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RESUMO 

A mastite bovina é uma das doenças que mais causam prejuízos às propriedades leiteiras e, 

apesar dos programas de controle, Escherichia coli destaca-se como importante patógeno 

ambiental causador desta enfermidade na sua forma clínica. Isolados obtidos de infecções nas 

mamas são classificadas como E. coli patogênica mamária (MPEC). O objetivo deste estudo 

foi caracterizar geneticamente isolados de E. coli a partir de leite de vacas com mastite clínica 

utilizando técnicas moleculares, bem como investigar os padrões de aderência e resistência 

aos antimicrobianos dos isolados, para isso a investigação dos grupos filogenéticos, genes de 

virulência, presença de clones (por Pulsed field gel electrophoresis, PFGE), tipos de adesão 

em células HeLa, resistência aos antimicrobianos e genes relacionados com essa resistência 

foram realizados em 110 E. coli isoladas de leite de vacas com mastite clínica de diferentes 

fazendas dos estados de São Paulo, Minas Gerais e Paraná. De acordo com a presença dos 

genes específicos arpA, chuA, yjaA e TspE4.C2, os isolados foram classificados 

principalmente nos grupos comensais A (50,9 %) e B1 (38,2 %), seguidos dos grupos D 

(2,7 %), C (1,8 %) e B2/E/F/Escherichia clade I (0,9 %). Três isolados (2,7 %) não foram 

categorizados em nenhum desses grupos, classificados como de grupo filogenético 

desconhecido. Nenhum dos 110 isolados apresentou genes que caracterizam E. coli 

diarreiogênicas (DEC), entretanto os genes astA e shf, geralmente encontrados em E. coli 

enteroagregativa, foram identificados em 7,3 % (8/110) e 10,3 % (3/29) dos isolados, 

respectivamente. Entre os genes que caracterizaram E. coli extra-intestinal (ExPEC), fimH 

(93,6 %) foi o mais frequente, seguidos pelos genes traT (77,3 %), ompT (68,2 %), ecpA 

(65,5 %), irp2 (34,5 %), fimA (28,2 %), sitA (26,4 %), cdt (10 %), KpsMTII/iroN/iucD 

(3,6 %), hlyA/ireA/ibe10 (1,8 %) e papA/papC/sat/vat (0,9 %). Pela análise de PFGE, 

observou-se 103 pulsotipos e seis clones, quatro dos quais obtidos na mesma fazenda em 

animais diferentes e um no mesmo animal, em diferentes momentos da lactação, indicando 

casos de persistência de E. coli nas infecções intramárias. Segundo os parâmetros de adesão 

em células HeLa, 26 (23,6 %) isolados aderiram de forma agregativa, enquanto quatro (3,6 %) 

aderiram de forma difusa; o restante dos isolados foram caracterizados com aderência não 

característica, não aderentes ou promoveram o destacamento do tapete celular. Em relação à 

ação dos antimicrobianos, 19,1 % dos isolados foram resistentes à tetraciclina e a maioria 

(99,1 %), foram sensíveis à cefoxitina. Ainda, cinco (4,5 %) isolados foram produtores de 

ESBL em teste fenotípico, ocorrendo a presença dos genes blaTEM (31,8 %), blaCTX-M-2/ 

blaCTX-M-8 (1,8 %) e blaCTX-M-15 (0,9 %). O gene blaCMY-2 foi relatado em um (0,9 %) isolado de 

E. coli. Conclui-se que os isolados de E. coli de mastite clínica bovina foram bastante



heterogêneos em suas identidades gênicas, não sendo possível apresentar um padrão de 

virulência característico para o patotipo MPEC, pois os genes ecpA, papA, shf, ibe10, ompT, 

ireA, cdt, sat e blaCTX-M-8, já descritos genericamente em ExPEC, foram observados nos 

isolados de mastite pela primeira vez nesse trabalho. Não foram identificadas DEC e por isso, 

os isolados de mastite apresentam pequeno potencial de risco zoonótico, transmissível pelo 

leite bovino, bem como os genes associados a processos diarreiogênicos não parecem não 

apresentar influência no estabelecimento de mastite clínica Além disso, embora grande parte 

dos isolados não tenham produzido β-lactamases no teste fenotípico, a presença de cepas 

carreadoras desses genes no ambiente representa preocupação em saúde pública, em virtude 

do aumento de resistência de E. coli obtidas de animais. 

Palavras-chave: AmpC; antibiograma; ESBL; infecção intramamária; MPEC. 



ABSTRACT 

Bovine mastitis is one of the diseases that most causes damage to dairy properties and, despite 

control programs, Escherichia coli stands out as an important environmental pathogen that 

causes this disease in its clinical form. Isolates obtained from breast infections are classified 

as mammary pathogenic E. coli (MPEC). The objective of this study was to genetically 

characterize E. coli isolates from milk of cows with clinical mastitis using molecular 

techniques, as well as to investigate the adhesion patterns and antimicrobial resistance of 

isolates, for this purpose the investigation of phylogenetic groups, virulence genes, presence 

of clones (by Pulsed field gel electrophoresis, PFGE), HeLa cell adhesion types, antimicrobial 

resistance, and genes related to this resistance were performed on 110 E. coli isolated from 

milk of cows with clinical mastitis from different state farms from São Paulo, Minas Gerais 

and Paraná. According to the presence of the specific genes arpA, chuA, yjaA and TspE4.C2, 

isolates were classified mainly in commensal groups A (50.9 %) and B1 (38.2 %), followed 

by groups D (2.7 %), C (1.8 %) and B2/E/F/Escherichia clade I (0.9 %). Three isolates 

(2.7 %) were not categorized in any of these groups, classified as unknown phylogenetic 

group. None of the 110 isolates presented genes that characterize diarrheagenic E. coli (DEC), 

however, the astA and shf genes, commonly found in enteroaggregative E. coli, were 

identified in 7.3 % (8/110) and 10.3 % (3/29) of the isolates, respectively. Among the genes 

that characterized extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC), fimH (93.6 %) was the most 

frequent, followed by traT (77.3 %), ompT (68.2 %), ecpA (65, 5 %), irp2 (34.5 %), fimA 

(28.2 %), sitA (26.4 %), cdt (10 %), KpsMTII/iroN/iucD (3.6 %), hlyA/ireA/ibe10 (1.8 %) and 

papA/papC/sat/vat (0.9 %). By PFGE analysis, 103 pulsotypes and six clones were observed, 

four of which were obtained from the same farm in different animals and one in the same 

animal at different times of lactation, indicating cases of E. coli persistence in intrammary 

infections. According to adhesion parameters in HeLa cells, 26 (23.6 %) isolates adhered 

aggregatively, while four (3.6 %) adhered diffusely; the remaining isolates were characterized 

with non-characteristic adherence, non-adherence or promoted detachment of the cell mat. 

Regarding the action of antimicrobials, 19.1 % of the isolates were resistant to tetracycline 

and most (99.1 %) were sensitive to cefoxitin. In addition, five (4.5 %) isolates produced 

ESBL in phenotypic test, with the presence of blaTEM (31.8 %), blaCTX-M-2/blaCTX-M-8 (1.8 %) 

and blaCTX-M-15 (0.9 %). The blaCMY-2 gene was reported in one (0.9 %) E. coli isolate. It was 

concluded that the isolates of E. coli from clinical bovine mastitis were very heterogeneous in 

their gene identities. It is not possible to present a characteristic virulence pattern for the 

MPEC pathotype, since the genes ecpA, papA, shf, ibe10, ompT, ireA, cdt, sat and blaCTX-M-8, 



already described generically in ExPEC, were observed in mastitis isolates for the first time in 

this work. No DEC were identified, therefore, mastitis isolates have little potential for 

zoonotic risk, transmissible through bovine milk, and genes associated with diarrhiogenic 

processes do not seem to have any influence on the establishment of clinical mastitis. In 

addition, although most isolates have not produced β-lactamases in the phenotypic test, the 

presence of carrier strains of these genes in the environment is a concern in public health, due 

to the increased resistance of E. coli obtained from animals. 

Keywords: AmpC; antibiogram; ESBL; intramammary infection; MPEC. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA

1.1. Mastite Bovina 

A mastite é uma inflamação da glândula mamária causada por alterações fisiológicas, 

trauma do úbere ou, mais frequentemente, por micro-organismos patogênicos (OVIEDO-

BOYSO et al., 2007). É considerada a enfermidade com maior impacto na pecuária leiteira 

mundial (MARTIN et al., 2018) e por ser uma doença de etiologia multifatorial, dificilmente é 

controlada (ELIAS et al., 2012). 

As perdas causadas pela mastite ocorrem pela redução da produção e descarte do leite, 

custos com tratamento e aplicação de antimicrobianos, aumento do risco de coinfecções, 

além de ser uma das principais causas de descarte de vacas em rebanhos leiteiros 

(HOGEVEEN et al., 2011). Também deve ser levado em consideração o menor rendimento na 

fabricação de derivados lácteos pela alteração na composição do leite e a menor vida de 

prateleira dessa matéria prima e de seus derivados (ARCHER et al., 2013). Somado a isto, há 

ainda o risco potencial à saúde publica, visto que a disseminação de toxinas, patógenos 

causadores de zoonoses e resíduos de antimicrobianos é um risco, principalmente em nichos de 

mercado de produtos lácteos não pasteurizados, no comércio de leite informal ou durante falhas 

no processo de pasteurização (ALTALHI e HASSAN, 2009; RIBEIRO et al., 2009). 

A mastite pode se manifestar nas formas subclínica e clínica. No primeiro tipo, o 

animal não apresenta sinais clínicos e não ocorrem alterações macroscópicas no leite, sendo 

responsável por mais de 70 % dos casos de mastite bovina, enquanto a forma clínica da 

doença tem incidência média de 25 a 30 % (CAVERO et al., 2008), causando sinais no animal 

(edema, congestão, nódulos, abcessos e sensibilidade aumentada do úbere) e alterações no 

leite (presença de grumos, dessora do leite ou sangue) (BRADLEY, 2002; BLOWEY e 

EDMONSON, 2010). 

Nos processos inflamatórios que ocorrem em resposta à infecção da glândula mamária, 

pode haver maior ou menor lesão tecidual, dependendo do micro-organismo causador e da 

persistência da inflamação (BRANDT et al., 2010). De acordo com a duração da inflamação, 

a mastite pode ser classificada em aguda ou crônica (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 

2004). Os casos agudos são de curta duração e caracterizados por alterações físicas nos 

quartos acometidos, como inchaço,  aumento da temperatura, além de alterações visíveis no 

leite (SIIVONEN et al., 2011), enquanto a mastite crônica ocorre quando o patógeno causador 

da mastite não é eliminado e ainfecção é persistente (LEITNER et al., 2000). 
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Tanto a forma clínica quanto a subclínica podem ainda ser divididas em contagiosa 

e ambiental, dependendo do micro-organismo envolvido (WATTS, 1988). Os micro-

organismos contagiosos são encontrados no úbere do animal e podem ser transmitidos dos 

quartos infectados para os sadios entre vacas ou mesmo entre quartos de uma mesma vaca, 

durante a ordenha pela ordenhadeira e ordenhadores (FREITAS et al., 2005). Já os patógenos 

ambientais são considerados patógenos oportunistas encontrados no meio ambiente, como 

terra, solo, água, fezes e cama dos animais e são transmitidos, principalmente, entre as ordenhas 

(GEORGE et al., 2007). 

Nos últimos anos, casos de mastite ambiental vêm aumentando em muitos países, 

geralmente em rebanhos com sucesso no controle de gentes contagiosos (OLIVER et al., 

2011). Os patógenos ambientais são menos adaptados a sobreviverem na glândula mamária e 

causam resposta imune mais intensa, com sinais variando de leve a moderado, embora haja 

casos septicêmicos fatais pela produção de endotoxinas que são absorvidas pela corrente 

sanguínea e o animal pode apresentar febre, diminuição de apetite, desidratação, perda de 

peso e queda na produção de leite, podendo vir a óbito como consequência da infecção 

generalizada e toxemia (LANGONI et al., 2017). O leite nesses casos apresenta-se aguado 

com aspecto dessorado de cor palha, com presença de grumos ou coágulos característicos.  

Os patógenos ambientais mais comumente encontrados são as enterobactérias 

(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella aerogenes), Nocardia spp., 

Pseudomonas aeruginosa, algas (Prototheca zopfii) e certos fungos (RIBEIRO et al., 2009). 

Estes micro-organismos são encontrados na água, fezes, solo, cama dos animais e no 

ambiente, podendo infectar a glândula mamária quando o úbere ou os tetos das vacas entram 

em contato com o agente no ambiente (SCHREINER e RUEGG, 2002). Os casos de mastite 

causados por coliformes são considerados graves e, apesar da menor prevalência em relação 

à contagiosa, o patógeno mais relevante causador de mastite ambiental é Escherichia coli, por 

causar quadros clínicos graves, superagudos, levando ocasionalmente os animais a óbito 

(RIBEIRO et al., 2006). Este micro-organismo invade a glândula mamária via ascendente do 

canal do teto e pode se multiplicar imediatamente ou permanece em latência, sem causar 

sinais clínicos por dias (BRADLEY e GREEN, 2009). 

Alguns isolados de E. coli possuem maior habilidade em aderir e se multiplicar no 

tecido mamário, favorecendo infecções do úbere que resultam em dor, mama avermelhada e 

aumento da temperatura local (CHARLES e FURLONG, 1992). Podem ocorrer sinais 

sistêmicos como hipertermia, dispneia, apatia, atonia ruminal, taquicardia, inapetência, 
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prostração e morte, em decorrência da sepse, além de alterações no aspecto do leite, com 

presença de pus, sangue, grumos e flocos (DUNN, 1994). 

1.2.  Escherichia coli 

E. coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae, descrita pela

primeira vez pelo alemão Theodor Von Escherich em 1885, a partir de fezes de crianças 

sadias, nomeada inicialmente de Bacterium coli commune (TRABULSI et al., 2005). Passou a 

ser conhecida por E. coli em 1919 em homenagem ao pesquisador Escherich, que a 

descreveu (CHEN e FRANKEL, 2005). Atualmente o gênero Escherichia compreende as 

espécies E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris e E. albertii (HUYS et al., 2003), das 

quais E. coli a espécie mais patogênica. 

Morfologicamente, é caracterizada como bastonete curto, gram-negativo, não formador 

de esporos, móvel (por flagelos peritríqueos), mesófilas (multiplicam-se em temperatura ótima 

de, aproximadamente, 37 ºC) e é anaeróbia facultativa, por possuir metabolismo respiratório e 

fermentativo, capaz de fermentar, com produção de ácido, a lactose, glicose, maltose, manose, 

manitol, xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose (CROXEN et al., 2013). 

A sorotipagem clássica é baseada na classificação de Kauffmann (1947), onde são 

determinados os antígenos somáticos (Ӧhne - “O”), capsulares (Kapsel - “K”) e flagelares 

(Hauch - “H”) designados por números arábicos, dispostos após cada letra representativa do 

antígeno, e.g.: O26:K60:H11. Considerando-se somente E. coli, atualmente são 

reconhecidos 188 antígenos O e 53 antígenos H (JOENSEN et al., 2015), mas apenas 

pequeno subconjunto de combinações de O:H está associado às doenças em humanos e 

animais. 

E. coli pertence ao grupo dos coliformes totais (multiplicam-se à 35 ºC) e dos

termotolerantes (também chamados de coliformes a 45 ºC, por multiplicarem-se nessa 

temperatura). É considerado o mais específico indicador de contaminação de origem fecal e da 

possível presença de patógenos (HIRSCH e ZEE, 2003). Enquanto a maioria das E. coli são 

membros da microbiota dos humanos e animais, desempenhando importante papel na 

fisiologia intestinal, certos isolados possuem fatores de virulência que as capacitam 

desenvolver infecções no trato intestinal ou extra-intestinal, como trato urinário e meninges 

(NATARO e KAPER, 1998). A transmissão para humanos ocorre, principalmente, pelo 

consumo de alimentos contaminados, como carnes cruas ou pouco cozidos, leite não 
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6. CONCLUSÃO

E. coli isoladas de leite de vacas com mastite clínica foram classificadas como ExPEC

comensais, por estarem incluídas nos filogrupos A e B1 e por não apresentarem genes 

específicos de DEC. Apresentaram grande heterogeneidade gênica, sem padrão genético 

característico para o patotipo MPEC, fato que também pode ser explicado pelo relato de nove 

genes observados pela primeira vez em E. coli, isoladas de mastite e, portanto, sem base 

anterior de comparação. 

Como alguns isolados apresentaram padrões de AD ou AA, é possível que alguns 

deles apresentem potencial diarreiogênico, apesar de não terem apresentado os marcadores de 

DECclássicos. Também, a presença de E. coli resistentes a determinados antibióticos ou 

portadoras de genes de resistência reforça a preocupação com a emergência de isolados 

multirresistentes presentes no ambiente, animais e humanos, uma vez que E. coli é ambiental 

e oportunista, confirmando a possibilidade de transferência horizontal destas resistências. 
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