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RESUMO 

A E. coli caracteriza-se como o agente etiológico mais diagnosticado em casos de diarreia neonatal 

bovina, todavia esta bactéria nem sempre é a causadora da enfermidade, tendo em vista que alguns 

sorovares possuem fatores de virulência não capazes de causar a doença. Sendo assim o objetivo do 

corrente estudo foi identificar genes de virulência de diferentes sorovares de E. coli presentes em 

amostras de fezes de bezerras acometidas por diarreia, através da técnica de PCR. Foram 

acompanhadas 14 bezerras diarreicas da raça Holandês. A partir do diagnóstico de diarreia, eram 

realizadas coletas de fezes nos dias 0 e 7 onde era realizado isolamento e identificação do agente 

bacteriano e posterior extração do DNA genômico dos isolados e caracterização genotípica através 

da reação em cadeia de polimerase (PCR). A partir do cultivo microbiológico das fezes, foi possível 

a identificação de Escherichia coli em 100% (n=17) das amostras coletadas. Através da análise de 

PCR, foram identificados genes de hemolisina (hlyA) em 32,35% das amostras, 8,82% foram 

positivas para produtoras de toxina shiga (stx1), 8,82% apresentavam o gene intimina (eae), 8,82% 

apresentavam a toxina termoestável A (estlA) e ainda 41,19% das amostras foram negativas para 

esses genes pesquisados (não patogênicas). Diante do exposto, fica evidente a importância do 

conhecimento dos sorovares e fatores de virulência que caracterizam a patogenia da diarreia de 

bezerros de modo a compreender a epidemiologia, a manifestação clínica e o diagnóstico correto. 

 

Palavras chave: Bovinos, Sorovares, Tipificação. 

 

ABSTRACT 

E. coli is characterized as the most diagnosed etiological agent in cases of bovine neonatal diarrhea, 

however this bacterium is not always the cause of the disease, given that some serovars have virulence 

factors that are not capable of causing the disease. Thus, the aim of the current study was to identify 

virulence genes from different E. coli serovars present in stool samples from calves affected by 

diarrhea, using the PCR technique. 14 Holstein diarrheal calves were followed. From the diagnosis 

of diarrhea, feces were collected on days 0 and 7, where isolation and identification of the bacterial 
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agent was carried out and subsequent extraction of genomic DNA from the isolates and genotypic 

characterization through the polymerase chain reaction (PCR). From the microbiological cultivation 

of feces, it was possible to identify Escherichia coli in 100% (n=17) of the collected samples. Through 

PCR analysis, hemolysin (hlyA) genes were identified in 32.35% of the samples, 8.82% were positive 

for shiga toxin producers (stx1), 8.82% had the intimin (eae) gene, 8.82% had thermostable toxin A 

(estlA) and yet 41.19% of the samples were negative for these researched (non-pathogenic) genes. 

Given the above, it is evident the importance of knowledge of serovars and virulence factors that 

characterize the pathogenesis of calf diarrhea in order to understand the epidemiology, the clinical 

manifestation and the correct diagnosis. 

 

Key words: Cattle, Serovars, Typification. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

A diarreia neonatal bovina é uma enfermidade crítica presente nos rebanhos que afeta o bem-

estar, traz prejuízos com o tratamento e atrasa o desenvolvimento do animal afetando a vida 

reprodutiva futura, além de ser causa significante de mortalidade de bezerros (AGHAKESHMIRI; 

AZIZZADEH, 2017). Pode ser causada por diversos patógenos como bactérias (Escherichia coli e 

Salmonella enteritidis sorotipo Dublin), vírus (rotavírus e coronavírus) e protozoários 

(Cryptosporidium spp. e Eimeria spp.) (CHO et al., 2013), sendo a maioria por infecções mistas. 

Entretanto, a bactéria E.coli destaca-se por ser um importante patógeno em animais jovens, podendo 

causar infecções intestinais e septicêmicas (STELLA, 2009).  

A identificação do agente etiológico é embasada no isolamento do microrganismo nas fezes 

ou conteúdo intestinal através de cultura e caracterização microbiológica, detecção de genes de 

virulência por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) para classificação dos patótipos 

presentes (COURA et al., 2014). A tipificação molecular e classificação das estirpes de E.coli é 

importante por sua relevância, possibilitando identificar as cepas e diferenciá-las em comensais e 

diarreiogênicas. Estas distinguem-se quanto aos fatores de virulência que cada patótipo apresenta, 

classificando-as em E.coli enteropatogênica (EPEC), enterohemorrágica (EHEC), enterotoxigênica 

(ETEC) e E.coli produtora da toxina Shiga (STEC) (NATARO; KAPER, 1998; MARTINEZ; 

TRABULSI, 2008). 

Dessa forma, no presente estudo o objetivo foi identificar genes de virulência de diferentes 

patótipos de E.coli presentes em amostras de fezes de bezerras acometidas por  diarreia, através da 

técnica de PCR. 

 

2 METODOLOGIA  

O experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais CEUA-

UFPEL: 10/2018, sendo realizado em uma propriedade leiteira no sul do Rio Grande do Sul, Brasil 

(32° 16’ S, 52° 32’ E). Foram acompanhadas 14 bezerras da raça Holandês mantidos em sistema 



Brazilian Journal of Development 
 

   Braz. J. of  Develop., Curitiba, v. 6, n. 6, p.40449-40457,  jun. 2020.                            ISSN 2525-8761 

40452  

intensivo de produção, estando todos sob as mesmas condições de manejo, alocados em um galpão 

suspenso com baias individuais, desde o nascimento até 10 dias de idade.  

O diagnóstico de diarreia se baseou pelo exame clínico aliado ao escore de fezes seguindo a 

metodologia de McGuirk (2008), com os escores 2, 3 e 4 caracterizados por fezes diarreicas. A partir 

do diagnóstico de diarreia, eram realizadas coletas de fezes nos dias 0 e 7, para a realização de culturas 

microbiológicas com o propósito de isolamento e identificação do agente bacteriano no Laboratório 

Regional de Diagnóstico (LRD) e posteriormente encaminhadas para o Laboratório de Microbiologia 

de Alimentos (DCTA) para extração do DNA genômico dos isolados e caracterização genotípica 

através da reação em cadeia de polimerase (PCR). Ainda, as amostras foram encaminhadas para o 

Laboratório de Parasitologia – LADOPAR, da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) no dia em 

que era identificada a doença para exames coproparasitológicos os quais tiveram resultado negativo.  

A partir do cultivo microbiológico das fezes, foi possível a identificação de Escherichia coli 

em 100% (n=17) das amostras coletadas. A confirmação molecular dos isolados de E. coli foi 

realizada por PCR, o gene uspA foi utilizado para confirmação de espécie e gênero, gerando um 

fragmento de 884 pares de base (pb). 

Nos isolados confirmados, foram pesquisados por PCR os genes de virulência eae (384 pb), 

stx1 (180 pb), hlyA (534 pb) e estIa (157 pb), que codificam para a intimina, presente nos patótipos 

enteropatogênica (EPEC) e na E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), toxina Stx1 (presente em 

STEC), hemolisina, presente na enterohemorrágica (EHEC) e toxina termoestável A, presente na 

enterotoxigênica (ETEC). Os primers, condições e referências utilizadas estão descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Sequência dos primers e condições utilizados para identificação de genes de virulência utilizadas neste estudo. 

Gene       Sequência de primers  TA NC T°A Ref. 

uspA F CGATACGCTGCCAATCAGT 

RACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

 884 30 70 Chen; Griffiths, 1998  

eae 

 

 

stx1 

 

 

F ACCCGGCACAAGCATAAGC 

R CACCTGCAGCAACAAGAGG 

 

FATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 

RAGAACGCCCACTGAGATCATC 

 

 384 

 

 

180 

 

 

35 

 

 

35 

 

 

60 

 

 

60 

 

 

Paton; Paton, 1998 

 

 

Paton; Paton, 1998 
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hlyA 

 

 

estla 

 

FGCATCATCAAGCGTACGTTCC 

RAATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 

 

FCCTCTTTTAGCAGACACTGAATCATTG 

RCAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 

534 

 

 

157 

35 

 

 

30 

60 

 

 

63 

Paton; Paton, 1998 

 

 

Muller et al., 2007 

TA: Tamanho do amplicon (pb); NC: Número de ciclos; T°A: Temperatura de anelamento (°C); Ref.: Referências. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Através da análise de PCR, foram identificados genes de hemolisina (hlyA) em 32,35% das 

amostras, 8,82% foram positivas para produtoras de toxina shiga (stx1), 8,82% apresentavam o gene 

intimina (eae), 8,82% apresentavam a toxina termoestável A (estlA) e ainda 41,19% das amostras 

foram negativas para esses genes pesquisados (não patogênicas), tais genes são característicos, 

respectivamente, de  E. coli enterohemorrágica (EHEC), produtora da toxina Shiga (STEC), 

enterotoxigênica (ETEC) e enteropatogênica (EPEC). Heller e Chigerwe (2018) relatam que há 

diversos patotipos de E. coli envolvidos nas patogenias da diarreia neonatal, cujos principais 

patovares são a EHEC, STEC e ETEC, sendo predominante a partir do quarto dia de vida (FOSTER; 

SMITH, 2009). 

Segundo Andrade e colaboradores (2012), a presença de STEC e EHEC varia de 2,7% até 

mais de 50%, sendo descritos para ETEC percentuais de 0 até 30%, no vigente estudo tais patovares 

representaram 8,82%, 32,35% e 8,82% dos isolados, respectivamente, dados similares foram 

encontrados por Ok et al. (2009).  

No presente estudo, a maior ocorrência foi do gene hlyA, esse codifica a hemolisina, um dos 

fatores de virulência mais importantes de EHEC. Pode-se presumir a presença desse patotipo, visto 

que atua na patogênese da diarreia, através de mecanismos de adesão induzindo alterações pró-

inflamatórias e consequentemente dano celular (BADOUEI et al., 2016). Além disso, três dessas 

linhagens também apresentavam o gene stx1, responsável pela produção de toxina Shiga. Resultado 

semelhante foi detectado no estudo de Lorenze et al. (2013), que mostrou significativa associação da 

hemolisina à presença de stx e eae. 

A produção de toxina Shiga é o principal fator de virulência da STEC atuando na patogênese 

de algumas doenças em humanos e também na diarreia de bezerros neonatos (ALTERTHUM; 

TRABULSI, 2015), esta estirpe possui caráter zoonótico, assim como a EPEC e EHEC, onde os 

bovinos são considerados reservatórios do agente (CROXEN et al., 2013). Sua patogênese ocorre a 

partir da endocitose mediada por um receptor de membrana, que após a internalização da stx provoca 
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a inibição da síntese proteica, resultando em apoptose da célula alvo (COURA et al., 2014). A 

patogênese das infecções por STEC são geralmente multifatoriais ocorrendo de forma sinérgica com 

outros fatores de virulência, o que contribui com manifestações clínicas mais graves (ALTERTHUM; 

TRABULSI, 2015).  

Neste trabalho, alguns dos isolados com a presença do gene stx1, também apresentaram o 

gene eae, o qual codifica para a intimina, responsável por colonizar a mucosa intestinal através de 

um mecanismo de adesão, induzindo a uma lesão histopatológica característica denominada attaching 

and effacing (A/E), provocando a destruição das microvilosidades intestinais levando a um quadro 

de diarreia secretora e severa má absorção (ALTERTHUM; TRABULSI, 2015; BADOUEI et al., 

2016).  

Essa lesão A/E também é característica de E. coli enteropatogênica, considerando que um dos 

isolados apresentou um dos genes que caracteriza este patotipo, a intimina (eae) e não apresentou a 

presença do gene stx1, dessa forma pode-se presumir a presença desse patotipo (CAINE et al, 2014). 

No entanto, o gene stx2, que também codifica para a Shiga toxina 2 não foi pesquisado no presente 

estudo. 

Houveram também isolados apresentando a toxina termoestável A, caracterizando o patotipo 

ETEC, que acomete bezerros, principalmente aos 3 e 4 dias de vida (FOSTER; SMITH, 2009; 

BLANCHARD, 2012). Esse patotipo caracteriza-se por colonizar a superfície da mucosa intestinal e 

produzir enterotoxinas termoestáveis (ST) e termolábeis (LT) que alteram as funções dos enterócitos, 

aumentando a secreção e reduzindo a absorção de líquidos (COURA et al., 2014). 

Apesar de não ter sido pesquisada neste estudo, outra estirpe diarreiogênica é a E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), responsável por casos de diarreia em humanos, mas também já sendo relatada 

em cães e bovinos (MANCHESTER et al., 2013; SHABANA, 2014). A patogênese da EIEC ocorre 

com a invasão nos enterócitos, produção de enterotoxinas e indução de macrófagos à apoptose após 

a fagocitose, entretanto quadros diarreicos por EIEC têm sinais clínicos leves que se tornam 

autolimitantes. De acordo com Croxen et al. (2013), este é subnotificado em pesquisas 

epidemiológicas, por algumas cepas apresentarem similaridade com a bactéria Shigella spp., 

enquanto outras apontam características de E. coli comensais. 

Como visto no presente trabalho, foi significativo o percentual de isolados que não 

apresentaram os genes de virulência pesquisados, classificadas como E. coli genérica, uma vez que 

muitas vezes as bactérias isoladas das fezes de bezerros diarreicos são comensais da flora intestinal, 

não sendo responsáveis pela patogênese da diarreia (COURA et al., 2014). No entanto, em animais 

debilitados ou com alterações na barreira gastrointestinal, patovares não patogênicos de E. coli 

presentes no intestino podem acarretar infecção (CONSTABLE, 2009). Desta forma, seriam 
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necessárias mais pesquisas genotípicas para afirmar que estas não possuem um patotipo definido, 

visto que são diversos os genes de virulência presentes nos diferentes patotipos de E. coli. 

 

4 CONCLUSÃO 

Diante do exposto, fica evidente a importância do conhecimento dos sorovares e fatores de 

virulência que caracterizam a patogenia da diarreia de bezerros de modo a compreender a 

epidemiologia, a manifestação clínica e o diagnóstico correto. Ainda assim, são necessários mais 

estudos para identificar estirpes comensais de E. coli que podem estar envolvidas na patogenia da 

diarreia neonatal bovina. 
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