cepas comensais, não-patogênicas pertencem majoritariamente aos grupos 

filogenéticos A e B1, porém é possível que linhagens pertencentes a estes grupos apresentem 

genes de virulência. Cepas patogênicas aos humanos e animais, geralmente, pertencem aos 

grupos B2 e D, respectivamente (CLERMONT et al., 2000, JOHNSON et al., 2008). É 

provável que linhagens diarreiogênicas (DEC) sejam derivadas dos grupos filogenéticos A, 

B1 e D e as ExPEC pertençam, prioritariamente, ao grupo B2 e, em menor grau, ao grupo D 

(JOHNSON & RUSSO, 2002).  

Em 2013, Clermont e colaboradores propuseram uma nova classificação, dividindo as 

E. coli em 8 grupos filogenéticos A, B1, B2, C, D, E, F ou Clade I. O grupo C alberga cepas 

relacionadas, porém distintas, as do grupo B1 e o grupo F, as do grupo B2. O grupo E designa 

um pequeno número de cepas anteriormente não classificadas, nas quais se inclui o sorotipo 

O157:H7. Foi proposto que a Clade I fosse incluida como um grupo filogenético devido à alta 

taxa de rocombinação genética observada entre as cepas deste grupo. 

Mais recentemente, Clermont et al. (2019) definiram mais um grupo filogenético, 

intimamente relacionado, porém distinto ao filogrupo B2, denominado grupo filogenético G. 

Este filogrupo contempla cepas virulentas relacionadas a infecções extraintestinais, com 

capacidade de causar sepse em modelos murinos e, geralmente associadas à resistência 

múltipla aos antimicrobianos. 

 

 

Escherichia coli patogênicas 

 

 

E. coli é uma bactéria pertencente à microbiota normal do intestino de humanos e 

outros animais de sangue quente e répteis, tendo a camada de muco do ceco e cólon como 
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ambiente natural. Ao longo do processo evolutivo, esta espécie adquiriu elementos genéticos 

que lhe permitiu colonizar outros habitats, como água, solo e superfícies  abióticas, mas 

também transformou algumas cepas em bactérias patogênicas (KOTŁOWSKI et al., 2020). 

Dependendo do local da infecção, as cepas patogênicas de E. coli podem ser classificadas em 

dois grupos principais denominados E. coli diarreiogênica (DEC) ou E. coli patogênica 

intestinal (IPEC) e E. coli patogênica extraintestinal (ExPEC) (KAPER, NATARO & 

MOBLEY, 2004; ROBINS-BROWN et al., 2016; KOTŁOWSKI et al., 2020). 

 

 

Escherichia coli Diarreiogênica (DEC) 

 

 

Os patotipos de E. coli que estão associados às doenças intestinais são conhecidas 

como E. coli diarreiogênica (DEC) ou E. coli patogênica intestinal (IPEC), embora nem todos 

os subtipos deste grupo necessariamente causem diarreia (ROBINS-BROWN et al., 2016).  

De acordo com os fatores de virulência, padrões e efeitos de aderência às células hospedeiras, 

produção de toxinas e invasividade, as DEC são classificadas em: E. coli enterotoxigênica 

(ETEC); E. coli enteropatogênica (EPEC); E. coli enteroinvasora (EIEC); E. coli 

enteroagregativa (EAEC); E. coli difusamente aderente (DAEC); E. coli produtora de toxina 

Shiga (STEC) (NATARO & KAPER, 1998) e E. coli invasiva aderente (AIEC), relacionada à 

doença de Crohn (CROXEN et al., 2013; ROBINS-BROWN et al., 2016; KOTŁOWSKI et 

al., 2020). 

 

 

Escherichia coli Enteropatogênica (EPEC) 

 

 

E. coli enteropatogênica (EPEC) foi o primeiro patotipo a ser identificado. O termo 

EPEC foi utilizado, em 1955, para descrever estirpes de E. coli epidemiologicamente 

relacionadas à diarreia aguda em crianças menores de 5 anos (NETER et al., 1955). Foram 

descritas como patotipos muito prevalentes em ambientes comunitários como escolas e 

hospitais (PARK et al., 2014). Estudos descrevem que além dos humanos, EPEC também 

pode infectar animais, como gado, cães, gatos e coelhos (SINGH et al., 2015). A dose 

infectante em adultos saudáveis é estimada em 108 organismos e os principais sintomas 
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relacionados à doença compreendem diarréia aquosa (geralmente autolimitada), dor 

abdominal, náusea, vômito e febre (CROXEN et al., 2013). 

As cepas de EPEC são conhecidas por sua capacidade de produzir a lesão attaching 

and effacing (A/E) na superfície das células intestinais, devido à presença do Locus of 

Enterocyte Effacement (LEE), uma ilha de patogenicidade que compreende os genes 

responsáveis pela lesão A/E (NATARO et al., 1998). As EPEC podem ser subdivididas em 

típicas e atípicas (tEPEC e aEPEC, respectivamente), se diferenciando pelo plasmídeo de 

virulência EAF (fator de aderência em EPEC), presente apenas nas EPEC típicas. Este 

plasmídeo contém um conjunto de genes responsável pela codificação de um pílus, 

denominado Bundle-Forming Pilus (BFP), responsável pela interligação de bactérias em 

micro colônias na superfície das células epiteliais formando um padrão de aderência 

localizada (LA) (DONNENBERG et al., 1992; GAYTÁN et al., 2016   PINAUD et al., 2018). 

Já as aEPEC não apresentam o plasmídeo e produzem padrões de aderência diferentes de LA, 

tais como Localized-Adherence Like (LAL), aderência agregativa (AA) e aderência difusa 

(AD) (ABE et al., 2009). 

Segundo Dias et al. (2015), os principais marcadores de virulência frequentemente 

utilizados para a identificação e classificação das E. coli enteropatogênicas são: a região LEE 

(carreando o gene eae), o plasmídeo EAF (contendo os genes bfpA/bfpB) e a ausência de 

genes stx (stx1 e/ou stx2). A presença da região LEE (eae) e do plasmídeo EAF (bfpA/bfpB), 

caracterizam as EPEC típicas enquanto a ausência do plasmídeo EAF (bfpA/bfpB), indica as 

EPEC atípicas. 

 

 

Escherichia coli Produtora de Toxina Shiga (STEC) 

 

 

E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC), também conhecidas como E. coli 

produtoras de verocitotoxina (VTEC), são caracterizadas pela presença dos genes stx1 e/ou 

stx2, tipicamente adquirido por bacteriófago. Este patotipo é bastante diverso e pode 

ocasionar diarreia com ou sem a presença de sangue, febre, cólicas abdominais, vômitos e, em 

casos mais graves, a síndrome urêmico-hemolítica (HUS). Nesse grupo, encontram-se as E. 

coli enterohemorrágicas (EHEC), que tem a capacidade de destruir células epiteliais e são 

originalmente associadas à colite hemorrágica, sendo grande foco de controle em saúde 

pública (NATARO et al., 1998; KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004).  
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A infecção por STEC ocorre principalmente por meio da ingestão ou manipulação de 

alimentos contaminados, como carne moída mal cozida, leite cru, salada, alho-poró e batatas, 

verduras, frutas e outros alimentos implicados em surtos (FENG, 2014; HERMAN et al. 

2015; KIM, LEE & KIM, 2020) e pelo contato direto com com animais infectados, sendo os 

bovinos considerados um dos principais reservatórios do patógeno (TORO et al., 2018; KIM, 

LEE & KIM, 2020). A contaminação interpessoal é possível mediante um contato muito 

próximo, no ambiente doméstico, entre membros da família; em ambientes escolares, asilos 

para idosos, entre outros (BUSANI et al., 2006). A dose infectante de STEC necessária para 

causar infecção em humanos é baixa, menos de 103 células já é capaz de ocasionar sintomas 

da doença (KARMALI, 2009). 

Mais de 400 sorotipos de STEC são descritos relacionados às doenças humanas no 

mundo. Entre eles O157: H7 tem sido o mais frequentemente implicado. Acredita-se que o 

sorotipo STEC O157: H7 tenha evoluído a partir de uma cepa EPEC O55: H7 não toxigênica, 

fermentadora de sorbitol, que, em determinado momento evolutivo, adquiriu o gene stx (stx1 

e/ou stx2) e, simultaneamente, perdeu a capacidade de fermentar o açúcar (PENNINGTON, 

2010). No entanto, cepas de STEC não-O157 vêm sendo associadas à doença em vários 

países, como China (LI et al., 2016), Argentina (ETCHEVERRÍA et al., 2010), Chile (TORO 

et al., 2018) e Estados Unidos (JU et al., 2012), principalmente pelo consumo de alimentos de 

origem animal. Os sorogrupos O26, O45, O103, O111, O121 e O145 são conhecidos como 

“Big six”(SHRIDHAR et al., 2019; GOULD et al., 2013; EFSA, 2013; USDA, 2012), sendo 

considerados os principais sorogrupos de STEC não-O157 associados à causa de doença de 

origem alimentar nos Estados Unidos (USDA, 2012) e em outros países (EFSA, 2013). 

As cepas EHEC geralmente apresentam a região LEE, sendo capazes de aderir à 

células HEp-2 de forma semelhante às EPEC. Entre os principais fatores de virulência, podem 

ser destacados: exotoxina (Stx), capaz de inibir a síntese protéica e danificar as células por 

apoptose, a intimina e seu receptor translocado (Tir), o sistema de secreção do tipo-III (T3SS) 

e o operon da hemolisina (hly). Algumas cepas de STEC podem apresentar um fenótipo 

hemolítico diferente da alfa-hemolisina de E. coli. Estas cepas são denominadas 

enterohemolíticas e apresentam genes plasmidiais que codificam a enterohemolisina, ao 

contrário da alfa-hemolisina, cujos genes são cromossomais (BEUTIN et al.., 1989; 

CAVALCANTI et al., 2020; KOTŁOWSKI et al., 2020). 

A identificação molecular das STEC está frequentemente relacionada à pesquisa da 

presença dos genes que codificam a toxina Stx (stx1 e/ou stx2). Quando, além dos genes que 
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codificam a toxina, a região LEE também (gene eae) é encontrada, tal fato indica se tratar de 

uma EHEC (DIAS et al., 2015; ROBINS-BROWN et al., 2016). 

 

 

Escherichia coli Enteroinvasora (EIEC) 

 

 

EIEC é um patógeno intracelular facultativo capaz de causar disenteria. Estudos 

filogenéticos sugerem que EIEC tenha evoluído da Shigella spp., visto que está mais 

intimamente relacionada a esta espécie do que às E. coli não invasivas. De acordo com o 

padrão do antígeno O, as EIEC são classificadas em 21 subtipos principais e poucas EIEC 

apresentam o antígeno H (CROXEN et al., 2013). Os mecanismos de virulência de EIEC 

derivaram, principalmente, da aquisição do plasmídeo pINV e de outros elementos genéticos 

móveis associados à virulência que codificam a capacidade de invadir tecidos hospedeiros 

(JOHNSON & NOLAN, 2009; ROBINS-BROWN et al., 2016). A detecção do marcador 

molecular ipaH é, de acordo com Dias et al. (2015), o critério mais frequentemente usado 

para indicar a presença do plasmídeo pINV, para caracterizar cepas de EIEC. 

A mucosa colônica é o local de infecção de EIEC, onde a invasão de células M, 

macrófagos e células epiteliais ocorre resultando em diarreia aquosa ou, em casos mais 

graves, seguida de sangue e muco. Ao contrário da Shigella, cuja dose infectante é baixíssima, 

cerca de  10 organismos, a EIEC necessita de 106 células para causar infecções em humanos. 

Os principais sintomas relacionados a este patotipo podem variar de diarreia leve e aquosa a 

desordem inflamatória grave, caracterizada por fortes dores abdominais, febre, calafrios e 

disenteria, podendo ser fatal em casos mais graves da doença (NATARO et al., 1995; 

KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). 

 

 

Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) 

 

 

Estudos demonstram que EAEC é o patotipo mais encontrado em amostras de fezes 

diarreicas (COHEN et al., 2005; NATARO et al., 2006; MODGIl et al., 2020) e está 

associado à diarreia dos viajantes, assim como as ETEC, e vem sendo associado à diarreia 

persistente em crianças imunocomprometidas, em países industrializados (CROXEN et al., 
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2010). A descoberta das EAEC decorreu de estudos realizados com células HEp-2 que 

demonstraram que essas cepas eram capazes de aderir às células formando um “padrão de 

tijolos empilhados” (NATARO, 2005). 

As EAEC albergam um plasmídeo de aderência agregativa (pAA) que codifica os 

fatores de virulência, a saber: fímbrias de aderência agregativa I, II, III, IV e V (AAF-I / 

aggA; AAF-II / aafA; AAF-III / agg3A, AAF-IV / agg4A; AAF-V / agg5A, respectivamente), 

toxina codificada por plasmídeo (Pet); toxina enteroagregativa termoestável 1 (EAST-1 / 

astA), enterotoxina (ShET-2), uma dispersina (responsável pela dispersão das EAEC na 

mucosa intestinal) e o ativador transcricional AggR (aggR), um regulador que controla o 

número de fatores de virulência codificados pelo plasmídeo pAA e por ilhas de 

patogenicidade no cromossomo. A maioria das cepas está associada à presença do gene aggR 

(EAEC típica), enquanto as cepas atípicas não carreiam esse gene (NATARO, 2005; 

HARRINGTON et al., 2006; MODGIl et al., 2020). Desta forma, a detecção molecular do 

plasmídeo EAEC, cujos marcadores moleculares mais utilizados são os genes aggR e/ou 

aatA, caracteriza as EAEC (DIAS et al., 2015). 

Algumas cepas de EAEC carreiam além dos genes característicos deste patotipo, os 

genes stx, da toxina Shiga, presentes nas STEC. Como exemplo, pode ser citado o patotipo 

híbrido de E. coli O104:H4 que foi responsável por um importante surto alimentar na Europa, 

principalmente na Alemanha, no ano de 2011. A infecção por este patógeno acarretou em 

sintomas severos como colite hemorrágica e a HUS, além de grande prejuízo econômico. 

Uma vez que a EAEC O104:H4 sem o gene stx já havia sido isolada no continente africano, 

acredita-se que o patotipo híbrido tenha evoluído a partir de uma EAEC O104:H4 que recebeu 

o gene stx carreado pelo bacteriófago (SHRIDHAR et al., 2018). 

 

 

Escherichia coli Enterotoxigênica (ETEC) 

 

 

ETEC é o principal agente etiológico da diarreia dos viajantes, principalmente em 

países em desenvolvimento e regiões sub-tropicais, como a América Latina, Caribe, sudeste 

da Ásia e África, sendo considerado endêmico em muitos países em desenvolvimento (Quadri 

et al., 2005; ROBINS-BROWN et al., 2016). Apesar de ser raro em países desenvolvidos, 

esse patotipo já foi isolado em surtos na Dinamarca, Japão e Coréia (ETHELBERG et al., 

2010; HARADA et al., 2013; MacDONALD et al., 2015).  
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Esse patotipo carreia um conjunto de fatores de colonização para adesão ao epitélio do 

intestino delgado, tais como o antígeno do fator de colonização (CFA), um antígeno de 

superfície-coli (CS) ou fator de colonização putativa (PCF). Após a adesão aos enterócitos, a 

ETEC produz uma toxina termoestável (ST) e/ ou toxina termolábil (LT) que, ao serem 

secretadas, interagem com os enterócitos, aumentando a secreção no lúmen intestinal, 

causando diarreia intensa. (NATARO et al., 1998; CROXEN et al., 2013; ROBINS-BROWN 

et al., 2016; MIRSEPASI-LAURIDSEN et al., 2019). A detecção da presença da toxina 

termolábil (LT), codificada pelo gene ltA ou da toxina termoestável (ST), codificada pelo 

gene est, é frequentemente utilizada, de acordo com Dias et al. (2015), para caracterizar, 

geneticamente, uma cepa de ETEC.  

Os principais sintomas associados às ETEC, além da diarreia aquosa são: dor 

abdominal, vômito e febre, que podem durar cerca de três a cinco dias. Doença ocasionada 

por este patotipo é geralmente veiculada por água e alimentos contaminados, dificilmente, por 

contato interpessoal. A dose infectante para adultos saudáveis é cerca de 108 células; já em 

crianças, os sintomas podem aparecer com um número de células inferior. (HARADA et al.,  

2013). 

 

 

Escherichia coli Difusamente Aderente (DAEC) 

 

 

DAEC compreende um grupo bastante heterogêneo e é assim denominada devido ao 

padrão de aderência difusa gerado nas células HeLa e HEp-2. Este patotipo tem sido 

relacionado à diarreia aquosa que pode se tornar persistente em criança, tanto em países 

desenvolvidos quanto em desenvolvimento, bem como às infecções recorrentes do trato 

urinário. As bactérias aderem-se de forma difusa sobre a superfície celular, por meio de dois 

tipos de adesinas, descritos até o momento. Um grupo de DAEC é dependente de uma 

proteína autotransportadora AIDA-I e outro grupo depende de um grupo de adesinas que são 

codificadas por operons que incluem adesinas fimbriais e afimbriais, denominadas Afa-Dr 

(JAFARI et al., 2012; MEZA-SEGURA et al., 2020). 

Já foi demonstrado que DAEC e tEAEC são filogeneticamente relacionadas. No 

entanto, abrigam genes que codificam para diferentes fatores de virulência. DAEC estão mais 

associadas a genes que codificam sideróforos, enquanto tEAEC alberga genes que codificam 

toxinas e bacteriocinas (MEZA-SEGURA et al., 2020). 
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Escherichia coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC) 

 

 

As cepas de ExPEC já foram reconhecidas como o patógeno Gram-negativo mais 

comum em humanos (POOLMAN & WACKER, 2016; WASIŃSKI, 2019). Este patotipo de 

E. coli é muito diverso, sendo capaz de colonizar vários nichos ecológicos, o corpo humano e 

animais (SINGER, 2015). A ExPEC tem como principal reservatório o trato gastrointestinal, 

onde, normalmente, não causam doenças. Fora deste habitat, no entanto, eles podem causar 

infecções de tecidos ou órgãos que sejam susceptíveis aos fatores de virulência albergados 

pelas cepas. Fatores de virulência relacionados à colonização bacteriana estão entre as 

características mais importantes deste patotipo, sendo um aspecto que o diferencia das E. coli 

comensais (MANGES, 2016; WASIŃSKI, 2019).  

Entre os fatores de virulência, característicos das ExPEC, podem ser citadas as 

adesinas fimbriais e afimbriais, sistemas de aquisição de ferro, cápsula e toxinas como a 

hemolisina (MANGES, 2016). O agrupamento filogenético é uma classificação que permite a 

distinção de E. coli em um de oito grupos: A, B1, B2, C, D, E, F e clado críptico 1 

(CLERMONT et al., 2013). A maioria das ExPEC são classificadas em filogrupos B2 e D 

(CLERMONT et al., 2013; MARKLAND et al., 2015; WASIŃSKI, 2019). 

Ao contrário das DEC, as ExPEC são definidas levando-se em consideração o local de 

isolamento. Os grupos ExPEC clincamente mais importantes são UPEC, E. coli associada à 

meningite neonatal (NMEC), E. coli associada à sepse (SEPEC) e APEC, causadora de 

cocobacilose em aves que representa a maior doença infecciosa nesses animais, ocasionando 

perdas econômicas importantes para os produtores, devido a alta mortalidade e prejuízo à 

produção. (KAPER et al., 2004; MALUTA et al., 2014; JOHNSON & RUSSO, 2018).  

As infecções causadas por ExPEC são geralmente oportunistas, ou seja, ocorrem com 

mais frequência em hospedeiros que estão comprometidos de alguma forma, como por 

exemplo ter um trato urinário disfuncional ou apresentar imunocomprometimento sistêmico 

devido à neutropenia ou extremos de idade (WASIŃSKI, 2019; SANTOS et al., 2020). 

Considerando que as ExPEC são capazes de causar infecção em diversos locais extra-

intestinais, é possível que uma UPEC em humanos, por exemplo, também possa causar 

infecções em outros locais do organismo humano ou até mesmo em animais. Desta forma, a 

utilização do termo ExPEC pode ser mais conveniente do que a própria designação do 

patotipo (RUSSO E JOHNSON, 2000).  
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Não há um único ou conjunto de fatores de virulência exclusivamente associados a um 

hospedeiro específico ou doença, no entanto, a capacidade das cepas ExPEC de causar 

doenças em indivíduos imunocompetentes foram associados à presença de dois ou mais genes 

entre cinco marcadores de virulência a saber: pap (fímbrias P), sfa (Sfimbriae), afa/dra 

(adesinas AFA-Dr), iuc/iut (aerobactina) e kpsMTII (grupo capsular II) (RUSSO & 

JOHNSON, 2000; JOHNSON et al., 2003; KÖHLER & DOBRINDT, 2011; KOTŁOWSKI 

et al., 2020; RILEY, 2020). 

 

 

Reservatórios de Escherichia coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC) 

 

 

O trato intestinal humano é a principal fonte de ExPEC. No entanto, ainda não está 

totalmente elucidada a forma exata como esses microrganismos atingem este sítio ou se são 

naturalmente pertencentes à microbiota de indivíduos saudáveis. Ao ganharem outras regiões 

do corpo, podem persistir e causar doenças, tais como ITU, por meio de transmissão fecal-

perineal-vaginal-uretral. Além disso, podem acessar a corrente sanguínea, por translocação da 

barreira intestinal e até mesmo serem veiculadas por contato sexual, causando infecções extra-

intestinais subsequentes (MANGES & JOHNSON, 2015).  

A veiculação de ExPEC por alimentos vem sendo estudada e, apesar de todos os 

grupos alimentares serem descritos como possíveis veículos de disseminação, destacam-se os 

de origem animal, especialmente as aves, e os de origem vegetal, devido à má qualidade da 

água de irrigação (VINCENT et al., 2010; XIA et al., 2011; NORDSTROM et al., 2013; 

MEENA et al., 2020; RILEY, 2020). Acredita-se que a via de transmissão se deva à 

colonização assintomática do indivíduo posterior ao consumo de alimentos, crus ou mal 

cozidos ou contaminados após a cocção, por estírpes de ExPEC que persistem no trato 

intestinal humano até que ocorram circunstâncias favoráveis a uma infecção extraintestinal 

(MANGES & JOHNSON, 2015; MEENA et al., 2020; RILEY, 2020).  

As hipóteses de que aves domésticas poderiam ser um veículo importante na 

disseminação de doenças de origem alimentar em humanos e que sejam reservatório de genes 

de virulência e resistência aos antimicrobianos vem sendo suportadas pela observação de 

características comuns entre APEC e UPEC, tais como sorogrupos, perfis genotípicos de 

virulência, perfis filogenéticos por tipificação de sequências multilocus (MLST) e padrões 
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muito próximos de PFGE (BERGERON et al., 2012; MALUTA et al., 2014, MAGEIROS et 

al., 2021). 

Em estudo sobre o potencial zoonótico de E. coli isoladas de carne de frango e ovos, 

Mitchell e colaboradores (2015), sugeriram que a carne de frango é um importante veiculo de 

disseminação de ExPEC e os ovos também podem estar envolvidos nesta disseminação, em 

menor grau, provavelmente devido aos processos de higienização adotados. Posteriormente, o 

potencial patogênico em causar sepse, meningite e ITU, foi demonstrado por Mellata et al. 

(2018), em modelos de roedores.  

Cepas de ExPEC também foram isoladas em suínos e em carne de porco e, no estudo 

de Manges e colaboradores (2007) foram observadas associações epidemiológicas entre o 

consumo frequente de carne de frango e porco com o desenvolvimento de ITU por E. coli 

com resistência a múltiplas drogas antimicrobianas. Pouca associação entre ExPEC e carne 

bovina foi observada por Ramchandani et al. (2005), sugerindo que o gado de corte seja um 

reservatório de menor importância. 

 

 

Veiculação de Escherichia coli uropatogênica (UPEC) por alimentos como causa de 

infecção do trato urinário (ITU) 

 

 

ExPEC, especificamente UPEC, foi descrito como principal agente etiológico de ITU 

no mundo, sendo responsável por cerca de 80 a 90% dos casos (MARKLAND et al., 2015). O 

termo FUTI (infecção do trato urinário veiculada por alimentos) foi adotado para descrever as 

ITU ocasionadas pela ingestão de alimentos contaminados por UPEC (NORDSTROM et al., 

2013). Estes autores sugerem que as FUTI apresentam etiologia bastante diferente das 

infecções do trato gastrointestinal, ocorrendo em duas etapas: a primeira compreende a 

ingestão do uropatógeno pelo hospedeiro susceptível e, na segunda etapa, uma determinada 

dose infectante do patógeno é transferida do trato gastrointestinal para o urinário.  

Forte relação clonal já foi evidenciada entre cepas de E. coli isoladas de pacientes com 

ITU comunitária e carne (frango de corte e suínos), geográfica e temporalmente combinadas, 

e demonstraram a capacidade dessas cepas em causar ITU ascendente em modelo murino 

(JAKOBSEN et al., 2012) e outros estudos também mostraram que aves e carne de aves 

comercializadas no varejo carreavam cepas de UPEC (LIU et al, 2018; YAMAJI et al., 2018), 
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fornecendo evidências importantes de que ITU pode ser uma doença possivelmente causada 

por cepas veiculadas por alimentos.  

 

 

Principais fatores de virulência em Escherichia coli uropatogênica (UPEC) 

 

 

As ExPEC são microganismos que apresentam uma considerável plasticidade em seu 

genoma e grande variedade de fatores de virulência, tais como adesinas, toxinas, sideróforos, 

polissacarídeos capsulares e invasinas que, usualmente, são codificados por genes localizados 

em ilhas de patogenicidade (PAIs), plasmídeos ou outros elementos genéticos móveis 

(SAROWSKA et al., 2019; DENAMUR et al., 2021). 

UPEC apresentam diversos fatores de virulência que podem ser agrupados em fatores 

associados à superficie da bactéria, entre os quais estão as fímbrias e pili; e fatores secretados 

e exportados para o sítio alvo, como as toxinas. As adesinas capacitam as UPEC a se ligar às 

células do epitélio urinário e a evitar que sejam removidas pelo fluxo de urina. As adesinas 

mais comuns em UPEC são a fímbria Tipo I, fímbria P, S/F1C e as adesinas da família Dr 

(MULVEY, 2002; SAROWSKA et al., 2019; KATONGOLE et al., 2020). 

A fímbria Tipo 1 tem sido considerada o mais importante fator de virulência 

responsável pela manutenção da ITU. É altamente conservada tanto em UPEC como em cepas 

comensais e é composta por uma haste helicoidal, resultante de subunidades repetidas de 

FimA, acoplada a uma pequena estrutura de 3nm contendo uma adesina na ponta, FimH e 

duas proteínas adaptadoras, FimF e FimG (MULVEY et al., 1998; SABATE et al., 2006; 

SPURBECK et al., 2012; SCHEINBERG et al., 2017). 

O segundo fator de virulência mais comum nas UPEC é a fímbria P. Esta estrutura 

desempenha função importante na patogênese de ITU ascendente e pielonefrite em humanos. 

Esta fímbria é uma haste de 6,8nm de comprimento e é composta por subunidades repetidas 

de PapA arranjadas em formato helicoidal. A subunidade PapH ancora a PapA à membrana 

externa. A ponta fibrilar contém uma adesina, PapG, localizada na porção distal, que está 

associada a outras três subunidades PapE, PapF e PapK (WAKSMAN & HULTGREN, 2009; 

LÜTHJE & BRAUNER, 2014; KADRY, AL-KASHEF & EL´GANINY, 2020). 

A fímbria S tem sido associada à ITU por sua participação na ligação das UPEC às 

células epiteliais renais e do trato urinário baixo. Esta fímbria apresenta estrutura semellhante 

à encontrada nas fímbrias Tipo 1 e P. Ela é composta por uma subunidade maior, denominada 
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SfaA, que apresenta característica de adesina, e por três subunidades menores, AfaG, SfaH e 

SfaS (MULVEY, 2002; LÜTHJE & BRAUNER, 2014; SAROWSKA et al., 2019).  

O grupo das adesinas da família Dr também comporta as adesinas afimbriais (AFA-I, 

AFA-II, AFA-III, AFA-IV, Nfa-I e Dr-II). Os integrantes deste grupo promovem a 

colonização ascendente e a infecção crônica do trato urinário, participando da aderência às 

células epiteliais da bexiga e dos rins, estando associados aos processos de cistite e 

pielonefrite (MULVEY, 2002; AIJUKA et al., 2018; CRUZ SPANO et al., 2017). 

As toxinas são importantes fatores de virulência presentes nas infecções causadas por 

E. coli, ocasionando resposta inflamatória e possivelmente, contribuindo para o aparecimento 

de sintomas na ITU (MULVEY, 2002). O Fator de Necrose Citotóxico 1 (CNF1), proteína de 

113KDa codificada pelo gene cromossomial cnf1, é uma toxina associada à UPEC 

transportada à célula alvo por meio de vesículas, uma vez que a UPEC não possui Sistema de 

Secreção Tipo III para injetar moléculas na célula hospedeira. Este fator está relacionado à 

capacidade de invasão renal (WILES et al., 2008; KATONGOLE et al., 2020 ). 

O fator de virulência mais importante, secretado pela UPEC, é a lipoproteína α-

hemolisina (HlyA), codificada pelo gene cromossomal hlyA e secretada pelo sistema de 

Secreção Tipo I. Este fator está associado a infecções do trato urinário alto (pielonefrite). A 

toxina HlyA forma poros na membrana e atua sobre várias células como eritrócitos, 

fibroblastos embrionários e adultos, granulócitos, macrófagos e linfócitos, além de ser capaz 

de lisar eritrócitos e células epiteliais renais humanas (SUBASHCHANDRABOSE & 

MOBLEY, 2015; KATONGOLE et al., 2020).  

Sideróforos são moléculas secretadas que possuem alta afinidade pelo íon férrico. 

Alguns têm a função de capturar o ferro do ambiente e outros atuam por liberar o ferro da 

transferrina e lactoferrina e, subsequentemente, concentrar no citosol bacteriano. Em E. coli o 

receptor de ferro aerobactina tem sido fortemente associado a cistite, pielonefrite e bacteremia 

em oposição a bacteriúria assintomática (JOHNSON & STELL, 2000; WILES et al., 2008; 

LÜTHJE & BRAUNER, 2014; MOREIRA DA SILVA et al., 2017).  

Proteínas autotransportadoras (AT) representam uma grande família de proteínas 

secretoras e de membrana externa presentes em diversas bactérias Gram-negativas. Elas 

também são frequentemente associadas às funções de adesão, agregação, toxicidade e 

formação de biofilme. A proteína Ag43, codificadas pelo gene ag43 ou flu, é uma das mais 

bem estudadas da família AT e é encontrada em muitos patotipos de E. coli, incluindo a 

UPEC (VAN DER WOUDE & HENDERSON, 2008; SUBASHCHANDRABOSE & 

MOBLEY, 2015; MONTERO et al., 2017; TORRES et al., 2018). 
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A lipoproteína de membrana externa TraT está envolvida nas interações entre a 

bactéria, a célula eucariótica e o meio ambiente. Ela é codificada pelo gene traT e está 

usualmente associada a plasmídeos. TraT confere um moderado grau de resistência à ação 

lítica do sistema complemento, promovendo a resistência ao soro, provavelmente pela 

inativação do complexo de ataque à membrana (MAC) (MELLATA et al., 2003; FIROOZEH 

et al., 2014; MÜELLER, STEPHAN & NÜESCH-INDERBINEN, 2016; MUNKHDELGER 

et al., 2017; MOREIRA DA SILVA et al., 2017).  

Muitos fatores de virulência são usualmente codificados por elementos genéticos 

flexíveis denominados Ilhas Associadas à Patogenicidade (Pathogenicity Associated Islands – 

PAIs). Estas são regiões móveis de DNA inseridas nas proximidades ou dentro de genes de 

tRNA. O conteúdo G-C destas regiões difere de outras regiões do cromossoma. A 

transferência de PAIs é importante para a evolução da virulência da UPEC, pois codificam 

adesinas, toxinas, sistemas de captação de ferro, mecanismos de secreção e cápsulas. UPEC 

possui várias PAIs, podendo inclusive ter fatores de virulência que são codificados por mais 

de uma ilha de patogenicidade (SUBASHCHANDRABOSE & MOBLEY, 2015; 

SAROWSKA et al., 2019; DENAMUR et al., 2021). 

 

 

Escherichia coli Heteropatogênica e Híbrido-patogênica (HyPEC) 

 

 

Embora a classificação das cepas de E. coli em ExPEC leve em consideração o local 

de isolamento, o tipo de hospedeiro e a doença que causam, a maioria das DEC são 

subdivididas em diferentes patotipos com base na presença de marcadores de virulência 

específicos diretamente relacionados ao desenvolvimento da doença. Estas classificações de 

E. coli tiveram que ser repensadas após o surto de colite hemorrágica e HUS, relacionado ao 

consumo de alimento de origem vegetal, causado por uma cepa de E. coli O104:H4, 

albergando fatores de virulência associados a dois patotipos distintos de DEC (EAEC e 

STEC), na Alemanha, em 2011 (SHRIDHAR et al., 2018; SANTOS et al., 2020). 

Exemplos de cepas híbridas foram relatados em E. coli, como a cepa STEC/ExPEC 

O80:H2, que causou HUS e bacteremia devido à presença de genes stx2 e eae de STECs e 

plasmídeo semelhante a pS88, descrito em meningite, urossepsia e cepas de APEC (Mariani-

Kurkdjian et al., 2014) e a cepa STEC/UPEC sorotipo O2:H6, uma STEC albergando genes 
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de virulência como hlyA, cnf1 e clb de UPEC que têm a capacidade de causar diarreia e 

infecções do trato urinário (Bielaszewska et al., 2014). 

O surgimento de cepas híbridas e heteropatogênicas ocorre graças à plasticidade 

genética do microrganismo. Esses híbridos genéticos são ameaças emergentes que surgem 

devido a aquisições e mutações genéticas, sendo os elementos genéticos móveis os principais 

responsáveis pelo aparecimento das novas cepas, albergando marcadores moleculares de 

diferentes patotipos de E. coli (BRAZ, MELCHIOR & MOREIRA, 2020). 

Desta forma, os termos E. coli heteropatogênica e E. coli híbrido-patogênica (HyPEC) 

vêm sendo utilizados para descrever combinações emergentes de fatores de virulênia entre os 

patotipos clássicos de E. coli.  O primeiro termo se referencia às cepas que albergam genes de 

virulência característicos de dois ou mais patotipos de DEC, o que faz com que os 

heteropatógenos sejam estritamente patógenos entéricos. A ausência de marcadores 

moleculares de virulência definidos para DAEC e AIEC é uma limitação para estas 

definições. Por outro lado, as cepas híbrido-patogênicas são aquelas que albergam marcadores 

moleculares de virulência associados à DEC e à ExPEC simultaneamente, ou as que são 

isoladas de infeção extraintestinal e exibem e/ou codificam fatores de virulência de DEC 

(BRAZ, MELCHIOR & MOREIRA, 2020; SANTOS et al., 2020).  

A possibilidade de diferentes patotipos de E. coli serem veiculados em diferentes 

matrizes alimentares merece atenção, uma vez que são sabidamente potenciais agentes 

etiológicos de DOAs. A relevância do presente estudo se fundamenta na pesquisa dos 

marcadores moleculares e fenotípicos de virulência de cepas de E. coli isoladas de origens 

alimentares distintas, tais como alimentos consumidos crus ou, em alguns casos, submetidos a 

tratamento térmico insuficiente ou prontos para consumo de pacientes hospitalizados. 

Acreditamos que os resultados encontrados são de grande importância para a compreensão da 

distribuição/veiculação de atributos genéticos de virulência de DEC e ExPEC por meio de 

alimentos comercializados/preparados em diferentes localidades do Brasil. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Geral 

 

 

Investigar o perfil de virulência em cepas de Escherichia coli recuperadas de purê de 

batatas da dieta de um hospital universitário no município do Rio de Janeiro e outros 

alimentos comercializados em diferentes localidades do Brasil. 

 

 

1.2 Específicos  

 

 

a) Determinar o grupo filogenético das cepas de E. coli; 

b) Investigar a presença de marcadores moleculares de virulência associados à 

E. coli diarreiogênicas (DEC) dos patotipos: E. coli enterotoxigência 

(ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC); E. 

coli  produtora de toxina shiga (STEC) e E. coli enteropatogênica (EPEC); 

c) Identificar a presença de marcadores moleculares de virulência associados à 

E. coli Patogênica Extraintestinal (ExPEC), especificamente E. coli 

uropatogênica (UPEC); 

d) Pesquisar os sorogrupos de E. coli mais frequentemente associados à doença 

de origem alimentar no mundo (O157; O26; O45; O103; O111; O121 e 

O145); 

e) Investigar a presença do antígeno flagelar H7 nas cepas de E. coli 

pertencentes ao sorogrupo O157;  

f) Verificar as características fenotípicas de aderência às células HEp-2 nas 

cepas com atributos moleculares de virulência; 

g) Avaliar a citotoxicicidade das cepas de E. coli albergando o gene stx2 em 

linhagem de células Vero. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Origem das cepas bacterianas 

 

 

Foram estudas 339 cepas de E. coli previamente isoladas de alimentos de diversas 

origens, a saber: salsa (Petroselinum crispum) fresca (n=44) e minimamente processada 

(n=55), comercializadas no município de Bom Jesus do Itabapoana (RJ) (VEIGA, 2014); 

carcaças de frango congeladas do tipo tradicional, orgânico e exportação (n=58), 

comercializadas na cidade do Rio de Janeiro (RJ) (MATOS, 2017); frutos do mar: mexilhões 

in natura (n=31) e aferventados (n=7) coletados na costa da praia de Itaipu e de mercado 

varejista (n=31), na cidade de Niterói (RJ) (JAYME, 2018); mariscos (chumbinho e sururu) 

(n=27) comercializados em Salvador (BA) e ostras de água doce (n=64) provenientes de 

fazendas de ostreicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos (BA) 

(OLMEDO, 2016); leite pasteurizado (n=13) comercializado na região metropolitana da 

cidade do Rio de Janeiro (RJ) (CIRINO, 2017) e preparação mista pronta para consumo purê 

de batatas (n=9), destinada a pacientes de um hospital universitário do município do Rio de 

Janeiro (RJ) (GOMES, 2017) (APÊNDICE A). 

 

 

2.1.1 Condição das cepas 

 

As cepas se encontravam estocadas à -20°C, mantidas em tubos de 1,5mL contendo 

meio Skim Milk (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) adicionado de 10% de glicerol 

(Merck, Darmstadt, Alemanha), na Coleção de bactérias da Disciplina de Microbiologia e 

Imunologia (DIMI) da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro. 

 

 

2.1.2 Ativação das cepas para estudo 

 

As cepas de E. coli foram semeadas, a partir do estoque a -20ºC, para tubo de ensaio 

contendo 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion - OXOID, Cambridge, UK) e incubadas a 
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35-37º C por 18-24h. Em seguida, foram semeadas por esgotamento em ágar EMB (Eosina 

Azul de Metileno - OXOID, Cambridge, UK) e incubadas a 35-37ºC por 18-24h. 

Observando-se o crescimento de colônias características em EMB, cinco colônias de cada 

cepa foram semeadas em placas contendo ágar TSA (Tryptone Soya Agar - OXOID, 

Cambridge, UK) e incubadas a 35-37º C por 18-24h, a fim de obter crescimento confluente. 

 

 

2.2 Confirmação da identificação das cepas de Escherichia coli 

 

 

Estes procedimentos foram realizados nas cepas isoladas de salsa (n=99) (VEIGA, 

2014), considerando que as cepas isoladas de outras origens/alimentos já tinham sido 

submetidas aos métodos de identificação convencionais, bem como à espectrometria de massa 

(MALDI-TOF MS) e identificadas como E. coli em trabalhos anteriormente realizados por 

nosso grupo (OLMEDO, 2016; CIRINO, 2017; GOMES, 2017; MATOS, 2017; JAYME, 

2018). 

 

 

2.2.1 Caracterização bioquímica por métodos convencionais 

 

 

A identificação bioquímica foi realizada utilizando-se os seguintes testes (NATARO et 

al., 2011): produção de indol, H2S e mobilidade (SIM - OXOID, Cambridge, UK), 

fermentação da glicose (produção de gás), lactose, sorbitol e sacarose, produção de urease 

(Christensen) (OXOID, Cambridge, UK), teste de utilização do citrato e malonato (OXOID, 

Cambridge, UK), via metabólica da utilização da glicose (VM/VP), descarboxilação dos 

aminoácidos ornitina e lisina e di-hidrolação do aminoácido arginina (OXOID, Cambridge, 

UK). Os ensaios foram realizados a partir de cultura recente (18-24h a 35°C ±2°C) obtida em 

ágar Nutriente (OXOID, Cambridge, UK). 
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2.2.2 Identificação das cepas de Escherichia coli através do uso de espectrometria de massa 

(MALDI-TOF MS) 

 

 

As cepas de E. coli isoladas de salsa (n=99) também foram identificadas utilizando a 

técnica de espectrometria de massa (Matrix-assisted laser diffusion ionization time-of-flight 

mass spectrometry - MALDI-TOF-MS). 

As cepas foram semeadas em meio TSA e, com auxílio de um palito de madeira, uma 

pequena porção da colônia isolada no meio foi retirada e aplicada em um poço da placa 96 

MSP (Bruker Daltonik GMbH, Alemanha). A cada poço foi adicionada uma alíquota de 10µL 

de matriz ácido alfa ciano hidroxicinâmico (CHCA – Bruker Daltonik GMbH, Alemanha), e 

deixado secar em temperatura ambiente. 

A placa 96 MSP foi então inserida ao aparelho microflex - MALDI-TOF-MS (Bruker 

Daltonik GMbH, Alemanha) para obtenção da identificação bacteriana. Neste aparelho, a 

preparação realizada em cada poço é exposta a pulsos de laser, ocorrendo a dessorção de 

moléculas ionizadas na fase gasosa. As moléculas são então aceleradas por potenciais 

elétricos num tubo de vôo até um espectrômetro de massa, com a separação de biomarcadores 

determinados pela relação entre sua massa e carga elétrica. O espectro gerado é então 

comparado com outros presentes na biblioteca do programa flexControl 3.4 (Bruker Daltonik 

GMbH, Alemanha), gerando um score de identificação, de acordo com o grau de similaridade 

entre os espectros (MURRAY, 2012). Por recomendação do fabricante, as amostras cujo 

score foi igual ou superior a 2,0 foram identificadas até o nível de espécie, enquanto aquelas 

com score inferior a 2,0 e superior a 1,7 foram identificadas até o nível gênero. 

 

 

2.3 Ensaios Moleculares  

 

 

2.3.1 Obtenção de DNA  

 

 

O DNA total das cepas isoladas foi obtido através do método de lise térmica. Foi 

transferido, com auxílio de ponteira nova e estéril, o crescimento em massa de cada cepa, 

obtido em TSA, para um tubo Eppendorf ® novo e estéril, contendo 600 µL de água miliQ 
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também estéril. Os eppendorfs foram submetidos a banho maria fervente durante 10 minutos e 

posterior choque térmico por banho de gelo, por 20-30 minutos. Em seguida, as cepas foram 

centrifugadas a 13500 rpm por 2 minutos em centrífuga Eppendorf® (modelo 5415C), a fim 

de permitir o depósito dos debris celulares. Os sobrenadantes obtidos na centrifugação, 

contendo o DNA das bactérias teste, denominados extrato, foram utilizados nas diversas PCR 

e, posteriormente, congelados (-20ºC) para possíveis futuras utilizações, por período máximo 

de 30 dias. 

 

 

2.3.2 Ensaio Molecular para a determinação do Grupo Filogenético 

 

 

A pesquisa dos grupos filogenéticos foi realizada de acordo com a metodologia 

determinada por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000), que propõe a realização de técnica de PCR 

tríplex com os genes chuA e yjaA e fragmento de DNA tspE4.C2. A classificação do grupo 

filogenético foi realizada pela combinação da detecção dos genes e fragmento (Figura 1). 

Como controles positivos, utilizou-se as cepas EAEC 042, filogrupo B2, ECPR4301 e 

ECPR4401 pertencentes à Coleção de bactérias da DIMI e como controle da reação foi 

utilizado o produto sem DNA, acrescido de 5µL de água milliQ estéril. 

 

 

Figura 1 – Esquema para determinação do grupo filogenético em cepas de Escherichia coli 

 

Legenda: Presença (+); Ausência (-) 

Fonte: CLERMONT, BONACORSI & BINGEN (2000) 
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A reação apresentou volume final de 25 µL. A mistura dos reagentes para a execução 

da PCR (MIX de reagentes) continha 2,5 µL tampão da Taq 10X (Invitrogen), MgCl2 

(1,5mM), dNTP (2mM), Taq DNA Polimerase 5U/ml (Invitrogen), a qual foram acrescidos de 

5 µL do extrato contendo DNA molde. A concentração dos iniciadores nas reações era de 

20pmol cada. Foram utilizados iniciadores específicos para os genes chuA e yjaA e 

fragmentos de DNA tspE4.C2, já descritos na literatura (Quadro 1). Tanto o DNA molde 

quanto a mistura da reação (MIX) foram manipulados em fluxo laminar, bem como todos os 

tubos contendo os reagentes e as reações permaneceram em banho de gelo até o início do 

procedimento no termociclador modelo PTC-100TM (MJ Research Watertown, MA, USA), 

segundo programação indicada no Quadro 2. 

 

 

Quadro 1 - Iniciadores utilizados para a determinação do Grupo Filogenético de Escherichia 

coli 

Gene alvo Iniciadores Sequência (5´➝ 3`) 
Tamanho do fragmento 

amplificado (pb) 

chuA 

 

 

yjaA 

 

 

tspE4.C2 

ChuA 1 

ChuA 2 

 

YjaA 1 

YjaA 2 

 

TspE4C2 1 

TspE4C2 2 

GACGAACCAACGGTCAGGAT 

TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

 

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

CGCGCCAACAAAGTATTACG 

279 

 

 

211 

 

 

152 

Fonte: CLERMONT, BONACORSI & BINGEN (2000) 

 

 

Quadro 2 - Condições de amplificação utilizadas na PCR Multiplex para determinação do 

Grupo Filogenético de Escherichia coli 

Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 30 seg 30 

Anelamento 55°C 30 seg 30 

Extensão 72°C 30 seg 30 

Extensão 72°C 7 min 1 

Fonte: CLERMONT, BONACORSI & BINGEN (2000) 
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2.3.3 Ensaio Molecular para a detecção de genes de virulência associados à Escherichia coli        

Diarreiogênicas (DEC) 

 

 

Os ensaios para a detecção de genes de virulência para E. coli diarreiogênicas foram 

conduzidos de acordo com a metodologia descrita por Dias et al. (2016), modificada. Para 

cada reação, 5µL de DNA molde foram acrescidos de 2,5µL Tampão PCR 10X (2mM) 

(Invitrogen, Gaithersburg, EUA); dNTP (2mM) (Invitrogen); MgCl2 (1,5mM) (Invitrogen); 

iniciadores (sense e anti-sense) (20pmol cada) e Taq DNA polimerase (5 U/mL) (Invitrogen), 

totalizando volume final de 25 µL. Tanto o DNA molde quanto a mistura da reação (MIX) 

foram manipulados em fluxo laminar, bem como todos os tubos contendo os reagentes e as 

reações foram mantidos em banho de gelo até o início do procedimento no termociclador 

modelo PTC-100TM (MJ Research Watertown).  

Para a pesquisa dos marcadores de virulência de E. coli diarreiogênica (DEC) foram 

empregados pares de oligonucleotídeos que codificam os seguintes genes a saber: eae (REID 

et al., 1999); bfpA (TORNIEPORTH et al., 1995); bfpB (MÜLLER et al., 2007) ; stx1; stx2 

(PATON et al., 1998); ltA (SCHULTSZ et al., 1994); est (ARANDA et al., 2007); ipaH; 

aggR (TOMA et al., 2003) e aatA (SCHMIDT et al., 1995). Todos foram adquiridos da marca 

Integrated DNA Technologies (Coralville, Iowa, EUA). As sequências dos iniciadores e os 

pesos moleculares dos produtos amplificados são mostrados na Quadro 3.  
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Quadro 3 - Iniciadores utilizados para amplificação de genes de virulência associados à 

Escherichia coli diarreiogênica 

Gene 

alvo 
Produto Iniciadores Sequência (5’➝3’) 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado (bp) 

Temperatura 

de anelamento 

(ºC) 

eae Intimina 
eae F 

eae R 

CTGAACGGCGATTACGCGAA 

CCAGACGATACGATCCAG 
917 52 

bfpA 
Fímbria BFP 

A 

bfpA F 

bfpA R 

AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 

GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 
326 52 

bfpB 
Fímbria BFP 

B 

bfpB F 

bfpB R 

GACACCTCATTGCTGAAGTCG 

CCAGAACACCTCCGTTATGC 
910 63 

stx1 
Toxina de 

Shiga 

stx1 F 

stx1 R 

ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 

AGAACGCCCACTGAGATCATC 
180 52 

stx2 Toxina Stx 
stx2 F 

stx2 R 

GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 
255 49 

ltA 
Enterotoxina 

termolábil 

ltA F 

ltA R 

GGCGACAGATTATACCGTGC 

CCGAATTCTGTTATATATGTC 
322 50 

est 
Enterotoxina 

termoestável 

Est F 

Est R 

ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 

CACCCGGTACARGCAGGATT 
190 52 

ipaH 
Proteína de 

invasão 

ipaH F 

ipaH R 

GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 

GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 
619 52 

aggR 

Fímbrias de 

aderência 

agregativa 

aggR F 

aggR R 
GTATACACAAAAGAAGGAAGC 

ACAGAATCGTCAGCATCAGC 
254 52 

aatA 
Proteína de 

Membrana 

aatA F 

aatA R 

CTGGCGAAAGACTGTATCAT 

CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 
630 55 

Fonte: DIAS et al. (2016) 

 

 

As cepas controle para cada gene pertencem à Coleção de culturas da DIMI e estão 

descritas na Quadro 4. Como controle da reação foi utilizado o produto sem DNA, acrescido 

de 5µL de água milliQ estéril.  

 

 

Quadro 4 – Cepas utilizadas como controle positivo na pesquisa de marcadores de virulência 

associados à Escherichia coli diarreiogênica 
Gene alvo Categorias de DEC associadas  Controles positivos 

eae tEPEC E2348/69  

bfpA tEPEC E20513  

bfpB tEPEC E20513 

ltA ETEC ATCC258909-3 

est ETEC ATCC258909-3 

stx1 STEC EDL 933 

stx2 STEC EDL 933 

aggR EAEC 042 

ipaH EIEC E20851 

aatA EAEC 042 

Legenda: tEPEC (E. coli enteropatogênica típica), ETEC (E. coli enterotoxigência), STEC (E. coli 

produtora de toxina shiga), EAEC (E. coli enteroagregativa) e EIEC (E. coli enteroinvasora) 

Fonte: DIAS et al. (2016) 
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As reações foram conduzidas em termociclador modelo PTC-100TM (MJ Research 

Watertown) e os programas específicos para cada gene estão descritos no Quadro 5, segundo 

Dias et al. (2016). 

 

Quadro 5 - Condições de amplificação utilizadas na PCR simplex para detecção dos genes de 

virulência associados à Escherichia coli diarreiogênica 

Gene alvo Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

eae 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min 30 

Anelamento 53°C 2 min 30 

Extensão 72°C 3 min 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

bfpA 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min 30 

Anelamento 54°C 2 min 30 

Extensão 72°C                1 min 30 

Extensão 72°C 5 min 1 

bfpB 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 30 seg 30 

Anelamento 63°C 30 seg 30 

Extensão 72°C   1min 30 seg 30 

Extensão 72°C 5 min 1 

stx1 e stx2 

Desnaturação 95°C 5 min 1 

Desnaturação 95°C 1 min 35 

Anelamento 50°C 2 min 35 

Extensão 72°C   1min 30 seg 35 

Extensão 72°C 10 min 1 

lta 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 95°C 1 min 35 

Anelamento 50°C 1 min 35 

Extensão 72°C 2 min 35 

Extensão 72°C 5 min 1 

est 

Desnaturação 
50°C 2 min 

1 
95°C 5 min 

Desnaturação 95°C 1 min 40 

Anelamento 50°C 1 min 40 

Extensão 72°C 1 min 40 

Extensão 72°C 7 min 1 

ipaH 

Desnaturação 95°C 5 min 1 

Desnaturação 95°C 1 min 30 

Anelamento 52°C 1 min 30 

Extensão 72°C 1 min 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

aggR 

Desnaturação 95°C 5 min 1 

Desnaturação 95°C 1 min 30 

Anelamento 52°C 1 min 30 

Extensão 72°C 1 min 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

aatA 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 40 seg 30 

Anelamento 53°C 1 min 30 

Extensão 72°C 1 min 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

Fonte: DIAS et al. (2016) 
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2.3.4 Ensaio Molecular para a detecção de genes de virulência associados à Escherichia coli 

Extraintestinal (ExPEC) 

 

 

Para a pesquisa dos marcadores de virulência de ExPEC foram realizados ensaios de 

PCR para a detecção da presença de 11 genes incluindo fimH (fímbria tipo 1), papEF (pilus 

associado a pielonefrite), pap GII e III (pilus associado a pielonefrite), sfa (fimbria S), afa 

(adesina afimbrial), hly (α-hemolisina), cnf (fator citotóxico necrosante 1), traT (gene 

associado a soro resistência), aer (sideróforo aerobactina), PAI (marcador de ilha de 

patogenicidade de pielonefrite), flu (proteína autotransportadora Ag43), com a utilização de 

iniciadores específicos para cada gene descritos na literatura (Quadro 6). 

 

 

Quadro 6 - Iniciadores utilizados para amplificação de genes de virulência associados à 

Escherichia coli patogênica extraintestinal 

Gene alvo Descrição Iniciadores Sequência (5´➝ 3`) 

Tamanho 

fragmento 

amplificado 

Referência 

Adesinas 

fimH Tipo 1 
fimH F 

fimH R 

TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 

GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 
 

508 bp Johnson & Stell, 2000 

papEF Fimbria P 
PapEF F 

PapEF R 

GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 
AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 

 

336 bp 

 
Yamamoto et al.., 1995 

pap GII e 

III 
Fimbria P 

pGf 

pG 

CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG 

ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT 
1070 bp Johnson & Stell, 2000 

Sfa Fimbria S 
Sfa 1 
Sfa 2 

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

CGGAGGAGTAATTACAACCTGGCA 

 

410 bp Yamamoto et al., 1995 

Afa Afimbrial 
Afa F 
Afa R 

GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCCG 

 

7750 bp Yamamoto et al., 1995 

Toxinas 

hlyA Hemolisina 
hly F 
hly R 

GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCCG 

 

11177 bp Yamamoto et al., 1995 

cfn1 

Fator 

necrosante 
citotóxico 

cnf 1 

cnf 2 

AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 

CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 
 

498 bp Yamamoto et al., 1995 

Evasina 

tratT 
Proteína de 

membrana 

TraT F 

TraT R 

GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 

CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 
 

290 bp Johnson & Stell, 2000 

Sideróforo 

aer Aerobactina 
aer F 

aer R 

TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 

AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 
 

602 bp Yamamoto et al., 1995 

Ilhas de Patogenicidade 

PAI 

Elementos 

genéticos 
móveis 

RPAi f 

RPAi r 

GGACATCCTGGTACAGCGCGCA 

TCGCCACCAATCACAGCCGAAC 
930 bp Johnson & Stell, 2000 

Proteína Auto transportadora 

Flu Ag43 
AG43 F 

AG43 R 

CTGGAAACCGGTCTGCCCTT 

CCTGAACGCCCAGGGTGATA 
 

433 bp 

 

Henderson e Owen, 1999 
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Para a detecção dos genes papEF, papG II e III, cnf1 e hly utilizou-se protocolo de 

PCR multiplex, denominado como “PCR multiplex 1” de acordo com a metodologia descrita 

por Yamamoto et al.. (1995) modificada, no qual foi realizada uma mistura de reação com 

volume final de 25 µL contendo tampão da Taq 1X, MgCl2 (1,5mM), dNTP (40mM), Taq 

Platinum DNA Polymerase ® (1,5U/ µL) (Invitrogen), 0,3mM de cada iniciador e 5 µL do 

extrato contendo DNA. A cepa E. coli UPEC I64, da bacterioteca da disciplina de 

Microbiologia e Imunologia, foi usada como controle positivo. 

A reação denominada “PCR multiplex 2” foi realizada para detectar a presença dos 

genes afa e sfa de acordo com a metodologia descrita por Yamamoto et al. (1995), 

modificada. A amplificação foi realizada com uma mistura de reação com volume final de 25 

µL, contendo tampão da Taq 1X, MgCl2 (1,5mM), dNTP (25 µM), Taq DNA Polimerase 

5U/µL (Invitrogen) e 5 µL do extrato contendo DNA. A concentração dos iniciadores nas 

reações foi de 10 pmol cada. Como controle positivo também foi utilizada a cepa UPEC I64. 

A reação denominada “PCR multiplex 3” foi utilizada para a detecção dos genes que 

codificam PAI e traT, conforme metodologia descrita  por Johnson & Stell (2000), 

modificada. O volume final das reações foi de 25 µl, contendo tampão da Taq 1X, MgCl2 

(1,5mM), dNTP (0,2mM), Taq DNA Polimerase 5U/µL (Invitrogen) e 5 µL do extrato 

contendo DNA. A concentração dos iniciadores nas reações foi de 10pmol cada. Como 

controle positivo utilizou-se a cepa UPEC I64. 

Para os genes fimH e aer foram realizadas reações simplex de acordo com a 

metodologia proposta por Yamamoto et al. (1995) modificada, conforme discriminado no 

parágrafo anterior. Para a reação de detecção de fimH utilizou-se como controle positivo a 

cepa UPEC I64 e para aer, a UPEC 54. 

As reações foram conduzidas em termociclador modelo PTC-100TM (MJ Research 

Watertown) com um programa único para os ensaios descritos acima de acordo com a 

metodologia descrita por Yamamoto et al. (1995) (Quadro 7). 

 

Quadro 7 - Condições de amplificação utilizadas na PCR multiplex para detecção dos genes de 

virulência associados à Escherichia coli patogênica extra intestinal 

Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 94°C 4 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min 30 

Anelamento 63°C 30 seg 30 

Extensão 72°C   1min 30 seg 30 

Extensão 72°C 5 min 1 

Fonte: YAMAMOTO et al. (1995) 
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Para a detecção do gene da proteína autotransportadora Ag43, flu, realizou-se uma 

PCR simplex de acordo com a metodologia descrita por Restieri et al. (2007), modificada. A 

amplificação utilizou uma mistura de reação com volume final de 25µL, contendo tampão da 

Taq 1X, MgCl2 (1,5mM), dNTP (0,2mM), Taq DNA Polimerase 1U (Invitrogen) e 5µL do 

extrato contendo DNA. A concentração dos iniciadores nas reações foi de 20pmol cada. A 

cepa EHEC EDL 933 foi utilizada como controle positivo. A programação específica para o 

termociclador, de acordo com a técnica proposta por Restieri et al. (2004), está descrita no 

Quadro 8. 

 

 

Quadro 8 - Condições de amplificação utilizadas na PCR para a detecção do gene flu 

Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 95°C 1 min 1 

Desnaturação 95°C 1 min 30 

Anelamento 58°C 1 min 30 

Extensão 72°C 1min 20 seg 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

Fonte: RESTIERI et al. (2004) 

 

 

2.3.5 Ensaio Molecular para a determinação dos sorogrupos de Escherichia coli O157 e não-

O157 

 

 

Para a determinação dos sorogrupos de E. coli foram realizados ensaios de PCR para a 

detecção da presença dos antígenos O, polissacarídicos, por meio da pesquisa de 7 genes a 

saber: wzyO157, wzxO26, wzxO45, wzyO103, wzxO111, wzyO121, wzyO145, conforme 

metodologia proposta por Toro et al. (2018), modificada, utilizando iniciadores específicos 

para cada gene, descritos por Toro et al. (2013), indicados na Quadro 9. 
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Quadro 9 - Iniciadores utilizados para a determinação dos sorogrupos de Escherichia coli 

O157 e não-O157 

Gene 

alvo 
Iniciadores Sequência (5´➝ 3`) 

Tamanho do fragmento 

amplificado (bp) 

wzyO157 
wzyO157F 

wzyO157R 

TCGTTCTGAATTGGTGTTGCTCA 

TCGTTCTGAATTGGTGTTGCTCA 
278 

wzxO26 
wzxO26F 

wzxO26R 

GTGTGTCTGGTTCGTATTTTTTATCTG 

CCTTATATCCCAATATAGTACCCACCC 
438 

wzxO45 
wzxO45F 

wzxO45R 

GGTCGATAACTGGTATGCAATATG 

CTAGGCAGAAAGCTATCAACCAC 
341 

wzyO103 
wzyO103F 

wzyO103R 

TTATACAAATGGCGTGGATTGGAG 

TGCAGACACATGAAAAGTTGATGC 
385 

wzxO111 
wzxO111F 

wzxO111R 

GCGTTTGGCTATTCTAAAGTAC 

TTATTCCTCGCAACATCGAAG 
362 

wzyO121 
wzyO121F 

wzyO121R 

AGTGGGGAAGGGCGTTACTTATC 

CAATGAGTGCAGGCAAAATGGAG 
366 

wzyO145 
wzyO145F 

wzyO145R 

CCTGTCTGTTGCTTCAGCCCTTT 

CTGTGCGCGAACCACTGCTAAT 
392 

Fonte: Toro et al. (2013) 

 

 

Para a determinação dos sorogrupos utilizou-se protocolo de PCR, segundo 

metodologia descrita por Toro et al. (2019) modificada, no qual foi realizada uma mistura de 

volume final de 25 µL contendo tampão da Taq 1X, MgCl2 (1,5mM), dNTP (40mM), Taq 

Platinum DNA Polymerase ® (1,5U/ µL) (Invitrogen), 40nM de cada iniciador e 1µL do 

extrato contendo DNA. As cepas de E. coli, pertencentes à Coleção de bactérias da DIMI 

usadas como controle positivo estão descritas no Quadro 10. A programação específica para o 

termociclador, de acordo com a técnica proposta por Toro et al. (2013), está descrita no 

Quadro 11. 

 

 

Quadro 10 – Cepas utilizadas como controle positivo na determinação dos sorogrupos de 

Escherichia coli O157 e não-O157 
Genes Sorogrupo Controles positivos 

wzyO157 O157 EDL 933 

wzxO26 O26 E3323 

wzxO45 O45 ExPEC108 

wzyO103 O103 O651/1 

wzxO111 O111 E20513 

wzyO121 O121 EC 1012 

wzyO145 O145 EC1540 

Fonte: Coleção de bactérias da DIMI-UERJ 
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Quadro 11 - Condições de amplificação utilizadas para PCR simplex na determinação dos 

sorogrupos de Escherichia coli O157 e não-O157 

Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 95°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 30 seg 30 

Anelamento 56°C 1min 30seg 30 

Extensão 72°C 1min 30seg 30 

Extensão 72°C 10 min 1 

 Fonte: Toro et al. (2013) 

 

 

2.3.6 Ensaio Molecular para pesquisa do Antígeno Flagelar H7 nas cepas de Escherichia coli 

sorogrupadas como O157 

 

 

Para a pesquisa do antígeno flagelar H7 nas cepas de E. coli pertencentes ao sorogrupo 

O157 foram realizados ensaios de PCR para a detecção da presença do gene fliCh7, conforme 

metodologia proposta por Gannon et al. (1997), modificada, utilizando iniciadores específicos 

para o gene, indicados na Quadro 12. 

 

 

 

Quadro 12- Iniciadores utilizados para a pesquisa do Antígeno Flagelar H7  

Gene alvo Iniciadores Sequência (5´➝ 3`) 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado (pb) 

fliCH7 
fliCH7-F 

fliCH7-R 

GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 

CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC 
625 

Fonte: Gannon et al. (1997) 

 

 

Para a pesquisa do antígeno flagelar H7 utilizou-se protocolo de PCR, segundo 

metodologia proposta por Gannon et al. (1997) modificada, no qual foi realizada uma mistura 

de volume final de 25 µL contendo tampão da Taq 1X, MgCl2 (1,5mM), dNTP (0,2mM), Taq 

Platinum DNA Polymerase® (1,5U/ µL) (Invitrogen), 0,2µM de cada iniciador e 2µL do 

extrato contendo DNA. A cepa de E. coli EDL933, pertencente à Coleção de bactérias da 

DIMI, foi usada como controle positivo. A programação específica para o termociclador, de 

acordo com a técnica proposta por Gannon et al. (1997), está descrita no Quadro 13. 
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Quadro 13 - Condições de amplificação utilizadas na PCR para pesquisa do Antígeno Flagelar H7 

Etapas Temperatura Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 94°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 15 seg 35 

Anelamento 65°C 15seg 35 

Extensão 72°C 1min 15seg 35 

Extensão 72°C 5 min 1 

Fonte: Gannon et al. (1997) 

 

 

2.3.7 Corrida e interpretação da eletroforese 

 

 

Aos produtos da reação da PCR foram acrescidos 5µL de azul de bromotimol, para 

facilitar a aplicação no gel, bem como permitir a visualização da corrida eletroforética. Foi 

utilizado gel de agarose 1,5%, preparado em tampão Tris (10,78 g/L) Borato (5,5 g/L) EDTA 

(0,58 g/L) (TBE) 1X, adicionado de 2 µL de SYBR® Safe DNA (Invitrogen). Foram 

aplicados 5µL de cada produto da PCR aos poços, iniciando-se a corrida em cuba contendo TBE 

1X, durante 40 minutos a 100 Volts e 100 mA. A revelação ocorreu em transiluminador UV 

(UVP; Company Seven, Montpellier, MD, EUA) e as imagens foram registradas pelo sistema de 

captura digital de imagem (Launch Doc It’LS – UVP, versão 6.7.1). Determinou-se o tamanho 

dos produtos da PCR por comparação com um padrão de massa molecular 1Kb Plus DNA 

Ladder® (Invitrogen). 

 

 

2.4 Ensaios Fenotípicos 

 

 

2.4.1 Ensaio de Aderência de Escherichia coli utilizando a linhagem celular HEp-2 

 

 

Para determinar o fenótipo de aderência nas cepas de E. coli que apresentaram algum 

marcador genotípico de virulência, utilizou-se a metodologia descrita por Cravioto et al. 

(1979), modificada. Para tal, foi usada a linhagem de células HEp-2 (ATCC CCL23), 

originadas de células tumorais de carcinoma de laringe humana. As células foram cultivadas 

em frascos plásticos com faces planas (Nunc Int., Rochester, NY, USA), contendo 5mL de 

meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium, Gibco-BRL) suplementado com 

gentamicina 50µg/mL, fungizona 2,5 µg/mL e 5% de soro fetal bovino (SFB, Gibco-BRL). 
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As células foram mantidas em estufa a 37ºC em atmosfera de ar-5% de CO2 por cerca de 2 a 3 

dias, até atingir a semi-confluência. O subcultivo foi realizado a cada 2-3 dias. 

Para o subcultivo das células HEp-2, as monocamadas foram recobertas com solução 

de tripsina-EDTA (tripsina 0,2%, EDTA 0,02% em PBS 0,001M, pH 7,2) (BIRD; 

FORRESTER, 1981). Após a remoção da solução, as células foram desprendidas da 

superfície lisa por pipetagem com meio de cultura completo. A suspensão resultante foi então 

dividida em dois novos frascos e incubados a 37ºC/CO2 até a confluência das monocamadas 

celulares. 

As cepas foram inoculadas (5 µL) em 5 mL de caldo LB (Luria Broth, Merck®) e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por um período de 18 horas, sob condições 

aeróbicas. 

Para os testes de aderência, utilizamos células cultivadas sobre lamínulas (13 mm. 

diâmetro) dispostas no fundo dos poços de microplacas de 24 orifícios (Nunc). As 

monocamadas celulares semi-confluentes formadas foram lavadas uma vez com PBS-D pH 

7,2 e recobertas com 1 mL do meio de cultura MEM com SFB 2% e D-manose 1%. Após esta 

etapa, inoculou-se em cada poço 100µL da cultura bacteriana em caldo LB diluída em PBS 

(0,1M, pH7,2) de forma a conter 108 UFC/mL e as placas foram incubadas por 3 horas a 37ºC 

em ar-5% de CO2. Após a incubação, as células foram lavadas  com 1mL PBS-D e fixadas 

com 1mL de metanol P.A. por 15 minutos. Para a coloração utilizou-se o corante Giemsa 

(Merck) diluído 1:30 (v/v) em PBS (pH 6,5) por 12h, lavando-se com água destilada em 

seguida. As lamínulas após serem retiradas dos orifícios e secas, em estufa, foram dispostas 

sobre lamínula de vidro com meio de inclusão rápida para microscopia (Entellan, Merck S. 

A., Rio de Janeiro) e observadas em microscópio óptico modelo Eclipse E200 (Nikon) com 

objetivas de 40X e 100X. 

As cepas cujo resultado não tenha sido elucidado no ensaio de 3h de incubação, foram 

submetidas a um novo ensaio de aderência de 6h de incubação, seguindo o mesmo 

procedimento descrito acima. No entanto, ao atingir o tempo de incubação de 3 horas as 

células foram lavadas com PBS por uma vez e novamente recobertas com meio MEM com 

SFB 2% (1mL) e D-manose 1% (1mL), incubando-se por mais 3 horas.  

Como controles positivos foram utilizadas as cepas de E. coli de EAEC 042 e EPEC 

E2348/69 pertencentes a Coleção de bactérias da DIMI, para os padrões agregativo e 

localizado, respectivamente. Orifícios sem a presença de cepas bacterianas foram 

considerados como controles do teste. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
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2.4.2 Ensaio de citotoxicidade da toxina de Shiga em cepas Escherichia coli utilizando a linhagem 

celular Vero 

 

 

Para determinar a citotoxicicidade em cepas de E. coli albergando o gene stx2 utilizou-

se a metodologia de obtenção convencional e a alternativa como proposta por Karmali et al. 

(1985). Inicialmente, as cepas de E. coli foram semeadas em 5ml de caldo Penassay 

(Antibiotic Medium no. 3, Difco), em tubos 16x100mm e incubadas sob agitação contínua a 

37ºC, por 20-24h. 

Para a obtenção convencional da toxina de Shiga, foram transferidos 1,5ml do cultivo 

para tubo tipo Eppendorf limpo que foi submetido a centrifugação durante 5 minutos, a 13500 

rpm. O sobrenadante foi recolhido e filtrado em membrana Millipore (0,22 micras).  

A obtenção da toxina de Shiga pela técnica alternativa foi realizada a partir do 

precipitado bacteriano obtido na centrifugação que foi ressuspendido em 1,5ml  de solução de 

sulfato de polimixina B (0,1mg/ml) e incubado em banho-maria a 37ºC, por 30 minutos. Após 

incubação, a suspensão foi submetida à centrifugação durante 5 minutos a 13500rpm e o 

sobrenadante (extrato) foi recolhido em tubo tipo Eppendorf estéril para o teste de 

citotoxicidade. 

A cepa de E. coli EDL933, pertencente a Coleção de bactérias da DIMI, foi usada 

como controle positivo e a a cepa E. coli K12 DH5, como controle negativo. Alíquota de 

caldo Penassay não semeado foi utilizado como ensaio em branco e, no teste utilizando o 

extrato, alíquota da solução de sulfato de polimixina B também foi utilizada como ensaio 

branco. 

O teste de citotoxicidade foi conduzido com células Vero ATCC CCL 81, cultivadas 

em frascos plásticos (25cm2 de área útil) em meio mínimo essencial de Eagle (MEM-Sigma), 

suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Invitrogen) e com gentamicina 

(50g/mL) e fungizona (2,5 g/mL). Após tratamento com solução tripsina-EDTA, a 

suspensão celular foi diluída a 1:10 (V/V) em meio completo (MEM suplementado com 5% 

de SFB inativado e com antimicrobianos) e volumes de 200 microlitros foras distribuídos nos 

96 poços de fundo plano de placa de titulação para cultura de tecidos. As placas foram 

incubadas em atmosfera modificada enriquecida com 5% de CO2 a 37C por 24 a 48 horas, 

até o tapete celular atingir a confluência. 
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A execução do teste de citotoxicidade seguiu a metodologia proposta por Willshaw et 

al. (1985), na qual diluições 1:10 e 1:20 de cada filtrado (ou extrato) foram preparadas nos 

poços da placa, em duplicata. A placa de titulação foi agitada suavemente com movimentos 

circulares e incubadas a 37ºC em atmosfera enriquecida com 5% de CO2, por 48 horas. Após 

incubação, as placas foram observadas por microscopia de contraste de fase em microscópio 

invertido IMT-2 (Olympus), com objetivo de comparar os poços preparados com os controles 

positivo e negativo. O efeito citotóxico em 48 horas foi considerado caso fosse observada 

morte celular e desprendimento parcial ou total do tapete celular, sendo, então, sugestivo da 

produção da toxina de Shiga. 

Uma vez realizada a leitura no microscópio invertido, a placa foi esvaziada por 

inversão rápida e os poços foram lavados com solução salina 0,85%. Este procedimento foi 

repetido duas vezes. Em seguida, as células no fundo dos poços, foram fixadas com metanol 

absoluto por 10 minutos e, posteriormente, coradas com solução de Giemsa (1:30, em tampão 

fosfato pH 6,5), por 10 a 12 horas, sob refrigeração. Após coloração, a placa foi esvaziada e 

lavada três a cinco vezes com água destilada para a retirada do corante. A observação dos 

poços foi feita visualmente. Onde a coloração foi inexistente, considerou-se ter havido morte 

celular pela ação da toxina. 

O fluxograma a seguir (Figura 2) descreve, resumidamente, a sequência de 

experimentos adotada para a realização deste estudo. 
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Figura 2 – Fluxograma das etapas experimentais realizadas 

 

 Fonte: A autora
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Identificação das cepas 

 

 

Entre as 339 cepas de E. coli incluídas no estudo, 70,8% (n=240) já haviam sido 

identificadas em trabalhos anteriormente conduzidos pelo grupo de pesquisa do Laboratório e 

encontravam-se estocadas em Skim Milk glicerol (10%). As cepas de E. coli recuperadas de 

salsa (n=99) foram identificadas bioquímicamente por método convencional e confirmada 

pelo método de espectrometria de massa (MALDI-TOF MS).  

 

 

3.2 Determinação do grupo filogenético das cepas de Escherichia coli 

 

 

Entre as cepas de E. coli isoladas das diferentes origens alimentares, verificou-se que 

aproximadamente metade (n=164/48,4%) pertenciam ao grupo filogenético A, seguido dos 

grupos B1, D e B2, contendo, respectivamente, 31,9% (n=108); 12,1% (n=41) e 7,7% (n=26) 

das cepas. Além disso, o grupo filogenético A foi o único encontrado em cepas oriundas de 

todas as origens alimentares estudadas (Tabela 1). 

Em relação aos achados referentes as cepas recuperadas de amostras de salsa, a quase 

totalidade (n=91/ 91,9%) foi classificada como pertencente aos grupos filogenéticos A 

(n=46/46,5%) e B1 (n=45/45,4%). Quando observado separadamente as bactérias isoladas das 

amostras In natura e minimamente processada, os grupos filogenéticos A e B1 foram os mais 

frequentes, respectivamente. Vale ressaltar que o grupo filogenético B2 não foi encontrado 

nas E. coli isoladas de amostras In natura. 

Os resultados encontrados entre as amostras isoladas de frango, independente do tipo, 

revelaram que a maioria das cepas pertenciam aos grupos filogenéticos A e D (n=46/79,3%) e 

nenhuma cepa foi classificada no grupo filogenético B2. Ao avaliar os diferentes tipos de 

amostras de frango, percebeu-se que para amostras de frango orgânico o grupo filogenético 

mais frequente foi A, para as do tipo exportação foi o grupo D e nas amostras de frango 

tradicional, os grupos A e D. 
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Tabela 1: Distribuição dos Grupos Filogenéticos de Escherichia coli de acordo com a origem de isolamento 

Grupo 

Filogenético 

Salsa 

(n=99) 

Frango 

(n=58) 

Frutos do mar 

(n=160) 

Alimento 

misto pronto 

para 

consumo Leite 

pasteurizado 

(n=13) 

Total por 

grupo 

filogenético 

(n=339) 

% 

 
in 

natura 

(n=44) 

Minimamente 

processada 

(n=55) 

Orgânico 

(n=26) 

Tipo 

Exportação 

(n=17) 

Tradicional 

(n=15) 

Mariscos 

Siri 

catado 

(n=1) 

Camarão 

(n=7) 

Ostra 

(n=64) 

Mexilhão Purê de 

batatas 

(dieta 

hospitalar) 

(n=9) 

Chumbinho 

(n=9) 

Sururu 

(n=10) 

in 

natura 

(n=31) 

in natura  

Aferventado 

(n=7) 

Comercial 

(n=31) 

A 26 20 13 5 6 9 8 1 5 35 3 0 11 9 13 164 48,4% 

B1 15 30 8 2 2 0 1 0 2 13 18 5 12 0 0 108 31,9% 

D 3 3 5 10 7 0 1 0 0 5 5 1 1 0 0 41 12,1% 

B2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 11 5 1 7 0 0 26 7,7% 

Fonte: A autora 
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Entre as cepas de E. coli recuperadas de frutos do mar, independente da origem, os 

maiores percentuais 45% (n=72) e 31,8% (n=51) foram identificados para os grupos 

filogenéticos A e B1, respectivamente. Estratificando as amostras de frutos do mar, a maior 

parte das cepas isoladas das amostras de chumbinho, sururu, siri catado, camarão e ostras 

foram classificadas no grupo filogenético A. Entretanto, o grupo filogenético B1 foi o mais 

frequentemete encontrado entre as bactérias recuperadas de amostras de mexilhão.  

Com relação às cepas de E. coli recuperadas do leite pasteurizado e do alimento pronto 

para consumo purê de batatas (dieta hospitalar), todas apresentaram pesquisa negativa para o 

gene chuA e para o fragmento TspE4.C2 e foram classificadas no grupo filogenético A. 

 

 

3.3 Pesquisa de marcadores moleculares de virulência de associados à Escherichia coli 

diarreiogênica (DEC) e patogênica extraintestinal (ExPEC) entre as cepas de E. coli 

isoladas de diferentes origens alimentares 

 

 

Foram encontrados marcadores de virulência em 32,7% (n=111) das cepas de E. coli 

recuperadas de alimentos (n=339). De acordo com os marcadores moleculares encontrados, 

foi possível dividir as cepas em 29 perfis de virulência diferentes (Tabela 2). Entre os quais, o 

gene stx2, isoladamente, foi o mais prevalente, presente em 27% das cepas (n=30), 

caracterizando-as como STEC. Considerando perfis com mais de um gene de virulência, foi 

observado que 39,6% (n=44) das cepas eram STEC, por apresentarem stx2 em seus perfis.  

Vale ressaltar que nenhuma cepa apresentou marcadores para os patotipos 

diarreiogênicos ETEC, EIEC e EAEC e que apenas uma cepa apresentou perfil molecular 

para EPEC típica, isto é, a presença dos genes eae e bfpA, simultaneamente (Tabela 2).  

A Tabela 2 mostra que o grupo filogenético A (n=62) foi o mais frequente entre as 

cepas que apresentaram algum marcador molecular de virulência, seguido pelo grupo 

filogenético D (n=30) e que o grupo filogenético B2 (n=7) foi o menos encontrado. 

De acordo com a distribuição dos marcadores, observou-se que cepas albergando 

genes associados às ExPEC (n=60) foi mais prevalente do às DEC (n=30) e, além disso, 19% 

das cepas de E. coli apresentaram marcadores relacionados a ambas as categorias (n=21). Na 

Tabela 3, estão descritos, por cepa, os perfis de virulência encontrados associados às DEC ou 

às ExPEC ou ambas, considerando os grupo filogenético. 
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Tabela 2: Frequência dos grupos filogenéticos de Escherichia coli por perfil de virulência  

 Perfis de Virulência Origem 
Grupo Filogenético Total de 

amostras por 

perfil A B1 B2 D 

1 fimH Salsa (n=6) 4 - - 2 6 
        

2 stx2 

Salsa (n=3) 

Frango (n=3) 

Frutos do mar (n=11) 

Purê de batatas (n=8) 

Leite pasteurizado (n=5) 

1 2 - - 

30 

3 - - - 

10 1 - - 

8 - - - 

5 - - - 
        

3 aer 
Frango (n= 4) 

Frutos do mar (n=3) 

- 2 - 2 
7 

2 - 1 - 
        

4 hlyA 
Frango (n=2) 

Leite pasteurizado  (n=2) 

2 - - - 
4 

2 - - - 
        

5 traT Frango  (n=2) 1 1 - - 2 
        

6 afa Frutos do mar  (n=8) 5 - - 3 8 
        

7 cnf1 Frutos do mar  (n=1) - 1 - - 1 
        

8 flu (AG43) 
Frutos do mar  (n=6) 

Leite pasteurizado  (n=2) 

1 1 3 1 
8 

2 - - - 
        

9 stx2/fimH Salsa  (n=4) 3 - - 1 4 
        

10 aer/hlyA Frango  (n=3) 2 - - 1 3 
        

11 stx2/aer Frango  (n=3) 2 - - 1 3 
        

12 eae/aer Frango  (n=1) 1 - - - 1 
        

13 traT/aer Frango  (n=10) 1 2 - 7 10 
        

14 afa/flu (AG43) Frutos do mar  (n=1) 1 - - - 1 
        

15 stx2/fimH/hlyA Salsa  (n=2) 2 - - - 2 
        

16 stx2/traT/aer Frango  (n=3) 1 2 - - 3 
        

17 eae/traT/aer Frango  (n=2) 1 - - 1 2 
   

     

18 aer/papEF/papG Frango  (n=2) - - - 2 2 
        

19 traT/aer/hlyA Frango  (n=2) - - - 2 2 
        

20 traT/hlyA/afa Frango  (n=1) 1 - - - 1 
        

21 eae/aer/hlyA Frango  (n=2) - - - 2 2 
        

22 aer/papEF/afa Frutos do mar  (n=1) - - - 1 1 
        

23 eae/bfpA/aer Frango  (n=1) 1 - - - 1 
        

24 papEF/papG/flu (AG43) Frutos do mar  (n=1) - - 1 - 1 
        

25 stx2/traT/aer/hlyA Frango  (n=2) - - - 2 2 
        

26 eae/aer/papEF/papG Frango  (n=1) - - - 1 1 
        

27 aer/papEF/papG/flu (AG43) Frutos do mar (n=1) - - 1 - 1 
        

28 papEF/papG/flu (AG43)/cnf1 Frutos do mar  (n=1) - - 1 - 1 
        

29 traT/aer/hlyA/papEF/papG Frango  (n=1) - - - 1 1 

  Total 62 12 7 30 111 

Fonte: A autora 
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Tabela 3: Caracterização molecular de virulência de Escherichia coli por amostra e origem 

Origem Amostra Origem 
Grupo 

Filogenético 
Perfil  de Virulência 

Marcadores relacionados à 

DEC / ExpEC 

Salsa 

33i in natura A fimH ExpEC 

38i in natura D fimH ExpEC 

39i in natura A fimH ExpEC 

40i in natura A fimH ExpEC 

41i in natura A fimH ExpEC 

16MP Min. Processada D fimH ExpEC 

27MP Min. Processada B1 stx2 DEC  

28MP Min. Processada B1 stx2 DEC  

34MP Min. Processada A stx2 DEC  

31i in natura A stx2/fimH DEC / ExpEC 

32i in natura A stx2/fimH DEC / ExpEC 

34i in natura A stx2/fimH DEC / ExpEC 

37i in natura D stx2/fimH DEC / ExpEC 

35i in natura A stx2/fimH/hlyA DEC / ExpEC 

36i in natura A stx2/fimH/hlyA DEC / ExpEC 

Frango 

FG33 Orgânico D aer ExpEC 

FG48 Orgânico B1 aer ExpEC 

FG51 Orgânico D aer ExpEC 

FG57 Tipo Exportação B1 aer ExpEC 

FG17 Tradicional A stx2 DEC  

FG18 Tradicional A stx2 DEC  

FG20 Orgânico A stx2 DEC  

FG35 Orgânico A hlyA ExpEC 

FG36 Orgânico A hlyA ExpEC 

FG39 Orgânico B1 traT ExpEC 

FG49 Orgânico A tratT ExpEC 

FG16 Tradicional A aer/hlyA ExpEC 

FG38 Orgânico A aer/hlyA ExpEC 

FG46 Orgânico D aer/hlyA ExpEC 

FG8 Tipo Exportação A stx2/aer DEC / ExpEC 

FG9 Tipo Exportação A stx2/aer DEC / ExpEC 

FG13 Tipo Exportação D stx2/aer DEC / ExpEC 

FG26 Tradicional A eae/aer DEC / ExpEC 

FG3 Tradicional B1 traT/aer ExpEC 

FG4 Tradicional D traT/aer ExpEC 

FG5 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC 

FG6 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC 

FG7 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC 

FG22 Orgânico B1 traT/aer ExpEC 

FG29 Tradicional D traT/aer ExpEC 

FG30 Tradicional D traT/aer ExpEC 

FG42 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC 

FG50 Orgânico A tratT/aer ExpEC 

FG31 Tradicional D traT/aer / hlyA ExpEC 

FG1 Orgânico B1 stx2/traT/aer DEC / ExpEC 

FG2 Orgânico B1 stx2/traT/aer DEC / ExpEC 

FG12 Tipo Exportação A stx2/traT/aer DEC / ExpEC 

FG53 Tipo Exportação D eae / aer / hlyA DEC / ExpEC 

FG24 Tradicional D eae/traT/aer DEC / ExpEC 

FG25 Tradicional A eae/traT/aer DEC / ExpEC 

FG28 Tradicional D aer/papEF/papG ExpEC 

FG43 Tipo Exportação D aer/papEF/papG ExpEC 

FG37 Orgânico D traT/aer/hlyA ExpEC 

FG40 Orgânico A tratT/hlyA/afa ExpEC 

FG47 Orgânico D eae/aer/hlya DEC / ExpEC 

FG54 Tipo Exportação A eae/bfpA/aer DEC / ExpEC 

FG14 Tipo Exportação D stx2/traT/aer/hlyA DEC / ExpEC 

FG15 Tipo Exportação D stx2/traT/aer/hlyA DEC / ExpEC 

FG55 Tipo Exportação D eae/aer/papEF/papG DEC / ExpEC 

FG32 Tradicional D traT/aer/hlyA/papEF/papG ExpEC 
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Tabela 3 (Continuação) 

Origem Amostra Origem 
Grupo 

Filogenético 
Perfil  de Virulência 

Marcadores relacionados à 

DEC / ExpEC 

Frutos do 

mar 

FM16 Sururu A aer ExpEC 

FM71 Ostra A aer ExpEC 

FM79 Ostra B2 aer ExpEC 

FM35 Ostra A stx2 DEC  

FM36 Ostra A stx2 DEC  

FM39 Ostra B1 stx2 DEC  

FM82 Ostra A afa ExpEC 

FM87 Ostra D afa ExpEC 

FM88 Ostra A afa ExpEC 

FM89 Ostra A afa ExpEC 

FM90 Ostra A afa ExpEC 

MX12 Aferventado D afa ExpEC 

MX18 in natura D afa ExpEC 

MX19 in natura A afa ExpEC 

MX21 in natura B1 cnf1 ExpEC 

MX31 Comercializado D flu (AG43) ExpEC 

MX32 Comercializado A flu (AG43) ExpEC 

MX46 in natura B2 flu (AG43) ExpEC 

MX47 in natura B2 flu (AG43) ExpEC 

MX54 Comercializado B1 flu (AG43) ExpEC 

MX62 in natura B2 flu (AG43) ExpEC 

MX22 Comercializado A stx2 DEC  

MX23 Comercializado A stx2 DEC  

MX24 Comercializado A stx2 DEC  

MX25 Comercializado A stx2 DEC  

MX27 Comercializado A stx2 DEC  

MX28 Comercializado A stx2 DEC  

MX29 Comercializado A stx2 DEC  

MX30 Comercializado A stx2 DEC  

MX17 in natura A afa/flu (AG43) ExpEC 

MX16 in natura D aer/papEF/afa ExpEC 

MX26 Comercializado B2 papEF/papG/flu (AG43) ExpEC 

MX59 in natura B2 aer/papEF/papG/flu (AG43) ExpEC 

MX49 Comercializado B2 papEF/papG/flu (AG43)/cnf1 ExpEC 

Purê de 

batatas  

PB1 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB2 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB3 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB4 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB6 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB7 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB8 Dieta hospitalar A stx2 DEC  

PB9 Dieta hospitalar A stx2 DEC 

Leite 

Pasteurizado 

LP1 Comercializado A stx2 DEC 

LP2 Comercializado A stx2 DEC 

LP3 Comercializado A stx2 DEC 

LP4 Comercializado A stx2 DEC 

LP5 Comercializado A stx2 DEC 

LP6 Comercializado A flu (AG43) ExpEC 

LP12 Comercializado A flu (AG43) ExpEC 

LP7 Comercializado A hlyA ExpEC 

LP11 Comercializado A hlyA ExpEC 

Fonte: A autora 

 

 

Entre as amostras isoladas de salsa, observou-se que apenas 15,1% (n=15) do total de 

cepas apresentou perfil de virulência, demonstrando uma baixa frequência destes marcadores, 
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nesta origem. Importante destacar que a frequência dos genes de virulência foi maior nas 

cepas provenientes de salsa in natura do que nas amostras minimamente processadas. Nas 

cepas de E. coli recuperadas de salsa, os marcadores moleculares associados à ExPEC foram 

mais frequentes do que os à DEC, uma vez que seis cepas apresentaram exclusivamente 

marcadores para ExPEC, sendo cinco provenientes de salsa in natura e outras seis cepas 

continham, simultaneamente, marcadores para DEC e ExPEC. 

Os genes encontrados entre as cepas com marcadores de virulência em amostras de 

salsa foram o fimH, uma adesina fimbrial tipo I, associada à patogênese de UPEC. Estes 

isolados pertenciam aos grupos filogenéticos A e D e estavam presentes tanto em amostras in 

natura quanto nas minimamente processadas. O gene stx2, referente à produção da toxina de 

Shiga, também foi encontrado, em cepas classificadas nos grupos filogenéticos A e B1. Vale 

ressaltar que, isoladamente, este marcador foi encontrado apenas nas amostras minimamente 

processadas.  

Outro perfil encontrado foi a associação dos genes fimH e stx2, em cepas isoladas de 

amostras in natura, classificadas nos grupos filogenéticos A e D. Outro marcador presente foi 

o hlyA, da hemolisina A, uma exotoxina que provoca lesão na membrana das células 

sanguíneas, levando à hemólise, em associação à fimH e stx2, em cepas oriundas de amostras 

in natura, do filogrupo A. Importante mencionar que as cepas 47MP e 51MP, ambas do grupo 

filogenético B2, não apresentaram nenhum dos marcadores de virulência estudados. 

Nas cepas isoladas de amostras de frango, foi observada maior frequência de 

marcadores de virulência entre todas as origens estudadas. Em 77,6% das cepas (n=45) foi 

encontrado perfil de virulência. Destas, 6,7% (n=3) continham apenas marcadores de DEC; 

isto é, apenas o gene stx2. Das cepas, 33,3% (n=15) continham marcadores relacionados à 

DEC e ExPEC simultaneamente e, a maioria, 60% (n=27) apenas genes associados à ExPEC. 

As E. coli recuperadas das amostras de frango, foram as que apresentaram maior 

diversidade de perfis de virulência, tendo sido identificados 20 perfis distintos. Entre os genes 

presentes estavam: eae, bfpA, stx2, aer, hlyA, traT, papEF, papG. Independente da origem, 

amostras de frango tradicional, orgânico ou tipo exportação, o gene aer foi o mais prevalente, 

estando presente em 82,2% (n=37) das cepas, isoladamente ou associado a outros marcadores; 

seguido pelo gene traT, encontrado em 51,1% (n=23) das bactérias estudadas, isoladamente 

ou em associação a outros marcadores. 

A cepa FG54, proveniente de frango tipo exportação, merece destaque, pois, 

apresentou os genes eae e  bfpA, característicos de tEPEC, simultaneamente. Outra cepa que 

merece atenção é a FG32, isolada de amostra de frango tradicional. Esta foi classificada no 
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grupo filogenético D e apresentou, simultaneamente, cinco genes de virulência, todos 

característicos de ExPEC, sendo a cepa com o maior número de marcadores de virulência 

entre todos os estudados. 

Uma baixa frequência de marcadores de virulência foi observada nas E. coli isoladas 

de frutos do mar, da região da Bahia. Apenas 12,1% (n=11) das cepas apresentaram perfil de 

virulência, das quais 90,1% (n=10) eram provenientes de amostras de ostra. Vale ressaltar que 

em 72,7% (n=8) das cepas com perfil de virulência, foi observado exclusivamente marcadores 

associados à ExPEC, como aer e afa e estavam relacionadas aos grupos filogenéticos A, B2 e 

D. As demais cepas (n=3) que apresentaram marcadores moleculares de DEC continham 

apenas o gene stx2 e eram pertencentes aos grupos filogenéticos A e B1, mais comumente 

associados a cepas comensais.  

Das 69 cepas isoladas de mexilhões, 33,3% (n=23), pertencentes a todos os grupos 

filogenéticos, apresentaram marcador de virulência. Entre elas, em 65,2% (n=15) foram 

encontrados apenas marcadores moleculares para ExPEC, dos quais Ag43 (flu) e afa, 

isoladamente e associado a outros genes, foram os mais frequentes, 43,5% (n=10) e 21,7% 

(n=5), respectivamente. Vale ressaltar que esta origem alimentar foi a única a revelar cepas 

contendo o gene cnf-1. 

Entre os perfis de virulência das cepas isoladas de mexilhões, 34,8% (n=8) eram 

STEC, por apresentarem o gene stx2, nestes casos, como único marcador. Todas essas cepas 

foram provenientes de amostras de mexilhões comercializados em Niterói (RJ) e pertenciam 

ao grupo filogenético A.  

As cepas isoladas de leite pasteurizado apresentaram alta frequência de marcadores de 

virulência (69,2%). O perfil mais prevalente foi o gene stx2, isoladamente, em 55,6% (n=5) 

das cepas. Também foram encontradas cepas com marcadores moleculares associados à 

ExPEC, a saber: AG43 e hlyA. 

As cepas de E. coli isoladas de amostras de purê de batatas, oriundo da dieta 

hospitalar, apresentaram a frequencia mais elevada de marcadores de virulência, entre as 

diversas origens alimentares, considerando que o percentual de amostras positivas foi de 

88,9% (n=8). No entanto, foi a origem cuja variedade de perfis foi a menos diversificada. 

Todas as cepas continham, apenas, o gene stx2, isoladamente, sendo caracterizadas com 

STEC. Vale ressaltar que todas as cepas pertenciam ao grupo filogenético A e que não foram 

identificados genes de ExPEC em nenhuma E. coli isolada deste alimento. 
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3.4 Determinação dos sorogrupos de Escherichia coli O157 e não-O157 (“Big Six”) 

 

 

As cepas que apresentaram perfil de virulência foram submetidas à pesquisa dos 

principais sorogrupos, o O157 e não O-157, envolvidos com doença diarréica no mundo. 

Entre as cepas analisadas, apenas 20,7% (n=23) pertenciam aos sorogrupos verificados. Entre 

os sorogrupos não-O157, apenas O121, O103 e O145 foram encontrados, em cepas 

recuperadas de salsa, frango e mexilhões, respectivamente. 

Faz-se necessário ressaltar os resultados encontrados nas E. coli isoladas de purê de 

batatas da dieta hospitalar, onde 87,5% (n=7) das cepas, que eram STEC, por albergar o gene 

stx2, foram sorogrupadas como O157 (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4: Cepas sorogrupadas discriminadas por diferentes origens  e perfil de virulência para 

Escherichia coli diarreiogênica e/ou Escherichia coli patogênica extraintestinal 

Origem Amostra 
Grupo 

Filogenético 
Sorogrupo 

Perfil Marcadores de 

Virulência 

Marcadores 

relacionados à 

DEC / ExpEC 

Salsa In natura 35i A O121 stx2/fimH/hlyA DEC / ExpEC 

Salsa In natura 36i A O121 stx2/fimH/hlyA DEC / ExpEC 

Frango Orgânico FG48 B1 O103 aer ExpEC 

Frango Orgânico FG46 D O103 aer/hlyA ExpEC 

Frango Tipo Exportação FG8 A O103 stx2/aer DEC / ExpEC 

Frango Tipo Exportação FG9 A O103 stx2/aer DEC / ExpEC 

Frango Tipo Exportação FG43 D O103 aer/papEF/papG ExpEC 

Frutos do mar MX21 B1 O145 cnf1 ExpEC 

Frutos do mar MX22 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX23 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX24 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX25 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX27 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX28 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX29 A O145 stx2 DEC  

Frutos do mar MX30 A O145 stx2 DEC  

Purê de batatas PB2 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB3 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB4 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB6 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB7 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB8 A O157 stx2 DEC  

Purê de batatas PB9 A O157 stx2 DEC 

Fonte: A autora 
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3.5 Pesquisa do Antígeno flagelar H7 nas cepas de Escherichia coli pertencentes ao 

sorogrupo O157 

 

 

As cepas de E. coli identificadas como pertencentes ao sorogrupo O157, recuperadas 

de amostras de purê de batata, foram submetidas à pesquisa do antígeno flagelar H7. No 

entanto, nenhuma das amostras avaliadas (n=7) apresentou o referído antígeno. Desta forma, 

as cepas recuperadas da dieta hospitalar não pertenciam ao sorotipo O157:H7, que é um dos 

mais envolvidos em doenças de origem alimentar. 

 

 

3.6 Determinação dos fenótipos de aderência com células Hep-2 

 

 

Todas as cepas que apresentaram marcador de virulência (n=111) foram submetidas ao 

ensaio para determinação do fenótipo de aderência com células Hep-2. Em 35,1% (n=39) das 

cepas submetidas ao ensaio foram observados algum perfil de aderência, tais como aderência 

agregativa (AA), aderência difusa (AD), aderência localizada like (LA Like) e aderência 

agregativa ao vidro (AA vidro). 

Entre as cepas recuperadas dos diferentes alimentos, foi possível observar que 46,2% 

(n=6) das E. coli isoladas de leite pasteurizado apresentaram padrões de aderência, seguido 

por 24,1% (n=14) das cepas isoladas de frango, 8,1% (n=13) das isoladas de frutos do mar e 

6,1% (n=6) das cepas provenientes de salsa In natura e minimamente processada.  

Nas cepas recuperadas de amostras de salsa foi possível observar os fenótipos de 

aderência agregativa, aderência difusa e aderência agregativa ao vidro, associados aos 

marcadores de virulência stx2 e fimH isolados ou em associação e que as cepas eram 

pertencentes aos grupos filogenéticos A, B1 e D.  

Entre as E. coli recuperadas de amostras de frango, os mesmos três fenótipos, 

aderência agregativa, aderência difusa e aderência agregativa ao vidro, também foram 

encontrados, porém os marcadores de virulência mais frequentes foram traT e aer, 

isoladamente ou em associação e além dos grupos filogenéticos A e D. A cepa FG54, 

proveniente de frango tipo exportação, merece destaque, pois, apesar de apresentar os genes 

eae e  bfpA, característicos de tEPEC, não apresentou AL nos ensaios de aderência à celula 

HEp-2, em 3 ou 6 horas. 



66 

 

Entre as amostras de frutos do mar, as cepas recuperadas de ostras e sururu 

apresentaram padrões de aderência agregativa e difusa, associados aos marcadores de 

virulência stx2, aer e afa isoladamente e pertenciam aos filogrupos A e B1. Enquanto que nas 

cepas provenientes das amostras de mexilhões, além dos dois fenótipos já citados, também 

observou-se o padrão de aderência Localizada Like, associado a marcadores como stx2, afa  e 

flu. Essas cepas pertenciam aos grupos filogenéticos A, B2 e D.  

Com relação às cepas isoladas das amostras de leite pasteurizado o fenótipo de 

aderência agregativa foi o mais frequente e estava associado aos marcadores stx2 e flu e todas 

pertenciam ao grupo filogenético A. Apenas uma cepa apresentou o fenótipo de aderência ao 

vidro.Vale ressaltar que nenhuma cepa de E. coli recuperada das amostras de purê de batatas 

apresentou fenótipo de aderência, conforme apresentado na Tabela 5, a seguir. 

Além disso, duas cepas recuperadas de amostra de frango (FG46 e FG48) e uma de 

mexilhão (MX30) merecem destaque uma vez que foram sorogrupadas como O103 e O145, 

respectivamente. As E. coli FG46 e FG48, provenientes de amostras de frango, apresentaram 

padrão de aderência agregativa ao vidro, enquanto a MX30, recuperada de mexilhão, 

apresentou fenótipo agregativo à célula Hep-2. 

 

 

Tabela 5: Fenótipos de Aderência entre as cepas de Escherichia coli apresentando um ou mais 

gene (s) de virulência 

Origem 
Amostr

a 
Origem 

Grupo 

Filogenético 
Perfil  de Virulência 

Marcadores relacionados 

à DEC / ExpEC 

Padrão de 

aderência 

Salsa 

34i in natura A stx2/fimH DEC / ExpEC AA (vidro) 

37i in natura D stx2/fimH DEC / ExpEC AA (vidro) 

38i in natura D fimH ExpEC AD 

39i in natura A fimH ExpEC AA 

27MP Min. Processada B1 stx2 DEC  AA 

28MP Min. Processada B1 stx2 DEC  AA 

Frango 

FG4 Tradicional D traT/aer ExpEC AA (vidro) 

FG5 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC AA 

FG6 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC AA (vidro) 

FG7 Tipo Exportação D traT/aer ExpEC AA 

FG16 Tradicional A aer/hlyA ExpEC AA (vidro) 

FG22 Orgânico B1 traT/aer ExpEC AA (vidro) 

FG28 Tradicional D aer/papEF/papG ExpEC AA 

FG33 Orgânico D aer ExpEC AA (vidro) 

FG46 Orgânico D aer/hlyA ExpEC AA (vidro) 

FG47 Orgânico D eae/aer/hlya DEC / ExpEC AD 

FG48 Orgânico B1 aer ExpEC AA (vidro) 

FG49 Orgânico A tratT ExpEC AD 

FG53 Tipo Exportação D eae / aer / hlyA DEC / ExpEC AA (vidro) 

FG55 Tipo Exportação D eae/aer/papEF/papG DEC / ExpEC AA (vidro) 
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Tabela 5 (continuação) 

Frutos 

do mar 

FM16 Sururu A aer ExpEC AA 

FM36 Ostra A stx2 DEC  AD 

FM39 Ostra B1 stx2 DEC  AA 

FM71 Ostra A aer ExpEC AD 

FM82 Ostra A afa ExpEC AA 

FM88 Ostra A afa ExpEC AA 

MX16 
in natura 

D aer/papEF/afa ExpEC AA 

MX18 in natura D afa ExpEC LA Like 

MX25 Comercializado A stx2 DEC  LA Like 

MX27 Comercializado A stx2 DEC  LA Like 

MX30 Comercializado A stx2 DEC  AA 

MX32 Comercializado A flu (AG43) ExpEC LA Like 

MX49 Comercializado B2 papEF/papG/flu (AG43)/cnf1 ExpEC AD 

Leite  

LP2 Comércio A stx2 DEC AA 

LP3 Comércio A stx2 DEC AA (vidro) 

LP4 Comércio A stx2 DEC AA 

LP5 Comércio A stx2 DEC AA 

LP6 Comércio A flu (AG43) ExpEC AA 

LP12 Comércio A flu (AG43) ExpEC AA 

Legenda: Aderência Agregativa (AA); Aderência Agregativa ao vidro (AA vidro); Aderência 

Difusa (AD), Aderência Localizada Like (AL Like) 
Fonte: A autora 

 

 

3.7 Ensaio de citotoxicidade para Stx em cepas Escherichia coli utilizando a linhagem 

celular Vero 

 

As cepas de E. coli identificadas como STEC, recuperadas de todas as origens 

alimentares, foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade com células Vero pelo processo 

convencional de obtenção de filtrado e pelo método alternativo de extração pelo sulfato de 

polimixina. Em ambos os ensaios, nenhuma das 44 cepas testadas apresentaram efeito 

citotóxico em 48 horas, isso é, morte celular e desprendimento parcial ou total do tapete 

celular, sugerindo a não expressão de STX. 

 

 

 

 

 

 



68 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 

E. coli, além de ser uma bactéria pertencente à microbiota intestinal humana, é um 

importante patógeno de origem alimentar. Estudos vêm demonstrando a presença deste 

patógeno em diferentes origens, como produtos alimentícios, amostras humanas, animais e 

ambiente (CALLEJÓN et al., 2015; NTULI, NJAGE & BUYS, 2017; AIJUKA & BUYS, 

2019; GHITA et al., 2020).  

Cerca de 80% das cepas de E. coli avaliadas neste estudo pertencem aos grupos A e 

B1, grupos filogenéticos geralmente relacionados a cepas comensais humanas e de animais 

(MADOSHI et al., 2016; STOPPE et al., 2017). O único grupo filogenético presente em todas 

as origens alimentares estudadas foi o A. Desta forma, a frequência dos referidos filogrupos 

no conjunto de amostras pode estar associada à contaminação de origem fecal (CLERMONT 

et al., 2000; JOHNSON et al., 2008; WOOD et al., 2015). 

A alta prevalência de cepas de E. coli recuperadas de alimentos, pertencendo ao grupo 

filogenético B1 vem sendo relatada em alguns estudos (DOLEZALOVA e HOLKO, 2015; 

LE et al., 2015; PAVLICKOVA, DOLEZALOVA e HOLKO, 2015; OLIVEIRA et al., 2020). 

Scheinberg et al. (2017) ao pesquisar grupos filogenéticos de cepas de E. coli isoladas de 

amostras de alimentos de diferentes origens, tais como carne bovina e suína e vegetais 

folhosos, obtidos em mercados na Pensilvânia (EUA) revelaram que o grupo B1 foi o mais 

frequente nas cepas provenientes de amostras de origem animal, enquanto nas de origem 

vegetal, foi o grupo B2, seguido de B1. 

Cepas de E. coli pertencentes ao grupo filogenético B1 já foram recuperadas de uma 

ampla variedade de fontes, como seres humanos, gado, ambientes naturais (CARLOS et al., 

2010; FERREIRA et al., 2018). Devido a sua elevada adaptabilidade aos diferentes 

ambientes, a utilização de cepas do grupo B1 como indicadores de contaminação fecal 

humana pode não ser muito apropriada (WOOD et al., 2015). 

Muitos estudos têm relatado a presença de E. coli em vegetais folhosos (WOOD 2015; 

CALEJJÓN et al, 2015; MOGREN et al, 2018; KINTZ et al. , 2019; LUNA-GUEVARA et 

al., 2019; MACHADO-MOREIRA et al., 2019). No presente trabalho, a quase totalidade das 

cepas recuperadas de amostras de salsa pertenciam aos grupos A e B1. Resultados 

semelhantes foram observados em amostras originárias de vegetais folhosos adquiridas de 

mercados na Pensilvânia (EUA) (SCHEINBERG et al., 2017) e em amostras de água de 

irrigação e em hortaliças de fazendas no norte de Portugal (ARAÚJO et al., 2017). 
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Entre as bactérias isoladas de amostras de salsa, o grupo filogenético B2 só foi 

observado nas provenientes de alimentos minimamente processados, resultados semelhantes 

ao trabalho de Wood et al. (2015). Adicionalmente, o grupo A foi o mais frequente nas 

amostras In natura. Isso pode estar relacionado tanto a uma possível utilização da água de 

irrigação contaminada por fezes (ARAÚJO et al., 2017) quanto à possível utilização de fezes 

de animais na adubação (JOHNSON et al., 2008; CARLOS et al., 2010; WOOD et al., 2015; 

FERREIRA et al., 2018). A possível contaminação de vegetais folhosos durante a colheita 

merece atenção e poderia ser minimizada com a adoção da prática de higienização das mãos 

com água e sabão e uso de antiséptico à base de álcool (PRINCE-GUERRA et al., 2020). 

O fato de o grupo B1 ter sido o mais encontrado entre as amostras de salsa 

minimamente processada pode estar ligado à exposição deste alimento a diferentes 

superfícies, durante o processamento mínimo, uma vez que, de acordo com Wood e 

colaboradores (2015), as cepas pertencente ao grupo filogenético B1 apresentam elevada 

adaptabilidade aos diferentes ambientes.  

Os grupos filogenéticos A e D foram os mais frequentes entre as cepas de E. coli 

recuperadas de amostras de frango, no presente trabalho. Pavlickova et al. (2015), estudando 

virulência de E. coli em carne de frango na República Tcheca, verificaram que mais da 

metade pertenciam ao grupo filogenético A, seguido de B1, sugerindo que as cepas eram de 

origem comensal. Os autores encontraram cepas pertencentes ao grupo B2, principalmente 

associada à doença extraintestinal em humanos (CLERMORNT et al., 2008) nas amostras de 

frango, diferentemente dos nossos achados.  

Outro estudo, conduzido por Koga et al. (2015), analisando cepas de E. coli isoladas 

de carcaças de frango comercializados no Paraná, Brasil, encontrou os grupos filogenéticos D 

e B1 entre os mais prevalentes e, assim como os nossos achados, uma baixa frequencia de 

cepas classificadas como pertencentes ao grupo B2. Para os autores, isso indica que a 

principal fonte de contaminação das carcaças de frango ocorrem com bactérias comensais, 

uma vez que a maioria das cepas de ExPEC estão incluídas no grupo filogenético B2 

(CLERMONT et al., 2000). 

A colibacilose, infecção causada por Escherichia coli, é considerada uma das 

principais doenças na avicultura industrial, acarretando perdas econômicas elevadas. Por esse 

motivo, na criação tradicional, o antimicrobiano é utilizado como forma terapeutica, 

profilática e ainda como promotor de crescimento, podendo acarretar alteração na microbiota 

normal do animal (CASAGRANDE et al., 2017; HUONG LUU et al., 2021).  
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Entre as cepas de E. coli isoladas de amostras de frango orgânico, cuja produção 

contempla a utilização de ração composta por vegetais de cultivo orgânico e grãos não 

transgênicos e, diferentemente da criação tradicional, não utiliza antimicrobianos, o grupo 

filogenético A foi o mais frequente. Traçando um paralelo aos resultados obtidos nas amostras 

de salsa In natura, onde este filogrupo também foi o mais frequente, pode-se sugerir que esta 

alta frequencia do grupo A esteja relacionada ao uso do adubo, utilizado para o cultivo 

orgânico dos vegetais, contendo fezes animais (JOHNSON et al., 2008; CARLOS et al., 2010; 

WOOD et al., 2015; FERREIRA et al., 2018) e também à água de irrigação (ARAÚJO et al., 

2017). 

O grupo filogenético D foi o mais prevalente entre as amostras de frango tipo 

exportação e tradicional. Estes achados estão em consonância com os resultados encontrados 

por Koga et al. (2015), onde o grupo D foi um dos mais encontrados entre os isolados, 

sugerindo que os isolados de amostras de frango tipo exportação e tradicional possam ser 

mais virulentas (CARLOS et al., 2010).  

Entre as cepas recuperadas de frutos do mar, os grupos filogenéticos A, predominantes 

em humanos, e B1, geralmente oriundo de animais (Carlos et al., 2010; FERREIRA et al., 

2018; OLIVEIRA et al., 2020); foram os mais frequentes tanto nas amostras provenientes da 

Bahia quanto nas de Niterói (RJ). A presença destes grupos filogenéticos está fortemente 

associda ao fato de os ambientes aquáticos costeiros poderem estar contaminados por resíduos 

de efluentes não tratados de humanos e animais (EDGE et al., 2012).  

Um estudo conduzido com ostras e mexilhões da região costeira do Oceano Atlântico, 

no Canadá, mostrou a predominância dos grupos filogenéticos A e D e ausência do grupo B2 

em suas cepas (REES et al., 2015). Diferentemente, nosso trabalho revelou cepas pertencentes 

ao grupo B2 nas amostras de ostras provenientes da região do Baixo Sul da Baia de Todos os 

Santos (BA) e mexilhões da região costeira de Niterói (RJ), sugerindo que esses alimentos 

estejam albergando cepas de ExPEC com potencial patogênico em humanos.  

Freitas et al. (2017) demonstraram que a água de viveiros de ostras da Baia de Todos 

os Santos (BA) apresentou boa qualidade microbiológica. No entanto, a densidade de 

coliformes termotolerantes aumentava significativamente em períodos chuvosos. Resultado 

semelhante foi observado nas águas das praia de Niterói (RJ), onde foi verificado que a 

presença de detritos é influenciada pela ação antropogênica, pela contaminação dos rios que 

desaguam nas praias após períodos chuvosos e pela localização geográfica que favorece o 

acúmulo de detritos e resíduos (SILVA et al., 2016). 
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Todas as cepas recuperadas de amostras de leite pasteurizado foram classificadas no 

grupo filogenético A. Este grupo está mais relacionado às cepas comensais de humanos 

(CARLOS et al, 2010). Entretanto, a presença de E. coli pertencente a este filogrupo já foi 

previamente descrita no Brasil, com amostras de leite crú e queijo minas frescal, provenientes 

dos estados do Paraná e Maranhão. No referido estudo, o grupo filogentético A foi encontrado 

em 63% (14/22) das cepas de E. coli isoladas dos alimentos (Ribeiro Júnio et al., 2019). É 

possivel considerar que as referidas contaminações tenham sido originadas por falhas nos 

processamento do leite, tais como falhas na pasteurização ou na cadeia de frio ou ainda 

contaminação pós tratamento térmico (CARNEIRO et al., 2006; KOUSHKI et al., 2016).  

Não há relatos na literatura que investiguem grupos filogenéticos em cepas de E. coli 

isoladas de purê de batatas. Entretanto, os dados obtidos indicam uma provável contaminação 

pela manipulação e/ou processamento do alimento, uma vez que o grupo filogenético A está 

normalmente relacionado às cepas comensais humanas. Estudo anterior, conduzido pelo nosso 

grupo, já demonstrou contaminação de alguns equipamentos da mesma cozinha hospitalar, 

incluindo o liquidificador utilizado no preparo do purê de batatas, indicando a necessidade de 

melhorias nos procedimentos de higienização (MIYAHIRA et al., 2018 MIYAHIRA et al., 

2013). 

A pesquisa mostrou que mais da metade das cepas que albergavam algum perfil de 

virulência pertenciam ao grupo filogenético A, pouco relacionado à presença de marcadores 

de virulência e frequentemente relacionado às cepas comensais. No entanto, considerando, a 

plasticidade genética das E. coli e a forte capacidade de compartilhar informações genéticas, é 

possível que linhagens pertencentes a estes grupos alberguem genes de virulência 

(CLERMONT et al., 2000, JOHNSON et al., 2008; LINDSTEDT et al., 2018), conforme 

descrito, recentemente, por Massella e colaboradores (2020) em cepas de E. coli isoladas de 

humanos, animais e alimentos, na Itália. 

Este estudo avaliou a presença de genes de virulência para cinco patotipos de DEC. 

Somente os marcadores stx2, eae e bfpA, foram encontrados no genótipo das cepas. Entre as 

bactérias estudadas que albergavam genes de virulência, aproximadamente, 40% pertenciam 

ao patotipo STEC por apresentar o stx2, isoladamente ou associado a outros marcadores. 

Cepas STEC são frequentemente encontradas em animais, sendo o gado o principal 

reservatório e uma das mais importantes fontes de contaminação dos alimentos e água 

(CAPRIOLI, SCAVIA & MORABITO, 2014; TORO et al., 2018; TORRES et al., 2018;). A 

presença deste microrganismo em amostras alimentares representa um alerta, em virtude da 
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sua baixa dose infectante, ou seja, poucas células já são suficientes para desenvolver infecção 

(KARMALI, 2009). 

Vale ressaltar que stx2 estava presente nas cepas recuperadas de todas as diferentes 

fontes alimentares estudadas, sugerindo uma possível adaptação aos diferentes ambientes e 

superfícies de alimentos. Alguns estudos demonstraram que a aquisição/presença do gene stx2 

pode oferecer alguma vantagem seletiva para a E. coli em resposta a pressões ambientais 

(SCHMIDT, SHRING & BESSER, 2016), favorecendo sua persistência no ambiente agrícola 

e de produção de alimentos (AIJUKA & BUYS, 2019).  

A presença de STEC nas diferentes matrizes alimentares pode ser justificada pela 

capacidade deste microrganismos em utilizar mecanismos de resistência ao estresse como 

estratégia de sobrevivência nos alimentos, as permitindo crescer condições diferentes das 

condições ótimas, como baixas temperaturas e baixo pH (GONZALEZ & CERQUEIRA, 

2019). 

O fato de todas as cepas caracterizadas como STEC albergarem apenas o marcador 

molecular stx2 e não apresentarem o gene stx1 merece destaque, uma vez que a patogenicidade 

para humanos, incluindo a evolução para casos mais graves, como a evolução para HUS são 

mais associadas às cepas com genótipo stx2 (PATON & PATON, 1998; KAWANO et al., 

2008; KARGAR & HOMAYOON, 2015; FERREIRA et al., 2018). 

Embora os dados sobre STEC em alimentos no Brasil sejam escassos, o perfil 

genotípico das cepas indica o potencial patogênico desses microrganismos para os humanos. 

A capacidade de produzir a toxina Shiga é o principal fator de virulência relacionado a esse 

patotipo e a maioria das STEC isoladas de alimentos e água no país, alberga o gene stx2 

isoladamente. No entanto, nem toda cepa de STEC necessariamente implicará em casos de 

doença em humanos, estando relacionada a condição do hospedeiro. Vale ressaltar que a 

produção de Stx, por si, pode não ser suficiente para o desenvolvimento de sintomas, sendo 

então necessários outros fatores de virulência associados, principalmente à capacidade de 

adesão ao enterócito. (EFSA 2013; GOMES et al., 2016; GONZALEZ & CERQUEIRA, 

2019).  

Em cepas STEC LEE negativas; ou seja, que não albergam o gene eae, vem sendo 

caracterizada uma ilha de patogenicidade denominada Locus of Adhesion and 

Autoaggregation (LAA) que codifica vários fatores de virulência, incluindo a adesina 

autotransportadora AG43 (flu), sugerindo que, na ausência de LEE, LAA pode conferir um 

mecanismo de adesão alternativo ao enterócito (MONTERO et al., 2017; TORRES et al, 

2018).  
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Entre as cepas estudadas, que carreavam marcadores de virulência, 73% albergavam 

marcadores associados à ExPEC, especificamente marcadores de UPEC conforme descrito 

por diversos autores (MULVEY, 1998; MULVEY, 2002; WILES et al., 2008; 

BIELASZEWSKA et al., 2014; FIROOZEH et al., 2014; MÜELLER, STEPHAN & 

NÜESCH-INDERBINEN,  2016; MOREIRA DA SILVA et al., 2017; MUNKHDELGER et 

al., 2017). E. coli responsáveis por causar infecções extraintestinais comuns, como infecções 

do trato urinário e da corrente sanguínea, têm animais como principal reservatório, mas os 

alimentos também podem estar implicados como reservatório e na veiculação destas cepas 

(VINCENT  et al., 2010; XIA et al., 2011; NORDSTROM et al., 2013; RILEY, 2020). 

Interessante evidenciar que a ITU já foi demonstrada como uma doença possivelmente 

veiculada por alimento, uma vez que alguns estudos apontaram que aves e carne de aves 

comercializadas no varejo carreavam cepas de UPEC (LIU et al, 2018; YAMAJI et al., 2018).  

No presente estudo, 19% das cepas isoladas de diferentes origens alimentares 

apresentaram marcadores de virulência associados às DEC e às ExPEC, simultaneamente. 

Esta associação já foi previamente descrita na literatura. Lindstedt et al., 2018, avaliaram 168 

cepas de E. coli provenientes de amostas de fezes humanas, na Noruega, das quais 64% 

apresentaram genes de virulência associados a essas classes, simultaneamente. Outros estudos 

também demonstraram a heteropatogenicidade em cepas de E. coli. Mariani-Kurkdjian et al. 

(2014) caracterizaram uma cepa de STEC albergando uma região plasmidial conservada de 

virulência característica de ExPEC, em isolados de fezes e sangue humanos; Bielaszewska et 

al. (2014) também identificaram uma STEC de amostras humanas albergando e expressando 

genes de virulência associado à UPEC. 

O genoma de E. coli não é estático e a sua plasticidade genética promove uma grande 

diversidade dentro espécie, contemplando cepas avirulentas e altamente patogênicas, 

incluíndo as cepas híbridas do microrganismo. A presença de conteúdos genéticos 

previamente associados a classes e patotipos distintos, denominadas cepas híbridas, dificulta a 

correta classificação diagnóstica (LINDSTEDT et al., 2018; BRAZ, MELCHIOR e 

MOREIRA, 2020).  

O significado clínico dos patógenos híbridos foi claramente demonstrado pelo surto de 

2011 causado por E. coli O104: H4, uma bactéria com aderência agregativa e produtora de 

toxina shiga, envolvendo alimento de origem vegetal na Alemanha. O microrganismo, após 

ter se espalhado para outros países europeus e também para a América do Norte, afetou cerca 

de 4000 pessoas, levou 54 a óbito e 900 indivíduos a desenvolver HUS, mostrando que perfis 

de virulência combinados em patógenos entéricos podem ter consequências importantes para 
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a saúde pública (BIELASZEWSKA et al., 2014; MARIANI-KURKDJIAN et al., 2014; 

BRAZ, MELCHIOR e MOREIRA, 2020). 

Todas as cepas híbridas, albergando tanto genes de virulência associados à DEC 

quanto à ExPEC foram recuperadas de amostras de frango e salsa. Entre elas, 90% pertenciam 

aos grupos filogenéticos A e D, relacionados à E. coli comensais e patogênicas, 

respectivamente. Lindstedt et al. (2018), curiosamente, encontraram a maior frequencia de 

cepas híbridas nos filogrupos B2 e B1, também relacionados a cepas patogênicas e comensais, 

respectivamente. 

Entre as cepas recuperadas de amostras de salsa in natura e minimamente processada 

foi observada uma alta correlação com a presença do gene fimH, isoladamente e associado a 

outros marcadores, inclusive o gene stx2, relacionado à STEC. Destaca-se que fimH não foi 

encontrado em nenhuma outra origem alimentar. Um estudo avaliando microrganismos 

indicadores de qualidade, como a E. coli, em amostras de alimentos, encontrou o gene fimH 

em 100% (n=50) das cepas isoladas de vegetais folhosos (alface e espinafre) (SCHEINBERG 

et al., 2017). Liu et al. (2018) associaram a E. coli (ST 131-H22) como um uropatógeno 

alimentar, que normalmente alberga o marcador fimH. 

O gene fimH desempenha um papel crítico na patogênese das cepas de E. coli 

uropatogênica. No entanto, este marcador, que codifica adesinas fimbriais, parece ser comum 

entre cepas comensais e ambientais (SABATE et al., 2006; SPURBECK et al., 2012; 

SCHEINBERG et al., 2017). Guerra et al. (2020) encontraram fimH em 100% (n=114) das 

cepas recuperadas de mastite bovina, em fazendas de gado leiteiro de Minas Gerais e São 

Paulo, e sugereriram que este é um gene comum para todas as E. coli e poderia ser usado, 

inclusive para o diagnóstico molecular do patógeno. Por outro lado, esse marcador não foi 

encontrado em nenhuma das cepas isoladas de alimentos de origem animal, nem na 

preparação purê de batatas, no presente estudo, contrariamente, sugerindo que tal marcador 

pode apresentar baixa relação com alimentos de origem animal. 

Em nosso estudo, o gene stx2 foi encontrado em 60% das cepas recuperadas de 

amostras de salsa. Este é um dado imprtante, uma vez que vegetais folhosos são consumidos 

sem sofrer tratamento térmico (FRANCO & LANDGRAF, 2005; GÓMEZ-ALDAPA et al., 

2016; SHAKERIAN, RAHIMI & EMAD, 2016) e, em especial a salsa, muitas vezes nem é 

submetida a procedimento de sanitização. 

E. coli produtora de toxina Shiga tende a colonizar preferencialmente as raízes e a 

rizosfera de vegetais folhosos. Além disso, tem demonstrado capacidade de ser internalizada 

pelo tecido vegetal, permanecendo no apoplasto, de maneira endofítica. Isto representa um 



75 

 

risco à segurança do alimento, uma vez que a bactéria em condição endofítica não é 

facilmente eliminada pelos métodos convencionais de sanitização (MARTÍNEZ-VAZ et al., 

2014; MERGET et al., 2019). 

O perfil de virulência mais frequente observado nas bactérias isoladas de amostras de 

frango foi traT/aer, responsáveis pela resistência ao soro e pelo transporte de ferro 

extracelular, respectivamente (JOHNSON & STELL, 2000). Esse perfil já foi observado 

anteriormente em cepas UPEC isoladas de ITU comunitária no Brasil, (MOREIRA DA 

SILVA et al., 2017).  

Ambos os marcadores traT e aer, juntos ou isoladamente, foram observados 

fortemente associados a cepas de infecção urinária grave e são considerados fatores-chave 

para a manutenção da bactéria no trato urinário do hospedeiro, e sua alta prevalência já foi 

descrita entre cepas de UPEC (FIROOZEH et al., 2014; MÜELLER, STEPHAN & 

NÜESCH-INDERBINEN, 2016; MOREIRA DA SILVA et al., 2017; MUNKHDELGER et 

al., 2017). 

O gene traT, muito frequente em nossos isolados de carne de frango, isoladamente ou 

associado a outros genes, é, conforme mencionado anteriormente, considerado um fator de 

resistência ao soro (MELLATA et al., 2013). A identificação isolada do gene em cepas de E. 

coli de origem fecal de humanos e frango de corte vem sendo observada por diversos autores 

(BONNET et al., 2009; MESSAILI et al., 2019; DÍAS-JIMÉNEZ et al, 2020).  

Estudos fazem relação entre APEC e ExPEC humanas, uma vez que estas classes 

possuem mecanismos de virulência semelhantes e que podem derivar da mesma linhagem 

evolutiva, sugerindo que frango  seja um reservatório de ExPEC humana, podendo, 

consequentemente ser disseminada pelo consumo de carne de frango (MELLATA, 2013; 

MANGES, 2016; JOHNSON et al., 2017; JOHNSON & CURTISS, 2018). 

Destacamos que cerca de 25% dos isolados oriundos de carne de frango foram 

caracterizados, em nosso trabalho, como STEC por apresentar o marcador stx2. A presença de 

STEC em carne e produtos a base de frango já foi demonstrada em trabalhos anteriores e seu 

consumo tem sido relacionado a casos de HUS, entretanto essas descrições continuam 

escassas no Brasil (CHINEN et al., 2009; ALONSO et al, 2012; ALONSO et al, 2016).  

Vale ressaltar que 15% das cepas recuperadas de  amostras de carne de frango 

albergavam o gene eae, encontrado nas EPEC. No entanto, apenas uma cepa (FG54) também 

apresentava o marcador bfpA. Desta forma, as cepas que não apresentaram bfpA podem ser 

classificadas como EPEC atípicas (aEPEC). aEPEC têm sido consideradas patógenos 

emergentes e encontradas mundialmente, em diferentes origens, como animais, ambiente e 
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alimentos, enquanto o principal reservatório de EPEC típicas tende a ser os seres humanos 

(OTERO et al., 2013; ALONSO et al., 2017; DÍAS-JIMÉNEZ et al., 2020).  

De acordo com González e Cerqueira (2019), a ocorrência do marcador molecular eae 

em STEC de origem animal é baixa. A não ocorrência dos genes eae e stx2, simultaneamente 

nas cepas estudadas no presente trabalho mostra que nenhuma delas correspondiam à classe 

das EHEC.  

Embora o gene afa, tenha sido encontrado em apenas uma cepa isolada de carne de 

frango, foi relatado previamente que este gene apresentou forte relação com a produção de 

biofilme, o que pode representar um importante problema de saúde pública, caso ocorra a sua 

formação nas plantas de produção de alimentos (CRECENCIO et al., 2020). 

Aproximadamente a metade das cepas recuperadas de amostras de frutos do mar 

pertenciam à classe das STEC. Essas cepas foram isoladas tanto de amostras de ostras 

proveinentes da Bahia, quanto de mexilhões da região costeira de Niterói (RJ). Estudos 

prévios revelaram forte relação entre STEC e frutos do mar (KUMAR et al., 2001; KUMAR 

et al., 2004; PRAKASAN et al., 2018). 

Keller et al. (2019) demonstraram a correlação entre a baixa qualidade microbiológica 

da água de um estuário de mangue na região da Baía de Vitória (Espírito Santo, Brasil), com a 

contaminação de mexilhões e ostras, alertando para a possibilidade de estes alimentos serem 

implicados em surtos de origem alimentar. Considerando que os moluscos bivalves possuem 

capacidade de filtrar e reter o conteúdo bacteriano do ambiente (RESSURREIÇÃO 

BRANDÃO et al., 2017), a contaminação antropogênica de ambientes costeiros-marinhos 

pode impactar diretamente a qualidade microbiológica destes alimentos e contaminá-los com 

patógenos entéricos (PRAKASAN et al., 2018), como STEC.  

Um estudo verificou os impactos da poluição de um emissário submarino de esgoto 

nas proximidades de Salvador (BA), evidenciando a presença de esgoto não tratado próximo 

ao emissário e em até 6km de distância (LESSA et al., 2016). Por outro lado, como 

mencionado anteriormente, um único trabalho mostrou boa qualidade da água em viveiros de 

ostras na Baia de Todos os Santos (BA), exceto nos períodos chuvosos, quando a carga 

microbiana era elevada (FREITAS et al., 2017). Um outro trabalho, também destacado 

anterormente, conduzido em Niterói (RJ) mostrou que as águas da região costeira se 

apresentaram poluídas, em virtude da ação humana e que esse impacto era intensificado pela 

geografia local que favorece o acúmulo de resíduos (SILVA et al., 2016). 

Dois marcadores moleculares de virulência relacionados às ExPEC, flu (Ag43) e afa, 

foram fortemente associados às cepas recuperadas dos frutos do mar. A proteína 
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autotransportadora codificada pelo gene flu também foi descrita como tendo um papel 

semelhante a uma adesina, associada à capacidade de formação de biofilme e à propriedade 

autoagregativa das bactérias (VAN DER WOUDE & HENDERSON, 2008).  

O gene afa, outro marcador que se apresentou fortemente relacionado às cepas 

recuperadas das amostras de frutos do mar, pertence a uma família de adesinas afimbriais 

AFA que são expressas por ExPEC e também podem estar associadas à diarreia em adultos e 

crianças (CRUZ SPANO et al., 2017; AIJUKA et al., 2018). A família de genes afa, que foi 

descrita em UPEC apresenta uma forte relação genética  com o cluster do gene daa (adesina 

de aderência difusa), descrito em DAEC que é reconhecida como agente etiológico de diarréia 

persisente (LE BOUGUÉNEC & NATARO, 2005).  

Estudos mostrando a presença do marcador afa em alimentos são bastante escassos. 

Um único trabalho avaliou a presença e não encontrou este marcador em cepas de E. coli 

provenientes de mexilhões, no Vietnã (HAO VAN et al., 2008). Em nossa amostragem, 

aproximadamente 30% das cepas recuperadas de frutos do mar foram positivas para este 

marcador. Estes dados merecem atenção, uma vez que foi demonstrada a capacidade de cepas 

albergando o gene afa de se translocar do trato gastrointestinal para o leito vascular, mediar a 

invasão tecidual e causar infecções urinárias e bacteremia (KRAWCZYK et al., 2015).  

Outro dado que merece atenção foi a presença do gene cnf1 apenas nas bactérias 

isoladas dos frutos do mar. CNF1 é um importante fator de virulência das UPEC que 

proporciona uma maior capacidade de colonização do trato urinário e é responsável por causar 

danos teciduais e perturbar a barreira epitelial (KNUST & SCHIMIDT, 2010; KATONGOLE 

et al., 2020). Dados recentes sobre a presença desse gene em cepas de E. coli isoladas de 

alimentos são escassos e em frutos do mar, especificamente, não foram encontrados trabalhos 

descritos. O gene cnf1 foi encontrado em cepas recuperadas de carne de porco picada e carne 

de cordeiro moída, na Irlanda do Norte, mostrando o potencial dos alimentos de origem 

animal em veicular esse marcador implicados nas ITU em humanos  (KADHUM et al., 2006).  

Cerca de 89% das cepas de E. coli  recuperadas da preparação purê de batatas 

pertenciam a classe das STEC pois apresentavam o gene stx2. Até onde se sabe,  o presente 

trabalho é o primeiro a pesquisar e encontrar esse patógeno em purê de batatas no mundo. 

Tratando-se de alimentação hospitalar, é de fundamental importância que os alimentos 

fornecidos aos pacientes hospitalizados sejam microbiologicamente seguros,  a fim de 

recuperar seu estado de saúde e minimizar os potenciais prejuízos que alimentos 

contaminados possam causar a sua recuperação (MIYAHIRA et al., 2018).  
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Durante o preparo de alimentos onde matérias primas de diversas origens são 

manuseadas, a higienização insuficiente das mãos e das superfícies de contato com alimentos 

pode disseminar patógenos dos insumos crus para as preparações prontas, mesmo após a 

cocção (RANJBAR et al., 2017; MIYAHIRA et al., 2018; MIYAHIRA et al., 2013). Vários 

estudos demonstraram o papel das superfícies, como tábuas de corte, utensílios e 

equipamentos, na contaminação dos alimentos por microrganismos patogênicos (RANJBAR 

et al., 2017; MIYAHIRA et al., 2018; PIENIZ et al., 2019; GHITA et al., 2020).  

Estes estudos destacam o risco da contaminação cruzada e a influência da natureza da 

matéria prima alimentar; isto é, alimentos crus e cozidos, de origem animal e vegetal, por 

exemplo. O material que compõe a superfície (aço inox, madeira, plástico, entre outros), 

também pode favorecer à persistência de patógenos, como E. coli em superfícies de cozinhas 

hospitalares, por meio da formação de biofilmes (GUITA et al., 2019; PIENIZ et al., 2019; 

GHITA et al., 2020). 

Aproximadamente metade das cepas isoladas de amostras de leite pasteurizado, neste 

estudo, foram classificadas como STEC e relacionadas ao grupo filogenético A. Poucos 

trabalhos realizaram a pesquisa de marcadores moleculares associados à STEC em leite 

pasteurizado e os que realizaram não encontraram E. coli albergando os marcadores stx1 e stx2 

(CARNEIRO et al., 2006; HOFFMANN et al., 2014).  

Não é possível considerar que não haja relatos na literatura sobre a presença de STEC 

em amostras de leite pasteurizado, uma vez que um estudo na Índia relata a presença do gene 

stx2 em 11 das 81 E. coli isoladas de amostras de leite, porém não especifica se o resultado 

encontrado correspondia a amostra de leite cru ou pasteurizado (MANNA et al., 2010). 

Estudos anteriores já avaliaram e demonstraram a presença de marcadores moleculares 

associados à DEC em leite cru (MANNA et al., 2010; AWADALLAH et al., 2016; DE 

CAMPOS et al., 2017; RIBEIRO JÚNIOR et al, 2019; ELMONIR et al., 2021). Os trabalhos 

que pesquisaram estes marcadores em amostras de leite pasteurizado são escassos. Um deles 

foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa e demonstrou que cerca de 22% dos isolados de 

amostra de leite pasteurizado pertenciam à classe das EPEC e o sorogrupo mais prevalente 

entre elas foi o O55 (SILVA et al., 2001). 

Até onde se sabe, o presente trabalho foi o primeiro a encontrar cepas de STEC em 

amostras de leite pasteurizado adquirido no comércio varejista, no Brasil. A importancia deste 

achado está no fato de um alimento termicamente tratado estar veiculando bactérias com 

potencial patogênico. Este achado pode ser resultado do processamento de matéria prima de 

baixa qualidade higienicossanitária, com elevada carga microbiana inicial, de falha no 
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processo de pasteurização ou deficiência na cadeia de frio, bem como do abuso de 

temperatura durante o armazenamento nos estabelecimentos comerciais (CARNEIRO et al., 

2006; AWADALLAH et al., 2016; KOUSHKI et al., 2016;). 

Entre as cepas de E. coli recuperadas das diversas matrizes alimentares, albergando 

algum marcador de virulência, o sorogrupos encontrados foram O157 e entre os sorogrupos 

não-O157 foram O145, O103 e O121. Apesar da reconhecida importância do sorogrupo O157 

na etiologia de surtos de origem alimentar (CAPRIOLI, SCAVIA & MORABITO, 2014; 

TORO et al, 2018; TORRES et al, 2018; GONZÁLEZ E CERQUEIRA, 2019), outros 

sorogrupos não-O157 têm sido implicados em doenças humanas (JU et al., 2012; LI et al., 

2016; ALBONICO et al., 2017; TORO et al., 2018).  

As cepas STEC recuperadas de purê de batatas foram sorogrupadas como O157. Até 

onde se sabe, o presente trabalho é o primeiro a reportar a presença de STEC pertencente ao 

sorogrupo O157 recuperada de dieta hospitalar no Brasil (RANJBAR et al., 2017; PIENIZ et 

al., 2019; GHITA et al., 2020)  

As cepas STEC O157 isoladas de purê de batatas foram classificadas como 

pertencendo ao grupo filogenético A, geralmente associado a cepas comensais humanas, 

sugerindo uma possível contaminação oriunda dos manipuladores. A adoção de práticas de 

higienização das mãos é um dos métodos mais simples e eficazes para reduzir os riscos das 

doenças veiculadas por alimentos relacionados aos manipuladores (PRINCE-GUERRA et al., 

2020).  

Um estudo conduzido no Reino Unido, observou, de forma oculta por meio do circuito 

interno de câmeras, o comportamento dos manipuladores de alimentos de uma empresa, para 

avaliar a conformidade dos procedimentos de higienização das mãos. Neste estudo, somente 

2% das lavagens das mãos antes de entrar na área de produção estavam em conformidade com 

o protocolo preconizado pela empresa, destacando a discrepância entre o treinamento de 

higienização das mãos e o comportamento dos colaboradores na prática (EVANS, SAMUEL 

& REDMOND, 2020) 

A E. coli O157:H7 é um sorotipo importante, muito associado a surtos de origem 

alimentar em todo o mundo, sendo um grande problema de saúde pública (CAPRIOLI, 

SCAVIA & MORABITO, 2014; TORO et al, 2018; TORRES et al, 2018; GONZÁLEZ E 

CERQUEIRA, 2019). No presente estudo, as cepas STEC do sorogrupo O157 não carreavam 

o antígeno flagelar H7, sendo assim, nenhuma delas eram EHEC. Ghita et al. (2020), no 

Marrocos, não encontraram EHEC entre as amostras de alimentos, superfícies de contato com 
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alimentos e mãos de manipuladores em cozinha hospitalar, embora E. coli estivesse presente 

nas mãos de 45% dos avaliados. 

O fato de termos encontrado cepas O157, sem o antígeno flagelar H7, não torna o 

achado menos importante, principalmente por se tratar de um alimento submetido ao 

tratamento térmico, pronto para consumo de pacientes hospitalizados e possivelmente 

imunocomprometidos. Acredita-se que a contaminação por esta bactéria tenha ocorrido pós-

cocção, provavelmente, durante o processamento das batatas cozidas com o leite no 

liquidificador. Vale ressaltar, como já discutido previamente, que a contaminação deste 

mesmo equipamento por microrganismos, inclusive com resistência a antimicrobianos, já foi 

descrita anteriormente por nosso grupo (MIYAHIRA et al., 2018; MIYAHIRA et al., 2013). 

Entre os mais de 140 sorogrupos de E. coli não-O157, os seis mais implicados em 

surtos de doenças de origem alimentar (“Big six”) são O26, O45 O103, O111, O121 e O145 

(USDA, 2012; EFSA, 2013; GOULD et al., 2013; SHRIDHAR et al., 2019). Entretanto, a 

maioria dos achados disponíveis na literatura são de cepas isoladas de amostras clínicas, 

animais e de fezes (FAN et al., 2019; SHRIDHAR et al., 2019;  GUTIÉRREZ et al., 2020; 

ENGELEN et al, 2021). Em alimentos, os sorogrupos O103 e O145 estavam entre os mais 

frequentes em cepas isoladas de leite cru (ALBONICO et al., 2017); O26, entre os isolados de 

alimentos crus e prontos pra consumo (RANJBAR  et al., 2017) e O103 em bactérias 

recuperadas de carne moída (WASILENKO et al., 2014). 

Nenhum fenótipo de aderência à linhagem de células HEp-2 foi observado em 65% 

das nossas cepas recuperadas de todas as origens alimentares. Adicionalmente, o fenótipo de 

aderência em cepas que não albergarvam genes de virulencia que codificam adesinas foi 

observado. Considerando que a adesão é o primeiro passo na colonização ou infecção e é 

facilitada por adesinas fimbriais ou afimbriais que se ligam aos receptores da célula 

hospedeira, esses resultados sugerem que outros marcadores moleculares, que não tenham 

sido contemplados na nossa pesquisa, estejam realacionados com o fenótipo de adesão, tais 

como hra, tsh, csgA, fedA, fasA, entre outras (FRÖMMEL et al., 2013; SÁNCHEZ et al., 

2021). 

Entre as cepas recuperadas de amostras de salsa, os fenótipos de aderência agregativa, 

aderência difusa e aderência agregativa ao vidro estavam associados aos marcadores de 

virulência stx2 e fimH isolados ou em associação. De acordo com o que discutimos 

anteriormente, o gene fimH desempenha um papel crítico na patogênese das cepas de E. coli 

uropatogênica e codifica adesinas fimbriais que poderiam estar associadas aos fenótipo de 
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aderência encontrados (SABATE et al., 2006; SPURBECK et al., 2012; SCHEINBERG et al., 

2017).  

A cepa FG54, recuperada de amostras de frango, merece destaque por albegrar os 

marcadores eae e bfpA, sendo classificada como tEPEC. Curiosamente essa cepa não 

produziu o padrão fenotípico característico de aderência localizada (LA) e não apresentou 

qualquer fenótipo de aderência. Por outro lado, duas cepas aEPEC, também isoladas de frango 

(FG53 e FG55), produziram fenótipo de aderência agregativa (AA) ao vidro e não às células 

HEp-2. Segundo Abe et al. (2009), aEPEC por não apresentarem o plasmídeo de virulência 

EAF responsável pela codificação de um pílus, denominado Bundle-Forming Pilus (BFP) 

podem produzir padrões de aderência diferentes de LA. 

Conforme mencionado previamente, o gene afa  foi bastante frequente entre as cepas 

recuperadas de frutos do mar. Este marcador apresenta uma forte relação genética  com o 

cluster do gene daa (adesina de aderência difusa), descrito em DAEC (LE BOUGUÉNEC & 

NATARO, 2005). Nenhuma cepa proveniente desta origem apresentou esse fenótipo de 

aderência, sugerindo uma possível não expressão deste marcador.  

 Duas cepas, provenientes de amostras de mexilhões, que albergavam o gene afa, 

merecem destaque por apresentarem fenótipos de aderência LA like e de aderência difusa às 

células Hep-2. Este achado alerta que a relação entre o fenótipo e a presença do referido 

marcador pode não estar diretamente ligada. Além disso, o mecanismos regulador da 

expressão deste marcador não é bem conhecido (VAN DER WOUDE & HENDERSON, 

2008). 

Também já foi discutido anteriormente que a proteína autotransportadora Ag43, 

codificada pelo gene flu, apresenta função semelhante à adesina, podendo estar associado à 

capacidade de formação de biofilme e à propriedade autoagregativa das bactérias (VAN DER 

WOUDE & HENDERSON, 2008). Curiosamente, nos ensaios fenotípicos de aderência 

nenhuma das cepas recuperadas de frutos do  mar, albergando este marcador, apresentou 

fenótipo agregativo.  

Cinco cepas E. coli isoladas de leite pasteurizado apresentaram fenótipo de aderência 

agregativa, três delas albergando o gene stx2 e duas o flu (Ag43). Este último, já havia sido 

descrito como uma adesina associada à capacidade autoagregativa das células (VAN DER 

WOUDE & HENDERSON, 2008). Um estudo, anteriormente mencionado, conduzido por 

nossa equipe encontrou cerca de 27% das cepas de EPEC apresentando padrão de aderência 

agregativa em cepas isoladas de leite pasteurizado, no entanto, os marcadores moleculares de 
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virulência encontrados foram distintos dos achados no presente estudo (CARNEIRO et al., 

2006).  

A relação entre a presença de genes de virulência que codificam adesinas e os 

fenótipos de aderência nem sempre foi observada em nossas amostras. Isso pode ser 

justificado, em parte, pelo fato de termos realizado os ensaios utilizando apenas uma linhagem 

celular. Embora HEp-2 seja a linhagem mais comumente empregada em ensaios de adesão 

para E. coli, a possibilidade de diferenças no padrão de aderência entre linhagens celulares de 

diferentes origens já foi demonstrada (FRÖMMEL et al., 2013). 

Apesar de 40% das nossas cepas albergarem o gene stx2, este marcador não mostrou 

expressão fenotípica de produção da toxina Shiga em ensaio de toxicidade com linhagem de 

células Vero. Aparentemente estas cepas de STEC, apesar de albergar o gene, não 

expressavam o fator de virulência. Por se tratar de cepas originárias de amostras alimentares, 

cuja composição eram as mais diversas, pode-se supor que fatores estressantes associados à 

composição do alimento possam ter induzido a inibição da expressão de Stx (SHENG; 

RASGO & ZHU et al., 2016). 

Este estudo mostrou que alimentos muito populares, de diferentes matrizes alimentares 

e provenientes de diferentes localidades no Brasil, albergam genes de virulência associados à 

DEC e à ExPEC implicados em doenças como diarreia persistente, HUS e ITU. Além disso, a 

presença de STEC em amostras de alimentos deve ser vista com preocupação, principalmente 

devido a sua baixa dose infectante. Estes resultados alertam para o potencial papel destes 

alimentos em veicular marcadores moleculares de virulência e para a necessidade de adotar as 

boas práticas de higiene e produção de alimentos, a fim de evitar possíveis surtos de doenças 

de origem alimentar.  
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CONCLUSÕES 

 

As diferentes matrizes alimentares albergavam cepas de E. coli pertencentes a todos os 

grupos filogenéticos pesquisados, sendo os grupos A e B1 os mais frequentes. Além disso, foi 

demonstrado que o grupo filogenético A, frequentemente associado a bactérias comensais, 

pode conter cepas albergando genes de virulência.  

Tanto os alimentos de origem animal quanto vegetal estudados veiculavam cepas com 

perfis moleculares de virulência associados à STEC, EPEC e UPEC. Entre as STEC, o gene 

stx2 foi o único marcador encontrado, no entanto, nenhuma cepa expressou a produção de 

toxina Shiga, no teste de citotoxicidade em linhagem de células Vero.  

Foi demonstrado que salsa, frango,  mexilhões e purê de batatas (dieta hospitalar) 

veiculam cepas de E. coli com sorogrupos implicados em DOAs, O121, O103, O145 e O157, 

respectivamente. 

Os alimentos estavam implicados na veiculação de cepas com fenótipo de aderência 

agregativa, porém sem a presença de marcadores moleculares para EAEC, e com fenótipos de 

aderência difusa e Localizada Like, sugerindo que outros genes estejam envolvidos na 

expressão destas características fenotípicas. 

Este trabalho mostrou que alimentos de diferentes origens, incluindo aqueles que são 

comumente consumidos sem tratamento térmico (salsa e ostra); ou que são ocasionalmente 

submetidos a tratamento térmico insuficiente (frango e frutos do mar) e até mesmo 

termicamente tratados e prontos para consumo (leite pasteurizado e dieta hospitalar), estão 

veiculando cepas de E. coli albergando fatores de virulência, associados a patotipos de DEC, 

ExPEC, bem como o perfil híbrido  (HyPEC) e cepas pertencentes ao sorogrupo O157.  

O presente estudo descreveu, pela primeira vez, cepas de E. coli recuperadas de 

preparação purê de batatas de dieta hospitalar veiculando marcadores para STEC.  

O trabalho alerta para o papel dos diferentes alimentos como um fator para o 

agravamento do estado de súde de pacientes e até mesmo para uma possível ocorrência de 

surtos de DOA, ressaltando a importância da realização/revisão dos procedimentos de boas 

práticas de produção de alimentos, a fim de minimizar a contaminação por bactérias 

potencialmente patogênicas. 
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APÊNDICE A - Origem, localidade e ano de isolamento das cepas de Escherichia coli recuperadas de alimentos 

 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

1i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

2i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

3i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

4i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

5i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

6i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

7i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

8i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

9i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

10i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

11i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

12i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

13i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

14i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

15i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

16i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

17i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

18i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

19i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

20i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

21i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

22i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

23i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

24i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

25i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

26i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 
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APÊNDICE A: Origem, localidade e ano de isolamento das cepas de Escherichia coli recuperadas de alimentos (Continua) 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

27i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

28i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

29i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

30i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

31i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

32i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

33i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

34i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

35i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

36i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

37i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

38i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

39i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

40i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

41i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

42i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

43i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

44i Salsa In natura Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

1MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

2MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

3MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

4MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

5MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

6MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

7MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

8MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

9MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 
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APÊNDICE A: Continuação 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

10MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

11MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

12MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

13MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

14MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

15MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

16MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

17MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

18MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

19MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

20MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2013 

21MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

22MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

23MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

24MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

25MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

26MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

27MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

28MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

29MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

30MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

31MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

32MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

33MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

34MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

35MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

36MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 
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APÊNDICE A: Continuação 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

37MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

38MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

39MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

40MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

41MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

42MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

43MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

44MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

45MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

46MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

47MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

48MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

49MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

50MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

51MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

52MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

53MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

54MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

55MP Salsa Minimamente Processada Comércio varejista do município de Bom Jesus do Itabapoana/RJ 2014 

FG1 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG2 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG3 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG4 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG5 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG6 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG7 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG8 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 
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APÊNDICE A: Continuação 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

FG9 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG10 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG11 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG12 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG13 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG14 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG15 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG16 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG17 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG18 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG19 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG20 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG21 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG22 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG23 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG24 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG25 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG26 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG27 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG28 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG29 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG30 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG31 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG32 Frango Tradicional Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG33 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG34 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG35 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 
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APÊNDICE A: Continuação 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

FG36 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG37 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG38 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG39 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG40 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG41 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG42 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG43 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG44 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG45 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG46 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG47 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG48 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG49 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG50 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG51 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG52 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG53 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG54 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG55 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG56 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG57 Frango Tipo Exportação Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FG58 Frango Orgânico Comércio varejista do município do Rio de Janeiro/RJ 2013/2014 

FM1 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM2 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM3 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM4 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 
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APÊNDICE A: Continuação 

Cepa Origem Característica da Amostra Localidade Ano de isolamento 

FM5 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM6 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM 7 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM8 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM9 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM10 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM11 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM12 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM13 Frutos do Mar Siri catado Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM14 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM15 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM16 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM17 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM18 Frutos do Mar Chumbinho Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM19 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM20 Frutos do Mar Sururu Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM21 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM22 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM23 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM24 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM25 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM26 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM27 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM28 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM29 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM30 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM31 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 
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FM32 Frutos do Mar Camarão Comércio varejista do município de Salvador/BA 2014 

FM33 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM34 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM35 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM 36 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM37 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM38 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM39 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM40 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM41 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM42 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM43 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM44 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM45 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM46 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM47 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM48 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM49 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM50 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM51 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM52 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM53 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM54 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM55 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM56 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM57 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 
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FM58 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM59 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM60 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM61 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM62 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM63 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM 64 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM65 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM66 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM67 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM68 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM69 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM70 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM71 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM72 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM73 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM74 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM75 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM76 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM77 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM78 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM79 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM80 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM81 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM82 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM83 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM84 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 
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FM85 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM86 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM87 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM88 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM89 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM90 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM91 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM92 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM 93 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM94 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM95 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM96 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM97 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM98 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

FM99 Frutos do Mar Ostra Fazendas de Osteicultura da região do Baixo Sul da Baía de Todos os Santos/BA 2012 

MX1 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX2 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX3 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX4 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX5 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX6 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX7 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX8 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX9 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX10 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX11 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX12 Frutos do Mar Aferventado Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 
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MX13 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX14 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX15 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX16 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX17 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX18 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX19 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX20 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX21 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX22 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX23 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX24 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX25 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX26 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX27 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX28 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX29 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX30 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX31 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX32 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX33 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX34 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX35 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX36 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX37 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX38 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX39 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 
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MX40 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX41 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX42 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX43 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX44 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX45 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX46 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX47 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX48 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX49 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX50 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX51 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX52 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX53 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX54 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX55 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX56 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX57 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX58 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX59 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX60 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX61 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX62 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX63 Frutos do Mar In natura Costa da praia de Itaipu, Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX64 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX65 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX66 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 
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MX67 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX68 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

MX69 Frutos do Mar Comercializado Comércio varejista do Município de Niterói/RJ 2012/2013 

PB1 Dieta Hospitalar  Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB2 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB3 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB4 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB6 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB7 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB8 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB9 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

PB10 Dieta Hospitalar Purê de batatas Hospital Universitário no município do Rio de Janeiro/RJ 2011 

LP1 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP2 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP3 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP4 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP5 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP6 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP7 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP8 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP9 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP10 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 

LP11 Leite de vaca Leite Pasteurizado Tipo A Comércio varejista da Região Metropolitana do município do Rio de Janeiro/RJ 2015 
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