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Resumo 

 Cachorros têm sido propostos como possíveis reservatórios de cepas de 

Escherichia coli patogênicas que causam infecções em cachorros e em 

humanos. Entre Janeiro e Dezembro de 2006, 92 cepas de E. coli foram 

analisadas para a detecção da presença de genes produtores de toxina Shiga-

like (stx 1 e stx 2) e o gene da intimina (eae). Doze cepas de E. coli 

Shigatoxigênica (STEC) foram detectadas por PCR como portadoras dos 

genes de Shiga toxina, 7 cepas do gene stx 1 (7,6%), 5 do stx 2 (5,4%) e 

nenhuma delas apresentando ambos os genes. Nove (9,8%) das cepas de E. 

coli apresentaram o gene eae e não eram produtoras de Shiga toxina. Os 

isolados de E. coli foram também examinados para a detecção dos genes 

codificadores de adesinas (pap, sfa e afa), hemolisina e aerobactina. A 

freqüência dos genes de virulência detectados nestes isolados foi de 12,0% 

pap, 1,0% sfa, 10,0% hemolisina e 6,5% aerobactina. Seis destes isolados 

foram caracterizados como cepas de E.coli patogênica extraintestinal (ExPEC). 

Entre as cepas de STEC e ExPEC foi encontrado um alto nível de resistência a 

agentes antimicrobianos (estreptomicina com 81% e 100% e cefalotina com 

85,7% e 50% respectivamente) e algumas delas foram caracterizadas como E. 

coli resistentes a múltiplas drogas (MDREC), o que representa um motivo de 

preocupação devido ao risco de disseminação dos genes de resistência para a 

microbiota dos seres humanos. 

 

Palavras Chave: Escherichia coli, STEC, ExPEC, cachorro, resistência 

antimicrobiana, resistência a múltiplas drogas.



 

 

1. Introdução 

A Escherichia coli Shiga toxigênica (STEC) e a E. coli Attaching – 

Effacing (AEEC) têm sido associadas à doença diarréica em cachorros. As 

bactérias STEC possuem os genes responsáveis pela formação de uma toxina 

semelhante a Shiga-toxina, que são os genes stx1 e stx2. Já as AEEC 

possuem a intimina, uma adesina codificada pelo gene eae.  

A E. coli extraintestinal (ExPEC) é uma cepa especializada, que tem 

como característica principal a presença de múltiplos fatores de virulência (FV), 

tais como: hemolisina, aerobactina e fímbrias. Estes fatores possibilitam a 

colonização da bactéria na superfície da mucosa do hospedeiro subvertendo 

seus mecanismos de defesa a fim de obter nutrientes essenciais, como por 

exemplo, o ferro facilitando a instalação da infecção. 

As ExPEC são atualmente definidas como comensais no trato intestinal 

do hospedeiro, porém podem migrar para sítios estéreis causando infecções 

como: infecção do trato urinário (ITU), bacteremias e meningite neonatal 

bacteriana. 

A possível transferência dessas cepas como zoonose, assim como 

transferência de resistência antimicrobiana tem despertado o interesse em 

pesquisas na área. 
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Figura 01 - Foto da bactéria Escherichia coli obtida no site: 
http://biyolojiegitim.yyu.edu.tr/k/E.c/images/Escherichia%20coli_3_jpg.jpg 
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2- Revisão da Literatura 

 

2.1- Histórico 

 

Descrita pela primeira vez por Theodor Von Escherich em 1885 a 

Escherichia coli foi inicialmente denominada de Bacterium coli. Em função de 

fazer parte da microbiota da maioria dos animais e do homem, ela foi por muito 

tempo considerada não patogênica. No entanto, ao longo de anos de pesquisa, 

esta enterobactéria vem sendo associada a infecções localizadas e sistêmicas 

tanto em seres humanos quanto em animais (KONEMAN et al., 1997). 

A E. coli foi muito estudada ao longo da história por vários 

pesquisadores. Em 1908 GUYOT observou que algumas cepas de E. coli eram 

capazes de aglutinar glóbulos vermelhos e mais tarde, em 1943, ROSENTHAL 

evidenciou que culturas com capacidade de hemaglutinação também poderiam 

aglutinar esperma, leveduras e até mesmo pólen. A propriedade de 

hemaglutinação foi associada com a expressão de estruturas de superfície na 

bactéria, as quais são finas e filamentosas denominadas de fímbrias ou pili 

(DUGUID et al, 1955). 

 

2.2 –  A Escherichia coli 

 

As cepas de E. coli são freqüentemente identificadas através de 

reações bioquímicas. Contudo, esse método deve ser usado com cautela, 
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porque apenas 90% das cepas de E.coli são lactose positiva; algumas cepas 

de E.coli diarréicas, incluindo muitas cepas de E.coli enteroinvasiva, são 

lactose negativa. O teste do indol, positivo em 99% das cepas de E.coli, é o 

melhor teste para identificação dos outros membros da família 

Enterobacteriaceae (TRABULSI et al., 2002). 

A sorotipagem ocupa um lugar de destaque no estudo deste 

microrganismo. KAUFFMAN (1944 apud NATARO & KAPER, 1998) propôs um 

esquema para a classificação sorológica de E.coli, que permanece sendo 

usado até os dias atuais. De acordo com o esquema de KAUFFMAN, as E.coli 

são sorotipadas com base em seu antígeno somático (O), flagelar (H) e 

capsular (K), sendo que a quantidade de diferentes antígenos identificados 

aumenta a cada ano. São conhecidos atualmente 174 antígenos O 100 

antígenos K, e 57 antígenos H que, por convenção internacional, são 

designados por números arábicos, colocados em seguida a cada letra, como, 

por exemplo, O26: K6o: H11. Nem todas as amostras de E.coli sejam do intestino 

humano ou de qualquer outro local do organismo, apresentam os três tipos de 

antígenos ao mesmo tempo. 

 

2.2.1- Escherichia coli comensal 

 

A E. coli é o principal constituinte da microbiota fecal facultativa na 

maioria dos humanos saudáveis, outros mamíferos e pássaros (JAWETZ et al, 

1998). Estas cepas de E. coli são consideradas comensais por se adaptarem 

passivamente com seu hospedeiro sem causar doenças, sendo que na sua 
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maioria origina-se da E. coli do grupo filogenético A (RUSSO & JOHNSON, 

2000). 

Dos 174 sorogrupos O identificados, 60 deles foram encontrados na 

espécie humana. E destes 60, cerca de 25 fazem parte da microbiota 

intestinal normal, e a maioria também está associada à infecção urinária, 

meningite e bacteremia. Os outros 35 sorogrupos são agentes de infecções 

intestinais (NATARO & KAPER, 1998). 

 

2.2.2 – Escherichia coli Patogênica 

 

A Escherichia coli é uma das bactérias mais estudadas e uma das mais 

comumente isoladas no laboratório clínico de microbiologia. As cepas de E. coli 

biologicamente significantes para o ser humano podem ser classificadas (com 

base em sua genética e critérios clínicos) em três grandes grupos, que são: as 

comensais, as patogênicas intestinais (entéricas ou diarréicas) e as patogênicas 

extraintestinais (RUSSO & JOHNSON, 2000). 

Existem relatos de colibacilose em cães e gatos, embora o número seja 

mais reduzido. Muitos pesquisadores admitem a participação de cães, filhotes 

ou adultos sem manifestações de sintomas de colibacilose, na cadeia 

epidemiológica como reservatório de E. coli patogênica ao homem (DROLET, 

1994). 

De acordo com a patogenicidade, as E.coli foram classificadas em sete 

classes: 1- Escherichia coli enterotoxigênica - ETEC , 2- Escherichia coli 

enteropatogênica - EPEC , 3- Escherichia coli enterohemorrágica - EHEC , 4- 
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Escherichia coli produtora de verotoxina - VTEC, 5- Escherichia coli 

enteroinvasiva - EIEC , 6- Escherichia coli enteroagregativa - EaggEC ou 

EAEC 7-  Escherichia coli difusamente aderente DAEC (NATARO & KAPER, 

1998). 

 

2.2.2.1- Escherichia coli Shiga-Toxigênica (STEC) 

 

As STEC causam diarréia aquosa inicial que pode progredir em colite 

hemorrágica e síndrome hemolítico - urêmico (que ocorre em 5% das 

infecções por STEC). Têm fímbrias aderentes e produzem uma toxina 

semelhante a shiga-toxina produzida pela Shigella sp. Podem provocar 

anemia, trombocitopenia e insuficiência renal aguda potencialmente perigosa. 

Um patógeno emergente, a E. coli produtora de shiga-toxina (STEC) do 

sorogrupo O157, é designada como E. coli enterohemorrágica (EHEC) e é 

responsável por muitos surtos de colite hemorrágica e síndrome urêmica 

hemorrágica (PATON & PATON, 1998; CAPRIOLI et al, 2005). 

As STEC são dificilmente encontradas na microbiota fecal de hospedeiros 

sadios, mas são essencialmente obrigatórias em gastrenterites ou colites 

quando ingeridas em quantidades suficientes (PELCZAR et al, 1997). 

PRADA et al, em 1991 estudou as características das cepas α-

hemolíticas de E. coli isoladas de cães com gastroenterite e notou que das 24 

cepas produtoras de hemolisina (Hly+) 8 possuíam os genes para Hly 

plasmidial e 16 para o gene cromossômico. Notou também que doze das 

cepas mostraram atividades enterotóxicas em diferentes provas. Entre estas, 
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três cepas O42:H37 e duas O70:H- que carregavam o gene Hly plasmidial 

também apresentaram outros plasmídios com os genes de enterotoxinas 

termoestáveis  Stx 1. A produção de α- hemolisina esta intrinsecamente ligada 

com a  produção de Fator Citotóxico Necrosante (CNF), que foi detectado em 

17 das 24 amostras, sendo 16 do tipo CNF1 e 1 de tipo desconhecido. 

Ruminantes domésticos, especialmente bovinos, ovinos e caprinos são 

descritos como os principais reservatórios de cepas STEC, que causam 

infecções em humanos (CHAPMAN et al, 2001). Entretanto em outros animais 

domésticos como gatos e cachorros também foi descrita a ocorrência de cepas 

STEC (BEUTIN et al, 1993; HAMMERMULLER et al, 1995; STAATS et al, 2003; 

BENTANCOR et al, 2007). 

A transmissão ocorre predominantemente por consumo direto de carne 

mal-cozida, produtos lácteos não pasteurizados e vegetais contaminados 

(PATON & PATON, 1998; CAPRIOLI et al, 2005). Outras formas de transmissão 

são o contato direto entre humanos e animais e a contaminação fecal (MEAD & 

GRIFFIN, 1998; BENTANCOR et al, 2007). A cepa STEC mais freqüentemente 

associada com doença clínica é o sorotipo O157:H7, entretanto existem mais de 

duzentos diferentes sorotipos de cepas de STEC alguns dos quais associados 

com doenças em humanos (LAW, 2000), uma vez que cepas não-O157 são 

mais prevalentes em animais e como contaminantes de alimentos, assim os 

seres humanos estão provavelmente mais expostos a estas cepas (BEUTIN et 

al, 2004; BLANCO et al, 2004). 

Animais de estimação podem ser reservatórios naturais de vários 

organismos potencialmente causadores de doença em seres humanos, 
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especialmente as crianças são as mais afetadas neste jogo de transferência de 

genes, uma vez que elas não apresentam os devidos cuidados com a higiene 

(RODRIGUES et al, 2004). O eventual papel dos cães como reservatórios de 

cepas STEC ainda não está totalmente esclarecido. 

 As cepas de E. coli attaching-effacing (AEEC) são caracterizadas por sua 

habilidade em causar lesões do tipo A/E na mucosa intestinal de hospedeiros 

humano e de animal causando diarréia. A geração de lesões do tipo A/E é 

iniciada por íntima adesão da bactéria com os enterócitos a qual é mediada pela 

intimina, uma adesina codificada pelo gene eae (NATARO & KAPER, 1998). A 

detecção do gene eae foi definida como um indicador para a presença de um 

fator de patogenicidade A/E em uma cepa (KNUTTON et al, 1991). Infecções 

naturais com AEEC em cães também já foram descritas (BROES et al, 1998; 

BEAUDRY et al, 1996; NAKAZATO et al, 2004).  

 

2.2.2.2- Escherichia coli extraintestinal (ExPEC) 

 

A E. coli extraintestinal é a causa mais comum de infecção do trato 

urinário (ITU), um grupo heterogêneo de desordens que, coletivamente causam 

morbidade considerável, perdendo produtividade e aumentado custos de 

cuidados com a saúde (PATON, et al, 1991). 

O agente etiológico mais comum causador de ITU em pacientes 

ambulatoriais e hospitalizados é E. coli, responsável por 75 - 90% dos isolados 

de ITU não complicadas (GUPTA et al, 2001; KARLOWSKY et al, 2002). 
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Existe uma ampla variedade de manifestações clínicas associadas a ITU, 

assim como a recorrência da infecção e o aparecimento de seqüelas. Os fatores 

relacionados a susceptibilidade individual e os fatores de virulência das bactérias 

explicam esta variabilidade (SOBEL, 1991). 

A infecção causada por ExPEC não tem chamado a atenção pública 

como a infecção causada por E. coli patogênica intestinal, isto porque em 

contraste com a E. coli O157:H7, a infecção por ExPEC não ocorre de forma 

epidêmica e sim de forma discreta, aparentemente não é proveniente de 

alimento contaminado e muitas vezes, causa somente uma pequena morbidade 

no hospedeiro ou um leve comprometimento, sendo assim a infra-estrutura da 

saúde pública trabalha constantemente para detectar as infecções causadas por 

E. coli patogênica intestinal tornando-as notória, enquanto que as infecções 

causadas por ExPEC não são citadas ou dada a devida importância (JOHNSON 

& RUSSO, 2002). 

O principal risco oferecido pela colonização das ExPEC no intestino 

humano seria a transferência horizontal dos fatores de virulência, que podem 

converter as cepas comensais em potenciais cepas patogênicas. Os fatores 

responsáveis por esse processo representam um mistério para a comunidade 

científica (JOHNSON et al, 2001). 

Os genes para múltiplos fatores de virulência freqüentemente estão juntos 

em grandes blocos de cromossomos chamados de ilhas de patogenicidade 

(PAIs) (RUSSO & JOHNSON, 2000). Presume-se que os genes para os FVs 

unem-se nessas PAIs pois ganham vantagens quando presentes em grupo e 
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sendo assim são transmitidas horizontalmente para outra bactéria (JOHNSON 

& RUSSO, 2002 ). 

 

2.3- Fatores de Virulência 

 

2.3.1 Hemolisina 

 

A capacidade da E. coli em provocar a lise em eritrócitos foi observada 

pela primeira vez por KAYSER em 1903 (in CAVALIERI et al, 1985), que 

também notou no sobrenadante da cultura contendo E. coli uma atividade 

hemolítica após serem filtrados através do filtro de Chimberland. 

Em 1963 SMITH foi o primeiro a comprovar que nas mesmas condições 

de crescimento, algumas cepas hemolíticas de E. coli poderiam produzir dois 

diferentes tipos de proteínas simultaneamente em placas de agar sangue, a 

alfa-hemolisina e a beta-hemolisina. A alfa-hemolisina se caracteriza por 

apresentar alto peso molecular e pode ser excretada pela bactéria, possuindo 

ação mais acentuada sobre linfócitos, enquanto que a beta-hemolisina 

permanece ligada à parede celular e manifesta ação inibitória durante a 

fagocitose e quimiotaxia. 

As hemolisinas são proteínas que são secretadas extracelularmente 

(exoproteínas) por algumas cepas de E. coli, as quais possuem uma ação 

citotóxica, provocando lise em uma variedade de tipos de células incluindo 

eritrócitos, fibroblastos, granulócitos e outros leucócitos humanos (CAVALIERI 

et al, 1985; KONIG et al, 1986). 
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Cerca de 50% das cepas de E. coli que causam infecções extraintestinais 

em humanos secretam hemolisina. Essas cepas recebem o nome de 

hemolíticas, nas quais se observam zonas de hemólise ao redor da colônia de 

bactérias em placas de agar sangue  (HUGHES et al, 1983). 

GOEBEL et al (1974 in CAVALIERI et al, 1985) demonstraram que as 

cepas de E. coli hemolíticas possuem um ou mais plasmídios envolvidos na 

síntese e secreção das hemolisinas. Esses plasmídios funcionam como um 

cluster, mas ainda não está bem esclarecido onde essas proteínas são 

traduzidas e por quais mecanismos são liberadas (FELMLEE et al, 1985). 

A hemolisina pode contribuir no processo da doença de três modos: a) 

por ser citotóxica para as células do tecido “in vitro”, logo deve prejudicar as 

células “in vivo” e contribuir diretamente para a patologia do tecido; b) afetando 

os mecanismos de defesa do hospedeiro (leucócitos e suas funções) permitindo 

a sobrevivência do microorganismo; c) lise do eritrócito, mecanismo através do 

qual o microorganismo irá obter ferro para permanecer vivo e talvez para 

continuar a síntese de hemolisina (CAVALIERI et al, 1985). A enterohemolisina 

é um outro tipo de hemolisina, que é produzida na fase estacionária de 

multiplicação da E. coli, sendo relacionado por muitos pesquisadores às 

verotoxinas em humanos e bovinos. 

 

2.3.2 Aerobactina 

 

A habilidade em expressar um sistema de alta afinidade para captação 

de ferro tem sido relacionada com a virulência em uma variedade de 
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microorganismos patogênicos para animais e humanos (BINDEREIF & 

NEILANDS, 1983). A produção da aerobactina está relacionada com este 

aumento na capacidade de captação do ferro, necessário para o transporte de 

oxigênio bacteriano, síntese de DNA, transporte de elétrons e metabolismo de 

peróxidos (JOHNSON, 1991). 

Embora o ferro seja abundante nos organismos parasitados, ele é 

quantitativamente insolúvel em meio aeróbico e em pH biológico 

(MONTGOMERIE et al, 1984), na maioria das vezes é encontrado 

intracelularmente e a quantidade extracelular é ligada a glicoproteínas, à qual 

possui grande afinidade (SHARMA et al, 1991). Isto levou à evolução de um 

mecanismo especial para a solubilização e transporte desse elemento. 

Os principais mecanismos da E. coli para aquisição de ferro em 

ambientes com sua quantidade limitada são: a) a produção da hemolisina, que 

provoca a destruição da membrana do eritrócito liberando o ferro em forma de 

hemoglobina e b) a geração de moléculas de baixo peso molecular chamadas 

de sideróforos, que são compostos quelantes de ferro que solubilizam e 

seqüestram o ferro do tecido do hospedeiro para uso da bactéria. Existem dois 

tipos de sideróforos, o tipo catecol (enterocolina) o qual é encontrado na maioria 

das amostras de E. coli e o tipo mediado por hidroxamato (aerobactina) é 

encontrado em algumas amostras (MONTGOMERIE et al, 1984; WILLIAMS & 

CARBONETTI. 1986; JOHNSON et al, 1988; SHARMA et al, 1991). 

O sistema aerobactina foi inicialmente descrito como sendo codificado 

pelo plasmídio COL V (WILLIAMS, 1979), porém mais tarde foi observado que 

também podem ser codificados por outros plasmídios ou genes cromossomais 
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(VALVANO & CROSA, 1984; BINDEREIF & NEILANDS, 1985; VALVANO et al, 

1986; LINGGOOD et al 1987; MARTINEZ et al, 1987). 

Tanto no homem quanto nos animais não há um esclarecimento 

completo quanto à captação do ferro exógeno em infecção por E. coli, mas 

sabe-se que é um importante fator de virulência ligado a processos septicêmico 

extraintestinal. 

 

2.3.3 Pesquisa de Adesinas 

 

Para que microorganismos possam colonizar um hospedeiro, eles 

precisam se aderir a este, causando assim infecções. A aderência é uma 

propriedade importante a fim de se evitar que, tais microorganismos 

patogênicos seja vírus, bactérias, entre outros, sejam arrastados pelo fluxo 

normal de fluidos orgânicos (sangue, urina, conteúdo intestinal, etc.). 

(JOHNSON, 1991). 

A proteína responsável por essa aderência da bactéria ao hospedeiro é 

denominada de adesina (TOMISAWA et al, 1989). Tais adesinas podem ser 

classificadas e caracterizadas sorologicamente de acordo com o perfil de 

hemaglutinação e seus receptores específicos (SVANBORG-ÉDEN & HANSON, 

1978) 

A aderência a uma célula uroepitelial foi reconhecida quando cepas de E. 

coli que causavam ITU aglutinaram eritrócitos humanos na presença de 

manose. Elas foram identificadas como tendo uma hemaglutinação manose 

resistente (HAMR) (GREEN & THOMAS, 1981). Desde então as adesinas 
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expressas por E. coli uropatogênica têm sido classificadas como hemaglutininas 

manose sensíveis (MS) ou manose resistentes (MR), dependendo de sua 

habilidade em aglutinar eritrócitos na presença de compostos com D-manose 

(HAGBERG et al, 1981). Hemaglutininas MR têm sido ainda subdivididas de 

acordo com suas especificidades para receptores. Com base nessa 

especificidade podemos considerar dois grupos: os que reconhecem os 

antígenos do grupo sanguíneo P humano (Fímbria P) e outra denominada 

adesina X ou fímbria X que possui especificidade para receptores 

desconhecidos. Um grupo de adesinas X está associado freqüentemente à E. 

coli O75, que tem mostrado afinidade com o antígeno do grupo sanguineo Dr e 

parece ser importante nas infecções vesicais (JOHNSON, 1991). 

Em geral amostras que causam infecção no trato urinário superior 

possuem fímbria tipo I em adição à fímbria P, sugerindo que o tipo I deve 

aumentar o potencial da fímbria P (LATHAM & STAMM, 1984). 

 

2.3.4 Genes de virulência 

 

As PAIs, descritas pela primeira vez por HACKER et al (1983), foram 

encontradas em uma região do DNA (> 30 kb) que está associada com 

organismos patogênicos e não são comumente encontrados no genoma de E. 

coli fecal. Em 2001 GUYER et al identificaram dois tipos de PAI: PAI I que 

carrega o “operon” para os genes pap e hly os quais codificam fímbria P e 

hemolisina, respectivamente, e PAI II que possui uma segunda cópia do operon 
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pap, genes envolvidos no transporte de ferro e os que codificam o auto-

transporte e secreção de toxinas (BAUER et al, 2002). 

Alguns genes encontrados nos PAIs são denominados de pap (pili 

associado a pielonefrite), sfa (adesina S fímbria) e afa (adesina afimbrial) os 

quais são transcritos em um único segmento de RNA mensageiro e regulados 

por um conjunto de seqüências comuns de DNA (um operon). Os operons são 

comumente encontrados, em sua maioria, codificando P ou F, S e afa (também 

designada Dr hemaglutinina) adesinas, respectivamente (BLANCO et al, 1997). 

 

2.4- Antimicrobianos e suas Resistências 

 

Em 1905 Paul Ehrlich demonstrou a possibilidade da síntese de certas 

substâncias capazes de danificar especificamente as células do 

microorganismo infectante, sem prejuízo para a saúde do hospedeiro. Ehrlich 

introduziu o conceito de índice quimioterápico – relação entre a dose máxima 

tolerada e a dose mínima curativa: o que propriamente caracteriza a 

quimioterapia é o emprego de sustâncias dotadas de alto parasitotropismo e 

baixo organotropismo, portanto de índice quimioterápico elevado (BIER, 

1985). 

A quimioterapia antimicrobiana começou em 1935, com a descoberta 

das sulfonamidas. Em 1940, foi demonstrado que a penicilina, descoberta em 

1929, poderia ser uma substância terapêutica eficaz. Durante os 25 anos 

seguintes as pesquisas de agentes quimoterápicos concentraram-se nas 

substâncias de origem microbiana, denominadas de antibióticos. O 
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isolamento, a concentração, a purificação e a produção da penicilina em 

grande escala foram sucedidos pelo desenvolvimento da estreptomicina, das 

tetraciclinas, do cloranfenicol e de muitos outros agentes. Essas substâncias 

foram originalmente isoladas dos filtrados dos respectivos cultivos de 

bolores. Posteriormente, outros antibióticos foram sintetizados e, nesses 

últimos anos, a modificação biossintética das moléculas passou a constituir 

um método promissor na elaboração de agentes antimicrobianos novos 

(JAWETZ et al, 1998). 

Antes que um antibiótico possa agir, ele deve interagir primeiro com 

alguma parte do microorganismo patogênico em um hospedeiro. A interação 

pode ser iniciada por um processo de transporte ativo especifico da célula, 

que serve para aumentar a concentração intracelular “livre” do antibiótico, 

além daquela que seria atingida por difusão passiva. A concentração 

intracelular do antibiótico é determinada pelo equilíbrio entre influxo e efluxo, 

não havendo necessidade de ligação específica da droga a nenhum 

componente intracelular (JAWETZ et al, 1998). 

Um dos grandes desafios na prática da medicina e cirurgia veterinária é a 

dificuldade no tratamento de infecções secundárias, quando estas são 

multirresistentes. O controle das infecções por Escherichia coli na medicina 

veterinária tem sido um problema, em especial devido à sua resistência múltipla 

aos antibióticos, isto é preocupante devido aos alimentos de origem animal e o 

contato cada vez mais próximo com animais de companhia (NOLAN et al., 

1987). Vários estudos de resistência foram feitos em animais de produção 

(bovinos, suínos e aves), entretanto pouca consideração tem sido dada ao papel 
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desempenhado pelos pequenos animais, tais como cães e gatos na 

transferência de resistência de linhagens de origem animal para humano. Os 

pesquisadores WHITE et al., demonstraram em 2002 que o nível de resistência 

antimicrobiana em cepas patogênicas vem aumentando com o passar do tempo. 

Os primeiros isolados clínicos de O157: H7 eram sensíveis a muitos 

antimicrobianos e a resistência a antibióticos era incomum nestes isolados. Uma 

vez que antimicrobianos não são utilizados para o tratamento de infecção por 

O157 em humanos, pode-se supor que o aumento desta resistência pode ser 

devido ao uso de antimicrobianos no gado, o qual é considerado um reservatório 

natural para a O157. Como um exemplo desse crescimento na resistência, em 

1988 RATNAM et al. verificaram que apenas 2,9% de 174 cepas de E.coli O157 

examinadas eram resistentes a um antimicrobiano. Mais recentemente MENG et 

al., (1998) descreveram que 24,0 % das 125 cepas de E.coli O157 examinadas 

isoladas de animais, alimentos e humanos apresentavam resistência a, no 

mínimo, um antibiótico e 19,0% eram resistentes a três ou mais antimicrobianos. 

Em 2002 PRESCOTT et al analisaram quinze anos de arquivos de um 

hospital-escola veterinário para determinar se a resistência a drogas 

antimicrobianas em Staphylococcus spp. isolados em cães aumentou, e se 

teve aumento nas espécies de bactérias isoladas do trato urinário de cães e 

notaram um aumento na multirresistência em Enterococcus spp. e um aumento 

marginal na incidência de Enterobacter spp. e Pseudomonas aeuroginosa, 

ambas bactérias antibiótico-resistentes. Chegaram à conclusão de que se deve 

evitar o uso indiscriminado de antibióticos no controle das infecções e que 

mais pesquisas são necessárias para esclarecer melhor o assunto. 
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Patógenos oportunistas multirresistentes são endêmicos em ambiente 

veterinário hospitalar. Cepas de E. coli resistentes a 12 antibióticos foram 

isolados de 2 cães internados na unidade de terapia intensiva com um 

intervalo de 48 horas um do outro. Uma revisão de 21 fichas do hospital com 

infecções por E. coli revelaram resistência a vários antibióticos, como por 

exemplo, a maioria das cefalosporinas, β-lactâmicos e ácido clavulânico, bem 

como resistência à tetraciclina, espectomicina, sulfonamidas, cloranfenicol e 

gentamicina.  Segundo SANCHEZ et al (2002), várias cepas com diferentes 

padrões genéticos estão presentes em ambientes hospitalar. 

A explicação de como o antibiótico atua, envolve um ou mais 

fenômenos biofísicos ou bioquímicos muito específicos, que ocorrem na 

bactéria. Para o sucesso da quimioterapia é preciso que o processo 

metabólico a ser atacado no microorganismo seja o mais diferente possível 

do hospedeiro, e que a lesão real que faz ou pode ser feita ao paciente pelo 

antimicrobiano deve ser avaliada em função do grau de risco para sua vida 

(YOUMANS et al, 1983). 

O mecanismo de ação da maioria dos antimicrobianos não está 

totalmente elucidado. Todavia, esses mecanismos podem ocorrer através da 

inibição da síntese da parede celular, inibição da função da membrana 

celular, inibição da síntese de proteínas (inibição da tradução do material 

genético) ou inibição da síntese de ácidos nucléicos (JAWETZ et al, 1998). 

O controle de ITU, por exemplo, é complicado devido ao aumento da 

incidência de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos comumente 

usados nos tratamentos (MANGES et al, 2001). Estudos indicam que esse 
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aumento de resistência é atribuído muitas vezes à utilização não criteriosa do 

antibiótico ou devido ao tratamento empírico (AHMED et al, 2000). 

É alarmante que bactérias portando genes de resistência a 

antimicrobianos, patogênicas ou não patogênicos para os seres humanos, 

sejam selecionadas na microbiota intestinal dos animais e que contaminem 

os alimentos de origem animal e que transfiram sua resistência para outras 

bactérias da mesma espécie ou não no intestino humano (DONNELLY, et al., 

1996; PIDDOCK, 1996; BYWATER, et al., 2004). 

O surgimento e a disseminação de resistência a drogas antimicrobianas 

entre as bactérias é considerado um sério problema de saúde pública e o 

controle dessa disseminação como um desafio à ciência (COHEN, 2000). Uma 

pressão seletiva favorecendo os genótipos resistentes a antimicrobianos é 

exercida sempre que estas drogas são utilizadas de forma errônea, 

desnecessária ou terapêutica para o tratamento de infecções em Medicina 

veterinária e humana. Como uma conseqüência desta pressão seletiva, e 

devido ao uso indiscriminado destas drogas nas últimas décadas, ocorreu um 

aumento extraordinário do nível de resistência a agentes antimicrobianos 

apresentado pelas bactérias de origem humana ou animal (ANGULO, et al., 

2000; TEUBER, 2001; LEVY, 2002). 

O nível de resistência apresentado pelas bactérias comensais foi proposto 

como um índice indicativo adequado para a avaliação da resistência a 

antimicrobianos apresentada pelas populações bacterianas, bem como um 

índice de avaliação da exposição destas bactérias às diferentes drogas 

antimicrobianas (Van den BOGAARD & STOBBERING, 2000; CAPRIOLI et al., 
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2000). Além disso, a aquisição de resistência pelas bactérias comensais é 

motivo de preocupação porque a microbiota pode atuar como um reservatório 

potencial de genes de resistência a drogas antimicrobianas, as quais podem 

ser transferidas para uma bactéria patogênica dentro de um mesmo 

hospedeiro (SUMMERS, 2002). 

 

2. 4.1- Grupos de Antimicrobianos e suas Resistências 

 

 A resistência antimicrobiana é um problema muito complexo que envolve 

várias espécies bacterianas, mecanismos de resistência, transferência de 

resistência e a existência de reservatórios naturais de alguns tipos de 

bactérias. Vários estudos mostram que o uso de antimicrobianos em rações 

animais contribui para a seleção da resistência antimicrobiana e aumenta os 

riscos para os humanos porque é possível a transmissão de resistência de 

bactéria causadora de zoonose via cadeia alimentar (WEGENER et al, 1999). 

Bactérias resistentes podem ser adquiridas por humanos por outros caminhos 

alternativos como uma transmissão pessoa a pessoa, exposição ambiental e 

em contato direto com animais. Cães e gatos representam fontes potenciais de 

disseminação de genes de resistência antimicrobiana devido ao uso 

indiscriminado de agentes antimicrobianos nestes animais e seu íntimo contato 

com humanos (GUARDABASSI et al, 2004). 
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2.4.1.1 Betalactâmicos 

 

Os betalactâmicos são compostos que contêm um núcleo básico 

comum, o anel betalactâmico. Todos os betalactâmicos atuam inibindo a 

síntese de parede celular bacteriana e, portanto, são ativos contra bactérias 

em crescimento. Esta inibição constitui apenas uma das atividades desses 

agentes, embora seja a mais compreendida. A etapa inicial na ação 

farmacológica consiste na ligação do fármaco aos receptores celulares 

(“proteínas de ligação da penicilina”, PBPs ou penicillin – binding proteins), 

logo a reação de transpeptidação é inibida, e a síntese de peptideoglicano é 

bloqueada. A próxima etapa provavelmente envolve a remoção ou inativação 

de um inibidor de enzimas autolíticas na parede celular. Isso ativa a enzima 

lítica e resulta em lise, se o ambiente for isotônico. Num meio 

acentuadamente hipertônico, as bactérias transformam-se em protoplastos 

ou esferoplastos, envolvidos apenas pela membrana celular. Existem vários 

tipos de PBPs e cada antibiótico pode ter especificidade maior por um ou 

vários tipos de PBP. Por atuarem na mesma membrana, porém em sítios 

diferentes, tais antibióticos, quando associados, podem demonstrar efeito 

aditivo. As PBPs estão sob controle cromossômico, e a ocorrência de 

mutações pode alterar seu número ou sua afinidade por fármacos 

betalactâmicos (JAWETZ et al, 1998). 

São considerados betalactâmicos os seguintes antibióticos: penicilina 

(Ampicilina), cefalosporinas de primeira geração (cefalotina), segunda 

geração ( cefuroxima e cefoxitina), terceira geração (cefotaxima, ceftriaxona, 
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ceftazidima), quarta geração (cefepina), monobactâmico (aztreonam) e 

carbapenem (imipenem). 

A resistência a este grupo pode se dar por mutações cromossomais 

das PBPs, por mutação dos canais de porina, levando a uma diminuição da 

permeabilidade da parede celular bacteriana ou pela produção de enzimas 

inativadoras do anel betalactâmico (PELCZAR Jr. et al, 1997). 

 

2.4.1.2 Aminoglicosídeos 

 

Quimicamente os aminoglicosídeos consistem em um amino-açúcar e 

em uma estrutura em forma e anel denominada aminociclitol (PELCZAR Jr. 

et al, 1997). 

O mecanismo de ação dos aminoglicosídeos consiste em induzir a 

síntese anormal de proteínas que se dá através de quatro etapas: ligação do 

aminoglicosídeo a uma proteína específica da subunidade 30S do ribossomo 

microbiano, bloqueando a atividade do complexo de iniciação para a 

formação de peptídeos. Após isto a leitura pelo RNAm é feita 

equivocadamente resultando na formação de uma proteína não-funcional. 

Em sua última etapa a ligação do aminoglicosídeo resulta na quebra dos 

polissomas em monossomas incapazes de sintetizar proteínas. Estes 

eventos ocorrem levando a bactéria à morte (JAWETZ et al, 1998). 

Como exemplo de aminoglicosídeos podemos citar: amicacina, 

gentamicina, tobramicina, estreptomicina, etc. 
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A resistência aos aminoglicosídeos quando de origem cromossômica 

está relacionada a uma perda ou alteração de uma proteína específica da 

subunidade 30S do ribossoma bacteriano (sítio de ligação em 

microorganismos susceptíveis). Uma outra forma de resistência consiste em 

um “defeito de permeabilidade”, reduzindo o transporte ativo da droga para o 

interior da célula, geralmente essa resistência é mediada por plasmídios. 

Além disso, bactérias gram negativas podem se tornar resistentes, devido a 

um plasmídio, produzindo enzimas (inativadoras) de adenilação, fosforilação 

ou acetilação, que destroem os fármacos (JAWETZ et al, 1998). 

 

2.4.1.3 Tetraciclinas 

 

As tetraciclinas são antibióticos de amplo espectro, que possuem um 

sistema de anel complexo. Formam um complexo insolúvel com diversos 

íons metálicos e o fato de possuírem interação com o cálcio e outros sais 

presentes na dieta levam a uma má absorção destes elementos quando 

utilizada por via oral (YOUMANS et al, 1983). 

As tetraciclinas agem inibindo a síntese protéica em nível ribossômico 

podendo atuar tanto nos ribossomos bacterianos como de mamíferos, porém 

possuem ação mais intensa na subunidade 30S dos sistemas bacterianos. 

Por possuírem ação reversível e até inibida quando na remoção do fármaco, 

as tetraciclinas podem ser consideradas como bacteriostáticas (JAWETZ et 

al, 1998). 
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Mudanças na permeabilidade ao fármaco são as principais formas de 

resistência dos microorganismos, resultando em alterações na 

permeabilidade do envoltório celular microbiano. Em organismos resistentes, 

o fármaco não é transportado ativamente para o interior da célula, ou é 

rapidamente excluído antes que atinja concentrações inibidoras. De modo 

geral esta resistência é controlada por plasmídios (JAWETZ et al, 1998). 

 

2.4.1.4 Quinolonas 

 

As quinolonas surgiram na década de 60 com o uso do ácido 

nalidíxico, sendo amplamente utilizados, especialmente em infecções 

urinárias. Na década de 80 surgiram as fluorquinolonas (norfloxacina), com 

indicação limitada para infecções do trato urinário e gastrointestinais. 

As quinolonas agem inibindo uma enzima chamada DNA-girase, que é 

responsável pelo superespirilamento do DNA bacteriano, para que o mesmo 

possa ser acomodado dentro da célula bacteriana em divisão. Assim, a falta 

dessa enzima faz com que o DNA fique alongado causando o rompimento da 

bactéria. Por este motivo podem ser consideradas drogas bactericidas 

(LOMAR & DIAMENT, 1998). 

Mutações na formação da enzima DNA – girase ou diminuição na 

permeabilidade da parede celular são as principais formas de aquisição de 

resistência bacteriana às quinolonas (LOMAR & DIAMENT, 1998). 
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2.4.1.5 Sulfonamidas 

 

O surgimento das sulfonamidas se deu na década de 30, sendo 

considerados os primeiros antimicrobianos eficazes. Todas possuem uma 

mesma estrutura central, que é importante, pois se assemelha à estrutura de 

um composto bioquímico natural denominado ácido para amino benzóico 

(PABA). Muitas bactérias requerem o PABA como um precursor do ácido 

tetraidrofólico (THFA), que é capaz de sintetizar aminoácidos e timina, um 

componente essencial ao DNA. 

Por serem análogos estruturais do PABA, as enzimas bacterianas são 

muitas vezes “enganadas”. Isto resulta numa inibição competitiva da 

atividade da enzima, no caso a diidropteroato sintetase e por conseqüência o 

THFA não será produzido pela célula, assim as sulfonamidas podem ser 

consideradas compostos bacteriostáticos (JAWETZ et al, 1998). 

Sua combinação com o trimetroprim produz um bloqueio seqüencial 

aumentando bastante o efeito bactericida. O trimetoprim é um agente 

antimicrobiano sintético análogo estrutural da porção pteridina do ácido 

diidrofólico (DHFA) e uma enzima bacteriana denominada diidrofolato 

redutase que pode ser facilmente enganada (PELCZAR Jr. et al, 1997). 

Microorganismos se tornam resistentes às sulfonamidas quando 

desenvolvem uma via metabólica alternativa, que se desvia da reação inibida 

pelo fármaco. 

Já no caso do trimetropim os microorganismos resistentes elaboram 

uma enzima modificada que tem capacidade de desempenhar sua função 
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metabólica, embora seja menos afetada pelo fármaco do que a enzima no 

microorganismo susceptível (JAWETZ et al, 1998). 

 

2. 4. 2- Origem da Resistência 

 

A origem da resistência aos fármacos pode ser: 

- Origem não genética: de um modo geral a replicação ativa das 

bactérias é necessária para a maioria das interferências dos agentes 

antibacterianos. Conseqüentemente, os microorganismos que estão 

metabolicamente inativos (sem multiplicação) podem ser fenotipicamente 

resistentes aos fármacos. Todavia, os descendentes são totalmente 

susceptíveis. Microorganismos podem perder a estrutura do alvo específico 

para um fármaco em várias gerações, tornando-se assim, resistentes. 

 

- Origem genética: a grande maioria dos microorganismos resistentes 

a fármacos surge em conseqüência de alterações genéticas e processos 

subseqüentes de seleção pelos agentes antimicrobianos, podendo ser: 

   - Resistência cromossômica: desenvolve-se em conseqüência de 

mutação espontânea em um locus que controla a susceptibilidade a 

determinado agente antimicrobiano. A presença do antimicrobiano atua como 

mecanismo seletivo, suprimindo os microorganismos susceptíveis e 

permitindo o crescimento dos mutantes resistentes aos fármacos. 

  - Resistência extracromossômica: as bactérias quase sempre contêm 

elementos genéticos extracromossômicos denominados de plasmídios que 
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transportam genes para resistência a um ou, quase sempre, vários agentes 

antimicrobianos. Genes plasmidiais para a resistência antimicrobiana 

freqüentemente controlam a formação de enzimas destruidoras desses 

agentes antimicrobianos. O material genético e os plasmídios podem ser 

transferidos através da transdução, transformação, conjugação ou 

transposição (JAWETZ et al, 1998). 
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3- Objetivos 

 

• Isolar e identificar cepas de Escherichia coli isoladas de fezes de cães 

diarréicos. 

• Determinar a resistência das cepas isoladas frente a vários 

antimicrobianos, inclusive testar multirresistência. 

• Verificar a presença de cepas bacterianas com características de STEC.  

• Verificar a presença de cepas bacterianas com características de 

ExPEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29

 

4- Materiais e Métodos 

 

4.1 Coleta 

 

Foram coletadas vinte e cinco amostras fecais utilizando-se swabs estéreis 

em cães diarréicos (atendidos em consultório veterinário na região de 

Ituverava-SP). Estes swabs foram transportados em meio Cary Blair e 

mantidos refrigerados em geladeira a 4 °C por no máximo uma semana, até 

sua semeadura em meio Mac Conkey, no qual foram feitos os isolamentos das 

colônias, de cada placa foram utilizadas quatro colônias. Cada cepa foi 

semeada e mantida em meio LB em geladeira a 4°C. 

 

 
Figura 02- Placa contendo meio Mac Conkey 
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4.2 Isolamento e identificação 

 

As amostras fecais foram semeadas por esgotamento em meio de cultura 

seletivo diferencial Mac Conkey e incubadas a 37º C por 24 horas. Foram 

submetidas à identificação quatro colônias por amostra. As colônias lactose 

positivas que apresentavam características presuntivas de E. coli eram 

submetidas aos testes bioquímicos confirmatórios: Indol, Glicose, Sacarose, 

Produção de gás, Lisina, Motilidade, Uréia, H2S (valores obtidos utilizando-se o 

meio RUGAI modificado) e Citrato de Simons. 

A semeadura no meio de Rugai modificado era realizada pela técnica de 

picada na base do meio, associada a técnica de estrias no ápice. Decorrido o 

tempo de incubação de aproximadamente 18 horas a 37 °C, eram realizadas 

as leituras e interpretação dos resultados, de acordo com a tabela de perfil 

bioquímico das enterobactérias, de forma que: 

• A fermentação da glicose era observada entre a base da inclinação até 

a fase intermediária. O aparecimento da cor amarela indica reação 

positiva e o não aparecimento indica a reação negativa. 

• A fermentação da sacarose era observada entre o pico da inclinação até 

a base da mesma. O aparecimento da cor amarela indica reação 

positiva e o não aparecimento indica a reação negativa. 
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• A produção de gás era observada entre a base da inclinação até a fase 

intermediária. O aparecimento de bolhas indica que a reação foi positiva 

e o não aparecimento indica reação negativa. 

• A produção de H2S era observada entre a base da inclinação até a fase 

intermediária. O aparecimento da cor preta indica reação positiva e o 

não aparecimento indica a reação negativa. 

• Uréia: Observada entre a base da inclinação até a fase intermediária. O 

aparecimento da cor azul escuro a preto indica reação positiva e o meio 

inalterado indica a reação negativa. 

• Lisina: Observada na fase inferior. O aparecimento da cor púrpura indica 

que a reação foi positiva e o aparecimento da cor amarela indica que a 

reação foi negativa. 

• Indol: observada na base da tampa de algodão. O aparecimento da cor 

vermelha indica reação positiva e o não aparecimento indica reação 

negativa. 

• Motilidade: Observada na fase inferior. Na reação positiva o meio irá se 

apresentar turvo e na reação negativa o meio fica inalterado. 
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Figura 03 – Tubos contendo meio Rugai modificado, com amostras positiva para 
E. coli (superior) e negativa (inferior). 
 

O meio citrato é vertido em tubo com agar. Fazem-se estrias sobre a 

superfície inclinada do agar, com um inóculo escasso. A produção de uma cor azul 

no meio, após 24 horas de incubação a 37ºC, indica a presença de produtos 

alcalinos e uma prova de utilização de citratase positiva. (EDWARDS & EWING, 

1972). 

 

Citrato de Simmons (Simmons Citrate Agar) - DIFCO 

Composição: Formulação (g/l) - pH final: 6,8 

 

Sulfato de magnésio....................................................0,20 

Fosfato de amônio monobásico....................................1,00 

Fosfato dipotássico.......................................................1,00 

Citrato de sódio.............................................................2,00 

Cloreto de sódio..........................................................  5,00 
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Agar............................................................................15,00 

Azul de bromotimol ..................................................... 0,08 

 

Segundo as instruções do fabricante, 24,2g do meio de cultura foram 

reidratados em 1000 ml de água destilada e levados a fervura para dissolução 

completa, em seguida o meio foi distribuído em tubos de vidro de 12 X 100 mm 

e esterilizado a 121°C por 20 minutos.  Após isto colocar os tubos na posição 

inclinada para sua solidificação. 

Para uma identificação com maior precisão, foram utilizados controles 

positivos a partir de cepas de E. coli padrões. 

 

4.3 Manutenção das amostras 

 

Após a conclusão do isolamento, cada uma das amostras obtidas foi 

mantida de duas maneiras: 

• Através do repique semanal em placas de Petri ou quinzenal em 

tubo de agar inclinado, sempre em meio LB (Luria Bertani) e 

conservadas a 4 °C em geladeira. 

• Em freezer a -20 °C em tubos de plástico de microcentrífuga 

contendo glicerol 15% e crescimento bacteriano em LB líquido. 

 

LB meio - Luria Bertani ( Luria Bertani Medium) - DIFCO 

Composição: Formulação (g/l) pH final: 7,0 

 



 34

Triptona....................................................10,00 

Extrato de levedura..................................  5,00 

Cloreto de sódio.......................................10,00 

 

 Os produtos acima foram diluídos em 1000 ml de água destilada, levados 

a fervura para dissolução completa e autoclavados a 121°C por 20 minutos. 

Para utilização em placa  foi acrescentado 20,0g de agar, para utilização em 

tubo o meio foi distribuído em tubos de vidro de 12 X 100 mm em um volume 

aproximado de 3,0 ml. O meio foi testado quanto a sua esterilidade sendo 

colocado na estufa a 37°C por 24 horas (SAMBROOK et al, 1989). 

LB semi-sólido 

Composição: Formulação (g/l) 

 

Triptona....................................................10,00 

Extrato de levedura..................................  5,00 

Cloreto de sódio.......................................10,00 

Agar............................................................4,00 

 

Os componentes foram todos diluídos em 1000ml de água destilada, 

misturada ate a completa homogeneização, em seguida foi distribuída 

em tubos de vidro de 18 X 200 mm um volume de 4,0 ml e autoclavado 

a 121°C por 20 minutos. 
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4.4 Sensibilidade a antimicrobianos 

 

Para a realização do teste de sensibilidade das cepas de E.coli aos 

antibióticos foi utilizado o método de difusão em disco, o qual proporciona uma 

avaliação qualitativa da sensibilidade (BAUER et al, 1966). 

 Após a obtenção de colônias jovens foram inoculadas em 2mL de infusão 

cérebro-coração (BHI) e colocadas em estufa a 37º C até obter na escala de 

turvação, segundo McFarland, 0,5 de densidade (ORDEN et al., 2000). A 

seguir, as culturas obtidas foram semeadas com o auxilio de swabs estéreis, 

em placas contendo agar Mueller-Hinton e, após aproximadamente 3 minutos, 

tempo necessário para a secagem da superfície do meio, foram colocados 

assepticamente, os discos (Laborclin) contendo os antimicrobianos de forma 

eqüidistante. A leitura foi realizada após 18 a 24 horas de incubação com uma 

régua milimetrada. (BAUER et al., 1966; ORDEN et al., 2000). Os diâmetros 

obtidos em milímetros foram comparados com tabela fornecida pelo fabricante 

dos discos utilizados. 

Os antimicrobianos testados foram: ácido nalidíxico (NAL, 30µg), amicacina 

(AMI, 30µg), amoxicilina (AMO, 10µg), amoxicilina + ácido clavulânico (AMC, 

30µg), ampicilina (AMP, 10µg), cefalotina (CFL, 30µg), ceftriaxona (CRO, 

30µg), ciprofloxacina (CIP, 5µg), cotrimoxazol (SUT, 25µg), estreptomicina 

(EST, 10µg), gentamicina (GEN, 10µg) e tetraciclina (TET, 30µg). 

 

Agar Müller-Hinton – OXOID 

Composição: Formulação (g/l) 
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Infusão desidratada de carne.............................300,00 

Hidrolisado de caseína..........................................17,50 

Amido....................................................................1,50 

Agar.....................................................................17,00 

 

Segundo as instruções do fabricante, 38 g do meio de cultura foi dissolvido 

em 1000 ml de água destilada e levado a fervura para dissolução completa, a 

seguir o meio foi esterilizado e autoclavado a 121°C por 20 minutos. 

 

Caldo Infuso de Cérebro e Coração (Brain Heart Infusion – BHI) – DIFCO 

Composição: Formulação (g/l) 

 

Infusão de cérebro bovino....................................200,00 

Infusão de coração bovino....................................250,00 

Proteose peptona.....................................................10,00 

Bacto-dextrose...........................................................2,00 

Cloreto de sódio..........................................................5,00 

Fosfato dissódico........................................................2,50 

 

Segundo as instruções do fabricante, 52g do meio de cultura foram 

reidratados com 1000 ml com água destilada e levada a fervura para 

dissolução completa do meio, a seguir foram distribuídos aproximadamente 3,0 

ml em tubos de vidro de 12 X 100 mm e autoclavado a 121 °C por 20 minutos. 
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O meio foi testado quanto a sua esterilidade sendo colocado na estufa a 37 °C 

por 24 horas antes de sua utilização. 

 

 
Figura 04 – Placa de antibiograma contendo 12 discos de antimicrobianos. 
 

 

 

4.5 Testes Utilizados para Pesquisa de Fatores de Virulência em E.coli 

 

4.5.1 Produção de Hemolisina 

 

 A capacidade hemolítica das cepas foi testada semeando-se as amostras, 

com auxílio de uma alça de platina de semeadura pela técnica de picada, em 

placas de Petri contendo agar Müeller-Hinton contendo 5% de sangue de carneiro 

desfibrinado (gentilmente cedido pelo biotério da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto - FMRP), onde após incubação a 37°C por 24 horas a produção de 
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hemolisina foi verificada pela presença de um halo de hemólise ao redor das 

colônias (WATANABE et al, 1988; MOBLEY et al, 1990). 

 

Agar sangue 

Composição: 

 

Agar Müeller-Hinton q.s.p......................................... 100,00ml 

Sangue desfibrinado q.s.p.........................................       5,00 ml 

 

 Antes da obtenção do agar sangue foi preparado a sua base (agar Müeller-

Hinton), a qual após, autoclavada e aliquotada foi resfriada a uma temperatura 

aproximada de 40 a 50°C e adicionada assepticamente o sangue desfibrinado 

com o auxílio de uma pipeta estéril. Foi misturada cuidadosamente o sangue e a 

base, evitando-se a formação de espuma. O meio foi distribuído em placas de 

Petri previamente esterilizadas de 15 X 90 mm, em alíquotas de cerca de 20 ml. 

Após solidificação as placas com o meio de cultura foram testadas quanto à sua 

esterilidade sendo colocadas em estufa a 37°C por 24 horas e logo em seguida 

utilizadas ou estocadas em geladeira a 4°C por até 7 dias. 

 

4.5.2 Teste da Hemaglutinação 

 

 As amostras foram examinadas quanto a presença de hemaglutininas 

sensíveis ou resistentes a manose por uma técnica de aglutinação em lâmina 

(MINSHEW et al, 1978; LATHAM & STAMM, 1984). 
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Para este teste foram utilizados 2 tipos de hemácias : 

♦ Humana: do tipo sangüíneo 0 ,P1 positiva (gentilmente cedida pela Fundação 

Hemocentro de Ribeirão Preto - FUNDHERP), coletadas em 3,8% de citrato de 

sódio, lavadas 3 vezes em PBS (solução tampão) e ressuspendida em PBS 

numa concentração de 3%. 

♦ Cobaio: (gentilmente cedida pelo biotério da FMRP), coletadas em solução de 

EDTA, lavadas em PBS e resuspensa em PBS numa concentração de 1%. 

 As hemácias foram colocadas em um frasco estéril e conservadas em 

geladeira a 4°C. 

 As amostras a serem testadas foram previamente semeadas em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) e incubadas a 37°C por 24 horas para posteriormente serem 

utilizadas no teste de hemaglutinação. 

 Para realização do teste foi colocado em uma lâmina: 1 gota da hemácia 

humana a 3% em PBS, 1 gota da suspensão bacteriana previamente crescida em 

caldo BHI e 1 gota de PBS com 2% de manose.Com auxílio de um palito de 

madeira estéril as soluções foram misturadas e a seguir a lâmina foi agitada 

manualmente por aproximadamente 60 segundos. As cepas de E.coli que 

aglutinaram os eritrócitos humanos na presença de manose foram denominadas 

de manose resistente (HAMR) e são consideradas possuidoras de fímbria P. 

 Em outra lâmina foi colocada 1 gota da hemácia de cobaio a 1% em PBS,1 

gota da suspensão bacteriana crescida em caldo BHI e 1 gota de PBS com e sem 

manose a 2%,  com auxílio de um palito de madeira estéril as soluções foram 

misturadas a seguir a lâmina foi agitada manualmente  por aproximadamente 60 
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segundos. As amostras de E.coli que não aglutinaram os eritrócitos de cobaio  na 

presença de manose foram denominadas de manose sensível (HAMS) e são 

consideradas possuidoras de fímbria tipo 1. 

 

PBS ( Phosphate Buffered Saline) - Solução Tampão 

Composição: Formulação (g/l) - pH final: 7,5 

 

NaCl.............................................8,00 

KCl...............................................0,20 

KH2PO4.............................................................0,20 

Na2HPO4.12H20............................2,90 

 

Os componentes foram adicionados a 1000 ml de água destilada a seguir a 

solução foi  autoclavada a 121°C por 20 minutos (BIER, 1985). 

 

Manose 2% 

Composição: 

 

D-manose.......................2,00 g 

    PBS.............................100,00 ml 

 

Após o PBS ser autoclavado, foi retirada uma alíqüota de 100,00 ml e misturada 

com 2,00g de D-manose,  após total homogenização a solução foi estocada em 

frascos de vidro para posterior utilização. 



 41

4.5.3 Produção de Aerobactina 

 

As amostras foram previamente semeadas em placas de Petri contendo 

meio LB e incubadas a 37°C por 24 horas. Após o crescimento bacteriano, com 

o auxílio de um palito de madeira esterilizado (a fim de se evitar a presença de 

ferro), colônias foram retiradas do meio e transferidas para um tubo de vidro de 

12 X 100 mm contendo 3,00 ml de caldo LB. 

No caldo LB foi obtido o crescimento das amostras após a incubação por 24 

horas a 37° C. A seguir foi preparado o meio M9 contendo bipiridina (1,30 ml 

de M9 e 80µl de bipiridina foram colocados em um tubo de vidro de 12 X 100 

mm e levados a estufa a 37 °C por 30 minutos para ocorrer a quelação do 

ferro). Após este prazo esta solução foi misturada a 20 ml de agar a 2 % e 

distribuída em placa de Petri estéril. Após a solidificação do meio foram 

inoculadas, com o auxilio de uma pipeta automática, as amostras que 

cresceram previamente no caldo LB. A placa foi incubada a 37 °C por 24 

horas, esta etapa da prova é chamada de indução. Após ter promovido a 

indução, foi preparada uma nova placa de M9 com bipiridina, usando o mesmo 

procedimento citado acima, porém no final dos 30 minutos de incubação foi 

adicionado 0,1 ml da suspensão de E. coli indicadora LG 1522, previamente 

crescida em caldo LB, e foram acrescentados 20 ml de agar 2%. Após a 

solidificação da placa foram semeadas as amostras já induzidas (retiradas da 

placa de indução), com o auxílio de um palito de madeira estéril. Após a 

inoculação a placa foi incubada a 37°C por 24 horas. Após este período foi 

realizada a leitura do teste o qual foi considerado positivo para aerobactina 
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quando ocorre o crescimento da LG 1522 ao redor das amostras inoculadas. 

Foi utilizado, em todas as placas testadas, o controle positivo de E. coli LG 

1315 (CARBONETTI & WILLIAMS, 1984; VALVANO  et al, 1986). 

 

Bipiridina – 50 mM (Solução estoque) 

 

Diluente álcool etílico Merck.......................100,00 ml 

Bipiridina...........................................................0,78 g 

 

Glicose 20% (Solução estoque) 

Composição: Formulação (P/V) 

 

Glicose............................................................20,00 g 

Água Milli Q.................................................100,00 ml 

 

Após misturar os 2 componentes, a solução foi filtrada para esterilizá-la 

usando-se membrana Millipori (0,22 µm). 

 

Glicose 0,2 % (Solução uso) 

 

Foi preparada a partir da glicose 20%, onde 1 ml da solução glicose 20 % 

foi misturada a 100 ml de água Milli Q, e posteriormente filtrada para esterilizá-

la com membrana Millipori. 
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Tiamina (Solução estoque) 

Composição: Formulação (P/V) 

 

Tiamina..............................................................0,10 g 

Água Milli Q.................................................100,00 ml 

 

Após misturar os dois componentes a solução foi filtrada para esterilização, 

utilizando-se membrana Millipori. 

 

Tiamina (Solução uso) 

 

Da solução acima preparada foram retirados 5 µl, os quais foram 

dissolvidos em 20,00 ml de água Milli Q autoclavada. 

 

Triptofano (Solução estoque) 

Composição: Formulação (P/V) 

 

Triptofano........................................0,10 g 

Água Milli Q...................................10,00 ml 

 

Após misturar os dois componentes acima a solução foi filtrada para 

esterilização utilizando-se membrana Millipori. 

 

Triptofano (Solução uso) 
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Da solução acima preparada foram retiradas 2 µl e dissolvidas em 8,0 ml de 

água Milli Q autoclavada. 

 

Agar 2 % 

Composição: Formulação (P/V) 

 

Agar................................................................2,00 g 

Água Milli Q................................................100,0 ml 

 

Dissolver bem os componentes, distribuir 20,00 ml em tubos de vidro 18 X 

200 mm e autoclavar a 121°C por 20 minutos. 

 

Meio Mínimo M9 (20 X concentrado) 

Composição: Formulação (P/V) pH final: 7,4 

 

Na2HPO4.......................................................20,00 g 

KH2PO4.........................................................12,00 g 

NaCl................................................................2,00 g 

NH4Cl.............................................................4,00 g 

Casaminoácido..............................................20,00 g 

Água Milli Q (q.s.p.)..................................200,00 ml 
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Após a dissolução dos componentes, o meio foi autoclavado a 121°C por 20 

minutos. Posteriormente a autoclavação foram acrescentados ao meio 40,00 

ml de glicose 0,2%, 20,00 ml de tiamina e 8,00 ml de triptofano (após 

acrescentar os aminoácidos no meio M9 a concentração do meio passou de 20 

para 15 X concentrado e após a adição do agar ficou 1 X concentrado). 

 

4.6 DNA Bacteriano 

 

4.6.1 Preparação para amplificação 

 

A obtenção do DNA bacteriano foi realizada em E. coli por fervura em 

banho-maria. 

A bactéria foi cultivada em caldo LB  por 18 horas a 37°C, a seguir 1ml 

desta cultura foi centrifugada a 12.000 rpm por 30 segundos. O sobrenadante 

foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 200µl de água Milli Q 

autoclavada. A centrifugação e a ressuspenção foram novamente realizadas e 

por último o precipitado é ressuspendido em 200µl de água Milli Q. O tubo foi 

incubado por 10 minutos a 100°C, para que ocorresse a lise da parede celular. 

Após a centrifugação do lisado (12.000 rpm por 10 segundos), 150 µl do 

sobrenadante foi estocado a -20°C como estoque de DNA molde (DNA 

Template) (KESKIMAKI et al, 2001). 

 

4.6.2 Amplificação através da técnica de PCR 
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 A determinação dos genes de virulência stx 1, stx 2 e eae foram realizadas 

conforme CHINA et al (1996) e a seqüência de bases (primers) e o tamanho 

dos segmentos específicos dos genes stx 1, stx 2 e eae amplificados estão 

apresentados na Tabela 1. Os primers utilizados foram adquiridos da IDT 

(Integrated DNA Technologies, Inc). A amplificação do DNA bacteriano foi 

realizada em 50 µl contendo 10µl de amostra do sobrenadante, 1,5 µl de cada 

primer, 0,2 mM (cada) dATP, dGTP, dCTP,dTTP, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 

mM  Mg Cl2, 50 mM KCl e 2,5 U de Taq polimerase (Biotol). Esta mistura foi 

submetida a um termociclador (Eppendorf Mastercycler) a 94 oC por 5 minutos 

(desnaturação) seguido de 30 ciclos de 94 oC por 1 minuto (desnaturação), 55 

oC por 1 minuto (anelamento) e 72 oC por 1 minuto (extensão). No último ciclo 

a última fase foi realizada por um tempo maior (10 minutos) para completa 

extensão pela Taq polimerase.   

 

Tabela 1 Primers usados na PCR para amplificação dos fragmentos 
específicos dos genes stx 1, stx 2 e eae. 

Primers Seqüência de nucleotídeos  Tamanho do produto de 

amplificação (pb) 

 eae B52 AGGCTTCGTCACAGTTG 

eae  B53 CCATCGTCACCAGAGGA 

570 

stx1 B54 AGAGCGATGTTACGGTTTG 

stx1 B55 TTGCCCCCAGAGTGGATG 

388 

stx2 B56 TGGGTTTTTCTTCGGTATC 

stx2 B57 GACATTCTGGTTGACTCTCTT 

807 
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Foram utilizados três jogos de primers sintetizados pela Invitrogen, cada um 

dos jogos de primers foi utilizado para amplificação de um dos três operons 

fímbriais estudados, pap, afa, sfa. O PCR foi realizado em um volume de 50 µl 

contendo 10 µl do DNA template, 0,5µM de cada um dos primers, 200 µM de cada 

um dos quatro deoxinucleotídeo trifosfato, 10 mM Tris HCl ( pH 8,3) 1,5 M Mg Cl 2 

e 2U de Taq polimerase (Biotol). A amplificação por PCR consistiu de um ciclo 

inicial de desnaturação de 94 oC por 5 minutos seguido por 25 ciclos de 

desnaturação a 94 oC  por 2 minutos, anelamento a 65 oC por 1 minuto, extensão 

a 72 oC por 2 minutos e um ciclo final de extensão a 72 oC por 10 minutos. 

Segundo o protocolo estabelecido por LE BOUGUENEC et al (1992). 

Após um dos dois processos de amplificação 10µl da mistura de amplificação 

foram analisados por eletroforese em um gel de agarose de 1,5%, e os produtos 

da reação foram visualizados após marcação com brometo de etídeo. Um controle 

da reação (branco) o qual continha todos os componentes da mistura de reação 

exceto o DNA molde foi incluído em cada reação de PCR. 
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Tabela 2 Primers usados na PCR para amplificação dos fragmentos específicos 
dos genes pap, sfa, afa. 

Primer Seqüência de nucleotídeos Tamanho do produto de 

amplificação (pb) 

pap 1 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 

pap 2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

328 

sfa 1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

sfa 2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

410 

afa 1 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

afa 2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 

750 
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5- Resultados 

 

5.1 Origem das amostras 

 

 As amostras fecais dos 25 cães diarréicos permitiram o isolamento de 

92 cepas de E. coli, sendo que 45 % das cepas foram obtidas a partir de 

cães machos e 55 % a partir de fêmeas. Foi feita também uma diferenciação 

de acordo com a idade, sendo que foi notada uma maior porcentagem de 

cães com ate 1 ano de idade (67 %), seguido por cães com idade entre 2 e 8 

anos (20 %) e menor porcentagem de cães com mais de 8 anos de idade (13 

%). Foi observado também que o maior número de amostras foi obtida a 

partir de cadelas jovens (43 %), e menor número em fêmeas adultas e de 

machos senis (4% cada). (Figura 05) 

Não foram notadas diferenças entre as diferentes raças dos cães 

diarréicos com relação a estes portarem cepas de E. coli. 
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Figura 05 . Porcentagem de cães machos e fêmeas, individualizados de acordo 
com suas respectivas idades. 
 

 

5.2 Resistência antimicrobiana 

 

Foram realizados testes de antimicrobianos pelo método de disco com 

antimicrobiano. De uma forma geral foram observadas altas resistências a 

antimicrobianos (Figura 06), inclusive várias cepas multirresistentes aos 

antimicrobianos testados. As maiores resistências foram notadas para 

estreptomicina (86,97%), cefalotina (71,75%) e gentamicina (63,05%) e 

menores resistências foram notadas para ceftriaxona (4,34 %) e amoxicilina / 

ácido clavulônico (21,74 %). Tabela 01. 
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Figura 06. Susceptibilidade antimicrobiana das 92 cepas de E. coli isoladas de 
cães diarréicos em Ituverava, SP, BR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 52

Tabela 03. Teste de susceptibilidade antimicrobiana de 92 cepas de E.coli 
isoladas de cães diarréicos em Ituverava, SP, BR. 
 Fenótipo- Porcentagem 

Drogas antimicrobianas Resistente Intermediário Sensível 

Ampicilina 53,26 7,61 39,13 

Amoxicilina 58,71 15,21 26,08 

Amoxicilina/ácido 

clavulânico 

21,74 14,13 64,13 

Cefalotina 71,75 22,82 5,43 

Ceftriaxona 4,34 34,78 60,88 

Tetraciclina 52,17 27,17 20,66 

Gentamicina 63,05 11,95 25,00 

Estreptomicina 86,97 10,86 2,17 

Amicacina 39,14 18,47 42,39 

Ácido nalidíxico 47,84 18,47 33,69 

Ciprofloxacina 47,84 29,34 22,82 

Cotrimoxazol 39,14 9,78 51,08 

 

Analisando as 92 cepas de E. coli observou-se que, 68 destas eram 

multirresistentes aos antimicrobianos testados, sendo que o maior número de 

cepas foram multirresistentes a 5 (12 cepas), 6 (11 cepas) e 7 (13 cepas) e 

nenhuma cepa foi multirresistente a 11 e 12 antimicrobianos. Figura 07 
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Figura 07 - Distribuição da multiresistência para 12 agentes antimicrobianos entre 
92 cepas de E. coli isoladas de cães diarréicos na cidade de Ituverava, estado de 
São Paulo, Brasil. 

 

 

Tabela 04 – Distribuição dos fenótipos mais freqüentes de cepas de Escherichia 
coli isoladas de cachorros diarréicos, apresentando multiresitência a drogas 
antimicrobianas. 

Fenótipo Número de cepas 
AMO-CFL-TET-EST-NAL 2 
AMP-AMO-TET-EST-NAL-CIP 2 
AMP-AMO-CFL-GEN-EST-SUT 2 
CFL-TET-GEN-EST-AMI-NAL-CIP 2 
AMP-AMO-AMC-CFL-CRO-TET-EST 2 
AMP-AMO-CFL-GEN-EST -NAL –SUT 2 
AMP-AMO-CFL-GEN-EST-AMI-NAL-SUT 2 
AMP-AMO-CFL-TET-GEN-EST-NAL-SUT 5 
AMP-AMO-CFL-TET-GEN-EST-AMI-NAL-CIP 2 
AMP-AMO-CFL-CRO-TET-GEN-EST-AMI-SUT 2 
AMP-AMO-AMC-CFL-TET-GEN-EST-AMI-NAL-CIP 2 
AMP-AMO-AMC-CFL-CRO-TET-GEN-EST-NAL-SUT 2 
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5.3 Escherichia coli shiga-toxigênica 

 

Das 92 cepas estudadas, 21 podem ser classificadas como STEC 

(Escherichia coli Shiga-toxina) por possuírem como fator de virulência os 

genes stx 1 (7 cepas), stx 2 (5 cepas) ou eae (9 cepas). Foi feita, também a 

comparação destas com a presença da alfa hemolisina e notou-se que 2 das 

7 amostras que possuíam o gene stx 1 foram positivas para alfa hemolisina, 

todas que possuíam stx 2 produziam alfa hemolisina e seis das nove que 

possuíam o gene eae foram positivos quando pesquisadas para alfa 

hemolisina. Tabela 4. Figuras 8 e 9. 

As 21 cepas positivas para STEC foram verificadas, separadamente das 

demais amostras, sendo que em relação a sensibilidade aos 12 

antimicrobianos testados, notou-se maior resistência à cefalotina (85,7%) e à 

estreptomicina (81,0%) e maior sensibilidade à amoxicilina / ácido clavulônico 

(76,0%) e à ceftriaxona (66,7%) . Tabela 5 

 

Tabela 5. Perfil dos genes de virulência de Escherichia coli isolados de vinte e 
cinco cães diarréicos (92 isolados) em Ituverava, estado de São Paulo, Brasil 
entre Janeiro e Dezembro de 2006. 

 

Fator de Virulência 

 

Número de Isolados (%) 

α- hemolisina 

Isolados Positivos/Total 

stx 1 7 (7,6) 2/7 

stx 2 5 (5,4) 5/5 

Eae 9 (9,8) 6/9 

Total 21 13/21 
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Figura 08 – Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados 
através da reação de polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de amplificação 
está mostrado a esquerda. Canaleta 1: marcador de peso molecular ΦX174 
RFDNA – digestão com Hae lll; Canaleta 2: controle positivo stx1 + e stx2 +; 
Canaleta 3: cepa 35-1; Canaleta 4: cepa 47-3; Canaleta 5: cepa 48-3; Canaleta 6: 
cepa 35-3; Canaleta 7: cepa 30-1; Canaleta 8: cepa 36-1; Canaleta 9: controle 
positivo stx1 + e stx2 +; Canaleta 10: cepa 37-1; Canaleta 11: cepa 19-1; Canaleta 
12: cepa 33-2; Canaleta 13: cepa 33-3; Canaleta 14: cepa 31-2; Canaleta 15: cepa 
38-2; Canaleta 16: cepa 38-4. 
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Figura 09– Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados 
através da reação de polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de amplificação 
está mostrado a esquerda. Canaleta 1: marcador de peso molecular ΦX174 
RFDNA – digestão com Hae lll; Canaleta 2: controle positivo eae +; Canaleta 3: 
cepa 10-2; Canaleta 4: cepa 18-2; Canaleta 5: cepa 10-4; Canaleta 6: cepa 18-1; 
Canaleta 7: cepa 19-2; Canaleta 8: cepa 27-1; Canaleta 9: cepa 27-2; Canaleta 
10: cepa 27-3; Canaleta 11: cepa 27-4; Canaleta 12: cepa 30-1; Canaleta 13: cepa 
30-2; Canaleta 14: cepa 31-3; Canaleta 15: cepa 51-3; Canaleta 16: controle 
positivo stx1 +. 
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Tabela 06. Teste de susceptibilidade antimicrobiana de 21 cepas de E. coli 
portadoras dos genes stx ou eae (fatores de virulência) isoladas de cães diarréicos 
em Ituverava, SP, BR. 
 Fenótipo- Porcentagem 

Drogas antimicrobianas Resistente Intermediário Sensível 

Ampicilina 71,4 4,8 23,8 

Amoxicilina 71,4 19,0 9,6 

Amoxicilina/Ácido 

Clavulânico 

14,4 9,6 76,0 

Cefalotina 85,7 14,3 0,0 

Ceftriaxona 0,0 33,3 66,7 

Tetraciclina 38,2 28,5 33,3 

Gentamicina 71,4 9,6 19,0 

Estreptomicina 81,0 14,2 4,8 

Amicacina 28,5 19,2 52,3 

Ácido nalidíxico 23,8 38,1 38,1 

Ciprofloxacina 19,2 28,5 52,3 

Cotrimoxazol 38,2 28,5 33,3 

 

5.4 Escherichia coli extraintestinal 

 

Para a confirmação de cepas de E. coli como ExPEC é necessária a 

confirmação de pelo menos dois fatores de virulência para sua caracterização, 

assim os fatores de virulência estudados estão apresentados na Tabela 6. Das 

92 cepas estudadas 11 possuíam o gene pap e uma o gene sfa, genes estes 
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que fazem parte da identificação das ExPEC, por serem genes de virulência. 

Foi estuda a capacidade das cepas em produzir hemolisinas do tipo alfa e 

beta. 32 das 92 cepas foram positivas para β-hemolisina e 48 para α-

hemolisina. Foi pesquisada também a presença de adesinas por meio de 

hemaglutinação, e se detectou a presença de fímbrias do tipo I (33 amostras) e 

fímbria P (51 amostras). Como prova comprobatória de algumas cepas como 

ExPEC foi feito o teste de aerobactina, que mostrou um resultado positivo para 

seis amostras, dentre as 12 que possuíam os genes pap e sfa. Os resultados 

obtidos permitiram demonstrar que 10 das cepas apresentavam 2 ou mais 

características típicas de ExPEC, e que portanto puderam ser classificadas 

como ExPEC. Figura 10. 

 
Tabela 07 – Fatores de virulência característicos de ExPEC detectados nas 
92 cepas de E. coli isolados de cães diarréicos. 
Fator de virulência Número de cepas (% do total) 

Α-hemolisina 48 52,1 

Β-hemolisina 32 34,7 

Fímbria tipo I 33 35,8 

Fímbria P 51 55,4 

Aerobactina 6 6,5 

Pap 11 12,0 

Sfa 1 1,0 

Afã 0 0,0 
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Figura 10– Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados 
através da reação de polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de amplificação 
está mostrado a esquerda. Canaleta 1: marcador de peso molecular ΦX174 
RFDNA – digestão com Hae lll; Canaleta 2: controle positivo sfa +; Canaleta 3: 
cepa negaiva; Canaleta 4: cepa 50.3 sfa + pap +; Canaleta 5: controle positivo sfa 
+ pap +; Canaleta 6: cepa 50-4 pap +; Canaleta 7: cepa 19-2; Canaleta 8: Branco 
da reação. 

 

Verificando as sensibilidades das cepas ExPEC notou-se que todas as 

seis cepas foram resistentes à estreptomicina e 66,7 % ao ácido nalidíxico. 

As maiores sensibilidades foram observadas para o ciprofloxacina e o 

cotrimoxazol com 83,3 % cada. Tabela 7. 
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Tabela 08. Teste de susceptibilidade antimicrobiana das 6 cepas de E. coli 
extraintestinais isoladas de cães diarréicos em Ituverava, SP, BR. 
 Fenótipo- Porcentagem 

Drogas antimicrobianas Resistente Intermediário Sensível 

Ampicilina 16,7 33,3 50,0 

Amoxicilina 50,0 33,3 16,7 

Amoxicilina/Ácido 

Clavulânico 

16,7 33,3 50,0 

Cefalotina 50,0 0,0 50,0 

Ceftriaxona 0,0 66,7 33,3 

Tetraciclina 50,0 16,7 33,3 

Gentamicina 50,0 0,0 50,0 

Estreptomicina 100,0 0,0 0,0 

Amicacina 33,3 33,3 33,3 

Ácido nalidíxico 66,7 0,0 33,3 

Ciprofloxacina 16,7 0,0 83,3 

Cotrimoxazol 16,7 0,0 83,3 
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6- Discussão 

 

A Escherichia coli extraintestinal, segundo EISENTEIN & JONES (1988) e 

ORSKOV & ORSKOV (1985) pode causar diversas infecções extraintestinais.  

Uma variedade de cepas de E. coli incluindo a E. coli attaching-effacing 

(AEEC) e a E. coli Shiga toxigênica (STEC) têm sido associadas à diarréia em 

cachorros enfermos (BEUTIN, 1999). No entanto, BENTANCOR em 2006 

relatou isolamentos ocasionais tanto em fezes de cães diarréicos como em 

cães saudáveis. 

 A freqüência de isolamento de cepas STEC em cães sem infecções 

intestinais e urogenitais são altamente variáveis (JOHNSON et al, 2001, 

STAATS et al, 2003; BENTANCOR et al, 2007). Um estudo na Alemanha 

descreveu uma prevalência de cerca de 4,0% e 14,0% em animais de 

estimação saudáveis e diarréicos respectivamente (BEUTIN et al, 1993). No 

presente trabalho foi observada uma prevalência de 22,8 %, concordando com 

o trabalho citado anteriormente. 

A ocorrência de genes stx (40,0%) entre animais diarréicos portadores de 

STEC no presente estudo concorda com o resultado relatado por 

HAMMERMULER et al (1995) de 44,4% para as cepas STEC, assim como a 

freqüência dos genes stx 1 e stx 2 entre  as cepas STEC, mas não a  

freqüência dos dois genes juntos. No entanto, o presente estudo contrasta com 

o trabalho de HAMMERMULER et al (1995) o qual encontrou uma 

predominância do gene stx 2 entre as cepas STEC, enquanto que no presente 
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estudo a detecção do gene stx 1 (7,6%) e do gene stx 2 (5,4%) (Tabela 4) 

foram praticamente idênticos. 

A distribuição de genes stx 1 e stx 2  entre cães diarréicos no presente 

estudo está de acordo com outros estudos (STAATS et al, 2003; BENTANCOR 

et al, 2007). Entretanto, NAZAKATO et al (2004) trabalhando no Brasil não 

encontrou cepas STEC portadoras dos genes stx 1 ou stx 2 entre 146 cães 

diarréicos e  36 cães saudáveis analisados. 

O gene eae tem sido demonstrado em cepas AEEC isoladas de cães, e 

lesões do tipo attaching-effacing foram demonstrados em tecidos intestinais de 

cães (BROES et al, 1988; DROLET et al, 1994; BEAUDRY et al, 1996).  Uma 

vez que a existência do gene eae esta diretamente correlacionada com o 

fenótipo attaching-effacing, a detecção do gene eae em E. coli representa uma 

evidência suficiente para assegurar um potencial de virulência (NATARO & 

KAPER, 1998). No presente estudo quatro animais (16,0%) possuíam cepas 

AEEC com o gene eae o que esta de acordo com o trabalho de NAZAKATO et 

al (2004) (12,6%), mas são bastante diferentes dos trabalhos de BEAUDRY et 

al (1996) com 69,2% e BENTANCOR et al (2007) com 66,7%. 

KRAUSE et al (2005) relataram o isolamento de cepas AEEC  

apresentando comportamento típico de E. coli Enteropatogênica (EPEC) (eae 

+ bfpA+) de cães, o que reforçou dados anteriormente publicados (GOFFAUX 

et al, 2000; NAKAZATO et al, 2004). Os cães vivem em contato direto com 

humanos e a transmissão de cepas de E. coli é bastante provável. 

RODRIGUES et al (2004) descreveram um caso de infecção cruzada entre um 
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cachorro e uma criança na mesma casa de uma cidade do estado de São 

Paulo, Brasil. 

 As E. coli hemolíticas são comuns em cães saudáveis e em cães com 

infecções intestinais e extraintestinais (WILSON et al, 1988; BEUTIN, 1999). 

Entre as STEC isoladas examinadas no presente trabalho, a atividade α-

hemolítica foi predominante (52,3%), no entanto, o significado da produção de 

α-hemolisina em cepas causando doença entérica em cães e seu impacto 

como potencial fator de virulência precisa ser melhor investigado. 

O contato muito próximo entre animais e humanos em um mesmo lar 

oferece condições favoráveis para a transmissão da bactéria por contato direto 

(acariciando, lambendo, feridas físicas, etc) ou através do ambiente doméstico 

(contaminação do alimento, acessórios, etc). Crianças apresentam riscos 

maiores de contaminação do que os adultos por causa do seu maior contato 

físico com cães, assim como com objetos do lar contaminados pelos animais 

de estimação. Bactérias resistentes selecionadas pelo uso de antimicrobianos 

em animais de estimação podem alcançar um hospedeiro humano e transferir 

seus genes de resistência para as bactérias residentes no hospedeiro humano 

ou vice versa (GUARDABASSI et al., 2004), assim pode-se concluir que os 

isolados de cães neste trabalho produziram uma evidência, sugerindo que os 

animais de companhia podem ser importantes reservatórios de estirpes de E. 

coli resistentes a antimicrobianos, mostrando que mais estudos são requeridos 

para um maior esclarecimento do impacto do uso dos antimicrobianos na 

medicina veterinária. 
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Membros da maioria das classes de antimicrobianos como as tetraciclinas, 

macrolídeos, lincosamidas, aminoglicosídeos, penicilinas e cefalosporinas, têm 

sido usados a um longo tempo na medicina humana e na veterinária, e os 

mesmos genes de resistência foram identificados em bactérias provenientes de 

humanos e de animais de estimação (SORUM & SUNDE, 2001; PHILLIPS et 

al., 2004). 

NORMAND et al. (2000) relataram a análise de cepas de E. coli  obtidas de 

casos clínicos em animais de companhia (cães e gatos) no Reino Unido entre 

1989 e 1997, as porcentagens de resistência antimicrobiana descritas pelos 

autores estão de acordo com aquelas relatadas no presente estudo, com 

exceção da gentamicina (2,0%) e da enrofloxacina (3,0%). Embora a 

autorização para uso de fluoroquinolonas na prática veterinária de pequenos 

animais é bastante recente na Europa (início da década de 1990), a resistência 

para essa classe de antimicrobianos está aumentando entre as bactérias 

provenientes de animais de estimação (GUARDABASSI et al., 2004). No 

presente estudo a porcentagem de resistência para ciprofloxacina foi alta 

(19,2%) e a liberação para uso veterinário no Brasil foi mais recente  do que na 

Europa o que poderia indicar um emprego exagerado e incorreto desta droga 

antimicrobiana na prática veterinária no Brasil. 

CARATTOLI et al. (2005) analisaram 298 cepas de E. coli obtidas de uma 

amostragem de 204 cães submetidos a diagnósticos de rotina na Itália entre 

2001 e 2003. As porcentagens de resistência relatadas por esses autores são 

bastante similares aquelas do nosso estudo para a tetraciclina, ácido nalidíxico, 
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cotrimoxazol e fluoroquinolonas, mas muito diferentes para a gentamicina 

(8,1%) e amicacina (0,7%). 

A existência do fenótipo de multirresistência entre bactérias provenientes 

de animais tem criado uma grande preocupação entre os médicos 

veterinários. SANCHEZ et al. (2002) relataram o isolamento de cepas de E. 

coli, provenientes de dois cães, resistentes a doze drogas antimicrobianas. 

WARREN et al (2001) relataram o isolamento de 18 cepas de E. coli 

multirresistentes provenientes de dez cães na Austrália, todos elas 

mostrando uma atividade de β lactamase de espectro estendido. NORMAND 

et al (2000) descreveram que 30,0% das cepas de E. coli dos cães 

examinados na Inglaterra eram multirresistentes. Infecção canina ou a 

presença desta bactéria representam um risco potencial para pessoas em 

contato com o animal, devido ao risco de disseminação dos genes de 

resistência. Neste estudo uma grande porcentagem de bactérias 

apresentando fatores de virulência também apresentou um fenótipo de 

multirresistência (71,4%) o que representa um motivo de preocupação. O 

monitoramento da resistência antimicrobiana é um requisito para avaliar a 

magnitude do problema. 

As infecções bacterianas do trato urinário estão entre as infecções mais 

freqüentes na prática veterinária de pequenos animais. Durante sua vida, cerca 

de 14% dos cães terão pelo menos uma infecção do trato urinário. (POLZIN, 

1997) 

As ExPEC  constituem 20% das E. coli intestinais, porém é importante dizer 

que o isolamento de uma cepa de E. coli em pacientes com infecção 
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extraintestinal não confere o termo ExPEC, pois uma simples cepa comensal 

de E. coli também poderia  causar infecção extraintestinal, para ser 

considerado ExPEC a cepa de E. coli tem que ter  necessariamente 2 ou mais 

fatores de virulência e estabelecer infecção em indivíduos saudáveis 

(JOHNSON & RUSSO, 2002; RUSSO & JOHNSON, 2000). 

A propriedade de virulência inclui a capacidade de aderência às células 

epiteliais através da fímbria, bem como a habilidade de produção de 

hemolisina e aerobactina (VÄISENEN-RHEN, et al, 1984; FÜNFSTÜCK et al, 

1989). É importante esclarecer que não é possível caracterizar uma bactéria 

uropatogênica através da análise de um único fator de virulência isolado, pois 

somente com a combinação de vários fatores é possível avaliar o agente 

patogênico. 

Segundo FÉRIA et al (2001) 43% das cepas identificadas como E. coli 

isoladas de cães e gatos com ITU possuíam o gene pap, 57% o gene sfa e 1% 

o gene afa. No presente trabalho foram isoladas cepas de E. coli obtidas de 

cães diarréicos e foi encontrada uma proporção diferente daquela descrita no 

do trabalho acima citado, no presente trabalho nenhuma cepa apresentou o 

gene afa, 1,08% gene sfa e 11,95% gene pap. 

Segundo MAYNARD et al (2004) a maioria dos isolados de ExPEC 

apresentaram as maiores resistências antimicrobianas para ampicilina, 

tetraciclina e sulfonamidas, sugerindo que estas altas resistências se devem ao 

seu uso no mercado há bastante tempo. O presente trabalho apresentou 

baixas resistências para ampicilina e cotrimoxazol, discordando com o trabalho 
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anteriormente citado, mas concorda com uma resistência relativamente alta 

para a tetraciclina. 

Neste trabalho foi relatada uma alta incidência de cepas multirresistentes 

aos antimicrobianos testados, isto provavelmente ocorreu devido ao uso 

indiscriminado de vários antimicrobianos, acumulando, assim, genes de 

resistência, o que coincide com o que foi relatado por MAYNARD et al (2004) 

que identificou cepas de ExPEC de origens animal e humana apresentando 

multirresistência. 

Os dados apresentados neste trabalho indicam um alto risco de 

patogenicidade das cepas de E. coli isoladas de cães diarréicos, seja devido a 

sua característica como STEC ou ExPEC, seja devido a suas altas freqüências 

de resistência a drogas antimicrobianas ou a existência de cepas 

multiresistentes entre os isolados . A combinação destes elementos indica a 

necessidade de um controle mais efetivo sobre a microbiota dos animais de 

companhia cães e gatos. É importante que pesquisas envolvendo cães 

saudáveis, livre de sintomas de colibacilose, sejam feitas para se verificar se 

estes podem ser confirmados como reservatórios na cadeia epidemiológica, 

verificando-se quais são os genes de patogenicidade encontrados com maior 

freqüência bem como a sua possível transmissão para o homem. 
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7. Conclusões 

 

1-) Foram identificadas 92 cepas de E. coli provenientes de 25 cães 

diarréicos. 

2-) De uma forma geral as cepas de E.coli isoladas apresentaram um 

elevado grau de resistência a vários agentes antimicrobianos. 

3-) Foi encontrado um elevado número de cepas apresentando 

multiresistência a quatro ou mais agentes antimicrobianos. 

4-) Das cepas estudadas, 21 cepas foram caracterizadas como STEC 

sendo que 7 cepas apresentaram o gene stx 1, 5 cepas o stx 2 e 9 cepas a 

presença do gene eae. 

5-) Entre as 92 cepas de E. coli estudadas foram identificadas 10 cepas 

caracterizadas como ExPEC por apresentarem 2 ou mais fatores de virulência. 
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Summary 

 Dogs have been proposed as a possible reservoir of the pathogenic 

Escherichia coli that causes infection in dogs and human beings. From January 

to December 2006, 92 E. coli isolates from 25 diarrheic dogs were analyzed by 

screening for the presence of Shiga toxin-producing (stx 1 and stx 2) and 

intimin (eae) genes. Twelve Shiga toxin-producing E. coli (STEC) isolates were 

detected by PCR to harbor the Shiga toxin genes, 7 isolates the stx 1 (7.6%); 5 

the stx 2(5.4%) and none both of them. Nine (9.8%) of the E. coli isolates 

studied were eae positive non Shiga toxin-producing. The E. coli isolates also 

were screened for the presence of adhesion-encoding genes (pap, sfa, afa), 

hemolysin and aerobactin genes. Virulence gene frequencies detected in those 

isolates were: 12.0% pap, 1.0% sfa, 10.0% hemolysin and 6.5% aerobactin. 

Ten isolates were characterized as extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) 

strains. Among STEC and ExPEC isolates was found high level of resistance to 

antimicrobial agents and some of them as characterized as multidrug resistant 

E. coli (MDREC), what represent a reason for concern due the risk of 

dissemination of antimicrobial resistant genes to the microbiota of human 

beings. 

Key Words: Escherichia coli, STEC, ExPEC, dog, antimicrobial resistance, 
multidrug-resistance. 
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Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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