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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar a prevalência de Escherichia coli produtoras de 
Shigatoxinas (STEC) e E. coli dos sorogrupos O157, O111 e O113 em rebanhos leiteiros do Mu-
nicípio de Jaboticabal, SP, Brasil. A presença de sequências gênicas  stx1, stx2 e eae foi detectada pela 
reação em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de fezes. Todas as amostras stx e eae positivas 
foram submetidas a uma nova reação de PCR para detecção das sequências rfb O157, O111 e O113. 
Observou-se uma alta prevalência (72,16%) de sequências stx nas fezes dos bovinos, sendo que 
o perfil genotípico encontrado com maior frequência foi o stx1 associado à stx2. Os coeficientes 
de prevalência das sequências rfb O157, O111 e O113 foram, respectivamente, 14,77%, 0,2% e 
30,83%. Animais de todos os rebanhos (100%) apresentaram em suas fezes STEC e E. coli O113 e 
os sorogrupos O157 e O111 foram observados em 60,0% e 10,0% dos rebanhos, respectivamente. 
Concluiu-se que a alta prevalência de STEC detectada em rebanho leiteiro evidenciada nas fezes 
de bovinos desempenham um papel importante na contaminação ambiental e podem oferecer 
risco de agravo à saúde pública.
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ABSTRACT

SHIGATOXIN-PRODUCING ESCHERICHIA COLI DETECTED IN DAIRY CATTLE FECES. 
The purpose of this study was to determine the prevalence of Shigatoxigenic Escherichia coli 
(STEC) and serogroups O157, O111 and O113 in dairy cattle from Jaboticabal, state of São Paulo, 
Brazil. Feces samples were collected from 10 herds and assessed for the presence of the virulence 
genes stx1, stx2 and eae by polymerase chain reaction (PCR). All samples positive for stx and eae 
were submitted to a second PCR reaction targeting the sequences rfb O157, rfb O111 and rfb O113. 
A high prevalence of stx (72.16%) was detected in the fecal samples, the most frequent being stx1 
associated to stx2. The prevalence of sequences rfb O157, rfb O111 and rfb O113 was 14.77%, 0.2% 
and 30.83%, respectively. STEC and serogroup O113 was identified in all herds (100%), and sero-
groups O157 and O111 were observed in 60% and 10% of the herds. In conclusion, the high STEC 
prevalence detected in dairy herds evidences that bovine feces might play an important role as a 
contamination source in the region of Jaboticabal.
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INTRODUÇÃO

Escherichia coli fazem parte da microbiota nor-
mal do intestino de mamíferos. A maioria delas 
são comensais inofensivos, entretanto, existem 
cepas patogênicas e que provocam diarréia (Doyle 
et al., 1995). Sabe-se que algumas E. coli produzem 
citotoxinas muito potentes, chamadas Shigatoxina 
1 e Shigatoxina 2, e são capazes de aderir à mucosa 
intestinal (Barrett et al., 1992). 

Dentre as cepas de E. coli que produzem Shiga-
toxinas, classificadas como E. coli shigatoxigênicas 

(STEC), existem as que são altamente patogênicas 
aos seres humanos. Estas podem pertencer a uma 
extensa gama de sorogrupos O, entretanto, par-
ticularmente as Escherichia coli enterohemorrágicas 
O157, O111, e mais recentemente O113, parecem ser 
as responsáveis pela maioria dos casos mais graves 
(Paton; Paton, 1999). Estes micro-organismos 
são uma ameaça à saúde pública uma vez que as 
patologias por eles provocadas são, geralmente, 
de natureza grave como, por exemplo, a colite 
hemorrágica, a síndrome hemolítica urêmica e a 
púrpura trombocitopênica trombótica, que podem 

IdeaPad
Texto digitado
DOI: 10.1590/1808-1657v77p5672010



568 H.IG. Vicente et al.

Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.77, n.4, p.567-573, out./dez., 2010

ser fatais, principalmente para crianças e idosos 
(VolD et al., 1998).

A transmissão de STEC está frequentemente 
associada ao consumo de alimentos contaminados, 
particularmente carne moída e hambúrguer, crus 
ou mal cozidos (Griffin; tauxe, 1991). A transmissão 
de pessoa a pessoa, assim como de animal a pessoa, 
também é possível (Doyle et al., 1995; Paton; Paton, 
1998).

O reservatório principal das STEC são os bovi-
nos (Blanco et al., 1993; Hancock et al., 1994). STEC 
podem entrar na cadeia de alimentação humana de 
várias maneiras, mais frequentemente, por meio 
da contaminação direta ou indireta da carne, após 
o abate, com fezes ou conteúdo intestinal contendo 
o patógeno (Paton; Paton, 1998).

Tendo em vista as informações retro apresen-
tadas, esta pesquisa foi realizada com a finalidade 
de verificar a prevalência de STEC em rebanhos 
leiteiros e também de fornecer dados que poderão 
ser utilizados para melhor direcionar as medidas de 
controle desses importantes patógenos.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostragem

Foi extraída uma amostra aleatória simples de 
dez rebanhos, produtores de leite situados no Mu-
nicípio de Jaboticabal, Estado de São Paulo, Brasil. 
Amostras de fezes de 467 animais foram colhidas no 
período de estiagem, entre julho e agosto de 2003. 
A prevalência dos sorogrupos O157, O111 e O113 
foi analisada por PCR nas amostras STEC positivas, 
ou seja, naquelas onde foram detectadas sequências 
gênicas stx1, stx2 por meio de PCR multiplex.

Os resultados das amostras de fezes foram analisa-
dos considerando-se três faixas etárias: bezerros (< 4 
meses), novilhas (de 5 meses a 2 anos) e vacas (>2 anos).

Colheita de amostras

As amostras de fezes foram colhidas com suabe 
retal de todos os bovinos, com ou sem diarréia, de 
cada propriedade, com exceção de uma, em que 
foram colhidas amostras dos animais colocados a 
disposição pelo proprietário. O meio de cultura Cary-
Blair (Copan, Itália) foi utilizado para o transporte 
das amostras (cerqueira et al., 1999), que foram 
levadas ao laboratório em caixas de material isotér-
mico, contendo gelo reciclável, sendo processadas 
imediatamente após a chegada.

Reação em cadeia da polimerase (PCR)

Preparo das amostras

Todas as amostras colhidas foram semeadas em 
superfície de placas contendo ágar cistina lactose 
eletrólito deficiente (CLED - Difco, France) e levadas 
à incubação a 37º C por 18-24h., para obtenção de 
crescimento confluente. Após esse período, o cresci-
mento polimicrobiano foi coletado em aproximada-
mente 2 mL de tampão fosfato salino (PBS-D; pH 
7,4) formando uma suspensão polimicrobiana. Cem 
microlitros desta suspensão foram então diluídos 10 
vezes em água bidestilada ultrapura. O DNA alvo 
foi obtido pelo aquecimento da suspensão bacte-
riana diluída, por 10min. em banho à temperatura 
de 100º C, como descrito por SamBrook et al. (1989). 
Concomitantemente, 0,5 mL da suspensão bacteriana 
concentrada foi misturada a 0,5 mL de TSB duplo, 
com 20% de glicerol, em duplicata, e estocado a -20º 
C (cerqueira et al., 1999).

PCR multiplex para detecção de stx1, stx2, eae em 
E. coli STEC

Utilizou-se a metodologia descrita por cHina et 
al. (1996), com os primers citados a seguir: 
Ep1 – 5’ AGG CTT CGT CAC AGT TG 3’
Ep2 – 5’ CCA TCG TCA CCA GAG GA 3’
Stx1R – 5’ AGA GCG ATG TTA CGG TTTG 3’
Stx1F – 5’ TTG CCC CCA GAG TGG ATG 3’
Stx2R – 5’ TGG GTT TTT CTT CGG TATC 3’
Stx2F – 5’ GAC ATT CTG GTT GAC TCT CTT 3’

Foram incluídos controles em todas as reações. 
Um controle negativo sem DNA foi usado, assim 
como controles de reação incluindo DNA extraídos 
de E. coli Stx-negativo DH5α (K12), STEC Stx-positivo 
cepa E40705 - stx1 e eae (CPHL, London) e STEC 
Stx-positivo cepa E30138 - stx2 e eae. Os amplicons 
e respectivos pesos moleculares são: Eae – 570bp, 
Stx1 – 388pb e Stx2 – 807pb.

PCR Multiplex  para detecção de rfb O157, O113, 
O111 em E. coli STEC

Todas as amostras stx e eae positivas foram sub-
metidas a uma segunda reação de PCR, de acordo 
com os procedimentos descritos por Paton; Paton 

(1999), usando os primers descritos a seguir:
O157 F – 5’ CGG ACA TCC ATG TGA TAT GG 3’
O157 R – 5’ TTG CCT ATG TAC AGC TAA TCC 3’
O113 F – 5’ AGC GTT TCT GAC ATA TGG AGTG 3’
O113 R – 5’ GTG TTA GTA TCA AAA GAG GCT 
CC 3’
O111 F – 5’ TAG AGA AAT TAT CAA GTT AGT TCC 3’
O111 R – 5’ ATA GTT ATG AAC ATC TTG TTT 
AGC 3’

Foram incluídos controles em todas as reações: 
controle negativo sem DNA, E. coli Stx-negativo DH5α 
(K12), STEC Stx-positivo cepa E40705 ou E30138 
(O157), E. coli O113:H21 (O113) e EPEC cepa B171 
(O111). Os amplicons e respectivos pesos moleculares 
são: O157 – 259bp, O113 – 593pb e O111– 406pb.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Uma alta prevalência (72,16%) de sequências 
stx (Fig. 1) foi detectada nas fezes de bovinos per-
tencentes a rebanhos leiteiros do Município de Ja-
boticabal, SP, por meio da PCR. Uma vez que, uma 
reação positiva com primers específicos para stx1 e 
stx2 é suficiente para confirmar a presença de STEC 
na amostra (Paton; Paton, 2005), pode-se concluir 
que 72,16% das amostras de fezes analisadas apre-
sentaram STEC.

Esta prevalência de STEC quando comparada aos 
dados de propriedades leiteiras de diferentes países 
encontrados na literatura, os quais apresentam uma 
grande variação, desde 8,0%, nos EUA (WellS et al., 
1991) até 44,3%, na Suíça (BuSato et al., 1999), mostra-se 
relativamente superior. Este resultado é concordante 
com o descrito por outros pesquisadores do Brasil que 
também registraram prevalências superiores, como 
82% no Rio de Janeiro (cerqueira et al., 1999) e 49% 
no Rio Grande do Sul (moreira et al., 2003).

Ainda não está claro que proporção de STEC de-
tectadas nas fezes de bovinos ou em carcaças é capaz 
de causar doença em seres humanos. Contudo, GyleS 
et al. (1998) defende a idéia de que todas as STEC 
podem ser patogênicas em condições adequadas. Isto 
significa que cepas menos virulentas podem causar 
o mesmo tipo de doença que cepas mais virulentas, 
desde que haja uma dose suficientemente alta e 
imunidade suficientemente baixa do indivíduo in-
fectado. Certamente existem STEC não patogênicas, 
entretanto cada cepa de STEC deveria ser considerada 
uma potencial E. coli enterohemorrágica.

O coeficiente de prevalência do sorogrupo O157, 
de 14,77%, encontrado nas fezes dos animais (Fig. 
1), é bem mais elevado que os resultados apresenta-
dos por Hancock et al. (1997) e VolD et al. (1998), os 
quais obtiveram prevalências de 1,0%. cHaPman et 
al. (1993) isolaram E. coli O157 de 4% das amostras 
de fezes de bovinos antes do abate. Destes animais 
O157 positivos nas fezes, 30% também apresentaram 
o sorogrupo O157 na carcaça após o abate, além 
disso, 8% dos bovinos O157 negativos nas fezes 
apresentaram contaminação por O157 na carcaça. 
Isto indica que os bovinos são um reservatório de E. 
coli O157 e que a contaminação da carcaça durante o 
abate ou processamento pode ser o meio pelo qual 
a carne e seus subprodutos se contaminem. Carnes, 
provenientes não só do gado de corte, como tam-
bém do gado leiteiro, têm sido associadas a surtos 
causados por E. coli O157:H7 (Griffin; tauxe, 1991).

STEC pertencentes ao sorogrupo O111 também 
têm sido encontradas em fezes de bovinos (Bet-
telHeim, 2003). Somente 0,2% dos animais foram 
positivos para o rfb O111 (Fig. 1). WellS et al. (1991), 
koBayaSHi et al. (2001) e orDen et al. (2002) relataram 
as seguintes prevalências, respectivamente, 0,32%, 

0,56% e 1,21%. Embora o coeficiente de prevalência 
verificado tenha sido, relativamente, baixo, Vicente 
et al. (2005) encontraram uma prevalência de 3,3%, 
dois anos antes, em trabalho realizado nas mesmas 
propriedades, durante o período chuvoso.

Ademais se deve lembrar que a E. coli O111 é um 
dos sorogrupos de STEC mais importante, causa 
reconhecida de colite hemorrágica (CH) e síndrome 
hemolítica urêmica (SHU) (BanatVala et al., 2001). 
A maioria dos surtos em seres humanos causados 
por outras STEC, exluindo-se a E. coli O157, são 
atribuídos a cepas pertencentes a esse sorogrupo 
(BettelHeim, 2003).

O coeficiente de prevalência de sequências rfb de 
E. coli O113 encontrado nos bovinos neste trabalho 
foi de 30,83% (Fig. 1). STEC O113 prevalentes no 
rebanho bovino apresentam grandes chances de 
entrar na cadeia de alimentação humana (Paton; 
Paton, 1999). O sorogrupo de STEC O113 foi um dos 
primeiros a ser associado à SHU; segundo karmali 
et al. (1985), duas a cada 12 cepas de STEC isoladas 
de pacientes com SHU são de E. coli O113. 

E. coli O113 já foi isolada de alimentos como, 
carne moída, carne bovina, linguiça e leite (WHo..., 
1998), incluindo hambúrguer congelado comercia-
lizado no Município do Rio de Janeiro (cerqueira 
et al., 1997). artHur et al. (2002) encontraram 3,59% 
das amostras de carcaça bovina contaminadas por 
E. coli O113, mesmo antes da evisceração, corrobo-
rando o demonstrado por Barkocy-GallaGHer et al. 
(2001), que o couro e as fezes de animais destinados 
ao abate são as principais fontes de contaminação 
por patógenos durante o processamento da carne. 

Em acordo com a maioria dos trabalhos publi-
cados até o momento, a maior prevalência de STEC 
foi observada entre novilhas (86,09%), entretanto, 
a segunda maior prevalência foi encontrada em 
animais adultos (68,89%) e a menor em bezerros 
(58,88%), com diferença significativa ao nível de 5%, 
contrariando resultados anteriores que descrevem 
a prevalência em novilhas e bezerros maior que em 
vacas. Resultados semelhantes aos deste trabalho 
foram obtidos por moreira et al. (2003), no Brasil e 
por koBayaSHi et al. (2001) no Japão, estes também 
relataram maior prevalência entre novilhas e vacas.

Observou-se um coeficiente de prevalência 
de sequências rfb O157 e O111 significativamente 
maior, entre bezerros e novilhas, ao nível de 5%. Os 
coeficientes de prevalência de sequência rfb O113 
não apresentaram diferença significativa entre as 
categorias animais, ao nível de 5%. Estes resulta-
dos são concordantes aos descritos por WellS et 
al. (1991) e raHn et al. (1997). As razões para essas 
diferenças de prevalência entre faixas etárias, ainda 
são desconhecidas, mas podem refletir disparidade 
no desenvolvimento ruminal, dieta, resistência a 
infecções e outros fatores (WellS et al., 1991).
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Com exceção do sorogrupo O111, todas as outras 
STEC foram detectadas com maior frequência em 
fezes de bovinos sem diarréia. Vários autores suge-
rem que esses micro-organismos podem fazer parte 
da microbiota normal de bovinos, uma vez que são 
isolados com maior frequência de animais saudáveis 
do que de animais com diarréia (Blanco et al., 1993). 
Os animais infectados não são clinicamente identi-
ficáveis, o que torna o controle da disseminação entre 

os bovinos difícil (GarBer et al., 1995), facilitando que 
os portadores contaminem, por meio de suas fezes, 
o solo, a água, o cocho, equipamentos de ordenha e 
o ambiente de maneira geral.

Embora, o papel de cada Stx na patogênese das 
infecções causadas por cepas de EHEC e mais especi-
ficamente, no desenvolvimento da SHU, permaneça 
controverso (rioS et al., 1999), a maioria dos autores 
relata que a produção de Stx2 está associada a maior risco 
de desenvolver SHU (Boerlin et al., 1999). Além disso, 
as cepas de STEC que apresentam a sequência eae são 
mais virulentas para seres humanos (Barret et al., 1992).

Logo, torna-se relevante o resultado obtido nes-
ta pesquisa, na qual sequências stx1/stx2, stx2 e eae 
apresentaram os maiores coeficientes de prevalência 
entre as amostras de fezes, respectivamente, 45,70%, 
35,01% e 32,76% (Fig. 2), o que foi descrito, também, 
por Blanco et al. (1997), Sanz et al. (1998), VolD et al. 
(1998) e cerqueira et al. (1999). Segundo Blanco et 
al. (1993) as STEC que produzem Stx2 fazem parte 
do grupo bacteriano que compõe a microbiota in-
testinal normal do rebanho, talvez por este motivo 
a sequência stx2 tenha sido encontrada com bastante 
frequência. Ademais, as sequências stx1 e stx2 estão 
localizadas em elementos genéticos móveis e podem 
apresentar diferentes padrões de mobilidade, por-
tanto, talvez ocorra a transferência da sequência stx2 
de sorotipos não patogênicos para patogênicos com 
maior frequência (VolD et al., 1998).

As taxas de prevalência de STEC em rebanhos 
apresentam flutuações significativas ao longo do 

Fig. 3 - Porcentagens de rebanhos, em que Escherichia coli 
com sequências stx (STEC) e rfb O157, O111 e O113 foram 
detectadas por Reação em Cadeia de Polimerase em 
amostras de fezes. Jaboticabal, SP, 2003.

Fig. 1 – Coeficientes de prevalência de sequências stx e 
rfb O113, O111 e O157 de Escherichia coli em amostras de 
fezes de bovinos, detectadas por Reação em Cadeia de 
Polimerase. Jaboticabal, SP, 2003.

Fig. 2 - Coeficiente de prevalência de sequências stx1, 
stx2 e stx1/stx2 de Escherichia coli em amostras de fezes de 
bovinos STEC positivas e coeficiente de prevalência de 
sequência eae de Escherichia coli em amostras de fezes de 
bovinos, detectadas por Reação em Cadeia de Polimerase. 
Jaboticabal, SP, 2003.
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tempo (Hancock et al., 1998). Nota-se esta variação 
quando da comparação entre os resultados obtidos 
neste estudo (Fig. 3), em que STEC foram identifi-
cadas em todos os rebanhos (100%) e os sorogrupos 
O157, O111 e O113 foram observados em 60%, 10% e 
100% dos rebanhos, respectivamente, com os resulta-
dos obtidos por Vicente et al. (2005) que analisando 
os mesmos rebanhos dois anos antes obtiveram, os 
seguintes resultados para STEC, O157, O111 e O113, 
respectivamente, 100%, 40%, 50% e 90%.

Testes repetidos demonstraram que STEC estão, 
pelo menos ocasionalmente, presentes na maioria das 
fazendas (Hancock et al., 1997). Esta afirmação foi 
confirmada, de acordo com o descrito no parágrafo 
anterior, em dois testes sucessivos realizados com 
intervalo de dois anos, uma vez que todos os reba-
nhos foram positivos para STEC em ambos testes. 
Tais dados evidenciam que estes grupos de bactérias 
estão amplamente difundidos entre os animais de 
propriedades rurais do Município de Jaboticabal, SP.

Considerando a ampla distribuição de STEC em 
propriedades leiteiras, as altas taxas de prevalência 
já relatadas e o isolamento de vários sorotipos de 
alta virulência de rebanhos leiteiros e seus produtos, 
deveriam ser desenvolvidas estratégias a longo prazo 
para garantir a segurança de alimentos provenientes 
desses rebanhos (HuSSein; Sakuma, 2005).

As fezes dos bovinos são uma fonte potencial para 
a disseminação de STEC à cadeia de alimentação 
humana e ao ambiente. Segundo kuDVa et al. (1995) 
a E. coli O157 pode sobreviver por pelo menos seis 
semanas nas fezes e possivelmente se multiplicar 
neste material, além disso, Porter et al. (1997) rela-
taram que o sorotipo O157:H7 foi isolado com maior 
frequência de amostras ambientais colhidas próximas 
ao depósito de esterco dos animais e, rebanhos que 
pastejam em piquetes tratados com esterco podem 
apresentar uma prevalência de STEC e O157 maior 
(Hancock et al., 1994). Em um estudo de várias 
amostras ambientais em propriedades leiterias, 
STEC foram encontradas em comedouros e baias 
de bezerros e vacas, demonstrando que o ambiente 
da propriedade pode permanecer contaminado por 
meses (Blanco et al., 2001).

Além dos casos em que a transmissão dá-se dire-
tamente dos animais para os seres humanos, surtos 
de STEC envolvendo vegetais indicam que as fezes 
dos bovinos podem contaminar também este tipo de 
alimento. A contaminação pode ocorrer quando eles 
são cultivados em campos fertilizados com esterco 
tratado incorretamente, através da irrigação com 
água contaminada pelas fezes ou pela água em que 
são lavados (Solomon et al., 2002).

Embora a incidência de infecção em humanos 
por STEC seja, relativamente, baixa, a gravidade dos 
sintomas e a frequência de sequelas renais e neuro-
lógicas são motivos de preocupação. A infecção é de 

relevância em saúde pública e existe a necessidade de 
desenvolver tratamento ou medidas de prevenção. 
Estratégias para reduzir a prevalência em bovinos são 
cruciais para a diminuição da incidência de infecção 
em humanos (SteVenS et al., 2002).

O manejo adequado de dejetos é uma das práticas 
que evita que as fezes bovinas se tornem fonte de 
contaminação ambiental por STEC. Existem outras 
medidas a serem tomadas a fim de reduzir a disse-
minação das STEC, tais como, evitar a introdução 
de animais infectados no rebanho, principalmente 
bezerros e novilhas, fazer a desinfecção adequada das 
baias antes de introduzir novos animais, controlar o 
contato entre bezerros e vacas, oferecer água potável, 
manter bebedouros e comedouros limpos, prover 
cama adequada e acomodações limpas (raHn et al., 
1997; SteVenS et al., 2002).

Considerando a alta prevalência de STEC em 
rebanhos leiteiros demonstrada no presente estudo, 
inclusive a detecção de sorogrupos patogênicos, 
pode-se concluir que os bovinos leiteiros são impor-
tantes reservatórios de STEC, levando, por meio de 
suas fezes, à contaminação do ambiente rural, o que 
constitui um risco a saúde pública.
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