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DETECÇÃO de Escherichia coli SHIGATOXIGÊNICA (STEC) E 

ENTEROPATOGÊNICA (EPEC) EM PEIXES DE PISCICULTURAS E DE VIDA LIVRE 

                                   

           RESUMO - Embora Escherichia coli não seja um microrganismo natural do trato 

intestinal de peixes, sabe-se que a microbiota desses animais está diretamente 

relacionada à qualidade microbiológica da água em que vivem. Para avaliar a 

frequência de Escherichia coli shigatoxigênica (STEC) e enteropatogênica (EPEC), 

foram coletadas um total de 472 amostras de fezes e musculatura de peixes da espécie 

Oreochromis niloticus (tilápia), bem como da água em que viviam. Nos animais 

provenientes de pisciculturas, somente uma estirpe STEC (0,2%) foi isolada, e esta 

apresentou resistência a diversos antimicrobianos das classes das quinolonas, 

tetraciclinas, aminoglicosídeos e anfenicóis, enquanto em peixes de vida livre, seis 

estirpes (6%) foram isoladas, sendo cinco STEC e uma EPECa. Todas as STEC foram 

classificadas como patogênicas pelo grupamento filogenético e a EPECa, comensal. 

Além disso, foram detectados os genes de virulência astA, ehxA, saa, efa1, paa e 

lpfAO113 e os sorogrupos O55, O39, O116, H14, H18 e H36. Em relação às variantes da 

toxina Stx2, foi observada a rara combinação dos subtipos stx2a, stx2c e stx2d em um 

mesmo isolado. De acordo com a análise de similaridade genética, os isolados são 

bastante heterogêneos e apresentaram origem clonal diversificada. Os resultados 

desse estudo evidenciaram que os peixes têm o potencial de transmissão de E. coli 

diarreiogênicas para o ser humano, e também o possível uso indiscriminado de 

antimicrobianos na criação intensiva desses animais. 

 

Palavras-chave: peixes, genes de virulência, patógeno, saúde pública, PFGE. 
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DETECTION OF SHIGATOXIGENIC (STEC) E ENTEROPATOGENIC (EPEC) 

Escherichia coli  IN FISH FARM AND WILD FISH 

 

                SUMMARY - Although Escherichia coli is not an organism typically found in 

the fish gut,  the microbiota of these animals is directly related to the quality of water in 

which they live. To evaluate the frequency of shigatoxigenic (STEC) and 

enteropathogenic (EPEC) Escherichia coli,  a total of 472 fish fecal and muscle samples 

were collected (Oreochromis niloticus, called tilapia), as well as the water in which the 

fish lived.  In animals from fish farms, only one STEC strain (0.2%) was isolated, and 

showed resistant to several antimicrobial of the quinolone, tetracycline, aminoglycoside 

and amphenicol classes. In wild fish, six isolates (6%) were obtained, five STEC and 

one aEPEC. All STEC were classified as pathogenic  by phylogenetic grouping, and 

aEPEC was commensal. In addition, astA, ehxA, saa, efa1, paa, lpfAO113 virulence 

genes, and O55, O39, O116, H14, H18 and H36 serogroups were detected. Regarding 

Stx2 toxin variants, an unusual combination of stx2a, stx2c and stx2d subtypes was 

observed. According to the analysis of genetic similarity, the isolates are heterogeneous 

and showed a diversified clonal origin. The results of this study demonstrated that fish 

have the potential to transmit diarrheagenic E. coli to humans, as well as the possible 

indiscriminate use of antimicrobials in the intensive farming of these animals. 

 

Keywords: fish, virulence genes, pathogen, public health, PFGE. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Escherichia coli não é habitante natural da microbiota de peixes, porém tem 

sido isolada com frequência no intestino desses animais, pois ambientes aquáticos 

contaminados podem transmitir o patógeno (GUZMÁN et al., 2004). É um 

microrganismo com algumas linhagens patogênicas que se destacam devido ao seu 

potencial zoonótico emergente. 

Escherichia coli shigatoxigênicas (STEC) pertencem a um grupo de 

patógenos associados a diarréia, colites hemorrágicas (CH) que podem evoluir para 

complicações extraintestinais graves como a síndrome hemolítica urêmica (SHU) e 

púrpura trombocitopênica (PTT) (MORA et al., 2005). O principal fator de virulência 

de STEC é a toxina shiga, sendo considerado um fator chave de patogenicidade 

(ACHESON, 2000). Existem duas classes de toxina shiga, Stx1 e Stx2, e sete 

subtipos da toxina Stx2, sendo que alguns estão altamente associados com quadros 

mais graves da doença (SCHEUTZ et al., 2012). 

Escherichia coli enteropatogênicas (EPEC) podem ser típicas, as quais 

possuem o plasmídeo de virulência EAF que codifica o “bundle-forming pilus” (bfp), 

necessário para a adesão localizada em células epiteliais; e atípicas, que não são 

portadoras desse plasmídeo, mas possuem o gene eae, que promovem a lesão 

“attaching and effacing” (A/E) e também demais fatores de virulência codificados na 

região LEE (NGUYEN et al., 2006). 

Ademais, outros genes de virulência encontrados em infecções causadas por 

estes patótipos estão relacionados à adesão na mucosa intestinal ou a produção de 

toxinas (GYLES, 2007). Algumas adesinas putativas desempenham um papel 

importante na virulência desses patógenos, e podem ser divididas em adesinas não 

fimbriais, as quais incluem efa1, iha, toxB e saa; e fimbriais, incluindo principalmente 

lpfA. As STEC e EPEC também podem albergar o gene astA, que codifica uma 

enterotoxina termoestável localizada em plasmídeos; o gene paa, que codifica uma 

uma proteína cromossomal inicialmente observada em suínos, e o gene ehxA que 

codifica uma enterohemolisina, responsável pela formação de poros e associada 

com doenças de maior severidade (NGELEKA et al., 2003; COOKSON et al., 2007). 

Além desses indicadores de virulência, esses microrganismos apresentam 

uma diversidade de sorotipos muito grande. O sorotipo O157:H7 é 

epidemiologicamente significativo em todo o mundo, entretanto, cerca de 250 
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sorotipos não-O157 foram relatados e mais de 100 deles foram associados a 

doenças humanas (EKLUND et al., 2001). Tais fatos, juntamente com a utilização de 

antibióticos de forma indiscriminada na criação dos peixes para consumo humano, 

possibilitando a disseminação de genes de resistência, tornam esses animais um 

alimento com potencial de risco na saúde pública (SAPKOTA et al., 2008). 

Também referindo-se à saúde pública, um surto na Europa causado por E. 

coli patogênicas envolveu 855 casos de SHU, 2.987 casos de gastroenterite aguda e 

resultou em 53 mortes.  De acordo com relatório do Robert Kock Institute (2011), a 

infecção foi causada pela ingestão de broto de vegetais contaminados por STEC. 

Esses patógenos podem entrar na cadeia alimentar humana de várias maneiras, 

mas é frequentemente através da contaminação direta ou contaminação cruzada de 

alimentos (PATON; PATON, 1998). Embora surtos por STEC e EPEC em peixes 

ainda não tenham sido registrados, a maioria dos surtos notificados apresentaram o 

alimento cru como veículo de infecção, e o fato de que os peixes são muitas vezes 

ingeridos crus, aumentam significativamente o risco de infecções. 

 Diversos trabalhos analisaram STEC e EPEC e genes de virulência em 

humanos, bovinos, ovinos, suínos, bubalinos (CERGOLE-NOVELLA et al., 2007,  

BARKOCY-GALLAGHER et al., 2001, MALUTA et al., 2013, BORGES et al. 2012, 

BERALDO et al.,. 2014). Entretanto, foram poucos os trabalhos que analisaram a 

presença de STEC em peixes (KUMAR et al., 2001, MANNA et al., 2008) e nenhum 

determinou a presença de adesinas putativas em STEC e EPEC em peixes.  

Em decorrência disso, este estudo é relevante e tem como objetivo investigar 

a presença de E.coli diarreiogênicas em peixes de criação intensiva e de vida livre, 

em relação à prevalência de estirpes STEC e EPEC, caracterizar as estirpes quanto 

à presença de diversos marcadores de virulência relacionados a doenças, bem 

como determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos e analisar a similaridade 

dos isolados para esclarecer o quanto esses animais podem contribuir para 

infecções em seres humanos. 
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 2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aquicultura  

 

Aquicultura é o cultivo de organismos cujo ciclo de vida se dá total ou 

parcialmente em meio aquático. Esse conceito é diferente de pesca, que consiste na 

retirada de organismos aquáticos da natureza sem prévio cultivo (SEBRAE, 

2008). Assim como o homem aprendeu a criar aves, suínos e bovinos, a plantar 

amendoim, trigo, milho e soja, também aprendeu a cultivar pescado. O termo 

“pescado” compreende os peixes, crustáceos, moluscos, anfíbios, quelônios e 

mamíferos, de água doce ou salgada, utilizados na alimentação humana.  

A produção de pescado é considerada um dos sistemas de produtividade que 

mais cresce no mundo e pode ser tanto continental (em água doce), como marinha 

(em água salgada). Além disso, a aquicultura compreende diversas especialidades: 

piscicultura, que é a criação de peixes em água doce ou marinha; malacocultura, 

produção de moluscos como ostras, mexilhões e caramujos; carcinicultura, criação 

de camarão, caranguejo ou siri; algicultura, cultivo de macro ou microalgas; 

ranicultura, criação de rãs; e também criação de jacarés. No Brasil, 69,7% da 

produção aquícola é proveniente de piscicultura continental, com projeções que 

apontam para um significativo crescimento (MPA, 2014).  

Em 2011, a Tailândia e o Japão sofreram grandes perdas causadas por 

catástrofes ambientais, fazendo com que a produção aquícola caísse em ambos os 

países, entretanto, os demais países produtores apresentaram grande crescimento, 

aumentando significativamente a produção de pescado mundial. A China é o maior 

produtor, seguido da Índia e Vietnã e, de acordo com os dados da produção da 

Aquicultura mundial (FAO, 2013),  os 20 países maiores produtores, produziram 

juntos 95% de todo o peixe cultivado para consumo no mundo. Sendo que desses 

20 países,  Noruega, Chile e Brasil, receberam destaque pela significativa evolução 

na posição do ranking. 

A produção mundial hoje está em 126 milhões de toneladas. O Brasil é um 

dos poucos países que tem condições de atender à crescente demanda mundial por 

produtos de origem pesqueira, podendo tornar-se um dos maiores produtores 

mundiais de pescado. Segundo a FAO (2013), o Brasil produz aproximadamente 

1,25 milhões de toneladas de pescado, sendo 38% cultivados, e poderá se tornar 
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um dos maiores produtores do mundo até 2030, ano em que a produção pesqueira 

nacional teria condições de atingir 20 milhões de toneladas. 

A vasta rede hidrográfica do Brasil, com 12% da água doce disponível do 

planeta, um litoral de mais de oito mil quilômetros, e o fato de apresentar a maior 

diversidade de espécies de peixes do mundo colaboram para o desenvolvimento da 

aquicultura intensiva e semi-intensiva no país (NAYLOR et al., 2000). 

 

2.1.1 Piscicultura no Brasil 

 

O Brasil ocupa a 12ª posição no ranking de produtores de peixes para 

consumo (FAO, 2013). Cada região brasileira é especializada em um tipo de 

pescado: na região Norte, predominam peixes como o tambaqui e o pirarucu; no sul, 

predominam as carpas e as tilápias; no centro-oeste, os destaques são o tambaqui, 

o pacu e os pintados; e nas regiões Nordeste e Sudeste, a tilápia tem grande 

presença na piscicultura. Em ordem de grandeza para os estados, os principais 

produtores brasileiros são Ceará, Paraná e São Paulo (OLIVEIRA, 2009). 

No Brasil, houve um crescimento no consumo anual de pescado de 6,46 kg 

para 9,03 kg por habitante/ano entre 2003 e 2009. Consequentemente ao aumento 

do consumo, a produção também apresentou crescimento. A aquicultura cresceu 

43,8% entre 2007 e 2009, e fez com que a produção de pescado apresentasse o 

maior crescimento no mercado nacional de carnes nesse período. A piscicultura 

atingiu sozinha 60,2% do crescimento entre 2007 e 2009, sendo que somente a 

produção de tilápia aumentou 105% nesses sete anos (MPA, 2010). 

Considerando apenas a piscicultura, a produção de tilápia responde por 38% 

do total de peixes produzidos em cativeiro. Entretanto, o Brasil possui cerca de 40 

espécies de peixes de água doce com potencial para cultivo, além de outras 

marinhas. Outras espécies nativas devem fortalecer a piscicultura nacional nos 

próximos anos, como é o caso do beijupirá (Rachycentron canadum), um peixe que 

já está sendo criado em cativeiro em alto mar na costa de Pernambuco, de alto valor 

no mercado internacional (SEBRAE, 2008). 

Hoje, o Brasil é um grande produtor e exportador de diversos produtos como 

café, etanol, soja e frango. O projeto do país é que, em breve, o mesmo ocorra com 

a piscicultura nacional (MPA, 2014). 

 



5 
 

2.1.2 Sistemas de produção  

 

Existem quatro tipos de cultivo para a produção de peixes: sistema extensivo, 

semi-intensivo, intensivo e superintensivo.  

O sistema extensivo é representado pela prática tradicional, em que a 

intervenção do homem é pequena. Consiste em adicionar os animais juvenis em 

lagos, açudes ou represas, onde permanecerão até o momento de serem 

capturados. Neste sistema, não existe o fornecimento de ração aos peixes ou 

oxigenação mecanizada da água. Geralmente, várias espécies de peixes são 

cultivadas ao mesmo tempo, sendo denominado de policultivo. Este sistema é muito 

utilizado quando a piscicultura não é a atividade principal da propriedade, e os 

animais são coletados aproximadamente 18 meses após a estocagem (ARANA, 

2004).  

No sistema semi-intensivo, a intervenção do piscicultor é moderada. Existe 

influência no cultivo através da mecanização da oxigenação da água, da 

suplementação alimentar e do tratamento da água. As rações são formulações 

peletizadas, fareladas ou umedecidas, quase sempre balanceadas com 20% a 28% 

proteína bruta (PB). O tratamento da água é feito através de fertilizantes químicos ou 

adubos orgânicos. É um sistema adequado para o produtor que pretende fazer o 

policultivo, com o objetivo de fornecer peixes aos pesque-pagues ou para o comércio 

de peixes abatidos em menor escala. A safra é cerca de oito meses neste sistema 

(FITZSIMMONS, 2000).  

No sistema intensivo a atuação do piscicultor é fundamental. Apresenta uma 

produção bem controlada e sistematizada, com o controle de inúmeras variáveis, 

visando a otimização da criação e o melhor retorno produtivo. Os açudes são 

constantemente aerados e a adição de fertilizantes orgânicos é praticamente 

inexistente, pois a promoção da produtividade natural deve ser muito controlada. A 

principal fonte de alimento dos peixes é a ração peletizada, extrusada ou 

umedecida, balanceada e fornecida cerca de duas vezes ao dia, de acordo com a 

fase de desenvolvimento dos animais. O cultivo de peixes em sistema intensivo está 

evoluindo rapidamente em países em desenvolvimento, sendo que as espécies mais 

comumente cultivadas são o salmão, atum e a tilápia, sempre em monocultivo, ou 

seja, somente uma espécie em cada viveiro (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004).  
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O sistema superintensivo trata-se de um sistema que possui as mesmas 

características do intensivo, com a utilização de densidade de povoamento maiores. 

Exige muita dedicação, capacidade técnica e gerencial do piscicultor. Os peixes são 

cultivados em estruturas apropriadas como viveiros circulares, tanques-rede, 

raceway’s ou canais de concreto. As estruturas de confinamento permitem grande 

troca de água com o ambiente e no qual os peixes recebem ração nutricionalmente 

completa e balanceada. A tilápia é uma das espécies de peixes que melhor se 

adaptou ao sistema superintensivo de produção, e sua safra varia de acordo com a 

linhagem do animal, sendo que as Tilápias conhecidas como do Nilo ou GIFT 

(“Genetic Improvement of Farmed Tilapia”), apresentam em média 6 meses de ciclo 

de cultivo (KUBITZA, 2003).  

A produtividade em cada tipo de cultivo varia de acordo a qualidade dos 

insumos utilizados, como alevinos e ração, e principalmente das técnicas criteriosas 

de manejo na produção. Nos sistemas extensivo, semi-intensivo, intensivo e 

superintensivo, a produtividade alcança, respectivamente, 2.000, 5.000, 10.000 e 

40.000 kg de tilápias por hectare de área alagada por ciclo de cultivo (OLIVEIRA, 

2009). 

 

2.1.3 Boas práticas de manejo  

 

A importância das Boas Práticas de Manejo (BPM) está sendo cada vez mais 

difundida entre pesquisadores e produtores, e visa promover uma aquicultura 

moderna, através de modificações simples e significativas no manejo das 

pisciculturas. Constituem-se como principais práticas a diminuição da densidade de 

estocagem nos sistemas de criação, o controle da qualidade de água, a 

administração de rações balanceadas, a limpeza e manutenção das estruturas, a 

quarentena para peixes adquiridos, o manejo dos peixes em dias quentes e a 

retirada de animais doentes (TAVECHIO et al., 2009). 

O manejo inadequado em pisciculturas ocasiona estresse nos peixes, 

aumentando os níveis de cortisol circulante no sangue, queda da eficácia do sistema 

imunológico, diminuição do consumo alimentar e, consequentemente, os animais 

são facilmente acometidos por parasitos e bactérias nos sistemas de criação 

(URBINATI; CARNEIRO, 2004). 
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Portanto, as BPM são fundamentais para que a atividade seja ambiental e 

economicamente viável. Pois a produção deve ser sustentável para que não 

comprometa a qualidade dos recursos hídricos nacionais, e lucrativa, com um plantel 

livre de doenças e mortalidades. Além das questões ambiental e econômica, as BPM 

de organismos aquáticos são essenciais  para evitar a contaminação dos peixes por 

patógenos com potencial zoonótico, garantindo um produto de alta qualidade aos 

consumidores (FAO, 2010). 

Sabe-se que as BPM são alternativas preventivas eficientes para evitar 

infecções por patógenos em pisciculturas. Entretanto, com o crescimento e a 

expansão da atividade, a prática do aumento da densidade populacional e a 

introdução de espécies sem o controle sanitário necessário, tornaram-se comuns. E 

essas condições impróprias favorecem o desenvolvimento de enfermidades 

ocasionadas por organismos oportunistas (PRETTO-GIORDANO, 2012). 

Para minimizar este problema, muitos antimicrobianos são administrados em 

animais de pisciculturas com finalidades profiláticas ou terapêuticas (GASKINS et al., 

2002). 

 

2.2 Utilização de antimicrobianos 

 

As infecções bacterianas podem diminuir drasticamente a produção de 

organismos aquáticos, minimizando os lucros do produtor. Baseado nisso, é 

crescente a utilização de antimicrobianos em pisciculturas (CRESCÊNCIO, 2005). 

Os antimicrobianos são utilizados na piscicultura pela necessidade de tratar e 

prevenir uma doença, bem como proporcionar maior reprodução e crescimento. 

Entretanto, poucos fármacos são aprovados na aquicultura brasileira, o que leva ao 

uso de medicamentos irregulares. 

Entre os antimicrobianos mais utilizados na piscicultura, destacam-se aqueles 

pertencentes às classes das quinolonas, tetraciclinas e aminoglicosídeos e 

anfenicóis (RIGOS; TROISI, 2005), sendo que os únicos antibióticos registrados pelo 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2013) para uso na 

aquicultura no Brasil, pertencem à classe dos anfenicóis (Aquaflor) e tetraciclinas 

(TM 700).  
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Existem instituições responsáveis pela regulamentação do uso de drogas 

veterinárias na aquicultura, e os níveis de rigidez nas normativas vigentes variam em 

cada pais. Nos EUA, o número de drogas permitidas na aquicultura é bem maior que 

no Brasil (PAHOR FILHO et al., 2012). Entretanto, no Brasil e alguns outros países, 

em que as regulamentações são maiores que a fiscalização, é difícil realizar um 

controle efetivo dos fármacos que são utilizados nos sistemas de cultivo 

(BENAVIDES, 2014).  Inclusive, embora o MAPA (2010) mantenha o Plano Nacional 

de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) em produtos de origem animal,  

que é destinado ao controle de agrotóxicos e medicamentos veterinários em carne, 

leite, mel e pescado, o plano ainda não estabelece o controle de diversas classes de 

antimicrobianos em pescados. 

Diversos estudos apontam a utilização de antimicrobianos na piscicultura 

brasileira para fins profiláticos (MAXIMIANO et al., 2005; GASKINS et al., 2002).  

Pereira et al, (2006) descrevem que a oxitetraciclina é amplamente utilizada em 

pisciculturas no Brasil, e os autores afirmam que este antimicrobiano é utilizado em 

tratamentos para infecções bacterianas, profilaxia ou adicionada à ração como 

promotor de crescimento. Segundo Paschoal et al., (2013), existe uma forte suspeita 

de que os piscicultores brasileiros estejam utilizando produtos não registrados e 

relatam ainda que este procedimento é altamente perigoso e ilegal, ocasionando 

concentração residual na carne do pescado, no ambiente e também resistência 

bacteriana. 

A utilização de antimicrobianos não aprovados e, principalmente, o uso 

indiscriminado dos medicamentos aprovados representam um perigo à saúde 

humana. Estas substâncias podem ser tóxicas, alergênicas, cancerígenas, e podem 

causar resistência bacteriana em patógenos com potencial zoonótico (FDA, 2011). 

Segundo Schmidt et al., (2000), os padrões de resistência bacterianas em 

patógenos de peixes são  reflexo do uso intensivo de substâncias antimicrobianas. 

 

2.2.1 Resistência bacteriana  

 

A resistência aos antimicrobianos é a capacidade das bactérias resistirem aos 

efeitos de um antibiótico devido a mutações ou produção de enzimas que causam a 

eliminação da eficiência dos antimicrobianos para combatê-los (ÁVILA et al., 2011).  
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A resistência bacteriana pode ser disseminada através de transmissão vertical 

ou horizontal. A transmissão vertical, também chamada de clonal, ocorre quando 

uma bactéria se divide e tem todo seu genoma duplicado, originando uma nova 

célula idêntica. A transmissão horizontal, é quando bactérias de mesma espécie ou 

de espécies diferentes trocam genes de resistência por transferência de material 

genético através de processos como, conjugação, transdução e transformação 

(FROST et al., 2005). 

Com o desenvolvimento dos antimicrobianos e das vacinas, acreditou-se que 

as doenças infecciosas não ofereciam perigo aos animais e aos seres humanos. 

Mas a rápida expansão global de bactérias resistentes mostrou que a situação não 

era favorável (MACCORMICK, 1998), pois o surgimento de novos recursos 

terapêuticos não acompanha a evolução dos mecanismos de resistência (GRACE et 

al., 2006; PATERSON, 2006). Inclusive, são comuns os casos em que o 

microrganismo é resistente a uma ampla variedade de antimicrobianos, tornando o 

tratamento de uma infecção difícil ou, até mesmo, impossível (ÁVILA et al., 2011). 

Existem diversos casos de resistência bacteriana na microbiologia clínica. A 

incidência de Enterococos resistente à Vancomicina, considerado o mais poderoso 

antibiótico de "último recurso", aumentou até 25% nos Estados Unidos em 10 anos 

de uso (WILLEMS et al., 2005). A penicilina, antibiótico que revolucionou a saúde 

humana há 50 anos, apresentou 79% de isolados de Staphylococcus pneumoniae 

resistentes na África do Sul (ADAM, 2002). Doenças que antes eram consideradas 

erradicadas, como a tuberculose, estão reincidindo por causa da resistência aos 

antimicrobianos (WHO, 2000). 

Também são muitos os casos de resistência bacteriana na aquicultura. O 

aumento da resistência de Aeromonas à oxitetraciclina, sulfadiazina / trimetoprim, e 

ao ácido oxolínico é cada vez mais significativo. Inclusive, 48% dos peixes 

analisados em fazendas da Dinamarca, apresentaram níveis de multirresistência, ou 

seja, uma espécie bacteriana insensível a diversos antimicrobianos (SCHMIDT et al., 

2001a). Em estudo realizado na Austrália, Akinbowale et al., (2007) encontraram que 

bactérias isoladas a partir de animais cultivados em diversas formas de aquicultura, 

albergavam ampla variedade de genes de resistência à tetraciclina, os quais 

inclusive foram transferidos, in vitro, para outras bactérias de origem diferente.  

Segundo Gonzalez (2002), o surgimento de casos de resistência bacteriana é um 
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grande entrave na aquicultura atualmente, que coloca em risco a saúde pública 

justamente pela transferência dos genes de resistência. 

 

2.3 Escherichia coli  

 

Escherichia coli é uma espécie bacteriana pertencente à família 

Enterobacteriaceae. São microrganismos Gram negativos, bastonetes, não 

esporulados e móveis, com presença de flagelos peritríqueos. Possuem 

metabolismo respiratório e fermentativo, pois são anaeróbios facultativos, com 

temperatura ótima de crescimento a 37ºC (SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005). 

Bioquimicamente são classificados como oxidase e catalase negativas, 

fermentadores de lactose e produtores de indol (EDWARDS; EWING’S, 1986).  

E. coli pertence a um grupo de microrganismos geneticamente heterogêneo e 

constituintes da microbiota intestinal natural dos mamíferos e aves, portanto seus 

membros são geralmente comensais. Entretanto apresentam linhagens patogênicas 

muito versáteis, que causam diversas doenças intestinais e extra-intestinais por meio 

de fatores de virulência que afetam uma ampla variedade de processos celulares 

(KAPER et al., 2004,  DEAN et al., 2005; GYLES, 2007). 

Várias linhagens de  E. coli adquiriram atributos de virulência específicos, que 

conferem uma maior capacidade em se adaptar a novos nichos e ocasionar um 

amplo espectro de doenças. As diversas combinações desses fatores de virulência 

originaram linhagens com patótipos específicos de  E. coli que são capazes de 

causar doença em indivíduos saudáveis (KAPER et al., 2004). 

Existem patótipos causadores de doenças extra-intestinais, também 

conhecidas como ExPEC. Fazem parte deste grupo as E. coli uropatogênicas 

(UPEC), que causam infecções no trato urinário; E. coli associada a meningite 

(MNEC), responsável por casos de meningite e septicemia e E. coli patogênica 

aviária (APEC), um patótipo animal responsável por infecções respiratórias em aves. 

Já as linhagens de E. coli causadoras de infecções intestinais envolvem seis 

categorias: E. coli enteropatogênicas (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 

enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de aderência 

difusa (DAEC) e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC). Dentre estas categorias, 

as STEC e EPEC destacam-se devido ao seu potencial zoonótico emergente 

(GYLES; FAIRBROTHER, 2010).  
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2.3.1 STEC 

 

E. coli shigatoxigênicas (STEC), também descrita por alguns autores como E. 

coli enterohemorrágicas (EHEC) ou ainda E.coli produtoras de verotoxina (VTEC), 

pertencem a um importante e emergente grupo de patógenos associados com um 

largo espectro de doenças em humanos, incluindo diarreia, colites hemorrágicas 

(CH) que podem evoluir para complicações extraintestinais graves como a síndrome 

hemolítica urêmica (SHU) e púrpura trombocitopênica (PTT) (MORA et al., 2005).  

Reconhecida pela primeira vez como causa de doença humana em 1982, o 

principal reservatório de STEC é o trato intestinal de bovinos e surtos iniciais foram 

associados ao consumo de hambúrgueres mal cozidos. Posteriormente, uma grande 

variedade de itens alimentares têm sido associados a doença, incluindo salsichas, 

salames, leite não pasteurizado, melão, rabanete, folhas verdes em geral e até água 

potável (KAPER et al., 2004). 

A toxina Shiga, também conhecida como verotoxina (VT) é o principal fator de 

virulência de STEC, sendo considerado um fator chave em patogenicidade 

(ACHESON et al., 2000). Duas classes de toxina Shiga têm sido identificadas, são 

elas Stx1 e Stx2, codificadas pelos genes stx1 e stx2, respectivamente. A toxina 

Shiga (Stx1) é 98% homóloga em estrutura biológica com a toxina Stx produzida 

pela Shigella dysenteriae tipo 1 (PATON; PATON, 1998), e 60% da toxina Stx2  é 

homóloga a toxina Stx1, ambas produzidas pela E. coli, e elas são antigenicamente 

distintas (NATARO; KAPER, 1998).  

O gene stx está localizado no genoma de bacteriófagos, integrando-se ao 

cromossomo da célula hospedeira (GOBIUS et al.,2003). A presença desses genes 

em bacteriófagos possibilita não somente a capacidade de disseminação entre 

diferentes cepas, mas também a presença das duas toxinas em uma mesma 

bactéria. Algumas STEC também podem ser portadoras de uma ilha de 

patogenicidade homólogas à ilha LEE (“Locus of Enterocyte Effacement”) existente 

em EPEC, e causarem lesões do tipo “attaching and effacing”, codificadas pelo gene 

eae (KAPER et al., 2004). Tais fatores caracterizam as STEC como possíveis 

carreadoras dos genes stx1, stx2 e eae, ou pelo menos um desses genes. 

A toxina Stx2 ainda possui diversos subtipos, sendo que alguns estão 

altamente associados com quadros de doenças graves (SCHEUTZ et al., 2012). A 

identificação dos subtipos dessa toxina é uma técnica amplamente utilizada em 
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pesquisas com STEC, pois diferenças nas sequências de aminoácidos presentes 

nas toxinas faz com que algumas variantes da Stx2 não sejam patógenos humanos 

ou estejam associadas a um tipo mais brando da doença. Enquantos outros subtipos 

estejam altamente associados com complicações extraintestinais graves, como a 

síndrome hemolítica urêmica (SHU) (PERSSON et al., 2007). Após essas 

descobertas, a necessidade de identicar as variantes da Stx2 aumentou 

signitifativamente. 

Existiam duas técnicas amplamente utilizadas para subtipagem da toxina 

Stx2, RFLP e sequenciamento, e também uma inconsistência na nomenclatura da 

toxina, pois mais de um sistema de classificação era utilizado (PERSSON et al., 

2007; SLANEC et al., 2009), o que ocasionavam dúvidas na caracterização das 

variantes de stx2 em cepas STEC. Baseado nisso, na última conferência VTEC - 

“8th International Symposium on Shiga Toxin (Verocytotoxin)” - realizado em 

Amsterdam em 2012, pesquisadores entraram em um concensso após a divulgação 

de um novo resultado de pesquisa sobre esse tema. Um novo  método de 

subtipagem através de PCR foi desenvolvido e testado por diferentes centros de 

pesquisa no mundo, com o objetivo de  criar uma uniformização da metodologia e da 

nomenclatura para as variantes da toxina Shiga. Portanto, a subtipagem do gene 

stx2 agora é baseada nesse novo protocolo desenvolvido por Scheutz et al. (2012) e 

esta nova técnica consiste em determinar as 7 variantes do gene stx2 através de 

PCR. 

 

2.3.2 EPEC 

 

Outra importante categoria de E. coli são as enteropatogênicas (EPEC), 

responsáveis pela diarreia aguda principalmente em crianças e  neonatos (DEAN et 

al., 2005). EPEC foi o primeiro patótipo de E. coli descrito e após grandes surtos de 

diarreia infantil no Reino Unido, pesquisadores perceberam a diferença sorológica 

entre estirpes de E. coli isoladas de crianças com diarreia e de crianças saudáveis 

(KAPER et al., 2004). 

A principal característica para se definir uma cepa como EPEC é promover a 

lesão “attaching and effacing” (A/E), codificadas pelo gene eae presente em uma ilha 

de patogenicidade denominada LEE (DONNENBERG; WHITTAM, 2001; KAPER et 

al., 2004). Nas lesões A/E ocorrem a destruição das microvilosidades intestinais e 
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um rearranjo do citoesqueleto celular, culminando na formação de uma estrutura 

semelhante a um pedestal onde a bactéria permanece fixada (MOXLEY; SMITH, 

2010). 

   As EPEC podem ser classificadas em típicas e atípicas. EPEC típicas 

possuem o plasmídeo de virulência EAF que codifica o “bundle-forming pilus” (bfp), 

necessário para a adesão localizada em células epiteliais. Por outro lado, as EPEC 

atípicas não são portadoras do plasmídeo EAF, mas possuem o gene eae e demais 

fatores de virulência codificados na região LEE (NGUYEN et al., 2006). Em trabalho 

realizado no Brasil, foram encontrados 11% de EPEC em isolados de fezes de 

crianças com diarreia, sendo que 2% e 9% dos casos foram de EPEC típicas e 

atípicas, respectivamente (MORENO et al. 2010).     

 

2.3.3 Genes de virulência relacionados à STEC e EPEC 

 

A produção e expressão dos vários fatores de virulência possibilitam que 

diferentes grupos de E. coli se fixem às células epiteliais intestinais do hospedeiro 

por meio de fímbrias ou adesinas. Esta ligação leva a proliferação bacteriana no 

trato intestinal e a indução de diarreia, como resultado da ação das toxinas nos 

enterócitos (NGELEKA et al.,  2003). 

Existem diversos genes de virulência encontrados em infecções por STEC e 

EPEC, e em sua maioria, estão relacionados à adesão na mucosa intestinal 

(GYLES, 2007). Algumas adesinas putativas codificadas por genes presentes no 

cromossomo ou em plasmídeos desempenham um papel importante na virulência 

desses patógenos, e podem ser divididas em adesinas não fimbriais, as quais 

incluem efa1, Iha, toxB e saa; e fimbriais, incluindo lpfAO157/OI-141, lpfAO157/OI-154, 

lpfAO113.  

As STEC e EPEC também podem albergar o gene ehxA que está contido em 

um plasmídeo que codifica uma enterohemolisina, responsável pela formação de 

poros nas células eucarióticas e associada com doenças de maior severidade 

(TOMA et al., 2004, COOKSON et al., 2007). Sua produção está, geralmente, 

associada ao plasmídeo pO157, mas os genes da enterohemolisina também podem 

ser encontrados em outros plasmídeos de alta massa molecular (BRÜNDER et 

al.,1999). 
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O gene astA, codifica uma enterotoxina termoestável localizada em 

plasmideos. Inicialmente, essa toxina foi encontrada em EAEC, das quais quando 

possuíam o gene astA representavam um importante fator de virulência na 

patogênese da diarreia em estirpes isoladas de suínos. Outro gene inicialmente 

observado em suínos é o paa, que codifica uma proteína cromossomal associada a 

lesões A/E nesses animais, no entanto, o papel de paa na patogênese da diarréia 

ainda precisa ser determinado (NGELEKA et al.,  2003, BATISSON et al., 2003). 

Estes fatores de virulência, além dos tradicionais que caracterizam cada 

patótipo, exercem papel importante na patogênese. Inclusive, genes relacionados à 

ExPEC já foram observados em estirpes de E.coli diarreiogênicas (WU et al., 2007) 

e genes associados a E. coli causadora de diarreia já foram encontrados em ExPEC 

(ABE et al., 2008).  A Tabela 1 descreve o papel de diversos fatores de virulência de 

E. coli na patogênese (BATISSON et al., 2003; KAPER et al., 2004). 

 

Tabela 1. Genes de virulência de Escherichia coli e suas funções na patogênese 

Gene Fator de virulência Função Localização 

stx1 shigatoxina 1 toxina bacteriófago 

stx2 shigatoxina 2 toxina bacteriófago 

eae intimina adesão cromossomo 

bfp bundle-forming pili pilli tipo IV plasmídeo 

ehxA enteroemolisina toxina plasmídeo 

iha adesina homóloga a IrgA de Vibrio 
cholerae 

adesão cromossomo 

toxB 
proteína com homologia às toxinas 

A e B de Clostridium difficile 
adesão plasmídeo 

saa adesina autoaglutinante de STEC adesão plasmídeo 

efa1 fator para aderência de STEC adesão plasmídeo 

lpfAO113 fímbria polar longa adesão cromossomo 

lpfAO157/OI-141 fímbria polar longa adesão cromossomo 

lpfAO157/OI-154 fímbria polar longa adesão cromossomo 

paa 
proteína associada a “attaching-

effacing” em suínos 
adesão cromossomo 

astA 
enterotoxina termoestável de E. 

coli enteroagregativa 1 (EAST-1) 
toxina plasmídeo 

Fonte: Adaptado de BATISSON et al. (2003) e KAPER et al. (2004) 
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2.3.4 Sorotipos 

 

  A superfície da bactéria é composta de estruturas antigênicas que são 

fundamentais para a classificação de vários grupos de E. coli. Os patótipos de E. coli 

se caracterizam por compartilharem antígenos que definem sorogrupos, baseados 

apenas no antígeno O; ou sorotipos, baseados nos antígenos O e H (KAPER et al., 

2004, TRABULSI et al., 2005). O antígeno somático “O” é termoestável e 

corresponde a uma das frações do principal componente da parede celular das 

bactérias Gram negativas, o lipopolissacarídeo (LPS). O antígeno flagelar “H” é 

termolabil, de natureza proteica conhecida como flagelina (FERREIRA; KNÖBL, 

2009).  

Durante décadas, os mecanismos pelos quais as E.coli patogênicas 

causavam diarréia eram desconhecidos e, portanto, os patótipos só poderiam ser 

identificados através da sorotipagem. De acordo com presença dos antígenos, foi 

possível estabelecer a sorotipagem das amostras de E. coli e associar com diversas 

doenças (ORSKOV; ORSKOV, 1992). A diversidade dos sorotipos que esses 

microrganismos apresentam é muito grande, e, embora o sorotipo O157:H7 esteja 

associado à maioria dos surtos causados por  STEC descritos mundialmente, 

pesquisas indicam que a incidência deste sorotipo vem diminuindo substancialmente 

(CDC, 2006). Em contraste, os sorotipos não-O157 vem sendo isolados com maior 

frequência à partir de amostras fecais de pacientes com SHU (BANATVALA et al., 

2001). 

Atualmente, com os avanços na compreensão da patogênese das E. coli 

juntamente com os estudos em biologia molecular sobre os fatores de virulência, 

sabe-se que os produtos gênicos estão mais diretamente associados à 

patogenicidade que os antígenos de superfície. Portanto, somente a sorotipagem 

não é suficiente para caracterizar uma cepa de E. coli como patogênica, embora 

existam diversas associações entre sorotipos e virulência, bem como entre sorotipos 

e doenças (FORBES et al., 2002; KAPER et al., 2004).  
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2.3.5 E. coli em peixes 

 

Até 1950, E. coli era considerada habitante não patogênica do trato intestinal 

dos animais conhecidos, até então, de “sangue quente”, hoje denominados  

endotérmicos (WASTENSON, 2001). Como os peixes são animais ectotérmicos, não 

apresentam E.coli na microbiota intestinal normal, entretanto, a água contaminada 

em que esses animais vivem pode transmitir o patógeno. 

Em trabalho realizado em Minnesota com E. coli em peixes bentônicos e 

pelágicos, foi encontrado 42% de positividade nos peixes bentônicos e 4% nos 

pelágicos. Os autores observaram ainda que, as E. coli isoladas dos peixes eram 

idênticas as de animais de sangue quente da região, evidenciando que o peixe foi 

contaminado através da água com fezes desses animais (HANSEN et al., 2008). Na 

índia, analisando STEC em frutos do mar, 3% das amostras de peixe fresco foram 

positivas para esta estirpe (KUMAR et al., 2001). Barbosa et al., (2014) analisando 

peixes de pesque pagues no Brasil, encontrou 115 estirpes de E. coli, entre as quais 

81 (70%) foram sorogrupadas como EPEC, 5 (4%) como STEC e 8 (7%) como 

EIEC. 

Na revisão realizada, foi observado que estudos encontraram E. coli em 

peixes, mas são poucos os trabalhos que analisaram as linhagens deste patógeno e, 

dentre eles, nenhum determinou a presença de adesinas putativas nas STEC e 

EPEC.  

 

2.3.5.1 Legislação brasileira 

 

Baseado no Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de 

Origem Animal (RIISPOA) do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA, 1952), fica estabelecido que o pescado fresco próprio para consumo deverá 

apresentar características organolépticas regulares (olhos transparentes, guelras 

róseas ou vermelhas, escamas brilhantes, carne firme, entre outras), sem mencionar 

características referentes à qualidade microbiológica. Já o Regulamento Técnico de 

Identidade e Qualidade de Peixe Fresco (Inteiro e Eviscerado), através da Portaria 

185 de 1997, estabelece que “quando examinado segundo os métodos adequados 

de colheita de amostras e análise, o produto deverá estar: a) isento de 

microrganismos patogênicos e parasitas que possam representar perigo para a 
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saúde do consumidor. b) isento de substâncias que derivem de microrganismos em 

quantidades que possam apresentar perigo para a saúde do consumidor”.  

Já a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2001), através da 

RDC Nº 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelece padrões para os diferentes grupos 

de produtos alimentícios, incluindo pescado, para fins de registro e fiscalização. Para 

pescado “in natura”, resfriados ou congelados não consumidos crus, Salmonella sp. 

deve ser ausente e Staphylococcus coagulase positiva deve apresentar contagem 

máxima de 103 UFC/g.  Para pescados secos, salgados, em semiconserva, 

defumados, produtos à base de pescados (hamburgueres e similares) e pescados 

pré cozidos, empanados ou não, refrigerados ou congelados, é permitido até 102 

UFC/g de Coliformes a 45oC, e os mesmos critérios em relação a Salmonella sp e 

Staphylococcus coagulase positiva são mantidos. A ANVISA estabelece também 

que, caso seja determinada a presença de Escherichia coli, isso deve ser 

apresentado no laudo analítico.  

Mesmo não apresentando uma legislação específica para STEC ou EPEC, a 

ANVISA classifica alimentos destinados ao consumo humano como “produto em 

condições sanitárias insatisfatórias” quando os resultados analíticos estão acima dos 

limites estabelecidos para amostra ou demonstram a presença ou a quantificação de 

outros microrganismos patogênicos ou toxinas que representem risco à saúde do 

consumidor.  

 

2.4 Diversidade genética 

 

O conceito básico das técnicas de diversidade genética propõe que amostras 

bacterianas epidemiologicamente relacionadas possuem um precursor comum. 

Diversos métodos para analisar a diversidade genética de microrganismos foram 

desenvolvidos, entre eles rep-PCR e eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). 

A técnica de rep-PCR, é baseada na amplificação de sequências repetitivas 

de DNA através de PCR. Utiliza “primers” complementares de sequências de DNA 

repetitivas altamente conservadas e presentes em múltiplas cópias nos genomas da 

maioria das bactérias Gram-negativas e várias Gram-positivas. Três sequências 

repetitivas foram identificadas: sequência REP (“Repetitive Extragenic Palindromic”) 

de 35-40 pares de base (pb), sequência ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus”) de 124-127 pb, e o elemento BOX de 154 pb. Os protocolos 
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correspondentes são denominados REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR, e rep-PCR, 

para as três técnicas coletivamente (ALVES et al., 2003). 

 A aplicação da técnica rep-PCR (REP, ERIC e BOX conjuntamente) aumenta 

o poder discriminatório quando comparado com uma das técnicas utilizada 

isoladamente (OLIVE; BEAN 1999). Este método amplifica um alvo genético 

conhecido, o qual é designado por elementos repetitivos e, quando dois elementos 

repetitivos estão localizados próximos entre si, a região que fica entre os mesmos 

será amplificada (VERSALOVIC et al., 1991).  A variabilidade dos sítios de inserção 

das sequências repetitivas pode levar a diferenças no tamanho do fragmento que 

são amplificados caracterizando cada linhagem de bactéria (WEIGEL et al.,2004). 

Vários estudos têm apontado a rep-PCR como uma técnica adequada para a 

identificação e classificação de bactérias, em análises epidemiológicas de patógenos 

humanos. De acordo com os resultados de Versalovic et al. (1991),  rep-PCR pode 

discriminar espécies e também linhagens bacterianas. Borges et al. (2003) 

conseguiram demonstrar, através desta técnica, a diversidade existente entre 

isolados de E. coli em amostras de água no Rio Grande do Sul.  

Já a técnica de PFGE, é considerada a ferramenta “padrão ouro” para 

diferenciação clonal de diversos patógenos bacterianos (PERSING, 2004). Por ter 

um elevado poder de diferenciação (OLIVE; BEAN, 1999), tem grande valor 

epidemiológico na diferenciação de linhagens patogênicas e no monitoramento de 

sua propagação na população. Este método tem se mostrado muito eficiente para 

identificar clones de E. coli que causam os surtos de diarreia (LEOMIL et al., 2005).  

Esta técnica consiste na separação de fragmentos de DNA de alto peso 

molecular, obtidos pela digestão do DNA cromossomal da bactéria através da 

utilização de enzimas de restrição, sendo que a enzima de restrição de eleição para 

a diferenciação de E.coli é a XbaI. O perfil de restrição gerado é utilizado para 

comparação clonal das amostras (PERSING, 2004) 

Para separação destes fragmentos é utilizada uma corrente eletroforética 

especial, na qual a direção e intensidade dos pulsos elétricos aplicados são 

alteradas em diferentes intervalos de tempo, pois fragmentos de alto peso molecular 

não se movem através da eletroforese convencional. A eletroforese convencional 

limita a análise de DNA com fragmentos de no máximo, 20 a 50 kb. Acima destes 

tamanhos, não existe diferenças de mobilidade que permitam a separação de 

fragmentos de acordo com o peso molecular. Com a alternância constante do campo 
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elétrico, as moléculas são forçadas a modificar a orientação em que se movem, e, 

quanto mais longa for a molécula, maior o tempo que necessita para que encontre 

uma orientação que favoreça o movimento ao longo do gel  (ALVES, 2003). 

Diferentes metodologias para execução do PFGE já foram descritas, fato que 

limitava a reprodutibilidade e a comparação de resultados entre laboratórios. Para 

uma universalidade, foi criado o protocolo “PulseNet”, por meio da colaboração de 

diferentes laboratórios do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (RIBOT 

et al., 2006).  

PFGE e rep-PCR vem sendo amplamente utilizadas para análise de 

similaridade de microrganismos (VERSALOVIC, 1991). Weigel et al. (2004) 

compararam rep-PCR com o PFGE, e concluiram que ambas as técnicas foram 

capazes de diferenciar isolados do mesmo sorovar de Salmonella.  

A maior vantagem das técnicas baseadas em PCR é que são simples, com 

fácil disponibilidade de equipamentos e rápidas. O PFGE possui alta 

reprodutibilidade, mas apresenta como desvantagem o fato de que a maioria dos 

protocolos demoram cerca de cinco dias para obtenção de resultado. Através das 

vantagens e desvantagens de cada técnica, é que se elege a melhor para cada 

linhagem estudada em cada grupo de pesquisa.  

Fato incontestável é que, as análises de diversidade genética são 

fundamentais para melhor compreensão sobre os mecanismos evolutivos e o 

surgimento de cepas virulentas e reservatórios de cepas bacterianas (PERSING, 

2004). 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Tendo em vista as considerações apresentadas e que: 

 

- A expansão da aquicultura no Brasil e o aumento no consumo da carne de peixe, 

especialmente cru, tornam-se necessárias maiores exigências na qualidade 

microbiológica desses produtos; 

 

- Apesar de E.coli não ser habitante natural da microbiota dos peixes, a água em 

que esses animais vivem podem transmitir o patógeno; 

 

- E.coli patogênicas têm sido isoladas frequentemente em diversas espécies animais 

e alimentos, e inclusive, é o agente patogênico responsável por diversos surtos de 

toxinfecção alimentar; 

 

- STEC e EPEC podem apresentar agravantes de virulência relacionados a presença 

de adesinas putativas, enterohemolisinas e variantes de stx2; 

 

- A legislação brasileira considera como produto em condições sanitárias 

insatisfatórias quando os resultados analíticos demonstram a presença de 

microrganismos patogênicos ou toxinas que representem risco à saúde do 

consumidor; 

 

- O estresse causado pelo sistema de criação intensivo faz com que utilização de 

antibióticos em piscicultura seja elevada, possibilitando a propagação de genes de 

resistência aos seres humanos; 

 

- Apesar de alguns trabalhos terem analisado a presença de E.coli em peixes, 

poucos avaliaram a presença de STEC, e nenhum deles determinou a presença de 

EPEC, adesinas putativas e outros marcadores de virulência.  
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4 OBJETIVOS 

 

- Investigar a presença de estirpes STEC e EPEC em amostras de fezes e 

musculatura de peixes provenientes de pisciculturas e de vida livre, bem como da 

água em que viviam os animais coletados;  

 

- Caracterizar os isolados STEC e EPEC em relação à presença de genes 

relacionados a outros fatores de virulência, com ênfase para os codificadores de 

adesinas putativas; 

 

- Investigar nas amostras positivas para Stx2, as variantes dessa toxina; 

 

- Determinar o agrupamento filogenético dos isolados STEC e EPEC;  

 

- Determinar o sorotipo dos isolados STEC e EPEC; 

 

- Determinar o perfil de resistência dos isolados frente a diversos antimicrobianos; 

 

- Estabelecer a relação de diversidade genética dos isolados STEC e EPEC por 

Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) e por rep-PCR. 
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5 Material e Métodos 

 

Este trabalho está de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), protocolo 

no 04076/14. 

 

5.1 População analisada 

 

As amostras foram coletadas de peixes da espécie Oreochromis niloticus, 

vulgarmente denominada de Tilápia, provenientes de 2 tipos de criação: intensiva e 

extensiva. Para tal,  foram visitados seis diferentes pisciculturas e três diferentes 

ranchos localizados na região nordeste do Estado de São Paulo - Brasil, no período 

de dezembro de 2011 à maio de 2012.  

De um total de 472 amostras coletadas, 373 amostras eram provenientes de 

animais de pisciculturas (275 de fezes, 80 de musculatura e 18 de água dos viveiros)  

e 99 amostras de peixes de vida livre (90 de fezes e 9 de água dos rios).  

A diferença nos números em cada variável de amostra ocorreu porque em 

algumas propriedades ocorria o abate dos animais para posterior venda de filé de 

peixe, e, portanto, não foi possível coletar um fragmento da musculatura para não 

prejudicar a produção. A distribuição das amostras coletadas em cada 

estabelecimento está detalhada na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Tipos e número de amostras coletadas em cada estabelecimento visitado 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fezes 50 45 15 50 15 100 30 30 30 365

Musculatura 50 - 15 - 15 - - - - 80
Água 3 3 3 3 3 3 3 3 3 27
Total 103 48 33 53 33 103 33 33 33 472

Pisciculturas TotalAmostras Ranchos
Estabelecimentos
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5.2 Coleta e procedimentos iniciais 

 

Dois tipos de pisciculturas foram visitados: para fins comerciais e de lazer 

(pesque-pagues). Em pisciculturas comerciais com abatedouro próprio, os animais 

eram capturados dos viveiros com o auxílio de redes, e as amostras foram coletadas 

à medida em que os animais eram abatidos. Em pisciculturas para fins de lazer, os 

animais foram comprados, depositados em tanque com gelo para redução do 

metabolismo, para serem posteriormente dissecados de forma asséptica (Figura 1).  

Já as amostras de animais de vida livre foram coletadas em rios ou açudes de 

ranchos e sítios, respectivamente, nos quais os pescadores e/ou proprietários 

comercializavam os peixes. A coleta era realizada logo após a pesca. 

 

 

 

Figura 1. Oreochromis niloticus dissecada para coleta de fezes e fragmento de 

musculatura. 

 

Para a obtenção das amostras de água, três amostras com aproximadamente  

500 mL de água de superfície foram coletadas  em frascos estéreis e em pontos 

distintos do mesmo viveiro ou rio/açude em que foram capturados os peixes em 

cada estabelecimento visitado (Figura 2).  
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Depois de coletadas, todas as amostras foram acondicionadas em caixas 

isotérmicas com gelo e transportadas até o Laboratório de Bacteriologia da FCAV-

UNESP de Jaboticabal. 

No laboratório, os peixes foram dissecados de forma asséptica, utilizando 

pinças, tesouras e “swabs” estéreis. Cada amostra de “swab” fecal e do fragmento 

de musculatura foi transferida para tubos contendo 5 mL de caldo “Brain Heart 

Infusion” (BHI – Himedia, India) e foram incubadas a 37°C por 18h. As amostras de 

água foram filtradas em membrana Millipore (Millipore Corporation, EUA) com 0,45 

�m de porosidade e 30mm de diâmetro, e estas, transferidas para placas de ágar 

Mac Conkey (MA – Oxoid, Inglaterra) e incubadas a 37oC por 24h. Posteriormente, 

colônias características de E. coli presentes nas placas de MC, as quais são rosadas 

e cujo meio básico se mantém vermelho, foram transferidas para tubos contendo 5 

mL de caldo BHI e foram incubadas a 37°C por 18h. 

 

 

Figura 2. Coleta de água em viveiro. 

 

 

 5.3 Extração de DNA  

 

Após o período de incubação das culturas multiplicadas no caldo BHI, foi 

realizada a extração do DNA através de um protocolo de lise térmica segundo a 

técnica proposta por Keskimaki et al. (2001) com pequenas modificações.  
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Nesta técnica, 1 mL da cultura foi transferida para um tubo eppendorf e 

centrifugada a 15.000 rpm por 2 minutos para a precipitação das células e descarte 

do sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspensas em 1 mL de tampão 

fosfato salino (PBS) e agitadas em vortex por 30 segundos. A cultura bacteriana foi 

novamente precipitada por centrifugação e o processo de lavagem repetido, dessa 

vez com 500 �L de água ultrapura Milli-Q (Millipore Corporation, EUA) estéril. Após 

essa lavagem, o tubo eppendorf contendo a cultura foi colocado por 10 minutos em 

água fervente. Após esse período, as células foram precipitadas através de 

centrifugação a 14.000 rpm durante 2 minutos e do qual foi retirado uma alíquota de 

300 μl do sobrenadante (DNA) e transferido para outro tubo eppendorf. Esse 

material lisado, foi estocado em freezer a –80°C. O produto oriundo dessa 

preparação foi utilizado para a realização da PCR de triagem, para a detecção de 

STEC e EPEC.  

Logo após a extração do DNA, todas as amostras foram armazenadas em 

freezer -80°C, em tubos contendo 750 �L de glicerol e 750�L do caldo BHI com a 

cultura de bactérias para análises futuras. 

 

5.4 Detecção de STEC e EPEC  

 

A identificação e isolamento bacteriano foram realizados conforme o 

procedimento do protocolo do Reference Laboratory for Escherichia coli, (EcL), da 

Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Montreal (disponível em 

http://www.apzec.ca/en/APZEC/Protocols/APZEC_PCR_en.aspx ). 

 

5.4.1 PCR de triagem 

 

Para detecção de STEC e EPEC, foi realizada uma PCR de triagem em que 

foram pesquisados os genes stx1, stx2 e eae, sendo utilizado como controle positivo 

a cepa EcL 6611. Para tal, uma alíquota de DNA (4 �L) foi acrescentada à mistura 

contendo 0,4 �L de dNTP (10 mM), 2 �L de solução tampão 10X (100 mM Tris-HCl, 

500 mM KCl, 0.8% Nonidet P40), 1.6 �L de 25 mM MgCl2, 0.8 �L de cada primer 10 

pM, e uma unidade de Taq DNA polimerase (Fermentas, Europe). Água MilliQ foi 

adicionada até completar o volume total de 20�L. Os ciclos consistiram de um 

estágio inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de 25 ciclos, cada um contendo 



26 
 

desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos, e 

extensão a 72°C por 30 segundos. O ciclo de extensão final foi a 72°C por 7 

minutos. A descrição dos “primers” encontra-se na Tabela 3. 

Após cada PCR, acrescentava-se de 5μL de corante de front (0,25% azul de 

bromofenol em 50% de glicerol) no produto da reação e foi aplicado marcador 

molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, EUA) em um gel de agarose a 1,5% 

contendo brometo de etídio (1μg/mL) em tampão Tris-Borato-EDTA (TEB) e 

separados por eletroforese (70V/1h). Os produtos de amplificação foram 

visualizados por exposição do gel em luz UV e fotografado.  

As amostras positivas para pelo menos um dos genes analisados eram 

submetidas às próximas etapas. 

 

5.4.2 PCR confirmatória  

 

 As culturas das amostras estocadas no freezer a -80°C que apresentaram 

positividade para qualquer um dos genes pesquisados na PCR de triagem (stx1, stx2 

e eae) foram semeadas por esgotamento em placa de ágar MC e incubadas a 37°C 

por 24h. 

Em seguida, dez colônias com características de E. coli foram repicadas em 

uma placa contendo ágar BHI da seguinte forma: 5 colônias pertenceram a um grupo 

denominado “A”, e outras 5 colônias a um grupo denominado “B”. Após período de 

incubação de 37°C por 24h, um “pool” de cada grupo foi transferido para tubo 

contendo caldo BHI, portanto, dois tubos por amostra. Após incubação, cada “pool” 

foi submetido à extração de DNA e PCR para confirmação dos genes stx1, stx2 e 

eae. 

 Nessa fase, o “pool” que apresentasse resultado positivo para pelo menos 

um dos genes investigados na PCR confirmatória foi selecionado, e as 5 colônias 

pertencentes a este “pool” foram individualmente avaliadas conforme descrito 

anteriormente (transferência para caldo BHI, realização de extração de DNA e PCR). 

Então, a colônia positiva para pelo menos um dos genes em questão, foi 

considerada um isolado.  

Os isolados foram estocados em glicerol no freezer -80°C para a realização 

das análises futuras. O fluxograma representativo do procedimento utilizado para 

detecção e isolamento de ETEC e EPEC está ilustrado na Figura 3. 
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Membrana Millipore em MC  +  BHI

37oC  overnight

+   PCR (stx1, stx2, eae)

���
�

������stx1, stx2 ou eae

+   PCR pools A e B

+  PCR colônias individuais

ISOLADO

Mac Conkey
selecionar 10 colônias

BHI
semear 10 colônias

Estoque -80 oC
(cultura)

Estoque -80 oC
(isolado)

(stx1, stx2, eae)

(stx1, stx2, eae)

Continuidade com o pool 
positivo

 

 

    Figura 3. Fluxograma do procedimento utilizado para detecção e isolamento  

   das estirpes STEC e EPEC de peixes.  
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5.5 Detecção de outros genes de virulência  

 

Após a obtenção dos isolados, foi realizada PCR para detecção de outros 

genes de virulência nas estirpes, com as mesmas condições descritas anteriormente 

e, para tal, foram pesquisados os genes bfp, ehxA, saa, iha, toxB, efa1, lpfAO113, 

lpfAO157/OI-141, lpfAO157/OI-154, astA e paa, sendo utilizados como controles positivos as 

cepas E2348/69, EDL933, EcL10600, EDL933, EDL933, EDL933, N89-O541, 

EDL933, EDL933, EcL6611, EcL6611, respectivamente. As temperaturas de 

anelamento utilizadas foram 56°C, 52°C, 53°C, 53°C, 39°C, 49°C, 59°C, 55°C, 50°C 

e 51°C, respectivamente, para a PCR duplex de bfp e astA, e simples para iha, toxB, 

saa, lpfAO113, lpfAO157/OI-141, lpfAO157/OI-154, ehxA, efa1 e paa.  Demais 

dados dos “primers” estão detalhados na Tabela 3. Os produtos amplificados foram 

visualizados conforme descrito no item 4.4.1. 

 

5.6 Subtipagem do gene stx2 

 

A subtipagem do gene stx2 no presente trabalho foi baseada no novo 

protocolo desenvolvido por Scheutz et al. (2012). Esta nova técnica consiste em 

determinar as 7 variantes do gene stx2, sendo elas stx2a, stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, 

stx2f e stx2g, utilizando como controles positivos as cepas STEC 94-C, EH250, 031, 

C165-02, S1191, T4/97 e 7v, respectivamente. A técnica é realizada através de PCR 

com volume total de 20μL, contendo 2,5μL de água, 10μL Hotstar Taq Master Mix Kit 

(QIAGEN), 1,25μL de cada um dos 2 primers (concentração de 5 mM) e 5μL do 

DNA.  As condições do termociclador foram 95ºC por 15 minutos; seguido de 35 

ciclos de 94ºC por 50 segundos, 62ºC por 40 segundos e 72ºC por 60 segundos; 

finalizando com 72ºC por 3 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados 

conforme descrito no item 4.4.1 e os dados dos “primers” estão descritos na Tabela 

3. 

 

5.7 Testes bioquímicos 

 

Todos os isolados foram submetidos a uma bateria de provas bioquímicas de 

acordo com Mac Faddin (1976) e testados para a fermentação da lactose, produção 

de indol, reações vermelho de metila e” Voges-Proskauer, utilização de citrato, 
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produção de urease e semeados em ágar “Triple Sugar Iron” (TSI, Oxoid – 

Inglaterra).   

 

5.8 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

 

Para a realização desse teste, a estirpe isolada foi repicada em tubo contendo 

3 mL de caldo BHI e incubadas a 37oC até atingir o padrão 0,5 de MacFarland. Após 

a incubação, a cultura foi semeada com o auxílio de “swab” estéril em placa 

contendo ágar “Mueller-Hinton” (MH, Himedia – Índia) e, após aproximadamente 3 

minutos, tempo necessário para a secagem da superfície do meio de cultura, foram 

colocados os discos contendo os antimicrobianos. 

Os antimicrobianos testados foram selecionados pela utilização na 

piscicultura e importância na disseminação de genes de resistência, sendo eles: 

ampicilina (10μg), cefalotina (30μg), estreptomicina (10μg), gentamicina, (10μg), 

ciprofloxacina (5μg), cloranfenicol (30μg), tetraciclina (30μg), nitrofurantoína (300μg), 

sulfametoxazol+trimetoprim (25μg), ácido nalidíxico (30μg), ceftiofur (30μg), 

cefoxitina (30μg), kanamicina (30μg), norfloxacina (10μg) e enrofloxacina (5μg). Os 

diâmetros foram comparados com o guia CLSI (2009). 

 

5.9 Agrupamento Filogenético 

 

 O agrupamento filogenético foi realizado de acordo com o protocolo 

estabelecido por Clermont et al. (2000). Essa metodologia é baseada na 
identificação dos genes chuA, yjaA e tspE4C2 e posterior análise da árvore 

dicotômica (Figura 4) para classificação de cada grupo de acordo com a presença ou 

ausência dos genes avaliados. 

A detecção dos genes foi feita através de PCR em que cada reação de 

amplificação foi conduzida em volume de 25μL contendo 5μL de DNA; 2,5 mL de 

solução de dNTPs (2mM); 1,25μL de cada iniciador a 10μM ; 0,2μL da enzima Taq 

DNA polimerase (5U/μL); 2,5μL de solução tampão para a reação de PCR com 

MgCl2 (10X) e 7,3μL de água Milli-Q estéril. Esta mistura foi submetida a um 

termociclador a 94ºC por 5 minutos; seguido de 30 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 

55ºC por 30 segundos e 72 ºC por 30 segundos. O último ciclo foi realizado a 72 ºC 
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por 10 minutos para completa extensão da Taq DNA polimerase.     

  Os produtos amplificados foram visualizados conforme descrito no item 4.4.1 

e os dados dos “primers” utilizados estão detalhados na Tabela 3. 

 

 

 

    Figura 4. Árvore dicotômica para determinar o grupo filogenético dos isolados 

desenvolvida por Clermont et al. (2000).  

 

5.10 Sorotipagem 

 

A sorotipagem foi realizada através de aglutinação em placas de acordo com 

o procedimento publicado por Orskov et al. (1977), para determinar o sorogrupo O; e 

através de PCR-RFLP  pelo método descrito por Machado et al. (2000), para 

determinar o sorogrupo H. Os antissoros foram provenientes do E. coli Reference 

Center (EcRc) da Universidade Estadual da Pensilvânia, com especificidade para os 

antígenos somáticos O1 ao O187,  exceto O31, O47, O67, O72, O94, O122; 

enquanto que os antígenos flagelares pesquisados H1 ao H49, exceto H17. 

 

5.11 Análise de diversidade genética por PFGE 

 

Os isolados foram caracterizados pelo protocolo padrão de PFGE da 

PulseNet, conforme descrito por Ribot et al. (2006) com pequenas modificações. O 
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sistema utilizado foi o CHEF DR-III (Bio-Rad, EUA), o DNA cromossomal foi digerido 

com a enzima XbaI (Invitrogen, EUA) e a eletroforese foi realizada em gel de 

agarose Pulsifield Certified 1% (Bio-Rad, EUA), com voltagem de 6V cm–1, em um 

ângulo de 120º,  com tempo inicial de mudança de polaridade de 2.2 segundos e 

tempo final de mudança de polaridade de 54.2 segundos. A estirpe Salmonella 

Braenderup (H9812) foi utilizada como padrão e os géis foram submetidos à 

eletroforese por 21h a uma temperatura de 14ºC. As semelhanças de fragmentos 

foram comparadas utilizando-se o coeficiente de Dice a 1% de tolerância e 0,5% de 

otimização. O dendrograma foi calculado com o método de agrupamento UPGMA, 

utilizando o Software BioNumerics, versão 7.1 (Matemática Aplicada, Sint-Martens-

Latem, Bélgica).  

 
 
5.12 Análise de diversidade genética por rep-PCR 

 

5.12.1 Extração de DNA genômico 

 

Para realizar as análises de diversidade genética por rep-PCR, foi preciso que 

o DNA estivesse íntegro e por isso, não pode ser utilizado o DNA extraído por 

fervura utilizado nas etapas anteriores. 

Para extrair o DNA genômico, as cepas de E. coli foram multiplicadas em 

caldo BHI. Para extração de DNA o “pellet” de células bacterianas foi lavado  com 

tampão PBS (8 mM Na2HPO4.12H2O; 1,76 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl) 

e logo após ressuspendido em 600 μL de tampão para extração de DNA [Tris-HCl 

100mM pH 8.0, EDTA 50 mM pH 8.0, NaCl 100mM e SDS 0,5%]. As amostras foram 

agitadas em vortex e mantidas em banho-maria a 65ºC por 40 minutos, sendo 

agitadas a cada 15 minutos, levemente. Posteriormente, foram acrescentados 300 

μL de acetato de potássio 5M à solução que será misturada levemente por inversão 

e mantida no gelo por 30 minutos. Após, foi adicionado às amostras 700 μL de 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) seguido de agitação em vortex. Para separação 

das fases e limpeza do DNA, as amostras foram centrifugadas a 13.400 x g por 10 

minutos a 10ºC. Após a centrifugação, a fase superior foi transferida para tubos 

novos, cuidadosamente para não tocar na interface inferior. Visando a precipitação 
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do DNA, foi adicionado 1000 μL de etanol absoluto gelado ao sobrenadante coletado 

e a solução, após ser misturada gentilmente, foi mantida em freezer -20ºC por 18h. 

Após a precipitação do DNA em etanol, os tubos foram centrifugados a 

13.400 x g por 17 minutos a 10ºC. A fase líquida foi descartada e o “pellet” lavado 

com 1000 μL de etanol 70% (v/v). Após a centrifugação sob as mesmas condições 

anteriores, a fase líquida foi novamente descartada e o “pellet” colocado para secar 

em temperatura ambiente, ±25ºC, por 60 minutos. Posteriormente, o “pellet”  foi 

ressuspendido em 30 μL de tampão TE 10:1 (Tris-HCl 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 

8,0).  

A avaliação da quantidade do DNA e da sua qualidade foi realizada com o 

auxílio de um espectrofotômetro NanoDrop-100 (Thermo Scientific, EUA), medindo-

se a absorbância de cada amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A 

relação da absorbância entre estes dois comprimentos de onda resulta no valor 

referente à qualidade do DNA, que estando no intervalo de 1,8 a 2,0 é considerado 

um DNA de boa qualidade (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 

 

5.12.2 rep-PCR (REP, ERIC e BOX) 

 

Para análise da diversidade genética entre os microrganismos selecionados 

foi empregada a técnica rep-PCR, que consiste na utilização dos dados 

concatenados de REP-PCR (“Repetitive Extragenic Palindromic”), ERIC-PCR 

(“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) e BOX-PCR. Para tal, foram 

utilizados os primers: Rep1R-I (5’ III ICG ICG ICA TCI GGC 3’) e Rep2-I (5’-ICG ICT 

TAT CIG GCC TAC-3’), ERIC1R (5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’) e 

ERIC2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’) e BOX A1R (5’-CTA CGG CAA 

GGC GAC GCT GAC G-3’) (VERSALOVIC et al., 1994).  

Para a reação PCR de amplificação dos fragmentos, foi utilizado o tampão 1X 

[100 mM Tris-HCl pH 8,8; 500 mM KCl; 0,8% Nonidet P40]; MgCl2 2 mM; dNTP’s 0,2 

mM, 1,5 U de Taq DNA polimerase, 5 pmol de primer, 60 ng de DNA genômico e 

água ultrapura estéril até atingir 20 μL. A amplificação foi realizada em um 

termociclador programado para realizar 1 ciclo a 95ºC por 4 minutos, 35 ciclos a 

94ºC por 1 minuto, 1 minutos a 40ºC para REP-PCR, 50ºC para ERIC-PCR e 55ºC 

para BOX-PCR, e 72ºC por 1,5 minuto. Para finalizar um ciclo a 72ºC por 10 

minutos. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,5%, 
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contendo brometo de etídio (1,0 μg/mL) e padrão de concentração 100 pb DNA 

Ladder. Assim, os fragmentos foram visualizados sob luz UV em equipamento de 

fotodocumentação, conforme descrito no item 4.4.1. 

A análise dos dados através da similaridade dos fragmentos foi comparada 

pelo coeficiente de Person, que calcula a média de todas as matrizes (REP, ERIC e 

BOX) concatenadamente, e o dendrograma foi construído com o método de 

agrupamento UPGMA, utilizando o programa BioNumerics, versão 7.1 (Matemática 

Aplicada, Sint-Martens-Latem, Bélgica).  
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6 Resultados 

 

6.1 Detecção de STEC e EPEC  

 

Das 373 amostras de peixes de piscicultura analisadas, uma (0,26%) 

apresentou positividade para um dos genes relacionados à STEC (amostra 125F5). 

O gene encontrado foi o stx2, e a amostra era proveniente de fezes de um animal de 

piscicultura. Das 99 amostras de peixes de vida livre analisadas, seis (6,06%) foram 

positivas para ao menos um dos genes relacionados à STEC ou EPEC (amostras 

6F8, 9F8, 10F8, 12F8, 24F8 e 30F8), e todas oriundas de um mesmo 

estabelecimento, sendo observada a presença de stx1, stx2 e eae, o perfil 

patogênico de cada amostra positiva está detalhado na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Perfil genético associado aos patótipos de STEC e EPEC em fezes de 
peixes 
 

 
125F5a 6F8b 9F8 10F8 12F8 24F8 30F8

stx 1 + +
stx 2 + + + + +
eae + +

                               Amostras 
Genes 

 a F5 - amostra fecal de animal de piscicultura 
 b F8 - amostra fecal de animal de vida livre 
 

 

6.2 Detecção de outros genes de virulência 

 

O isolado proveniente de piscicultura foi positivo para os genes de virulência 

ehxA, lpfAO113  e saa, e as estirpes isoladas de animais de vida livre apresentaram os 

genes astA, ehxA, lpfAO113, saa, efa1 e paa. Cada isolado apresentou um perfil de 

virulência, conforme detalhado na Tabela 5. O gene lpfAO113 foi detectado em todos 

os isolados e a estirpe EPEC (amostra 10F8) não apresentou o gene bfp, sendo 

portanto, uma EPEC atípica. 
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Tabela 5.  Perfil de virulência dos isolados de STEC e EPECa em fezes de peixes 
 

125F5a 6F8b 9F8 10F8 12F8 24F8 30F8

bfp
ehx A + + +
saa + �
iha 

tox B
efa1 +

lpfA O113 + + + + + + +

lpfA O157/OI-141

lpfA O157/OI-154

astA +
paa +

 Isolados
Genes de 
virulência

 
a F5 - amostra fecal de animal de piscicultura 
b F8 - amostra fecal de animal de vida livre 
 
 
 
 
6.3 Subtipagem do gene stx2 

 

Em relação às variantes da toxina Stx2, foi observada a rara combinação dos 

subtipos stx2a, stx2c e stx2d em um mesmo isolado. Um dos isolados não foi tipável 

para nenhuma das variantes testadas. Os subtipos de cada isolado estão descritos 

na Tabela 6. 

 

                     Tabela 6. Prevalência dos subtipos do gene stx2 dos isolados STEC em fezes de 

peixes 

a b c d e f g
125F5 + + +

6F8 + +
9F8 +
12F8 + +
30F8 

stx 2Isolados
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6.4 Testes bioquímicos 

 

 Todos os isolados de STEC e EPECa demonstraram reações bioquímicas 

padrões para a espécie E. coli, conforme detalhado na Tabela 7, e os isolados 

semeados no ágar TSI também apresentaram características típicas de E. coli: base 

e ápice amarelos com formação de gás.  

 

 
Tabela 7.  Características bioquímicas dos isolados STEC e EPECa em fezes de 
peixes 
 

 

125F5c 6F8d 9F8 10F8 12F8 24F8 30F8
Indol  +  +  +  +  +  +  +
VMa  +  +  +  +  +  +  +

VPb  �  �  �  �  �  �  �
Citrato  -  -  -  -  -  -  -
Urease  -  -  -  -  -  -  -
Lactose  +  +  +  +  +  +  +

                          Isolados
Testes

a VM - Vermelho de Metila 
b VP - Voges-Proskauer 
c F5 - amostra fecal de animal de piscicultura 
d  F8 - amostra fecal de animal de vida livre 
 
 
 
6.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

 

A estirpe STEC proveniente de piscicultura apresentou resistência a 13, dos 

15 antimicrobianos testados. Dentre os isolados de peixe de vida livre, o isolado que 

apresentou maior resistência, foi resistente a três antimicrobianos. O perfil de 

resistência de cada isolado frente aos diversos antimicrobianos testados está 

descrito na Tabela 8.  

Os isolados 9F8, 10F8 e 24F8 apresentaram nível intermediário de 

sensibilidade à tetraciclina, mas essa classificação é definida como resistência por 

alguns pesquisadores, pois não se deve administrar um medicamento com 

possibilidade de não atingir seu objetivo, que é eliminar o microrganismo patogênico. 

Portanto, padronizamos nossos resultados intermediários como sendo resistentes.  
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Tabela 8. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados STEC e EPECa 

em fezes de peixes 

125F5c 6F8d 9F8 10F8 12F8 24F8 30F8

AMP Ra R R R S R R
CFL R R R R S R R
EST R Sb S R S R R
GEN R S S S S S S
CIP R S S S S S S
CLO R S S S S S S
TET R S R R S R S
NIT R S S S S S S
NAL R S S S S S S
SUT S S S S S S S
CFO S S S S S S S
CRO R S S S S S S
KAN R S S R S R S
NOR R S S S S S S
ENO R S S S S S S

                   Isolados
Antimicrobianos*

*AMP- Ampicilina, CFL- Cefalotina, EST- Estreptomicina, GEN- Gentamicina, CIP- 
Ciprofloxacina, CLO- Cloranfenicol, TET- Tetraciclina, NIT- Nitrofurantoína, NAL- Ácido 
Nalidíxico, SUT- Sulfametoxazol+trimetoprim; CFO- Cefoxitina, CRO - Ceftriaxona ,  KAN- 
Kanamicina, NOR- Norfloxacina e  ENO-Enrofloxacina. 
a R- Resistente 
b S- Sensível  
c F5 - amostra fecal de animal de piscicultura 
d F8 - amostra fecal de animal de vida livre 
 
 
 
6.6 Agrupamento Filogenético 

 

Conforme a árvore dicotômica (Figura 4) desenvolvida por Clermont et al. 

(2000)  para análise do agrupamento filogenético baseada na presença ou ausência 

dos genes chuA, yjaA e tspE4C2, todos as estirpes STEC pertencem ao grupo B1, 

que tem como característica serem patogênicas isoladas de animais, e a estirpe 

EPECa, foi classificada no grupo A, que tem como características serem comensais. 
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6.7 Sorotipagem 

 

Das sete amostras analisadas, três não foram tipáveis para o antígeno O e 

outras três amostras não foram tipáveis para o antígeno H foram identificados os 

sorogrupos O55, O39, O116, H14, H18 e H36. Os sorotipos encontrados estão 

descritos na Tabela 9. 

 
 
Tabela 9. Perfil sorológico dos isolados STEC e EPECa em fezes de peixes. 
 

 
125F5 6F8 9F8 10F8 12F8 24F8 30F8

O NT* O55 O39 NT O116 O116 NT
H H18 NT H14 H36 H36 NT NT

                             Isolados
Sorogrupos

 
  * NT – não tipável 
 
 
 

6.8 PFGE 

 

 Os sete isolados analisados apresentaram perfis heterogêneos por PFGE. 

Nenhum isolado apresentou mais de 70% de similaridade, conforme ilustrado na 

Figura 5, e mesmo isolados com o mesmo sorogrupo (O116) e com perfis de 

virulência idênticos (12F8 e 125F5), foram distintos na análise por PFGE. 

 

 
6.9 rep-PCR 
 

Os isolados 24F8 e 30F8 apresentaram 90% de similaridade, os isolados 

12F8 e 125F5 apresentaram 80% de similaridade. Os demais isolados apresentaram 

perfis heterogênos, com 70% ou menos de similaridade. Os géis das análises de 

REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR isoladamente podem ser observados nas Figuras 

6, 7 e 8, respectivamente. O dendrograma da rep-PCR está ilustrado da Figura 9.  
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Figura 6. Gel referente a análise de diversidade genética por REP-PCR dos  

isolados STEC e EPECa em fezes de peixes 

 

 
Figura 7. Gel referente a análise de diversidade genética por ERIC-PCR dos 

isolados STEC e EPECa em fezes de peixes 

 

 
Figura 8. Gel referente a análise de diversidade genética por BOX-PCR dos 

 isolados STEC e EPECa em fezes de peixes 
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7  DISCUSSÃO  

 

Linhagens STEC albergam a toxina Stx e também podem apresentar a ilha de 

patogenicidade LEE, que codifica proteínas homólogas àquelas produzidas por 

EPEC, apresentando portanto o gene eae. Este fato fez com que alguns autores 

utilizem o termo STEC ou VTEC para qualquer cepa de E. coli produtora de Stx, e 

EHEC para linhagens Stx-positivos que apresentem o gene eae (KAPER et al., 

2004). Entretanto, isto não é universal, e neste estudo utilizaremos sempre o termo 

STEC para designar linhagens que apresentem stx, independente da presença de 

eae. 

No presente trabalho, foram isoladas estirpes STEC e EPEC em fezes de 

peixes, evidenciando que, embora não seja um habitante natural da microbiota 

desses animais, E. coli pode colonizá-los através da contaminação da água em que 

esses animais vivem (GUZMÁN et al., 2004). Segundo Muratori et al. (2004), a 

microbiota de peixes recém capturados reflete o ambiente terrestre próximo aos 

ambientes hídricos e a contaminação da água em sistemas pesqueiros pode ocorrer 

pela entrada direta de fezes advindas de animais das proximidades (MORITA et al., 

2006). Nos dois estabelecimentos em que foram isoladas as estirpes neste estudo, 

bovinos eram criados ao redor dos locais de captura, e estes animais são 

considerados os principais reservatórios de E. coli patogênicas (MEICHTRI et al., 

2004).  

Para evidenciar esta informação, diversos trabalhos apontam elevada 

prevalência de STEC em bovinos em todo o mundo. Nos Estados Unidos, a 

frequência de STEC em gado saudável alcançou 20% dos animais (MAINIL; 

DAUBE, 2005). Na Espanha, STEC foi isolada em 37% dos bezerros e em 35% dos 

bovinos adultos investigados (BLANCO et al., 1997). No Brasil, a prevalência 

observada em estudo no Rio de Janeiro foi de 65% (TRISTÃO et al., 2007), 

enquanto no Estado de São Paulo,  Leomil et al. (2003) observaram a ocorrência de 

genes stx em 20% dos bezerros diarreicos em fazendas de gados de corte. No sul 

do país, estudos apontaram uma prevalência de 36% no Paraná (PIGATTO et al., 

2008) e 49% no Rio Grande do Sul (MOREIRA et al., 2003). Na região centro oeste, 

Salvadori et al. (2003) detectaram STEC em 16.1% de bezerros diarreicos. Todos 

esses resultados evidenciam o importante papel dos bovinos em albergar E. coli 
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diarreiogênicas, e os autores descrevem ainda que, essas linhagens são isoladas 

com frequência de animais sadios, pois são portadores assintomáticos. 

Com relação a água, apesar de possivelmente ter veiculado a transmissão do 

patógeno entre os bovinos aos peixes neste estudo, nenhuma amostra de água foi 

positiva para STEC ou EPEC, fato que pode ser justificado pelo elevado fluxo de 

água existente tanto nos viveiros, pois é ítem obrigatório de boas práticas de 

manejo, quanto nos rios. Nosso resultado difere do encontrado por Müller et al. 

(2001), pois os autores detectaram STEC em rios da África do Sul, cujas águas são 

destinadas ao consumo direto e indireto de seres humanos. Embora surtos de 

infecção por STEC estejam altamente associados aos ruminantes, outros surtos 

através da transmissão da água já foram registrados (FELDMAN et al., 2002; 

OLSEN et al., 2002), indicando que o patógeno pode contaminar as águas 

superficiais e subterrâneas e então, infectar o homem. Nesses trabalhos, os autores 

apontam as fezes de bovinos como fonte de contaminação mais provável da água. 

Confirmando esse fato, em trabalho realizado em Minnesota com E. coli em 

peixes bentônicos e pelágicos, foi encontrado 42% de positividade nos peixes 

bentônicos e 4% nos pelágicos. Os autores observaram ainda que, as E. coli 

isoladas dos peixes eram idênticas as de animais endotérmicos da região, 

evidenciando que o peixe foi infectado através da água contaminada com fezes 

desses animais (HANSEN et al., 2008). Sabendo que a água pode veicular o 

patógeno, deve-se aumentar os cuidados relacionados a criação de peixes e a 

presença de animais com potencial fonte de infecção desses patógenos para seres 

humanos. Pois, além dos bovinos, diversos outros animais foram observados como 

reservatórios de STEC e EPEC, tais como: ovinos (VETTORATO et al., 2003, 

MALUTA et al., 2013), suínos (SÁNCHEZ et al., 2010, BORGES et al., 2012), 

bubalinos (ISLAM et al., 2008, BERALDO et al., 2014) e macacos (CARVALHO et 

al., 2003). 

Ainda sobre a presença de animais ao redor de criações de peixes, é 

importante mencionar sobre a prática de consórcios, na qual os resíduos de animais 

atuam como fonte de insumos aos peixes. Os consórcios são frequentes em alguns 

estados brasileiros, principalmente no sul do país, sendo que os tipos mais comuns 

são aqueles formados por cultivos de peixes e aves ou peixes e suínos. Na 

produção integrada com suínos, os dejetos são escoados diretamente para dentro 

dos viveiros, que muitas vezes são construídos sob os compartimentos dos peixes, 
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com a intenção de redução de custos (OLIVEIRA, 2009). E diversos são os estudos 

que apontam a presença de STEC e EPEC em suínos (CHAPMAN et al., 2006, 

SÁNCHEZ et al., 2010, BORGES et al., 2012), o que coloca em risco a saúde dos 

consumidores dos peixes em questão.  

No presente estudo, nenhuma amostra da musculatura dos peixes foi positiva 

para presença de STEC ou EPEC. Esse resultado não minimiza o problema, pois as 

amostras foram colhidas em condições assepticas e através da dissecção do animal, 

para que as amostras de musculatura fossem cuidadosamente separada das 

amostras de fezes, fato que não ocorre no cotidiano de pescadores ou abadetouros. 

Comumente, é feito um corte longitudinal entre o ânus e a cabeça do peixe, 

liberando todo o conteúdo intestinal e contaminando a musculatura com o patógeno. 

E como qualquer fonte de proteína de origem animal, os peixes podem ser via de 

transmissão de microrganismos patogênicos e intoxicações aos seres humanos 

consumidores. De acordo com Paton e Paton (1998), linhagens de E. coli 

patogênicas podem entrar na cadeia alimentar humana de várias maneiras, mas é 

frequentemente através da contaminação cruzada ou contaminação direta de 

alimentos, exatamente o fato que ocorre frequentemente no abate dos peixes. 

A contaminação direta de peixes para consumo é um grande problema, pois 

assim como nesse trabalho, outros estudos confirmam que esses animais albergam 

E. coli patogênicas. Na índia, analisando STEC em peixes e frutos do mar, 3% das 

amostras de peixe fresco foram positivas para esta estirpe (KUMAR et al., 2001). 

Manna et al. (2008) também na Índia, constataram prevalência semelhante ao 

encontrado no presente estudo, os resultados mostraram que 7,7% das carpas 

indianas albergavam E. coli sorbitol negativas pertencentes ao sorogrupo O105 e 

expressaram hemolisina de STEC. Na revisão realizada, foi observado que alguns 

estudos encontraram E. coli em peixes, mas são poucos os trabalhos que 

analisaram as linhagens STEC deste patógeno. E, dentre eles, nenhum avaliou a 

presença de linhagens EPEC ou determinou a presença de adesinas putativas. 

Nesse trabalho, a menor prevalência de isolados obtidos em peixes de 

piscicultura pode ser justificada pela utilização de antimicrobianos, que é frequente 

em sistemas de criação intensiva. Embora não existam dados oficiais mostrando 

prejuízos econômicos advindos de enfermidades em pisciculturas comerciais, os 

patógenos são realidade e se tornam ameaças concretas à medida que o setor se 

expande e os sistemas aquícolas se intensificam (LIMA, 2004). O estresse do animal 
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frente a densidades populacionais elevadas, e a falta de boas práticas de manejo, 

prejudicam a produtividade e são fatores determinantes no surgimento de infecções 

bacterianas (OLIVEIRA, 2009). As bacterioses são limitadores da produtividade 

aquícola, pois causam grandes perdas econômicas e atraso no crescimento dos 

peixes de cultivo.  Na tentativa de diminuir os prejuízos gerados, a literatura indica 

que diversos antimicrobianos são utilizados indiscriminadamente como preventivos 

na aquicultura (MAXIMIANO et al., 2005; GASKINS et al., 2002). De acordo com 

Pereira at al, (2006), a oxitetraciclina é amplamente utilizada em pisciculturas no 

Brasil, e os autores afirmam que este antimicrobiano é utilizado em tratamentos para 

infecções bacterianas, bem como para fins profiláticos.  

Assim como no presente estudo, a multirresistência bacteriana aos 

antimicrobianos de isolados de peixes foi observada em diversos estudos. Na 

Dinamarca, 69% dos isolados de Aeromonas provenientes de peixes, água e 

sedimento, foram resistentes a oxitetraciclina (OTC) e, 48% apresentaram 

multirresistência.  Além disso, a resistência a amoxicilina pareceu ser intrínseca na 

maioria das estirpes analisadas. Os autores concluem que, embora Aeromonas não 

são comumente associadas à doenças humanas, a ampla resistência aos 

antimicrobianos dentro este grupo pode ser transferida para outras espécies 

bacterianas presentes na água ou nos peixes através da disseminação horizontal de 

genes (SCHMIDT et al., 2001a).  Akinbowale et al., (2007) encontraram que 70% 

dos isolados de várias espécies bacterianas provenientes de animais produzidos em 

diversas formas de aquicultura na Austrália, albergavam ampla variedade de genes 

de resistência à tetraciclina.  Os autores também observaram a capacidade da 

transferência dos plasmídeos desses isolados resistentes a antimicrobianos para E. 

coli de aves, suínos e  humanos. 

Ainda sobre a utilização de antimicrobianos, os mais utilizados na piscicultura, 

são aqueles pertencentes às classes das quinolonas, tetraciclinas e 

aminoglicosídeos e anfenicóis (RIGOS; TROISI, 2005), e isso justifica a 

multirresistência observada no isolado proveniente de piscicultura do presente 

estudo, pois todos os quimioterápicos testados pertencentes à classe das 

quinolonas, tetraciclinas e aminoglicosídeos e anfenicóis, mostraram-se ineficientes 

para eliminar a estirpe do ambiente de criação intensiva. De acordo com Schmidt et 

al., (2000), os padrões de resistência bacterianas em patógenos de peixes são 

reflexo do uso intensivo de substâncias antimicrobianas em pisciculturas. Os 
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isolados de E. coli são cada vez mais resistentes a maioria dos antibióticos, 

incluindo a ampicilina, quinolonas, aminoglicosídeos, e cefalosporinas de terceira 

geração (EARSS, 2008). Segundo Gonzalez (2002), o surgimento de casos de 

resistência antimicrobiana bacteriana é um grande entrave na aquicultura 

atualmente, que coloca em risco a saúde pública justamente pela transferência dos 

genes de resistência.  

Os testes bioquímicos deste trabalho foram realizados para eliminar possíveis 

resultados de STEC ou EPEC falso positivos nas PCRs, uma vez que a triagem foi 

realizada diretamente da cultura em BHI contendo a maioria da microbiota do 

animal. Nosso trabalho constatou que as características bioquímicas das linhagens 

patogênicas obtidas foram idênticas às da espécie E. coli. De acordo com Nataro e 

Kaper (1998), devido à semelhança bioquímica entre as diferentes estirpes, a 

identificação e classificação de linhagens patogênicas devem ser baseadas na 

presença de fatores de virulência associados a cada categoria, detectáveis através 

de métodos moleculares. 

O resultado observado de um patótipo STEC com presença de eae 

encontrados neste trabalho, já foi relacionado à diarreias mais severas e SHU em 

trabalhos anteriores (PATON; PATON,1998, WERBER et al., 2003). Inclusive, este 

perfil de patótipo já foi associado com a presença de alguns genes de virulência 

igualmente encontrados neste trabalho, tais como efa1 (NARIMATSU et al., 2010), 

ehxA, lpfAO113, e paa  (AFSET et al., 2006). A presença de tais genes é 

relacionada com casos de diarreia graves, mostrando a importância zoonótica dessa 

estirpe se ingerida por consumidores desses alimentos (MALUTA et al., 2013). 

Nesse contexto, esse trabalho encontrou outras características já observadas 

em trabalhos anteriores. O gene saa foi encontrado exclusivamente em cepas STEC 

eae negativa, e uma correlação entre a presença de saa e ehxA genes foi já 

demonstrado (CERGOLE-NOVELLA et al., 2007). Paton e Paton (2005) também 

observaram que a presença de saa estava intimamente relacionada com a presença 

de ehxA em estirpes STEC desprovidas de eae independentemente do sorotipo. Da 

mesma forma, o patótipo stx1 e eae positivos com presença de ehxA foi o mais 

frequentemente encontrado em trabalho realizado no Brasil com bovinos (AIDAR-

UGRINOVICH et al., 2007). Os autores também evidenciaram que o gene saa é 

freqüentemente observado em STEC isoladas de bovinos e também é altamente 

associados ao patótipo eae negativo com presença de ehxA. Esses resultados estão 
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de acordo com os encontrados no presente estudo, aumentando as evidências de 

que o bovinos foram as prováveis fontes de infecção dos peixes através da 

contaminação da água onde os peixes vivem ou são criados. 

Ainda sobre genes de virulência, assim como no presente estudo, Manna et 

al. (2008), também observaram estirpes com o patótipo stx2 associado com a 

presença da enterohemolisina ehxA, evidenciando que tais perfis de virulência 

podem constituir um risco para a saúde pública pelo casos associados a diarreia em 

seres humanos. Em um isolado STEC neste trabalho, foi observada a presença do 

gene astA, que é considerado de grande importância na patogênese da diarreia em 

seres humanos,  desempenhando fundamental papel na virulência dessa estirpe 

(AFSET et al., 2006, NGELEKA et al.,  2003). Em relação a presença do gene 

lpfAO113, relatos anteriores já demonstraram uma alta prevalência em STEC 

isoladas de diferentes espécies animais (TOMA et al., 2004; CERGOLE-NOVELLA 

et al., 2007; WU et al., 2007). 

Também foi isolada no presente estudo uma estipe EPEC sem a presença do 

gene bfp, classificada como EPEC atípica (EPECa). EPECa apresenta a região LEE 

e demais fatores de virulência, e já foram associadas a diversos surtos ocasionados 

pela ingestão de alimentos e água contaminados na Finlândia, Estados Unidos e 

Japão (VILJANEN et al., 1990;  HEDBERG et al., 1997; YATSUYANAGI et al., 

2003).  Além desses surtos, diversos trabalhos apontam casos de diarreia em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento causados por infecção desse patógeno, e 

frequentemente a prevalência de EPECa é maior do que EPEC típicas (AFSET et 

al., 2004; NGUYEN et al., 2006; MORENO et al., 2010). 

Com respeito aos surtos alimentares, em 2006, nos Estados Unidos, um surto 

por E. coli O157:H7 afetou 200 pessoas em 26 estados do país através do consumo 

de espinafre contaminado com o patógeno (CDC, 2007). A presença de suinos e 

bovinos gados em torno da plantação de espinafre, e a proximidade das fezes 

desses animais com a água e poços utilizados para irrigação foram identificados 

como potencial fator de contaminação ambiental. Em maio de 2011, as autoridades 

de saúde pública na Europa investigavam um surto causado por um híbrido STEC-

EAEC do sorotipo O104: H4. De acordo com o relatório do Robert Kock Institute 

(2011), o surto envolveu 855 casos de SHU, 2.987 casos de gastroenterite aguda, 

causou 53 mortes e atingiu 16 diferentes países.  A infecção foi causada pela 

ingestão de broto de vegetais contaminados provavelmente com fezes de animais. 
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Portanto, a contaminação ambiental de STEC, em terras de pastagens ou em águas 

de irrigação, justificam a detecção desses patógenos em produtos variados como 

legumes, verduras e frutas. 

Baseado nessas informações, surtos por E. coli patogênicas podem 

apresentar grandes proporções e, embora surtos por STEC ou EPEC oriundas de  

peixes ainda não foram registrados, alimentos consumidos crus ou que não sejam 

suficientemente aquecidos são os principais veículos de infecção do patógeno aos 

seres humanos, e o aumento no consumo de peixe cru no Brasil e no mundo é 

preocupante, pois aumentam significativamente o risco de infecções. 

Sobre os subtipos da Stx2, quatro, dos sete isolados do presente estudo 

apresentaram essa classe da toxina. E estudos indicam que as estirpes STEC que 

produzem a toxina Stx2 são mais associadas a doenças graves em seres humanos 

do que aquelas que produzem somente Stx1 ou Stx1 e Stx2 (OSTROFF et al., 

1989). Uma provável justificativa para este fato é que o nível de transcrição do gene 

stx2, responsável por codificar a toxina Stx2, é maior que o do stx1 (WEINSTEIN et 

al., 1988).  

As variantes encontradas no presente trabalho foram classificadas de acordo 

com o novo sistema publicado por Scheutz et al. (2012) e considerando que esta 

metodologia é recente, não foi encontrado nenhum trabalho publicado para relatar e 

comparar com nossos resultados utilizando esse sistema de classificação. Por isso, 

serão utilizados relatos de artigos publicados baseados na classificação de Slanec et 

al. (2009). O subtipo stx2a, o qual apresentou maior prevalência no presente 

trabalho, seguido pelos subtipos stx2d e stx2c, foram resultados igualmente 

observados em estudo realizado nos Estados Unidos (FENG; REDDY, 2013). 

Estirpes produtoras dos subtipos stx2a, stx2c, ou stx2d são frequentemente 

associadas com o desenvolvimento de CH e SHU (SCHEUTZ et al., 2012), e a 

presença desses três subtipos combinados em um mesmo isoado, conforme 

observado neste trabalho, é muito incomum e faz com que esta estirpe apresente 

um importante agravante de virulência. É importante citar que, no presente estudo, 

um isolado não foi tipável para nenhuma das 7 variantes testadas. Apesar de ser 

uma possibilidade remota, isso demonstra que esse isolado pode apresentar um 

subtipo totalmente diferente do que já foi descrito até o momento, pois os “primers” 

foram desenhados para detectar as variantes já cadastradas no banco de dados 

“GenBank”. 
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Com relação às análises filogenéticas, as cepas de E. coli são classificadas 

em quatro grupos principais de acordo com a proximidade genética: A, B1, B2 e D. 

As estirpes comensais pertencem ao grupo A, estirpes patogênicas extra-intestinais 

pertencem principalmente ao grupo B2 e, em menor grau, para o grupo D, e o grupo 

B1 é constituído pelas estirpes intestinais patogênicas (CLERMONT et al., 2000, 

BARBIERI et al., 2013). Escobar-Páramo et al., (2004) observaram que  populações 

de seres humanos que vivem em regiões tropicais abrigam preferencialmente cepas 

dos grupo A e B1, e estas estirpes apresentam uma base genética necessária para 

serem consideradas patógenos intestinais,  sendo um dos fatores que explica a 

maior incidência de diarreia em humanos nos países tropicais. Além disso, isolados 

de peixes, anfíbios e répteis são geralmente classificadas nos grupos A ou B1 

(GORDON; COWLING, 2003). Tendo em vista essas considerações, os resultados 

do presente estudo estão de acordo com as classificações encontradas. 

Com relação aos sorogrupos de estirpes STEC, as denominadas não-O157 

são mais prevalentes em animais e em alimentos, e por este motivo, os seres 

humanos estão mais expostos a infeções causadas por esses sorogrupos. Na Índia, 

terceiro maior produtor de pescado do mundo, STEC não-O157 têm sido 

frequentemente detectadas a partir de fezes de gado, crianças com diarreia e 

diversos alimentos, inclusive peixes. Diversos autores concluiram que os peixes 

apresentam más condições sanitárias naquele país (KUMAR et al., 2001; MANNA et 

al., 2008), evidenciando a importância dos demais sorogrupos para a saúde pública.  

Baseado nisso, infecções causadas pelo  sorogrupo O116, encontrado no 

presente estudo, são frequentemente associadas com doenças graves em humanos 

(BLANCO et al., 2004). O sorogrupo H18 na presença do gene stx2 e ausência de 

eae, conforme encontrado neste trabalho, já foi descrito como uma associação 

frequente e relacionada a infecções em animais (EKLUND et al., 2001). O sorotipo 

ONT:H18 em estirpes eae negativas e saa positivas, semelhante ao encontrado 

neste estudo, já foi detectado em trabalhos analisando E.coli patogênicas em 

bovinos (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007), reforçando a ideia de que esses 

animais foram as prováveis fontes de infecção do patógeno aos peixes.  

Os resultados da análise de diversidade genética por PFGE demonstraram 

uma grande heterogeneidade entre os isolados. Apesar dos isolados obtidos 

pertencerem a uma mesma espécie bacteriana, a técnica de PFGE capta as 

características de todo o genoma bacteriano, demonstrarando as diversidades 
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genéticas entre isolados de mesma espécie. Outros trabalhos envolvendo PFGE e 

estirpes STEC e EPEC em diversas espécies animais também mostraram grande 

heterogeneidade entre os isolados de um mesmo patótipo (AFSET et al., 2008, 

VETTORATO et al., 2009, MALUTA et al., 2013). Moura et al. (2009), em estudo 

envolvendo EPECa observaram uma heterogeneidade menor, entretanto, o trabalho 

envolveu estirpes pertencentes a um mesmo sorogrupo, o que pode justificar esse 

resultado. 

Os resultados da análise de diversidade genética por rep-PCR demonstraram  

uma heterogeneidade entre os grupos formados e similaridade entre alguns 

isolados. Em trabalho realizado nos Estados Unidos,  os autores utilizaram esta 

técnica para avaliar a diversidade genética de E. coli de diversas fontes, e 

observaram que os isolados foram agrupados de acordo com a origem dos isolados 

avaliados (CARSON et al., 2003). Em contrapartida, Oliveira et al (2007) relataram 

um baixo poder de discriminação da rep-PCR utilizada em amostras de S. Enteritidis 

isoladas de frangos, suínos, humanos e alimentos envolvidos em surtos no sul do 

Brasil. Os autores afirmaram que os agrupamentos não tiveram relação com o perfil 

de cada isolado. Este resultado foi semelhante ao presente estudo, pois apesar de 

todos os isolados serem de uma mesma fonte, foi observado que o grupo formado 

com 80% de similaridade apresentou relação com o perfil de virulência, mas o 

mesmo não aconteceu no grupo formado com 90% de similaridade, em que não foi 

observada relação entre perfil de virulência ou sorológica dos isolados.  

Ainda em relação às duas análises de diversidade genética utilizadas no 

presente trabalho, PFGE e rep-PCR, os agrupamentos e porcentagens de 

similaridade observados nos isolados foram diferentes para cada uma das técnicas. 

Hahm et al. (2003), analisando diversidade genética de  E. coli de origem alimentar e 

ambiental por PFGE e rep-PCR, observaram que os métodos não agruparam os 

isolados da mesma forma. Este resultado é semelhante ao encontrado no presente 

trabalho, o que demonstra que os métodos escolhidos detectam diferentes alvos 

genéticos.  Além disso, ambas as técnicas não encontraram clones prevalentes nas 

E. coli de peixes, evidenciando que STEC e EPECa oriundas de peixes apresentam 

uma origem clonal diversificada. 
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8  CONCLUSÕES 

 

- Os resultados deste trabalho evidenciam o potencial papel dos peixes na 

transmissão de  STEC e EPEC para os seres humanos; 

 

- A presença de STEC e EPECa em peixes evidencia a possibilidade de que a água 

foi o veículo de transmissão dos patógenos a esses animais; 

 

- Os peixes com amostras positivas para presença de STEC ou EPECa devem ser 

consideradas produtos em condições sanitárias insatisfatórias, de acordo o 

estabelecido pela legislação brasileira, pois segundo as normas vigentes, 

microrganismos patogênicos ou toxinas em produtos destinados ao consumo 

humano representam risco à saúde do consumidor; 

 

- Os marcadores relacionados às adesinas putativas com potencial zoonótico 

detectadas demonstram que estes animais podem ser um risco potencial a saúde 

pública quando não submetidos às devidas condições higiênico-sanitárias em sua 

produção; 

 

- A subtipagem de Stx2 apresentou variabilidade e uma incomum combinação de 

variantes da toxina que agrega um importante agravante na virulência dessa 

estirpe; 

 

- O agrupamento filogenético estabeleceu que todas as STEC oriundas de peixes 

foram classificadas como patogênicas intestinais, e a EPECa como comensal;  

 

- A sorotipagem evidenciou a presença de sorogrupos já relacionados a casos de 

diarreia em seres humanos; 

 

- A elevada multirresistência da estirpe STEC proveniente de piscicultura sugere o 

uso indiscriminado de antimicrobianos e evidencia a possibilidade de disseminação 

de genes de resistência aos seres humanos; 
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 -  Ambas as análises de diversidade genética utilizadas, PFGE e rep-PCR, não 

encontraram clones entre qualquer isolado, caracterizando que as STEC e EPECa 

em peixes apresentam uma origem clonal diversificada. A análise de diversidade 

genética por PFGE revelou uma grande heterogeneidade entre os isolados STEC e 

EPEC, enquanto a rep-PCR mostrou semelhança entre alguns isolados.  
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