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AVALIAÇÃO DOS PADRÕES DE SUSCEPTIBILIDADE  ANTIMICROBIANAS E 
SOROGRUPOS DE CEPAS DE Escherichia coli ISOLADAS DE BOVINOS 

LEITEIROS, PORTADORAS E NÃO PORTADORAS DOS GENES stx1, stx2 E eae 

 

 

RESUMO - O presente estudo foi realizado no período de janeiro de 2012 a janeiro 
de 2013 em fazendas leiteiras da região de Dracena, São Paulo.  Durante o período, 
foram coletadas 800 amostras de fezes com suabes retais em vacas leiteiras. Essas 
amostras foram levadas para o Laboratório de Microbiologia do Campus 
Experimental de Dracena, onde foram isoladas e identificadas 561 amostras para 
Escherichia coli. Após o isolamento foram extraídos os DNAs de todas as amostras 
pelo método da fervura e por PCR o DNA foi amplificado para se detectar a presença 
dos genes de virulência de E. coli pertencentes ao grupo STEC, produtora de toxina 
tipo shiga em 446 amostras. De todas as cepas isoladas 90 eram portadoras do 
gene stx1, 97 do gene stx2, 45 do gene eae, 37 dos genes stx1 e stx2, 110 dos 
genes stx1 e eae e 67 dos genes stx2 e eae. Foram isoladas também 115 cepas que 
não eram portadoras de nenhum dos genes de virulência de STECs do estudo. 
Todos os isolados de E. coli portadores de cada gene de virulência foram avaliados 
quanto a resistência frente a 10 antimicrobianos. Os percentuais de resistências aos 
antimicrobianos foram maiores para a lincomicina, penicilina e novobiocina e 
menores para ampicilina, neomicina e tetraciclina. Foram identificados os 
sorogrupos, dos quais os mais frequentes entre os isolados portadores do gene de 
virulência stx1 foram o O119 e O114; do gene de virulência stx2 foram os sorogrupos 
O9 e O8; e do gene de virulência eae foram os sorogrupos O9, O8 e O127. Todos os 
isolados de E. coli apresentaram multirresistência e a maioria apresentou maior  
percentagem de multirresistência contra 2 a 3 e contra 10 antimicrobianos. Não foi 
verificado estatisticamente relação entre os padrões de virulência e os padrões de 
resistência aos antimicrobianos entre as amostras. 

 

 

Palavras-Chave: eae, Echerichia coli, multirresistência, STEC, stx1, stx2 
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EVALUATION OF ANTIMICROBIALS SUSCEPTIBILITY PATTERNS AND 
SEROGROUPS OF STRAINS OF Escherichia coli ISOLATED FROM DAIRY 

CATTLE, BEARERS AND NO BEARERS OF GENES stx1, stx2 AND eae 

 

 

ABSTRACT - The present study was conducted between january 2012 to january 
2013 on dairy farms of Dracena city region, São Paulo. During the period, 800 
samples of faeces were collected with rectal suabs from dairy cattle cows. Those 
samples were taken to the laboratory of microbiology of Dracena Experimental 
Campus, where 561 samples were isolated and identified for Escherichia coli. After 
the DNA from the samples were extracted by the boiling method and with PCR the 
genetic material was amplified to detect the presence of virulence genes from 
STEC, shiga-like toxin producer E. coli, on 446 samples. Of those samples, 90 were 
carriers of the stx1 gene, 97 of the gene stx2, 45 of the gene eae, 37 of the genes 
stx1 and stx2, 110 of the genes stx1 and eae, 67 of the genes stx2 and eae. Also 
were isolated 115 samples that did not carry none of the virulence genes from 
STECs of the study. All the E. coli isolates of each virulence gene were evaluated 
for resistence to 10 antibiotics. The percentual of resistence were higher for 
lincomycin, penicillin and novobiocin and lower for ampicillin, neomycin and 
tetracycline. A serogroup test was made, of which the most frequent among isolates 
carrying the virulence gene stx1 were O119 and O114; of the gene stx2 were 
serogroups O8 and O9; and of the gene eae were the serogroups O9, O8 and 
O127. All the E. coli isolates presented multirresistence and most isolates presented 
more percentage of multirresistence against 2 to 3 and against 10 antibiotics. Was 
not verified statistically relationship between virulence patterns and patterns of 
antimicrobial resistance among the samples. 

 
 
 
Keywords: eae, Echerichia coli, multiresistence, STEC, stx1, stx2 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

No Brasil a pecuária leiteira, na maioria dos estados, é constituída de 

criações cujas condições higiênico-sanitárias são precárias; exceto o gado produtor 

de leites tipos A e B. Alguns estudos realizados, principalmente nos estados de São 

Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, evidenciaram que os problemas 

causados pela E. coli , de modo geral, constituem uma das mais importantes 

causas da perda no rebanho bovino (CHARLES; FURLONG, 1992). 

Animais domésticos como ruminantes, especialmente gado bovino, ovino e 

caprino são apontados como os principais reservatórios de cepas de STEC 

causadora de infecções em humanos. Entre os sorotipos de STEC, a O157:H7 é o 

que foi primeiramente associado com doenças enterohemorrágicas nos anos 80; 

como um surto de doenças transmitidas por alimentos. Desde então, todos os 100 

sorotipos de STEC e outros que não são O157:H7, têm sido associados com 

doenças em humanos (MENG et al., 1998). Nos Estados Unidos aproximadamente 

73.000 casos de infecções anualmente tem sido atribuídas as cepas de O157:H7, e 

mais de 36.000 foram atribuídas a cepas STEC não O157:H7 (MEAD et al., 1999). 

Existem mais de 100 mortes cada ano devido à infecções por STEC. Muitos 

estudos no Japão têm sugerido que a iniciação da antibioticoterapia em estágios 

recentes da infecção por STEC é capaz de prevenir a progressão da doença para 

síndrome urêmica hemolítica (SHU) (FUKUSHIMA et al., 1999). Entretanto, o 

tratamento com antimicrobianos para infecções por STEC é ainda considerado 

controverso; atualmente os muitos pacientes exigem tratamentos clínicos e 

ambulatoriais (SLUTSKER et al., 1997). 

Os isolados de Escherichia coli produtora da toxina shiga, são considerados 

os mais importantes patógenos entre os grupos emergentes de origem alimentar. 

Este tipo de cepa é a maior causa de gastroenterite, além disso, pode ser 

responsável por causar colites hemorrágica (CH) ou síndrome hurêmica hemolítica 

(SHU) que é a maior causa de falência renal aguda em crianças (BEUTIN et al., 

1993).  
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Os isolados de E. coli do gado bovino têm apresentado um elevado índice de 

frequência de STEC cerca de 57%, e entre as variantes o gene para a codificação 

da toxina Stx1 tem sido mais frequentes do que a toxina Stx2 (ANDRADE et al., 

2012). A presença de STEC não se limita ao gado com diarreia; Andrade et al., 

(2012) encontraram STECs entre os isolados de 66,7% dos animais apresentando 

diarreia e 37,5% dos animais que não apresentavam diarreia também foram 

portadores de cepas de STEC. Estudos realizados em São Paulo mostraram uma 

elevada frequência do gene stx1 em cepas de STEC em animais apresentando ou 

não diarreia. Especificamente no gado leiteiro, os estudos realizados no Brasil 

mostraram uma porcentagem maior para a ocorrência do gene stx2 em relação ao 

gene stx1 (IRINO et al., 2005). 

Nos últimos poucos anos, o uso de ferramentas moleculares para o 

diagnóstico e caracterização de E. coli patogênica em amostras de fezes de gado 

bovino tem aumentado, resultando em detecções de uma grande variedade de 

fatores de virulência em distintas regiões e seus genomas. 

 

Objetivos 

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar se existe relação entre 

fatores de virulência e resistência antimicrobianos e também avaliar a frequência 

dos genes de virulência stx1, stx2 e eae de cepas de Escherichia coli isoladas de 

vacas leiteiras da região de Dracena usando a técnica do PCR multiplex que pode 

ser aplicada para a identificação e caracterização dos genes de virulência de E.coli 

isolada de gado leiteiro e também avaliar os níveis de suscetibilidade frente a 10 

antimicrobianos. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

EHEC foram caracterizadas em 20 dos isolados em animais saudáveis e a 

presença do gene eae foi associado com apenas uma cepa apresentando o gene 

stx1 em um estudo realizado por Andrade et al., (2012). Uma frequência similar foi 

encontrada por Aidar-Ugrinovich et al., (2007) que mostraram a associação dos 
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genes stx1 e eae em gado bovino saudável. Outros autores postularam que mais 

cepas de EHEC são isoladas do gado com diarréia do que gado sem diarréia em 

distintas regiões do mundo que possuem o gene eae associado ao gene stx1 

(MAINIL et al., 1993; HORNITZKY et al., 2005). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado a presença de STEC e EHEC em 

fezes normais e diarréicas de bezerros. EHEC são considerados um subgrupo da 

STEC e muitos estudos têm insistido na importância do rebanho como um 

reservatório de diversos patógenos no Brasil e no mundo (AIDAR-UGRINOVICH et al., 

2007). Outros estudos na mesma linha de investigação têm mostrados que ETEC 

são as maiores causas de diarréia neonatal nos primeiros três a quatro dias de vida 

dos bezerros de corte e para o gado de leite (NATARO & KAPER, 1998), e poucos 

estudos tem reportado ETEC em animais com mais de uma semana de idade. 

STEC são presentes em gado com idade de 6 a 28 dias e 30 a 57 dias e EHEC 

foram isolados de animais com idade de 12 a 26 dias e 46 a 57 dias enquanto que 

EPEC foi a menos isolada (ANDRADE et al., 2012). Os isolados de STEC, EHEC e 

EPEC podem afetar o gado em um intervalo de idade de 2 a 8 semanas e 

principalmente 1 a 5 semanas em animais mais velhos (DEBROY; MADDOX 2001) e a 

probabilidade de infecção por STEC incluindo EHEC foi significantemente maior na 

idade de 22 a 30 dias. 

A transmissão da E. coli  é caracterizada através do consumo de carne mal 

cozida, produtos lácteos não pasteurizados, vegetais e água contaminada por fezes 

contendo cepas de STEC .Inicialmente, E. coli O157:H7 foi encontrada como sendo 

susceptível para muitos antibióticos (FARINA et al., 1996)  e muitos estudos recentes 

têm demonstrado a resistência aos antimicrobianos entre as cepas de isolados de 

E. coli O157:H7. As cepas de E. coli não O157:H7 isoladas de humanos e animais 

também têm desenvolvido resistências aos antimicrobianos, e muitas cepas  estão 

resistentes a múltiplos antimicrobianos comumente usados em humanos e em 

medicina veterinária (FARINA et al., 1996). Existe (AARESTRUP et al., 1999)  um 

acordo especulativo considerando o papel do uso terapêutico e sub-terapêutico em 

animais, como a força motriz na aceleração do desenvolvimento e na disseminação 

da resistência aos antimicrobianos pelas bactérias patogênicas Novos estudos 

precisam urgentemente determinar o potencial efeito do uso dos antimicrobianos na 
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produção animal e no ambiente e a disseminação da resistência a antimicrobianos 

na medicina humana e veterinária. 

Os agentes antimicrobianos são muito usados na terapia animal; para 

profilaxia e metafilaxia e em algumas regiões geográficas como promotores de 

crescimento. Muitas dessas drogas pertencem a mesma família de componentes 

antimicrobianos que são usados para o tratamento em humanos (WITTE, 1998). 

Estudos de sobrevivência (KADLEC; SCHAWRZ, 2008), conduzidos em diferentes 

países geralmente reportam um aumento do nível de resistência nos isolados de E. 

coli para a maioria das classes de antibióticos usados para o tratamento de animais 

domésticos e de estimação Isso tem sido sugerido como um importante fator para a 

emergência e disseminação da resistência considerada como uma pressão seletiva 

exercida promovida pela exposição aos antibióticos. 

As cepas de E. coli comensais, resistentes aos antimicrobianos podem 

constituir um significante reservatório de determinantes de resistência que podem 

disseminar para bactérias patogênicas que acometem animais e humanos (WRIGHT, 

2007). Por esta razão, a emergência da resistência reportada para as novas 

drogas, tais como betalactâmicos de espectro amplo e fluorquinolonas (FQS) é de 

particular preocupação para ambos, animais e de saúde pública. O potencial de 

transmissão de clones de E.coli entre diferentes hospedeiros animais e humanos 

tem sido documentado em estudos anteriores (JOHNSON et al., 2008). 

Adicionalmente, a transmissão de determinantes genéticos de resistência in vitro e 

in vivo têm sido descrito em diversos estudos (DANIELS, 2009; NAGACHINTA; CHEN, 

2009). As cepas de E. coli com multirresistência são frequentemente associadas a 

infecções oportunistas (SANCHEZ et al., 2002). Entretanto, atualmente um 

conhecimento detalhado dos mecanismos em bactéria cultivada de animais 

hospitalizados ainda é limitado. 

A disseminação de marcadores de resistência pode ser atribuída para um 

número independente de eventos genéticos coletivamente conhecidos como 

transferência de gene horizontal (HGT). Esses eventos ocorrem quando genes 

conferem resistência à antibióticos não específicos para uma bactéria do 

hospedeiro. O HGT tem sido atribuído a elementos genéticos móveis e mobilizados 
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tais como plasmídeos, transposons, e integrons. Esses elementos podem ser 

mapeados dentro dessas estruturas. Ademais, muitos marcadores persistem 

apesar da retirada de certos antibióticos do uso em terapia (BAGER et al., 1999 e 

SALYERS et al., 1997). A ligação física dos genes, em alguns casos, pode explicar, 

pelo menos em parte esses dados epidemiológicos (SUNDE; NORSTROM, 2006). A 

transferência da resistência a antibióticos por plasmídeos entre as bactérias de 

importância veterinária, incluindo E. coli em sido demonstrado in vitro e in vivo 

(DHANARANI et al., 2009 e NAGACHINTA; CHEN, 2008). 

Um fator muito bem documentado é a associação de genes que codificam 

determinantes de virulência em E. coli patogênica com elementos móveis. Em E. 

coli enterotoxigênica (ETEC) os genes que codificam ambas as toxinas LT e ST 

foram encontrados em plasmídeos, e estudos têm demonstrado que a atividade 

enterotóxica foi transferida juntamente com o mesmo plasmídeo. As toxinas shiga-

like em STEC foram adquiridas de bacteriófagos lambda e pesquisas tem 

demonstrado que a habilidade para produzir Stx pode ser prontamente transmitida 

para transdução dos genes que codificam Stx no fago. Outros estudos têm 

demonstrado experimentalmente a adição ou a subtração de muitas características 

com base em modelos de cepas de E. coli, permitindo essas modificações nas 

cepas que irão causar diarreia em seus hospedeiros (KAPER et al., 2004). 

           Alguns autores sugerem que a infecção causada por cepas de E. coli não 

dependem da resistência dessas cepas aos agentes antimicrobianos e também não 

dependem do número de fatores de virulência que essas cepas possuem, mas da 

filogenia que essas cepas pertencem (LUO et al., 2012; IMAI, et al.,2010). Blum et al. 

(2013), analisando dois grupos de E. coli isoladas de gado leiteiro com mastite e do 

ambiente respectivamente, verificaram que a diversidade dos fatores de virulência 

das cepas isoladas do ambiente não refletiram a mesma diversidade dos fatores de 

virulência das cepas que estavam causando a infecção. Estes estudos sugerem que 

a seleção dos fatores de virulência ocorre independentemente da seleção da 

resistência antimicrobiana. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Coleta das amostras 

 

Durante o período de janeiro de 2010 a janeiro de 2012 foram coletadas 615 

amostras de suabes retais de vacas leiteiras de fazenda leiteiras da região de 

Dracena. Após a coleta, essas amostras foram levadas para o Laboratório de 

Microbiologia do Campus Experimental de Dracena, cultivadas em agar MacConkey 

(que é seletivo para bactérias gram-negativas, e é diferencial para utilização de 

lactose) por 24 horas. As colônias nos meios foram identificadas após incubação por 

24 e 72 horas  a 37o C, como pertencentes a espécies em estudo (Escherichia coli) 

com base na coloração rósea do ágar de MacConkey, indicando a utilização de 

lactose, e com base em outros testes descritos a seguir (KONEMAN, et al., 1997):  

Produção de indol; sintetizado pela ação da triptofanase sobre o triptofano 

existente no meio de cultura, ocorrendo, também, a produção de ácido pirúvico e 

amônia. O indol pode ser detectado pela formação de um anel rosa (pink) na parte 

superior do tubo, após a adição de p-dimetilaminobenzaldeído (reativo de Erlich); 

este teste foi positivo para as colonias deste estudo. 

Reações de vermelho de metila; avalia se as bactérias fermentam a glicose 

pela via ácida mista, com a produção de vários ácidos (ácido fórmico, lático, acético), 

o que prova o abaixamento do pH a menos 4,4, que é o limite de viragem do 

indicador de pH. Embora todas as enterobactérias fermentem glicose, alguns 

microrganismos, durante a fase final de incubação, convertem esses ácidos a 

produtos não ácidos como o etanol e a acetoína, resultando num pH mais elevado 

(pH 6). O indicador de pH é o vermelho de metila que em pH abaixo de 4,4 é 

vermelho e acima de 6 é amarelo; este teste foi positivo para as colonias deste 

estudo.  

Utilização de citrato; determina se a bactéria é capaz de utilizar o citrato de 

sódio como única fonte de carbono para o metabolismo e crescimento. Deve ser 

utilizado o meio Citrato de Simmons, contendo citrato de sódio, fosfato de amônia e 

azul de bromotimol. Com a facilidade do transporte de citrato pela citrato-permease 

há a sua utilização pela citrase, com produção de hidróxido de amônia que eleva o 
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pH, fazendo com que a reação se torne azul. Nesse teste, utilizam-se tubos com 

meio inclinado para a cultura ter mais acesso ao oxigênio, que é necessário para 

utilização do citrato. O CO2 produzido reage com o sódio do citrato formando 

carbonatos de reação alcalina; este teste foi negativo para as colonias deste estudo. 

Produção de urease; Há bactérias que possuem a enzima urease que garante 

a capacidade de degradar a uréia presente no meio liberando amônia, CO2 e H2O. A 

amônia reage formando carbonato de amônia que alcaliniza o meio. O indicador de 

pH é o vermelho de fenol que em meio alcalino toma a coloração magenta. Uma 

coloração meio rosa é suficiente para considerar a reação positiva; este teste foi 

negativo para as colonias deste estudo. 

Produção de gás sulfídrico (H2S); Algumas bactérias são capazes de 

degradar compostos contendo enxofre (como o tiossulfato de sódio e a cisteína das 

peptonas), através da tiossulfato redutase, produzindo H2S que é incolor. Este reage 

com o ferro (indicador) formando um precipitado preto (sulfeto ferroso). Para que 

esta reação ocorra é necessário que o meio esteja ácido; este teste foi positivo para 

as colonias deste estudo. 

 

Manutenção das cepas no laboratório 

 

Após o isolamento, as cepas obtidas foram conservadas por meio de repique 

semanal em Placas de Petri, ou quinzenal em tubo de ágar inclinado, sempre em 

meio Luria-Bertani e conservado a 4º C em geladeira. Outra amostras foram 

concervadas em freezer a -20º C em 2 tubos de plásticos de microcentrífuga 

contendo 50% de cultura em Luria-Bertani e mais 50% de uma solução de glicerol a 

70% em 37º C. 

 

Extração do DNA bacteriano, técnica de fervura 

 

O DNA microbiano foi extraído segundo a técnica proposta por Keskimaki et 

al. (2001), onde a colônia de E. coli isolada foi semeada e incubada a 37o C, por 12 

horas, em um tubo de ensaio contendo 1 mL de meio Lúria Broth. Em seguida a 

cultura foi transferida para um tubo eppendorf  e centrifugada a 15.000 rpm  para a 
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precipitação das células e descarte do sobrenadante. As células precipitadas foram 

suspendidas em 250L de água Millique estéril e agitadas em vortex por 30 

segundos. A cultura bacteriana foi novamente precipitada, e o processo de lavagem 

repetido. Após a segunda lavagem com água Milique, o tubo eppendorf contendo a 

cultura foi colocado por 10 minutos em água fervente (100o C). Após esse tempo, as 

células foram precipitadas através de centrifugação 14.000 rpm durante 30 

segundos, e então retirou-se uma alíquota de 150L do sobrenadante e transferiu-se 

para outro tubo eppendorf. Esse material foi estocado em freezer a –20o C até o 

momento de uso. 

 

Detecção dos genes stx1, stx2, eae, através da técnica de PCR 

O DNA utilizado na detecção de cada gene foi aquele adequado para a 

técnica, no qual foi obtido através de um dos métodos acima descritos. As 

seqüências de bases dos oligonucleotídios específicos usados neste estudo estão 

descritos abaixo. Esses oligonucleotídeos foram adquiridos da Isogen Bioscience. A 

amplificação do DNA bacteriano foi executada de acordo com o especificado por 

cada autor para a amplificação dos primers abaixo descritos O produto da reação 

amplificado foi visualizado em gel de eletroforese contendo 10 uL do produto de 

PCR e 1,5% de gel de agarose. Foi utilizado o marcador molecular ФX-174 Hae III 

digest. 

 

Procedimento do Multiplex PCR 

 

O PCR foi realizado segundo descrito por VIDAL et al., 2005. O DNA 

extraído por fervura foi tratado com 0,5% de triton X-100 por 20 minutos. Após esse 

tempo foi colocado 40µL da mistura à temperatura de 94ºC por 5 minutos com a Taq 

polimerase (2U em 10µL da reação). A reação ocorreu em 35 ciclos sendo que cada 

ciclo durou 1,5 minutos à temperatura de 94ºC para a desnaturação, 1,5 minutos à 

temperatura de 60ºC para o anelamento e 1,5 minutos à temperatura de 72ºC para a 

amplificação. Os primers utilizados foram: stx1 – CAG TTA ATG TGG TGG GGA 

AGG – CAC CAG ACA ATG TAA CCG CTG, tamanho 348 pb; stx2 – ATC CTA TTC 
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CCG GGA GTT TAC G – GCG TCA TCC TAT ACA CAG GAG C, tamanho, 584 pb; 

eae – TCA ATG CAG TTC GGT TAT GAG TT – GTA AAG TCC GTT ACC CCA ACC 

TG, tamanho 482pb. 

 

Técnica de aglutinação em lâmina 

 

Para a técnica de aglutinação em lâmina utilizou-se lâminas bem limpas e 

desengorduradas com álcool. A suspensão bacteriana usada era bastante espessa 

e a proporção suspensão/anti-soro era de uma alçada para uma gota normal dos 

soros PROBAC seguindo a técnica utilizada por Ávila et al. (1986) 

 

Preparação do gel de agarose a 1,5% para eletroforese 

 

A análise dos produtos obtidos pelo PCR foi feita através de eletroforese em 

gel de agarose a 1,5% em cubas de diferentes tamanhos mantendo as seguintes 

proporções: 5µL de brometo de etídeo (10mg/mL) e 1,5g de agarose para cada 

100mL de tampão TBE. Inicialmente, a quantidade exata de agarose (Sigma) foi 

pesada e transferida para um erlenmeyer, no qual foi adicionado o tampão TBE, 

completando o volume adequado. A mistura foi aquecida em forno microondas até 

que a agarose estivesse completamente dissolvida no tampão.  

O brometo de etídio foi usado como agente intercalante do DNA, permitindo 

a visão deste quando exposto à luz ultravioleta. O gel, ainda em estado líquido foi 

vertido sobre um suporte de acrílico contendo um ou dois pentes. Depois de 

solidificado, o gel foi colocado dentro da cuba de eletroforese e esta preenchida com 

tampão TBE. Os pentes foram retirados do gel, deixando presentes várias canaletas, 

nas quais foram aplicadas as amostras e um marcador de peso molecular (DNA do 

vírus ØX 174 digerido com HaeIII Pharmacia Bioscience). As amostras, antes de 

serem aplicadas no gel, foram acrescidas de 1/6 do volume final do tampão de 

carregamento, para que as amostras ficassem mais densas que o tampão da cuba, 

o que permitiu a deposição destas nas canaletas. A cuba foi ligada a uma fonte de 

corrente elétrica, fazendo com que o DNA, molécula carregada negativamente, 

migre em direção ao pólo positivo. Neste processo, fragmentos de DNA com 
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diferentes pesos moleculares, migraram em diferentes velocidades, fazendo com 

que ele se separem no gel. 

O produto da reação foi separado por gel agarose em eletroforese 

acrescentando 5µL de carga de tintura contendo 0,25% azul de bromofenol em 40% 

de solução de sacarose e 2% de gel de agarose contendo brometo de etídio 

(1µg/mL). O tampão de eletroforese foi 0,5X Tris-Borato, EDTA e 100mA foi aplicado 

na frente do gel. O DNA no gel foi visualizado por exposição do gel em luz UV e 

fotografado.  

 

  Sensibilidade a antimicrobianos 

 

Para a realização desses testes, as cepas de E.coli foram repicadas em tubos 

contendo 5mL de caldo tripicase soja, e incubadas a 37o C por 18 a 20 horas. Após 

a incubação, alíquotas das culturas foram gotejadas de forma asséptica em tubos 

contendo 4mL de solução salina esterilizada. A seguir as culturas diluídas na 

concentração ½ da escala de MacFaland foram semeadas com o auxílio de suabes 

estéreis, em placas contendo ágar Mueller-Hinton e, após aproximadamente 3 

minutos (tempo necessário para a secagem da superfície do meio) foram colocados 

os polidiscos (Laborclin) contendo os antimicrobianos. A leitura foi realizada após 18 

a 24 horas de incubação a 37o C através da medida dos halos de inibição, com a 

utilização de régua milimetrada (BAUER et al., 1966). Os diâmetros obtidos em 

milímetros foram comparados com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos 

utilizados. Todas as amostras de Escherichia coli foram submetidas a testes de 

sensibilidade frente aos seguintes antimicrobianos: ampicilina, tetraciclina, 

trimetoprim, eritromicina, ácido nalidíxico, estreptomicina, novobiocina, lincomicina, 

penicilina e neomicina. 

 

Análise Estatística 

 

Os resultados das cepas de E. coli  portadoras dos genes stx1, stx2 e eae 

frente aos 10 antimicrobianos foram comparados entre si e com as cepas não 



11 

 

                                                                         

portadoras de nenhum fator de virulência. O modelo usado foi o SAS software 

(2001). Em todas as comparações a significância foi confirmada quando o p<0.05.  

 

 

4. RESULTADOS 

 

De todas as 800 amostras coletadas durante o estudo, 561 foram isolados 

positivos para E. coli, das quais 90 eram portadoras do gene stx1, 97 do gene stx2, 

45 do gene eae, 37 dos genes stx1 e stx2, 110 dos genes stx1 e eae e 67 dos genes 

stx2 e eae totalizando 446 isolados positivos para os genes de virulência. Foram 

isoladas 115 cepas que não eram portadoras de nenhum fator de virulência isolado 

para comparação (Tabela 1).   

 

Tabela 1. Frequência dos fatores de virulência presentes em 446 cepas de 
Escherichia coli isoladas de vacas leiteiras na região de Dracena. 
 

Fatores de Virulência/ 
Isolados 

Número de isolados/ 
Amostras 

Frequência (%) 

stx1 90 11,2% 

stx2 97 12,1% 

eae 45 5,6% 

stx1 + stx2 37 4,6% 

stx1 + eae 110 13,7% 

stx2 + eae 67 8,4% 

Total (Genes de virulência) 446 55,7% 

Sem Genes de virulência 115 14,4% 

Total de Isolados (E. coli) 561 70,1% 

Amostras sem E. coli 239 29,9% 

Total de Amostras 800 100% 
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 De todas as cepas foram verificadas os níveis de resistência frente a 10 
antimicrobianos sendo os valores mostrados nas figuras abaixo. 
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Figura 1. Padrões de resistência de 90 isolados de Escherichia coli  todos 
portadores do gene stx1, provenientes de gado leiteiro da região de Dracena. 

Figura 2. Padrões de resistência de 97 isolados de Escherichia coli  todos 
portadores do gene stx2, provenientes de gado leiteiro da região de Dracena. 
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Figura 3. Padrões de resistência de 45 isolados de Escherichia coli todos portadores 
do gene eae, provenientes de gado leiteiro da região de Dracena. 
 

Figura 4. Padrões de resistência de 115 isolados de STEC sem genes de virulência 
stx1, stx2 e eae 
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Nos gráficos abaixo são mostrados a frequência dos sorogrupos dos isolados 

entre as cepas de E. coli portadoras (para cada um dos três genes diferentes do 

estudo) e não portadoras de fatores de virulência.   

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Frequência dos sorogrupos de 90 isolados de Escherichia coli  portadores 
apenas do gene stx1, 97 portadores apenas do gene stx2, 45 portadores apenas do 
gene eae e 115 isolados de E. coli não portadores de nenhum dos genes de 
virulência, provenientes de gado leiteiro da região de Dracena.  
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Dentre os 10 diferentes sorogrupos de E. coli isoladas, os três mais 

frequentes foram O9 (17,3%) seguidos pelos sorogrupos O114 (16,2%) e O119 

(15,6%) e os três menos frequentes foram O127 (2,3%), O128 (2,3%) e O20 (1,0%). 

A figura abaixo demonstra o porcentual de multiresistência das amostras de 

E. coli que se mostraram multirresistentes. Os maiores valores de multirresistência 

estão distribuídos de 2 a 3, seguidos de 10 antimicrobianos. 
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Figura 6. Distribuição da multirresistência detectada frente a 10 drogas 
antimicrobianas nas  amostras de E. coli isoladas de gado leiteiro isoladas na região 
de Dracena. Eixo Y; % de resistência, eixo X; número de antibióticos aos quais 
houve resistência. 
 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Analisando os padrões de resistência antimicrobianas dos isolados de E. coli 

portadoras e não portadoras dos fatores de virulência stx1, stx2 e eae  pode-se 

verificar que esses foram muito semelhantes demonstrando que os padrões de 

resistência aos antimicrobianos, nesse universo de isolados não depende da 

presença dos fatores de virulência (Figura 1,2 e 3). Nossos resultados demostram 

que o fator de virulência e a resistência antimicrobiana são fatores independentes. 
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Entretanto, os resultados obtidos por outros autores são controversos. Alguns 

estudos estão de acordo com os resultados obtidos no presente estudo como 

relatam Mora et al. (2005) no qual, não encontraram relação entre resistência 

antimicrobiana e fatores de virulência em STEC. Entretanto, resultados relatados por 

Nagachinta et al. (2009) sugerem que pode existir uma possível relação entre ambos 

principalmente, quando a cepa carrega um gene para virulência e um gene para 

resistência antimicrobiana e esta é submetida a subdosagens como as usadas em 

promotores de crescimento. Nossos resultados diferem dos obtidos por Nagachinta 

et al., (2009) provavelmente por alguns motivos. Primeiro, nosso estudo verificou a 

relação de fatores de virulência que são transmitidos por fagos e estão localizados 

no DNA cromossomal com fenótipos de resistência antimicrobianas no qual os 

genes responsáveis por estes fenótipos são genes plasmidiais. Segundo no nosso 

estudo ao contrário do realizado por Nagachinta et al., (2009) para as resistências 

antimicrobianas verificou o fenótipo por difusão em disco e não a presença do gene. 

Existe a possibilidade de alguns genes incluindo os responsáveis por um fator de 

resistência antimicrobiana e outros responsáveis por fatores de virulência estarem 

formando um cassete e esses genes não estarem sendo expressos. Como fizemos 

a verificação da resistência aos antimicrobianos avaliando o fenótipo e não a 

presença do gene na bactéria o gene existente, mas que não esteja sendo expresso 

será considerado, por nossa avaliação como não existente. Por outro lado, era 

esperado que não houvesse uma associação entre os genes responsáveis pelos 

fatores de resistências e resistência aos antimicrobianos, uma vez que o primeiro 

são cromossomais e transmitidos pelo fado labda e o último são plasmidiais 

transmitidos por conjugação e ou transformação. 

 O uso de antimicrobianos na produção animal apresenta um potencial risco 

de transferência de genes tanto para humanos quanto para os animais.  As 

disseminações dessas resistências possuem inúmeras implicações para a saúde 

pública podendo levar a ineficiência dos tratamentos terapêuticos, incluindo a morte 

ou o aumento do tratamento da doença bem como o aumento do custo de 

tratamento (KELLY et al., 2004). 

Os valores encontrados no nosso estudo foram elevados para a maioria dos 

antimicrobianos usados. O uso de antimicrobianos é a força motriz de seleção de 
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cepas resistentes e muitas delas são patogênicas ou potencialmente patogênicas e 

fazem parte da microbiota normal de humanos e animais. Os agentes 

antimicrobianos frequentemente usados de referência em hospitais veterinários 

incluem drogas com atividades de largo espectrum, tais como betalactamases e 

novas cefalosporinas bem como fluorquinolonas. Assim, animais hospitalizados 

podem constituir um importante reservatório de resistência antimicrobiano e essas 

resistências podem acometer os animais comerciais através da infecção por 

patógenos (GUARDABASSI et al., 2004). Estudos realizados por Karczmarczyk et al. 

(2011), analisaram 74 isolados de E. coli de um hospital veterinário e encontraram 

um nível de 80% os isolados pertencentes aos filogrupos A e B1 e são portanto 

classificados como bactérias comensais, mas um número de cepas, equivalente a 

20% dentro do grupo D que foram classificados potencialmente como patogênicos. 

Bactérias das classes A e B1 são raramente reportadas possuindo genes de 

virulência (CLERMONT et al., 2000). Entretanto, apesar dos isolados se mostrarem 

comensais de humanos, estes apresentaram uma boa correlação de grupos 

filogenéticos com patogenicidade, E. coli (ExPEC) patogênica extraintestinal 

associado aos animais podem ser filogeneticamente distinta. Assim, uma melhor 

atenção deveria ser exercida quando uma cepa de E. coli fosse descrita como 

comensal (GHANBARPOUR; OSWALD, 2010). Ademais, cepas de E. coli podem causar 

doenças extraintestinal quando predisposta a fatores de infecção que estão 

presentes (RUSSO; JOHNSON, 2003). Por isso, apesar de mais isolados investigados 

em diversos estudos, estes podem ser classificados como organismos comensais e 

eles não são representativos de cepas comensais de animais saudáveis na 

comunidade. 

Nós tentamos estabelecer uma relação entre os sorogrupos das cepas 

isoladas e para isso verificamos os sorogrupos dos isolados portadores e não 

portadores de fatores de virulência. Nossos resultados não demonstraram nenhuma 

evidência de preferência de um determinado sorogrupo pela presença de um ou 

mais gene de virulência. Não houve essa relação entre sorogrupo e fator de 

virulência (Tabela1 e Figuras 6, 7 e 8). Um grande número de sorotipos foi coletado 

em gado sob investigação; os sorotipos se diferenciaram entre as respectivas 

espécies animais e entre as diferentes categorias de idade do gado bovino. A 
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questão que surge é qual é o papel de diferentes sorogrupos na contaminação de 

alimentos e como é feito essa contaminação. Sorogrupos O26, O91, O103, O111, 

O113, O121, O145 e O157 são conhecidos como causadores da síndrome urêmica 

hemolítica em humanos (KARMALI et al., 2010). No presente estudo para os isolados 

não portadores de nenhum fator de virulência o sorogrupo predominante foi o O9 

seguido pelos sorogrupos O114, O119, O111 e O8 e os sorogrupos menos 

frequentes foram O20, O128 e O127 (Tabela2). Para os isolados portadores do gene 

de virulência stx1 os sorogrupos mais isolados seguidos pelos menos isolados foram 

respectivamente, O119, O114, O111 e O55, O127 e O126 (Figura6). Para os 

isolados de E. coli portadoras dos gene stx2 os sorogrupos mais isolado foi o O9 e o 

menos isolado foi o O20 (Figura7) e para os isolados portadores apenas do gene de 

aderência eae o sorogrupo mais isolado foi O9 e o menos isolado foi o O11 com a 

mesma frequência de isolamento o O20 (Figura9). 

A frequência de STEC O157 em gado bovino foi representada por 10,2% 

das amostras de fezes coletadas em até 96% do rebanho (SARGEANT et al., 2003) e 

em 13% dos suabes retais de carne de touro de corte (LOW et al., 2005). Na América 

do Norte, Zhao et al., (1995) reportou o achado de STEC em 50% dos fazendas de 

gado leiteiro e em 5,3% dos bovinos de idade de dois a quatro meses. Na Austrália, 

Fegan et al., (2004) detectou O157 em 10% das amostras de fezes do bovino sob 

pastejo e em 15% em amostras de fezes de animais em confinamento. Na Irlanda de 

0 a 61% do gado leiteiro foram portadores de STEC e o mais elevado liberação de 

cepas de STEC pelas fezes foi encontrada em animais com idades de três a doze 

meses (HEUVELINK et al.,1998). Na Escócia, 6,5% do gado de idade de 12 a 30 

meses tinham O157 nas fezes e 22% das fazendas foram positivas para o O157 

(GUNN et al., 2007). Na Itália STEC O157 foram detectados em fezes de 42% dos 

animais (ALBONETTI et al., 2004) e em 24% das carcaças dos animais (ALONSO et al., 

2007). Oporto et al. (2008) detectou STEC O157:H7 e não O157 em 3,8% e 35,9% 

do gado bovino respectivamente. Dados oriundos da Noruega mostraram achados 

de STEC O157 em até 75% dos animais examinados (URDAHL et al., 2003). No 

presente estudo não foram encontrados nenhum  isolado de O157:H7 mostrando 

que esse sorotipo não é predominante no Brasil (Tabela2). 
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Tarr & Neil (1996) verificaram que as linhagens VTEC de outros sorogrupos 

que não o O157 representavam a grande maioria das linhagens VTEC isoladas de 

humanos, de bovinos ou de alimentos derivados de bovinos, chamando atenção 

para o fato que a pesquisa destes sorogrupos é sub-avaliada, porque tais patógenos 

não são detectados através do isolamento em placa de MacConkey Sorbitol 

cefiximia telurite, enfatizando a necessidade da utilização de técnicas moleculares 

para a correta detecção de cepas VTEC. 

A ocorrência de cepas de E. coli  produtoras da toxina Shiga em humanos e 

bezerros com diarréia foi muito bem relatada por Karmali (1989).  Outros sorogrupos 

foram descritos considerando bezerros como um importante reservatório de cepas 

de E. coli produtora da toxina Shiga causadora de doenças em humanos (WELLS et 

al., 1991; BEUTIN et al., 1993).   

Saridakis et al. (1997) procurando cepas de E. coli produtora da toxina Shiga 

em bezerros com diarréia do Estado do Paraná isolaram 19 amostras e relataram 

que 47% eram produtoras deste tipo de toxina. Bonardi et al. (1999) relacionaram a 

transferência de isolados de E. coli  produtora de verocitotoxina de fezes para a 

carcaça de bovinos no norte da Itália. Foram analisadas 100 amostras de fezes de 

bovinos e 100 suabes de carcaças e verificaram que 35,3% das carcaças portadoras 

de E. coli VT+ possuíam também E. coli VT+ nas fezes anteriormente coletadas.  

Conedera et al. (1997) e Bonardi et al. (1999) na Itália, mostraram que os 

porcentuais de E. coli  VT+ encontrados em fezes de bovinos variam de 0 a 13% e 

que a mesma porcentagem desta  bactéria também é encontrada em carcaça .   

Facteau et al. (2001) analisando 25 isolados de E. coli causadores de 

bacterimia em bezerros, relataram que seis amostras pertenciam ao sorogrupo O78 

e três ao sorogrupo O119. Esses sorogrupos são frequentemente associados com a 

mortalidade de bezerros. Com exceção do sorogrupo O78, o sorogrupo O119 foi o 

terceiro sorogrupo mais freqüente como causa de diarréia em bezerros na presente 

pesquisa. 

Wieler (1996), analisando 174 linhagens de E. coli isoladas de fezes de 

bezerros com diarréia na Alemanha e na Bélgica encontrou 17 diferentes 

sorogrupos, sendo que 79,5% das linhagens eram patogênicas e dentre elas O5,  

O26, 0111 e O118. 
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Montenegro et al. (1990) demonstraram que 40% das linhagens de  ETEC 

isoladas de bovino saudável pertenciam a sorogrupos reconhecidos como 

patógenos  humanos e citaram como principais os sorogrupos O22, O39, O82, O91, 

O113, O116, O126 e O136. 

A presença de classe 1 de integrons, associados com a resistência de 

trimetroprim, estreptomicina e sulfonamida tem sido mostrado em estudos 

anteriores. A variável de regiões de gene cassete caracterizada no estudo de 

Karczmarczyk (2011) foi reportada e são largamente disseminadas entre as 

Enterobacteriáceas (KADLEC; SCWARZ, 2008; MACHADO et al., 2005). Em adição, a 

classe de integrons 2 idênticos, associados com elementos transportáveis como 

Tn7-like e Tn7 tem sido identificados em estudos anteriores (BATCHELOR et al., 2005; 

MACHADO et al., 2005). A ausência da estrutura conservada 3´ contendo qacEɅ1sul 

em muitos isolados tem sido reportado e tais elementos genéticos estão as vezes 

associados com o gene sul3 (SOUFI et al., 2009). 

O aumento e a disseminação de cepas de STEC resistentes aos 

antimicrobianos podem causar implicações clinicas, com sintomatologia entérica, 

embora o papel da terapia com antimicrobianos no início da infecção ainda seja 

obscuro e controverso (GRIFFIN, 1995). Existe a necessidade de uma vigilância 

continuada acompanhando o aumento de resistência a drogas antimicrobianas nos 

alimentos e nos animais, pois as cepas STEC representam um problema de saúde 

publica (MORA et al., 2005). Inicialmente, as cepas de STEC eram susceptíveis a 

muitos antibióticos (PAI et al., 1984; GRIFFIN & TAUXE, 1990; KIM, et al., 1994). O 

aumento da resistência dos microorganismos aos antimicrobianos pode levar a 

seleção de alguns fatores de virulências (NAGACHINTA et al., 2009). No entanto os 

dados existentes referentes aos mecanismos de resistência apresentados pelas 

cepas STEC ainda são insuficientes para a elaboração de explicações para o 

transito de fatores de resistência entre consideradas de origem humana e de origem 

animal. Os estudos precisariam caracterizar os genótipos de resistência observados 

entre cepas de STEC multiresistentes para se entender qual o papel dos genes na 

aquisição e disseminação de resistência antibióticos (ZHAO et al.,2001). Luo et al., 

(2012) sugere que a resistência antimicrobiana apresentada pela cepas de E. coli 

não determinam uma melhor eficiência para que a cepa desenvolva e progrida em 
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um infecção. Essa eficiência também não é melhorada pelo maior número de fatores 

de virulência que as cepas possuem, mas sim é determinado pela filogenia da cepa. 

O tipo de fator de virulência é mais determinante para a ocorrência da infecção do 

que o número de fatores. 

 Os ruminantes são reservatórios naturais de STEC e Mizan et al. (2002), 

sugere que o rúmen é um ambiente favorável  para transformações genética por 

meio dos transportes de plasmídeos entre os microrganismos residentes e também 

os patogênicos dentro do hospedeiro bovino. Quando se estabelece uma relação 

entre genes de resistência antimicrobiana e fatores de virulência, neste caso, o 

agente antimicrobiano selecionaria o gene para a resistência antimicrobiana e 

consequentemente o gene para o fator de virulência, formando assim, uma relação. 

Heringa et al. (2010), sugere uma possível relação entre as cepas de E. coli no 

ambiente onde elas se encontram e esta relação mediada pelos fatores ambientais 

entre eles a presença de antimicrobianos. No presente estudo não foi verificado 

relação entre resistência antimicrobiana e fatores de virulência nossos resultados 

sugerem que a resistência antimicrobiana presente nos isolados não dependeram do 

tipo de fator de virulência que o isolado possuía. Esta afirmação ficou mais 

consistente analisando as porcentagens de resistência antimicrobianas 

apresentados por isolados que não possuíam nenhum dos três fatores de virulência 

estudados.  

 

 

6. CONCLUSÕES  

 

 Os níveis de resistências foram elevados para penicilina, lincomicina e 

novobiocina sendo menores para neomicina, ampicilina, tetraciclina e ácido 

nalidíxico nas cepas portadoras dos três fatores de virulência sendo eles o stx1, stx2 

e o eae.  

 Entre os fatores de virulência mais apresentados entre os isolados foram a 

associação stx1 e eae seguido pelo stx2 e pelo stx1. 

 Não houve diferença estatística entre os padrões de resistência a 

antimicrobianos relacionados entre os isolados portadores dos genes de virulência 
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stx1, stx2 e eae (p>0,05) mostrando que as cepas isoladas neste estudo não 

apresentaram relação entre os fatores de virulência e os fatores de resistências 

antimicrobianas.  

 Diante dos nossos resultados concluímos que os fatores de virulências stx1, 

stx2 e eae não formam padrões como os genes de resistência testados, 

provavelmente por estarem respectivamente, no cromossomo bacteriano e nos 

plasmídeos e que também não há uma associação entre os sorogrupos e os fatores 

de virulência e resistência antimicrobianos. Essas características fenotípicas são 

selecionadas e expressadas de forma independente. 

 Todos os isolados foram resistentes a pelo menos dois antimicrobianos sendo 

o maior número de isolados multirresistentes entre 1 a 3 e 10 a 13 antimicrobianos. 

 Os sorogrupos mais mais frequentes entre os isolados de E. coli não 

portadoras de fatores de virulência foram O9, O114 e O119. Os sorogrupos mais 

frequentes para os isolados portadores dos genes stx1, stx2 e eae foram 

respectivamente, O119, O9, O9. 
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