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RESUMO 

 

Medicina da Conservação (One world, One health) é a área da ciência que 

compreende o estudo das doenças que resultam da interação entre o homem, 

animais e meio ambiente. Dentre as bactérias com potencial zoonótico encontram-se 

Escherichia coli e Salmonella spp., empregadas também como medidas de 

contaminação ambiental e/ou ação antrópica. O objetivo deste trabalho foi a 

pesquisa de E. coli patogênicas e Salmonella spp., e sua resistência a 

antibacterianos, em mamíferos selvagens capturados em quatro diferentes áreas 

naturais brasileiras. Foram coletados swabs retais de 66 animais de diferentes 

espécies, processados segundo protocolos já estabelecidos para o isolamento de E. 

coli e Salmonella. As cepas foram analisadas quanto à resistência a antimicrobianos 

de acordo com padronização internacional. Para as E. coli, foram pesquisados, 

através de PCR, genes referentes às cepas diarreiogênicas, ExPEC e grupos 

filogenéticos.  Foram isoladas quatro cepas de Salmonella enterica, sorotipos 

60:r:e,n,z15, Belem, Newport e Carrau, sendo este último multirresistente. Oitenta e 

seis cepas de E. coli foram isoladas e as provenientes de animais do Parque 

Estadual da Cantareira (São Paulo) apresentaram pelo menos um dos genes 

pesquisados; 51,5% e 35,0% dos isolados dos animais, respectivamente, de 

Nhecolândia (Pantanal) e Parque Estadual da Serra da Tiririca/Reserva Ecológica 

Darcy Ribeiro (Rio de Janeiro), não apresentaram os genes pesquisados, sendo 20 

o percentual de cepas negativas em Santa Isabel do Rio Negro (Amazônia). O grupo 

filogenético B1 foi prevalente entre os isolados (42,0%). Acima de 50,0% das cepas 

isoladas de todos os locais foram resistentes a antimicrobianos, especialmente β-

lactâmicos, onde quatro cepas de E. coli obtidas de animais do Parque Estadual da 

Cantareira, local com alta ação antrópica, apresentaram multirresistência. A intensa 

ação humana pode levar à contaminação ambiental por cepas resistentes e/ou com 

potencial patogênico que, por sua vez, podem ser transmitidas para os animais 

selvagens. 

Palavras-chave: Escherichia coli, Salmonella, animais selvagens, resistência a 

antimicrobianos, genes de virulência, grupos filogenéticos 



 

 

ABSTRACT 

 

Conservation Medicine (One World, One Health) is the area of science that involves 

the study of diseases resulted from the interaction among man, animals and the 

environment. Escherichia coli and Salmonella spp. are among the bacteria with 

zoonotic potential, which can also be used as a measurement of environmental 

contamination and/or anthropogenic activities. The objective of this study was the 

detection of pathogenic E. coli and Salmonella spp. as well as the resistance to 

antibacterial in mammals captured in four different natural areas of Brazil. Rectal 

swabs were collected from 66 animals of different species, and were processed 

according to established protocols for E. coli and Salmonella isolation. The strains 

were analyzed for the resistance to antibacterial according to international standards. 

For E. coli it was screened by PCR, genes related to diarrheagenic strains, ExPEC 

and phylogenetic groups. Were isolated four strains of Salmonella enterica, serotype 

60: r: e, n, z15, Belem, Newport and Carrau, the latest being MDR. Eighty-six strains 

of E. coli were isolated and all animals from Cantareira State Park (São Paulo) had at 

least one gene; 51,5% and 35,0% from the isolated animals, respectively, of 

Nhecolândia (Pantanal) and Serra da Tiririca State Park/Ecological Reserve Darcy 

Ribeiro (Rio de Janeiro), showed no genes surveyed, 20 percentage of negative 

strains in Santa Isabel do Rio Negro (Amazon). The phylogenetic group B1 was the 

most prevalent among the isolates (42,0%). Over 50,0% of the strains isolated from 

all sites were resistant to antibacterial, especially β-lactams, which four strains of E. 

coli obtained from animals in Cantareira State Park, local with high anthropic action, 

showed multidrug resistance. It is concluded that the intense human action can lead 

to environmental contamination caused by resistant strains and/or pathogenic 

potential which, in turn, can be transmitted to wild animals. 

 

 

Keywords: Escherichia coli, Salmonella, wild animals, antibacterial resistance, 

virulence genes, phylogenetic groups 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Uma das importantes áreas que emergiram na última década como objeto de 

preocupação e investigação científica é a da Medicina da Conservação, 

compreendendo o estudo das doenças resultantes da interação entre o homem, os 

animais e o meio ambiente, surgindo o conceito One world, One health. O 

crescimento da população humana, a degradação ambiental, a contaminação da 

água e do solo são questões que se imbricam e se somam na ocorrência de 

patógenos que podem acometer esses três elos, tendo os animais selvagens grande 

importância nesse processo, seja como sentinelas de doenças infecciosas, 

parasitárias ou decorrentes da contaminação ambiental por substâncias tóxicas, seja 

como transmissores de alguns patógenos (WEINHOLD, 2003; RABINOWITZ et al., 

2009; SIEMBIEDA, et al., 2011; TOMPIKINS et al., 2011). 

 Devido à capacidade inerente a alguns patógenos, de parasitarem diferentes 

hospedeiros, alterações ambientais promovidas pela ação antrópica podem causar 

perturbações no ecossistema, modificando a disponibilidade dos patógenos e 

vetores e a susceptibilidade dos hospedeiros, podendo levar, indiretamente, à 

disseminação de doenças (FRIGGENS; BEIER, 2010; TOMPIKINS et al., 2011). 

Dentre as bactérias, com potencial zoonótico, que podem servir também 

como medidas de contaminação ambiental e/ou ação antrópica, encontram-se a 

Salmonela spp. e a Escherichia coli (CARVALHO, 2007). Ambas pertencem à família 

Enterobacteriaceae e estão relacionadas tanto à gastroenterites como a processos 

sistêmicos no homem e animais (KAPER et al., 2004; HOELZER et al., 2011). 

A Salmonella spp. é considerada um patógeno primário, e os animais e os 

humanos podem carreá-la sem que apresentem qualquer sinal clínico de doença, 

possibilitando sua disseminação. A ocorrência de situações que levam à quebra da 

imunidade pode resultar no desenvolvimento de diversas manifestações clínicas 

como, enterites, abortamento e septicemias (RUNKEL et al., 1991; JIJÓN et al., 

2007; OLIVEIRA et al., 2010). 

 Autores de diferentes países têm demonstrado que répteis, aves e mamíferos 

de vida livre podem albergar Salmonella spp., inclusive de sorotipos frequentemente 
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encontrados como agentes de doença humana (LEE et al., 2011; FOTI et al., 2011; 

SÁNCHEZ-JIMÉNEZ et al., 2011)  

A disseminação de sorotipos de Salmonella spp. oriundos de animais 

selvagens para os animais domésticos ocorre devido à proximidade destes grupos 

de animais, compartilhando o mesmo ambiente, com possível ocorrência da via 

inversa. A infecção, principalmente de animais de produção, pode levar à 

contaminação de suas carcaças e, por consequência, à infecção humana; da 

mesma forma, animais de produção podem contaminar o solo e a água utilizada 

para a manutenção da vida selvagem contribuindo na disseminação desse patógeno 

no ambiente (LEJEUNE et al., 2004; JIJÓN et al., 2007).  

As Escherichia coli são consideradas comensais intestinais do homem e de 

outros animais de sangue quente, porém, cepas com potencial patogênico, que 

surgiram durante o processo evolutivo da espécie, apresentam fatores de virulência 

(FV) e são capazes de causar tanto doenças entéricas como extraintestinais 

(KAPER et al., 2004; SMITH et al., 2007; BÉLANGER et al., 2011).  

As E. coli diarreiogênicas são subdivididas em seis categorias: 

enteropatogênicas (EPEC), enterohemorrágicas (EHEC), enterotoxigênicas (ETEC), 

enteroagregativas (EAEC), enteroinvasivas (EIEC) e difusamente aderentes (DAEC) 

(NATARO ; KAPER, 1998), devendo-se enfatizar que as EPEC e as EHEC têm sido 

relacionadas ao homem e aos animais selvagens, merecendo destaque do ponto de 

vista da Medicina da Conservação. 

As EPEC são importante causa de diarreia e mortalidade em crianças 

menores de um ano, em países em desenvolvimento. Essas têm, como ponto 

central de sua patogênese, a capacidade de ocasionar a lesão “attaching and 

effacing”, relacionada ao gene eae (NATARO; KAPER, 1998; CHANDRA et al., 

2012). Em relação aos animais selvagens, E. coli com capacidade de “attaching and 

effacing” tem sido caracterizada como agente etiológico de doença em primatas não 

humanos (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 2003) tendo sido também 

isolada de animais de vida livre sadios, como aves, cervídeos e leões marinhos (OH 

et al., 2011; CARRASCO et al., 2011; OBWEGESER et al., 2012). 
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 As EHEC são um subgrupo das STEC (E. coli produtora da toxina de Shiga) e 

uma das categorias mais estudadas, pois podem resultar em doenças graves como 

colite hemorrágica e/ou síndrome hemolítica urêmica (SHU), doença com elevado 

índice de fatalidade para o homem, especialmente crianças, idosos e 

imunodeficientes (MORA et al., 2004). Apresentam alguns marcadores de virulência, 

entre eles os genes eae (ligado à capacidade de produzir a lesão de “attaching and 

effacing”, ocasionando alteração no citoesqueleto da célula epitelial) e stx1/stx2 

(genes que codificam a produção de toxinas de Shiga).  

 Na literatura, encontram-se estudos demonstrando que os ruminantes, 

principalmente o gado bovino, são considerados hospedeiros naturais, pois cepas de 

EHEC são encontradas em fezes de animais sadios (NATARO ; KAPER, 1998; 

RAMACHANDRAN et al., 2003). Autores têm demonstrado a presença desse 

patógeno em animais selvagens, alguns deles vivendo em proximidade com o gado 

bovino. Doença humana já foi relacionada à ingestão de carne de caça, sugerindo 

que animais selvagens possam ser hospedeiros desses patógenos (SÁNCHEZ et 

al., 2010).  

As cepas de E. coli envolvidas em processos fora do sítio intestinal recebem a 

designação genérica de ExPEC (“Extraintestinal pathogenic E. coli”) (RUSSO; 

JOHNSON, 2000). Dentre as doenças extraintestinais destacam-se as infecção 

urinárias, pneumonias, meningites e septicemias (SMITH et al., 2007; CARVALLO et 

al., 2010; CARVALHO et al., 2012). 

Para que essas bactérias se disseminem para outros sítios no hospedeiro, 

são necessários FV, entre eles adesinas, sideróforos, fatores de evasão do sistema 

imune, toxinas, entre outros, codificados em ilhas de patogenicidade cromossomal 

e/ou em plasmídeos (POLLARD et al., 1990; LE BOUGUENEC et al., 1992; 

JOHNSON; STELL, 2000). 

Estudos demonstram o isolamento de E. coli capaz ocasionando infecção 

extraintestinal, em animais de produção, de companhia, selvagens e humanos, onde 

algumas cepas são comuns entre os hospedeiros, o que evidencia a transmissão do 
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homem para animais e vice-versa, tendo o ambiente como possível via para essa 

transmissão (BÉLANGER et al., 2011).  

São escassos os relatos de ExPEC causando doenças em animais selvagens 

(CARVALLO et al., 2010; CARVALHO et al., 2012), embora doenças extraintestinais, 

com o isolamento de E. coli, tenham sido publicados (SCIMECA et al., 1990; 

NDUNG’U et al., 2003; ORÓS et al., 2004). Em relação aos animais de vida livre, 

estudos do grupo publicados monstram que aves selvagens de ambientes insulares 

albergam cepas de ExPEC com alto potencial patogênico para animais e homem, 

além de apresentarem níveis elevados de resistência a antimicrobianos 

(CARVALHO, comunicação pessoal). 

A diversidade genética dentro da espécie E. coli e a observação de que os 

diferentes patótipos apresentam perfis de virulência distintos, proporcionou a busca 

de técnicas que possibilitassem a classificação de grupos filogenéticos e a 

diferenciação entre as cepas comensais e patogênicas (CLERMONT et al., 2000). 

Análises filogenéticas realizadas têm demonstrado que as E. coli podem ser 

classificadas em quatro grupos filogenéticos principais: A, B1, B2 e D, em que as 

cepas patogênicas, especialmente as que causam doença extraintestinal, pertencem 

ao grupo B2 e, em menor grau, ao D, enquanto cepas comensais ou menos 

virulentas aos grupos A e B1 (SCHIERACH et al., 2008). 

Os antibacterianos são as drogas mais indicadas para o tratamento de 

doenças bacterianas, porém a sua utilização indiscriminada nas últimas décadas 

resultou na disseminação de resistência, tanto em bactérias presentes nos hospitais 

como em isolados da comunidade e do ambiente (NEGREANU et al., 2012).  

A eliminação de lixo, esgoto e dejetos humanos e de animais domésticos, 

especialmente animais de criação, cuja utilização de antimicrobianos como profilaxia 

de doenças e promotores de crescimento é prática comum, pode levar a 

contaminação de ambientes naturais por cepas patogênicas ou não, resistentes a 

antimicrobianos (SAYAH et al., 2005; DELSOL et al., 2010). A utilização de excretas 

de animais de criação como fertilizantes favorecem a contaminação ambiental, além 
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das fontes de água, possibilitando maior transmissão de bactérias resistentes 

(BLANCO et al., 2009).  

A resistência a antimicrobianos em bactérias isoladas da água e do solo pode 

aumentar com o impacto antropogênico, uma vez que a pressão seletiva exercida 

pelas práticas acima descritas pode auxiliar na seleção de cepas que já 

apresentavam resistência natural, ou ainda, favorecer a ocorrência de transferência 

da resistência entre as bactérias (SAYAH et al., 2005; DELSOL et al., 2010). Por 

isso, os ambientes aquáticos e terrestres podem servir como meio de disseminação 

dessas cepas resistentes e os animais selvagens podem fazer parte desse ciclo 

(NEGREANU et al., 2012). 

E. coli, sendo a principal enterobactéria presente no conteúdo intestinal, tem 

sido frequentemente utilizada como indicador de resistência a antibióticos em uma 

dada população animal e/ou espaço geográfico (GUENTHER et al., 2010). 

Ambientes onde o adensamento humano permite a proximidade de áreas urbanas e 

naturais, ou locais onde animais selvagens convivem com animais domésticos são 

importantes sítios de investigação sobre a presença de patógenos com potencial 

zoonótico e/ou resistentes a antibióticos (GUENTHER et al., 2011). 

Poucas são as pesquisas que têm como foco o estudo da interface entre 

animais selvagens, domésticos e humanos, no tocante a patógenos com potencial 

zoonótico e/ou resistência a antibióticos. A pesquisa de patógenos específicos em 

animais selvagens capturados nessas áreas naturais, pelas características acima 

referidas, pode se prestar a este objetivo. 
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2. INTRODUÇÃO  

 

A diminuição do habitat natural dos animais selvagens, observada nas últimas 

décadas, como consequência do desmatamento, queimadas e crescimento 

populacional, resultou no aumento da interação entre esses e os homens, 

acarretando na possível transmissão de patógenos entre estes. Além do contato 

direto, a contaminação do solo e água, principalmente pela ação antrópica, pode 

disseminar pelo meio ambiente agentes infecciosos (RABINOWITZ et al., 2009; 

SIEMBIEDA, et al., 2011; TOMPIKINS et al., 2011). 

Dentre as bactérias com potencial zoonótico está a Escherichia coli, espécie 

que pode ser dividida em cepas comensais e patogênicas, e a Salmonella spp., 

considerada patógeno primário (CARVALHO, 2007). 

O gênero Salmonella apresenta duas espécies, a S. enterica e S. bongori, 

ambas capazes de invadir as células hospedeiras, porém só a S. enterica tem a 

capacidade de se disseminar sistemicamente (LAN et al., 2009). A disseminação de 

sorotipos de Salmonella oriundos de animais selvagens para os animais domésticos 

e homem, e vice-versa, pode advir da contaminação do solo e da água, contribuindo 

para a disseminação deste patógeno no ambiente (LEJEUNE et al., 2004; JIJÓN et 

al., 2007). 

A aquisição de genes de virulência por amostras originalmente comensais de 

E. coli resultou em cepas patogênicas, e levou ao surgimento de síndromes 

intestinais e extra-intestinais. Portanto, a pesquisa desses genes é uma ferramenta 

importante para a caracterização dos isolados (KAPER et al., 2004; SMITH et al., 

2007; BÉLANGER et al., 2011). Além disso, as E. coli podem ser classificadas em 

quatro principais grupos filogenéticos, A, B1, D e B2, sendo que a maioria das cepas 

com potencial patogênicos se enquadra principalmente nos grupos B2 e D 

(CLERMONT et al., 2000; SCHIERACH et al., 2009). 

Outra medida indireta da ação antrópica no meio ambiente é a resistência a 

antibacterianos observada em cepas isoladas de animais selvagens. Esta pode ser 

resultado da utilização dessas drogas como profilaxia de doenças e promotor de 
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crescimento em criação de animais, além do seu uso indiscriminado em Saúde 

Pública, onde o princípio ativo pode contaminar o meio ambiente através de dejetos 

(SAYAH et al., 2005; DELSOL et al., 2010; NEGREANU et al., 2012).  

Foi objetivo do presente trabalho, a pesquisa de E. coli patogênica e 

Salmonella spp., e sua resistência a antibacterianos, em mamíferos selvagens 

capturados em diferentes áreas naturais brasileiras. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Regiões de colheita de material e espécies de animais amostradas 

 

 Para a realização da pesquisa foram colhidas amostras de animais selvagens, 

em quatro diferentes regiões (figura 1 e quadro 1). 

Foram coletados dois swabs retais de 66 animais. Todos os animais foram 

contidos quimicamente para a colheita dos materiais, de acordo com os protocolos 

utilizados pelos responsáveis das parcerias recomendados para cada espécie, e 

autorizado pelas licenças ICMBIO/SISBIO, minimizando o estresse para os mesmos. 
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Quadro 1. Espécies de animais amostradas em suas respectivas áreas de colheita e biomas, as licenças ambientais e a ação antrópica exercida nessas 
áreas 

LOCAL Municípios/ 

Estado 

Bioma Sítio de Colheita Ação antrópica 

no local 

No. de amostras/ Espécie 

animal 

Licenças 

Parque Estadual da 

Cantareira (PEC) 

São Paulo, 

Caieiras, 

Mairiporã e 

Guarulhos/ SP 

Mata 

Atlântica 

Núcleo Pedra 

Branca e Núcleo 

Cabuçu 

Alta 10 quatis (Nasua nasua), 3 
gambás (Didelphis 
marsupialis),1 cuica 
(Monodelphis domestica) 

ICMBIO, SISBIO nº 

15097-1 

Nhecolândia 

(NHE) 

Aquidauana/ 

Mato grosso do 

Sul  

Pantanal Sub-região 

Nhecolândia 

Mediana 12 tatus-canastra (Priodontes 

maximus), 1 tatu-rabo-mole 

(Cabassous unicinatus), 4 tatu-

peba (Euphractus sexcintus) 

ICMBIO, SISBIO n° 

27587-3 

Santa Isabel do Rio 

Negro (SIRN) 

Santa Isabel do 

Rio Negro/ 

Amazonas 

Floresta 

Amazônica 

Não informado Baixa 18 morcegos de diferentes 
espécies1, 3 roedores (2 
Dermacrina gnoma, Oecomys 
sp.), 1 marsupial (Metachirus 
sp.) 

ICMBIO, SISBIO n° 

27923-4 

Parque Estadual da 

Serra da Tiririca e a 

Reserva Ecológica 

Darcy Ribeiro 

(PEST/REDR) 

Niterói, Maricá e 

São Gonçalo/ 

Rio de Janeiro 

Mata 

Atlântica 

Não informado Mediana 13 micos leão da cara dourada 
(Leontophitecus chrysomelas) 

ICMBIO, SISBIO n° 

30939 

1
Lophostoma sp., Molossus molossus, Glossophaga sorina, Desmodontinae sp., Mesophylla macconnelli, Tonatia saurophilla, Dermacrina gnom 

Fonte: Autora, 2013
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Figura 1. Mapa do Brasil, em destaque vistas aéreas das regiões de A- Santa Isabel do Rio Negro 
(SIRN) - Amazônia; B- Parque Estadual da Serra da Tiririca e a Reserva Ecológica Darcy Ribeiro 
PEST/REDR) – Rio de Janeiro; C- Nhecolândia (NHE) – Mato grosso do Sul; D- Parque Estadual da 
Cantareira (PEC) – São Paulo 

 

 

Fonte: Autora, 2013 
 

3.2. Processamento das amostras 

 

3.2.1. Isolamento e identificação de E. coli 

 

Para a pesquisa de E. coli o swab retal foi semeado em ágar MacConkey 

(Difco™), sendo a caracterização das cepas realizada de acordo com as técnicas 

A 
B 

C 
D 
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rotineiras de identificação bioquímica (KONEMAN, 1997), incluindo os kits EPM, 

MILi, Citrato (Probac™). Após isolamento e identificação, as cepas foram 

congeladas a -70°C, em caldo BHI (Difco™) acrescido de partes iguais de glicerol a 

80% para posterior caracterização genotípica e teste de susceptibilidade a 

antimicrobianos.  

 

3.2.2. Isolamento e identificação de Salmonella spp. 

 

O swab para pesquisa de Salmonella spp. foi inoculado em água peptonada 

tamponada, incubada por 24h a 37ºC. Uma alíquota de 1,0 mL foi transposta para 

9,0 mL de caldo Tetrationato (Difco™) e incubada por 24h a 42ºC. Após essa ação, 

semeou-se em meio ágar XLT4 (Oxoid™) e incubou-se por 24h a 37ºC (MICHAEL et 

al., 2003). O processo foi finalizado com a identificação das colônias sugestivas de 

Salmonella spp. através das galerias de identificação API (BioMerieux™) e posterior 

sorotipagem em centro de referência (Instituto Adolfo Lutz). Após isolamento e 

identificação das cepas, as mesmas foram congeladas a -70°C, utilizando o mesmo 

procedimento descrito para E. coli, para posterior teste de susceptibilidade a 

antimicrobianos. 

 

3.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

 

Foram testados 86 isolados de E. coli e quatro isolados de Salmonella spp. A 

susceptibilidade aos antimicrobianos seguiu a técnica de difusão em placa, segundo 

o preconizado por Kirby & Bauer, tendo como parâmetros a padronização 

internacional (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b). Foram consideradas multirresistentes, 

cepas resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos (SCHWARTZ et al., 

2010). Os antimicrobianos testados foram: β-lactâmicos - Amoxicilina 30 μg (AMO), 

Ampicilina 10 μg (AMP), Cefalexina 30 μg (CFE), Cefoxitina 30 μg (CFO), Ceftiofur 

30 μg (CTF); Quinolona - Ciprofloxacina 5 μg (CIP), Enrofloxacina 5 μg (ENO); 

Anfenicol - Cloranfenicol 30 μg (CLO); Sulfonamida - Sulfametaxazol - trimetropim 25 

μg (STX); Aminoglicosídeo - Estreptomicina 10 μg (EST), Gentamicina 10 μg (GEN); 

Tetraciclina 30 μg (TET) (Cefar™).  
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3.4. Pesquisa de fatores de virulência (FV) em isolados de E. coli 

 

Para a investigação de marcadores de virulência nas cepas de E. coli, 

utilizou-se a técnica de “Polimerase Chain Reaction” (PCR). Foram pesquisados os 

genes eae, stx1 e stx2, relacionados às cepas diarreiogênicas (GANNON et al., 

1993; OLSVIK et al., 1991) e os genes sfa, papC, papEF, iucD, malX, cvaC, hly, 

fyuA, traT e cnf1 relacionados às cepas patogênicas extraintestinais (ExPEC) 

(JOHNSON;  STELL, 2000; LE BOUGUENEC et al., 1992; POLLARD et al., 1990). A 

sequência dos iniciadores, a temperatura de anelamento e o tamanho dos 

amplificados estão descritos no quadro 2.  

Para a pesquisa dos genes de virulência foram utilizadas reações de 50µL, 

contendo 5µL da amostra, 1,5 mM de MgCL2 (exceto para o gene stx1 e stx2, cuja 

concentração foi de 2,25 mM), 0,02 mM de cada dNTP para os genes papEF, papC, 

malX, cnf1, fyuA e eae; para os genes sfa, cvaC, traT, hly, stx 1 e stx 2 foi utilizado 

0,04 mM de cada dNTP, 1µM de cada primer (com exceção do gene hly, cuja 

concentração é de 1,5 µM de cada primer), 1,5 unidade de Taq e água mili-Q qsp. 

Para a análise dos resultados do PCR, realizou-se a eletroforese dos amplificados 

em gel de agarose a 1%, em tampão TBE1, colocando em ambas as extremidades 

do gel o marcador de peso molecular de 100 pb (NovergenTM). A corrida foi realizada 

a 100V por 1h, e, na sequência, o produto foi corado em brometo de etídio (0,5 

ug/mL), visualizado em transiluminador UV e registrado em fotodocumentador 

(Kodak, Gel Logic 212 Imaging SystemTM). 

 

 

 

 

                                                           
1
  10,8g de Tris Base (Bio Basic Inc™), 5,5g de ácido bórico (Carlo Erba™), 4mL de EDTA (0.5M pH 

8,0) (Bio Basic Inc™) e 1mL de água mili-Q. 
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Quadro 2. Sequência, tamanhos dos amplificados e temperatura de anelamento dos iniciadores para 
a pesquisa de E. coli patogênicas  

 Iniciador 

/ Gene 

Sequência Tamanho 

molecular 

(pb) 

Temperatura 

de 

Anelamento 

D
ia

rr
ei

go
nê

nc
ia

s 

eae 5’ACGTTGCAGCATGGGTAACTC3’ 

5’GATCGGCAACAGTTTCACCTG3’ 

815 58ºC 

stx2 5’CTTCGGTATCCTATTCCCGG3’ 

5’GGATGCATCTCTGGTCATTG3’ 

478 55ºC 

stx1 5’GAAGACTCCGTGGGATTACG3’ 

5’AGCGATGCAGCTATTAATAA3’ 

130 55ºC 

E
xP

E
C

 

 

fyuA 5’TGATTAACCCCGCGACGGGAA3’ 

5’CGCAGTAGGCAAGATGTTGTA3’ 

787 63,5ºC 

cvaC 5’CACACACAAACGGGAGCTGTT3’ 

5’CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT3’ 

679 63,5ºC 

traT 5’GGTGTGGTGCGATGAGCACAG3’ 

5’CACGGTTCAGCCATCCCTGAG3’ 

290 63,5ºC 

sfa 5’CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC3’ 

5’CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA3’ 

410 63,5ºC 

hly 5’AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT3’ 

5’ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA3’ 

1177 63,5ºC 

papC 5’GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA3’ 

5’ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA3’ 

200 63,5ºC 

malX 5’GGACATCCTGTTACAGCGGCGA3’ 

5’TCGCCACCAATCACAGCCGAAC3’ 

930 63,5ºC 

cnf1 5’AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG3’ 

5’CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT3’ 

498 63,5ºC 

iucD 5’TCCCGGATTGTCATATGCAGACCGT3’ 

5’AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG3’ 

602 63,5ºC 

papEF 5’GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT3’ 

5’AGAGAGAGCCATTCTTATACGGACA3’ 

336 63,5ºC 

Fonte: Autora, 2013 
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3.5. Classificação dos Isolados de acordo com os grupos filogenéticos 

   

  A pesquisa dos genes selecionados para a análise filogenética foi realizada 

utilizando-se a técnica de PCR (CLERMONT, 2000), em reações de 50µL contendo: 

5µL de DNA molde, 1,5mM de MgCl2, 0.2mM de dNTP, 20 ρmol de cada um dos 

iniciadores (primer), 1,5uL de Taq DNA polimerase em 10X PCR Buffer e água mili-

Q qsp. As reações foram submetidas ao ciclo de amplificação, cuja temperatura de 

anelamento foi de 56ºC (quadro 3). 

 

    Quadro 3. Sequência de cada iniciador para a pesquisa de grupos filogenéticos 

Iniciador Sequência Tamanho Molecular (pb) 

chuA 5’-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3’ 

5’-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 

279 

yjaA 5’TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’ 

5’-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’ 

211 

TSPE4.C2 5’-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’ 

5’-CGCGCCAACAAAGTATTTACG-3’ 

152 

          Fonte: Autora, 2013 

 Para a análise dos resultados da PCR foi realizada a eletroforese em gel de 

agarose a 2% em tampão TBE, colocando em ambas as extremidades do gel o 

marcador de peso molecular de 100 pb (NovergenTM). A corrida foi a 100V por 1 

hora, sendo na sequência, o produto corado em brometo de etídeo (0,5 ug/mL) e 

visualizado em transiluminados UV e registrado em fotodocumentador da marca 

Kodak, modelo Gel Logic 212 Imaging System. Os resultados obtidos foram 

classificados de acordo com a árvore proposta por Clermont et. al.(2000), 

discriminada a seguir (Figura 2): 
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Figura 2. Árvore dicotômica para classificação filogenética de E. coli, através da utilização de 
resultados de PCR para os genes chuA e yjaA e para o fragmento TspE4.C2 

 

Fonte: Clermont et al., 2000 
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4. RESULTADOS 

  

 De 66 animais, foram isoladas 86 cepas de E. coli, distribuídas em diversas 

espécies de animais de todos os biomas estudados, e quatro cepas de Salmonella 

enterica, sendo duas de tatus canastra (Priodontes maximus) de NHE, e duas de 

animais de SIRN (tabela 1). 

Das quatro cepas de Salmonella enterica estudadas, apenas um isolado, o 

sorotipo Carrau, proveniente de um tatu-canastra de NHE, apresentou 

multirresistência. Essa cepa foi resistente aos β-lactâmicos (penicilinas e 

cefalosporinas), cloranfenicol, quinolonas e aminoglicosídeo. Os outros sorotipos 

foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados (tabela 1). 

Tabela 1. Origem, espécie animal, sorotipo e resistência a antimicrobianos de cepas de Salmonella 
enterica obtidas de animais selvagens 

Número 

Cepa 

Origem Espécie Animal  Sorotipo  Resistência* 

14 NHE Tatu canastra (Priodontes 
maximus) 

 
 

Carrau  Amp, Amo, Cfe, Cfo, 

Cip, Clo, Eno, Est 

17/3 NHE Tatu canastra (Priodontes 
maximus) 

 
 

Newport  Sensível 

30 SIRN Roedor  
(Mesomys hispidus) 

 
 

60:r:e,n,z15  Sensível 

36/2 SIRN Morcego  
(Molossus molossus) 

 
 

Belem  Sensível 

*Amp – ampicilina, Amo – amoxicilina, Cfe – cefalexicina, Cfo – cefoxitina, Cip – ciprofloxacina, Clo – 
cloranfenicol, Eno – enrofloxacina, Est – estreptomicina  

Fonte: Autora, 2013 

 

Em relação à pesquisa de FV em isolados de E. coli, constatou-se que os 

genes eae, e stx2 (marcadores de cepas diarreiogênicas) estiveram presentes, 

respectivamente, em 14/86 (16,0%) e 2/86 (2,5%) das cepas estudas, entretanto, 

não houve concomitância desses. Das 14 cepas positivas para o gene eae, seis 

(7%) delas foram isoladas de mico-leão-da-cara-dourada, o que perfaz 35% (6/17) 

de positividade para essa espécie animal.  
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Para os FV relacionados às ExPEC, o gene que as cepas apresentaram 

maior frequência foi o fyuA com 33/86 (38,5%), seguido de traT 23/86 (26,0%) e 

malX 18/86 (21,0%). Os outros marcadores de ExPEC testados apresentaram um 

percentual mais baixo de positividade (cnf1 – 7/86, 8,0%; cvaC – 5/86, 6,0%; papEF 

– 5/86, 6,0%; papC – 4/86, 4,5%; hly – 4/86, 4,5%; sfa – 3/86, 3,5%), em que o gene 

iucD apresentou baixa frequência entre as cepas, apenas 1,0% (1/86) (tabela 2 e 

figura 3). 

Na pesquisa dos grupos filogenéticos, foi observada maior prevalência de 

cepas pertencentes ao grupo B1, com 42,0% (36/86), seguido do grupo A, com 

25,5% (22/86) e percentuais próximos dos grupos B2 e D (18,5% - 16/86; 14,0% - 

12/86, respectivamente). Analisando-se separadamente os grupos filogenéticos em 

relação ao local estudado, obteve-se no PEC o maior percentual de cepas do grupo 

B2 (33,5%) e, em NHE, maior percentual de cepas no grupo B1 (74,0%). Resultados 

semelhantes foram observados nas cepas obtidas dos animais de SIRN e 

PEST/REDR, em que o grupo A (35,0% e 41,0%, respectivamente) foi o mais 

prevalente (tabela 2 e figura 4).  

Figura 3. Número absoluto de cepas positivas para os respectivos genes de virulência, isoladas dos 
animais selvagens, capturados em diferentes sítios geográficos (SIRN; NHE; PEST/REDR; PEC)  

 

Fonte: Autora, 2013 
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Tabela 2. Presença de genes de virulência, grupo filogenético e sensibilidade aos antimicrobianos em 
cepas de E. coli isoladas de animais selvagens  

Origem Cepa Espécie 

animal 

Genes de Virulência Resistência aos 

Antimicrobianos* 

Grupo 

Filogenético 

P
E

C
 

1/1 

Q
ua

ti 
 

fyuA, papEF, hly, cvaC   D 

1/2  cvaC, malX Amp D 

2/1 papEF Amp B1 

2/2 eae Amp e Amo A 

3 eae, iucD, cnf1, traT Amp, Amo, Cip, Sxt, Est, Tet A 

4 eae, cvaC, traT Amp B1 

5 eae, traT  B2 

6/1 
papC, papEF, sfa, fyuA, hly, 

cnf1, cvaC, traT 

Amp B2 

6/2 fyuA, malX, traT Amp, Amo, Cfo, Sxt, Tet D 

7/1 traT Amp B1 

7/2 fyuA, malX Amp B2 

8 fyuA, traT Amp, Cfo B1 

9/1 traT Amp, Amo, Cfe, Sxt, Est D 

9/2 eae, traT  B2 

10 

G
am

bá
 

fyuA, malX, traT Amp, Stx B2 

11 fyuA, traT Amp, Sxt, Tet A 

12 fyuA, traT Amp, Amo B2 

(Continua) 



29 

 

 

(Continuação) 

Origem Cepa Espécie 

animal 

Genes de Virulência Resistência aos 

Antimicrobianos* 

Grupo 

Filogenético 

PEC 13 Cuica  papEF Amp, Amo A 

N
H

E
 

15 
T

at
u-

ca
na

st
ra

 

 

 Amo, Cft B1 

16/1 cvaC Amp, Amo, Clo B1 

16/2  Amp, Est B1 

17/1 eae Amp, Amo B1 

17/2 fyuA Amp, Amo, Cfe, Gen D 

17/4  Amp, Amo B1 

18/1  Amp, Amo B1 

18/2 fyuA, traT Amp, Amo, Cfe, Cfo D 

19/1 fyuA Amp, Amo B1 

19/2 fyuA, cnf1 Amp, Amo B1 

 20/1 traT Amp B1 

20/2  Amp A 

20/3   B1 

20/4 traT, malX Amp, Amo, Cfe, Tet A 

23 traT Amp B1 

24 traT  B1 

22/1  Amp, Amo, Cfe, Cfo B1 

22/2 fyuA Amp B1 

22/3  Amp, Amo B1 

(Continua) 
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(Continuação) 
Origem Cepa Espécie 

animal 

Genes de Virulência Resistência aos 

Antimicrobianos* 

Grupo 

Filogenético 

N
H

E
 

27/1 

T
at

u-
ca

na
st

ra
 

 Amp B1 

27/2  Amp, Amo, Cfe, Gen A 

27/3 traT Amp, Amo, Cfe, Cfo B1 

27/4  Amp, Amo, Cfe, Cfo B1 

27/5 traT  B1 

25 Tatu-de-

rabo-mole 
 

Amp B1 

21/1 

T
at

u-
pe

ba
 

 Amp B1 

21/2  Amp, Amo B1 

26/1 fyuA Amp B1 

26/2  Amp, Amo B2 

26/3 fyuA, malX  B2 

28  Amp, Amo, Cfe, Cfo A 

S
IR

N
 

31 Roedor fyuA,traT Amp A 

32 Rato-do-
campo 

fyuA Amp, Amo A 

33 Cuica   Tet B1 

29 

M
or

ce
go

 

  

eae, fyuA, malX  B2 

34  Amp, Amo A 

35/1 malX Amp, Amo A 

36 fyuA, cnf1 Amp, Amo B2 

(Continua) 
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(Continuação) 
Origem Cepa Espécie 

animal 

Genes de Virulência Resistência aos 

Antimicrobianos* 

Grupo 

Filogenético 

S
IR

N
 

37/1 

M
or

ce
go

 

fyuA, malX Amp B1 

37/2  Amp D 

37/3 fyuA, malX Amp B2 

37/4 fyuA, malX  B1 

37/5 fyuA  B1 

38/1 eae, traT, fyuA, malX  A 

38/2 traT  B1 

38/3 traT  A 

39  Amp, Amo A 

40 fyuA, malX Amp, Amo D 

41/1 fyuA, cnf1 Amp D 

41/2 fyuA Amp, Amo D 

42 fyuA  B2 

P
E

S
T

/R
E

D
R

 

43 

M
ic

o 
le

ão
 d

a 
ca

ra
 d

ou
ra

da
 

fyuA, malX  B1 

44 eae, papC Amp D 

45 eae Amp, Amo D 

46 eae Amp B1 

47/1   A 

47/2 eae Amp, Amo B1 

48 eae, fyuA, malX Amp B2 

(Continua) 
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(Continuação) 

 

*Amp – ampicilina, Amo – amoxicilina, Cip – ciprofloxacina, Est – estreptomicina, Cfe – cefalexicina, 
Cfo – cefoxitina, Cft - ceftiofur Tet – tetraciclina, Clo – cloranfenicol, Eno – enrofloxacina, Stx - 
Sulfametaxazol – trimetropim 

 Ausência de genes pesquisados e/ou resistência a antimicrobianos testados  

Fonte: Autora, 2013 

 

Comparando-se a presença de genes de virulência nas cepas obtidas nos 

quatro locais estudados, verifica-se que os isolados dos animais do PEC 

apresentaram com maior número de genes de virulência, sendo que todas as cepas 

apresentaram pelo menos um marcador, 72,0% (13/18) delas demonstraram dois ou 

mais genes testados e 33,0% (6/18) três ou mais genes. Nenhuma das cepas 

isoladas dos tatus de NHE apresentou mais que dois genes de virulência (13,0% - 

4/31), o mesmo ocorrendo em relação aos animais da SIRN (35% - 7/20) com 

Origem Cepa Espécie 

animal 

Genes de Virulência Resistência aos 

Antimicrobianos* 

Grupo 

Filogenético 

P
E

S
T

/R
E

D
R

 

49/1 

M
ic

o 
le

ão
 d

a 
ca

ra
 d

ou
ra

da
 

stx2 Amp, Amo A 

49/2 eae Amp, Amo B2 

50  Amp, Amo B1 

51  Amp, Amo A 

52   A 

53/1  Amp, Amo A 

53/2 fyuA, malX  B2 

54 
fyuA, hly, sfa, papC, malX, 

cnf1         

 A 

55/1 
stx2, papEF, fyuA, hly, sfa, 

papC, malX, cnf1 

 B2 

55/2   A 
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exceção de duas amostras que apresentaram três ou mais genes de virulência 

(10%). Já nos isolados de animais do PEST/REDR observaram-se 29% (5/17) com 

dois genes ou mais e 18% (3/17) com três ou mais genes. 

 

Figura 4. Percentual de cepas pertencentes aos respectivos grupos filogenéticos, isoladas dos 
animais selvagens, capturados em diferentes sítios geográficos (SIRN; NHE; PEST/REDR; PEC) 

  

Fonte: Autora, 2013 

 

Amostras oriundas de animais do PEC foram as cepas com maior percentual 

de genes de virulência e alta porcentagem de resistência (tabela 3).  

 

Tabela 3. Comparação entre os biomas estudados em relação à resistência e marcadores de 
virulência das cepas de E. coli obtidas dos animais selvagens 

Local Percentual de resistência1 Percentual de FV2 

NHE 31%3 (87%4) 17%3 (48%4) 

PEC 17%3 (83%4) 21%3 (100%4) 

SIRN 15%3 (65%4) 18%3 (80%4) 

PEST/REDR 11%3 (60%4) 13%3 (65%4) 

1 
Resistência a pelo menos um antibiótico testado 

2
 Presença de pelo menos um marcador de 

virulência 
3
 Percentual em relação ao total das cepas estudadas  

4
 Percentual das cepas do local 

Fonte: Autora, 2013 
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Os maiores percentuais de resistência foram verificados em relação aos β-

lactâmicos (64/86 – 75,0%), onde 87,0% das cepas provenientes de animais de NHE 

mostraram-se resistentes a essa classe de antimicrobianos, 83% dos isolados 

relacionados ao PEC, 59,0% e 60,0% das cepas, respectivamente, do PEST/REDR 

e de SIRN. Ocorreu percentual igual de resistência à sulfonamida, aminoglicosídeos, 

e tetraciclina (5/86 – 6,0%). Os menores índices de resistência apresentados pelas 

cepas de E. coli foram referentes a cloranfenicol e quinolonas com 1,0% (1/86) cada  

(figura 5). 

Analisando separadamente as cepas de E. coli, segundo suas origens, 

observa-se que as cepas obtidas de animais do PEC, assim como os isolados de 

NHE apresentaram resistência a um maior número de princípios ativos, tendo 

demonstrado percentuais semelhantes de resistência aos β-lactâmicos (83,0% e 

87,0%, respectivamente) (figura 5). 

Figura 5. Percentual de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos, isoladas de animais 
selvagens dos quatro biomas estudados 

 

   

   

Fonte: Autora, 2013 
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Multirresistência foi observada em 4,5% (4/86) dos isolados de E. coli, todos 

provenientes de animais da PEC. Todas as cepas multirresistentes também 

apresentaram marcadores de virulência  (tabela 4).  

 

Tabela 4. Multirresistência em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens do PEC e sua relação 

com genes de virulência e grupo filogenético 

Nº da Cepa *Resistência  Genes de Virulência Grupo Filogenético 

3 Amp, Amo, Cip, Stx, Est, Tet  eae, cnf1, traT A 

6/2 Amp, Amo, Cfo, Stx, Tet  fyuA, malX, traT D 

9/1 Amp, Amo, Cfe, Stx, Est  traT D 

12 Amp, Stx, Tet  fyuA, traT A 

*Amp – ampicilina, Amo – amoxicilina, Cip – ciprofloxacina, Est – estreptomicina, Cfe – cefalexicina, 
Cfo – cefoxitina, Tet – tetraciclina, Clo – cloranfenicol, Eno – enrofloxacina, Stx - Sulfametaxazol – 
trimetropim  

Fonte: Autora, 2013 
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5. DISCUSSÃO  

 

A pesquisa de patógenos comuns ao homem e animais, e o papel exercido 

pelo meio ambiente neste contexto é uma nova e relevante área de estudo 

denominada Medicina da Conservação, em que os animais selvagens podem 

representar importantes sentinelas dessa intersecção (WEINHOLD, 2003; 

RABINOWITZ et al., 2009).  

 A Salmonella é uma bactéria considerada importante agente de doença 

zoonótica, onde alguns sorotipos descritos como agentes de infecção humana 

também foram isolados de animais selvagens. Esse fato sugere que esses animais 

podem ser considerados sentinelas da contaminação ambiental ou ainda 

reservatórios para outras espécies (SCHRÖTER et al., 2004; SHENDER et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2010; UHART et al., 2011; POTTER et al., 2011). 

 Neste estudo, Salmonella enterica foi isolada de quatro animais (6,5%) dos 60 

pesquisados, sendo dois (2/17) deles provenientes de NHE (Pantanal) e dois (2/22) 

de SIRN (Amazônia). As cepas isoladas de tatus de NHE foram sorotipadas como 

Newport e Carrau.  

O sorotipo Newport tem o bovino como um dos reservatórios (TOTH et al., 

2011), tendo sido isolada também de ostras (BRANDS et al., 2005), baleia 

(COLEGROVE et al., 2010), leão-marinho (FENWICK et al., 2004) e guaxinim 

(JARDINE et al., 2011). No Brasil, há relato de isolamento desse sorotipo na água 

fornecida para animais de fazenda (SOUZA et al., 1992), em crianças e adultos com 

problemas entéricos em Pernambuco (LEAL et al., 1987), e em carcaças de 

equídeos abatidos (HOFER et al., 2000). Essa cepa foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados; dados semelhantes foram descritos por Colegrove (2010) 

e Jardine (2011), porém esse resultado foi diferente do observado por Toth (2011), 

cujos isolados apresentaram multirresistência. Tatus e gado bovino interagem em 

NHE, por compartilharem o mesmo ambiente, o que dá suporte a hipótese de 

contaminação ambiental e, por consequência, a infecção do tatu.  
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 Salmonella Carrau foi primeiramente isolada de suíno, e recuperada também 

de crianças e adultos com diarreia (HORMAECHE et al., 1944). No Brasil, esse 

sorotipo já foi isolado de equídeos (HOFER et al., 2000) e correspondeu a 20% dos 

isolados de teiús nascidos em cativeiro (MACIEL et al., 2010). Diferentemente do 

outro isolado de tatu desta pesquisa, esse apresentou multirresistência, o que 

também foi observado em outro estudo em que 100% das cepas de Salmonella 

Carrau foram resistentes a pelo menos um antibacteriano (MACIEL et al., 2010). 

Informações não publicadas dão conta que teiús são frequentemente vistos 

ocupando as tocas utilizadas pelos animais capturados na presente investigação 

(KLUYBER, comunicação pessoal). O fato de Salmonella spp. perdurar no ambiente 

por longos períodos (OROZCO et al., 2008), poderia explicar o isolamento de 

sorotipo relacionado a esses répteis em tatu, embora o papel do patógeno para 

esses animais ainda necessite ser esclarecido. 

 As outras duas cepas de Salmonella foram obtidas de animais selvagens de 

SIRN. Uma das cepas, isolada de roedor, foi caracterizada como subespécie 

diarizonae sorotipo 60:r:e,n,z15. Não existem dados na literatura sobre esse 

sorotipo, entretanto, a subespécie diarizonae é relacionada na literatura aos répteis, 

que são considerados reservatórios naturais (SCHRÖTER et al., 2004; BAUWENS 

et al., 2006; FRANCO et al., 2011), além de ter sido isolada de rebanhos de ovinos 

(ALVSEIKE et al., 2004). Essa subespécie foi ainda relacionada à salmonelose 

humana (HERVÁS et al., 2012), sendo os répteis as principais fontes de infecção 

nesses casos. Esse isolado apresentou sensibilidade a todos os antibacterianos 

testados, o que também foi observado em outros estudos (SCHRÖTER et al., 2004; 

FRANCO et al., 2011).  

 A outra cepa foi sorotipada como Belem e foi isolada de morcego. Não há 

relatos na literatura de isolamento desse sorotipo em animais, porém já foi obtido de 

ambientes aquáticos na Amazônia (LOUREIRO, 2007). Segundo Loureiro (2007), 

nessa região, a água é importante veículo de disseminação de Salmonella, 

principalmente pelas precárias condições de saneamento básico local, o que 

possibilita a disseminação de diferentes sorotipos para o ambiente, população 

humana e animais. Essa cepa de Salmonella não apresentou resistência aos 
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antimicrobianos testados, à semelhança do descrito por Loureiro (2007) que refere 

baixa resistência nas cepas desse sorotipo, isoladas de ecossistemas aquáticos de 

diferentes localidades na Amazônia.  

 Estudos têm demonstrado que animais podem servir como fonte de infecção 

de E. coli para o homem (SÁNCHEZ et al., 2010; BÈLANGER et al., 2011: 

OBWEGESER et al., 2012). As EHEC, cujo protótipo é o sorotipo O157:H7, 

merecem especial destaque, pois ocasionam doença grave no homem (KAPER et 

al., 2004). Embora os bovinos sejam considerados os principais reservatórios 

naturais deste patógeno, animais selvagens têm sido referidos como potenciais 

reservatórios (SÁNCHEZ et al., 2010; FREIDL et a., 2011). 

No presente estudo, apenas duas cepas isoladas de primatas sadios 

apresentaram positividade ao gene stx2 (2,5%), sendo negativas para o gene eae, 

dessa maneira, descarta-se a possibilidade dessas cepas poderem ocasionar SHU. 

Não há relatos na literatura sobre a pesquisa de STEC em primatas não humanos, 

nem a descrição de doença nesses animais. 

 As EPEC têm sido isoladas de animais de companhia, ruminantes e aves 

(ISHII et al., 2007), tendo os primatas não humanos como reservatórios de sorotipos 

capazes de causar doença no homem e em outros primatas (CARVALHO et al., 

2007). Na pesquisa em discussão, foi observada positividade para o gene eae em 

16% das 86 cepas estudadas. Ainda que não tenha sido feita a caracterização 

completa dessas cepas, o fato relevante é que esse marcador esteve presente 

majoritariamente nos isolados dos primatas do PEST/REDR (6/17- 35%) e nos 

animais do PEC (5/18- 28%). No primeiro caso, os resultados estão de acordo com 

estudos que demonstraram que primatas não humanos, podem ser reservatórios de 

cepas com esse marcador (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 2003). Em 

contrapartida, para os quatis não existem dados na literatura, possibilitando a 

especulação de que a presença de cepas que albergam o gene eae nesses animais 

possa relacionar-se à forte ação antrópica local. 

 Com relação às infecções extraintestinais, ExPEC tem sido associada à 

infecções urinárias (ITU), meningites, pneumonias e septicemias, além disso, cepas 
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isoladas de animais com septicemia apresentaram FV semelhantes às ExPEC 

isoladas de infecções humanas (SMITH et al., 2007) o que dá suporte à hipótese de 

transferência de patógenos entre animais e humanos, inclusive tendo o ambiente 

participação na veiculação dessas cepas (MASTERS et al., 2011; BÉLANGER et al., 

2011).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

Os genes de virulência com maior percentual de positividade foram o fyuA 

(38,5%), marcador de sideróforo; traT (26,0%), gene que está relacionado à 

sobrevivência no soro e malX (21,0%), marcador da ilha de patogenicidade  

(PAICFT073) da cepa protótipo de urosepse. Genes codificadores de adesinas 

estiveram presentes em baixo número de isolados (sfa, 3,5%; papEF, 6,0% e papC, 

4,5%), assim como os ligados a toxinas (cnf1, 8,0% e hly, 4,5%). 

A presença de fyuA tem sido relacionada a ITU em cães e humanos (SMITH 

et al., 2007). Esse marcador foi observado em maior percentual em isolados de 

animais de SIRN (65,0%), seguido de PEC e PEST/REDR (44,5%, 29,5%, 

respectivamente) e, em menor frequência, em isolados obtidos de animais de NHE 

(22,5%). O gene malX está relacionado a cepas com maior potencial de virulência 

(SMITH et al., 2007) e esteve presente em porcentagens próximas nas cepas 

provenientes dos animais do PEC e PEST/REDR (22,0% e 29,5%), em porcentagem 

superior nas cepas de SIRN (35,0%) e em apenas 6,5% dos isolados de NHE. O 

gene traT é vinculado às cepas que ocasionam doença grave no homem e animais 

(ANANIAS; YANO, 2008; CARVALHO et al., 2012), além disso, é também 

correlacionado com plasmídeos de resistência a antibióticos (KANUKOLLU et al., 

1985) dado que dá suporte aos resultados obtidos neste estudo, em que todas as 

cepas multirresistentes apresentaram também o gene traT.  

Tanto genes relacionados às adesinas, como ao plasmídeo ColV (marcador 

cvaC) estiveram presentes em baixos percentuais nas cepas estudadas. As fímbrias 

ou adesinas são essenciais no processo de infecção, pois possibilitam a colonização 

das células do hospedeiro (LE BOUGUENEC et al., 1992), a ausência de genes que 

codificam as adesinas S (sfa) ou fímbrias do tipo P (papC e papEF), entretanto, não 

desqualifica o potencial dessas cepas de ocasionarem infecção, uma vez que 
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poderia ocorrer a presença de outras adesinas não estudadas (VERDIER et al., 

2012).  

Plasmídeos podem transferir genes de virulência e resistência a 

antimicrobianos, possibilitando a adaptação da bactéria em diferentes ambientes 

(CALL et al., 2006; SMILLIE et al., 2010). O plasmídeo ColV contribui na virulência 

da cepa, além de dispersar resistência a antibacterianos (WATERS; CROSA, 1991). 

A porcentagem de positividade ao marcador cvaC não foi alta (6,0%), porém a 

maioria das cepas que possuía esse gene apresentou também outros FV, além de 

resistência a algum antibacteriano.  

 A ilha de patogenicidade é caracterizada como um bloco de genes 

relacionados à virulência no cromossomo da bactéria (DIARD et al., 2010). A 

PAIICFT073 possui maior frequência em isolados de amostras clínicas de UTI do que 

em cepas de bacteriúria ou fecais. Trabalhos sugerem que isolados com maior 

potencial de virulência possuem maior prevalência de marcadores de ilha de 

patogenicidade (SMITH et al., 2007), dado observado neste estudo, pois as cepas 

que possuíam a PAIICFT073 eram positivas também a pelo menos mais um FV, 

tornando o isolado potencialmente mais patogênico. 

  Comparando-se os diferentes biomas amostrados verifica-se que 51,5% das 

cepas isoladas de indivíduos de NHE e 35,0% do PEST/REDR, não apresentaram 

nenhum dos genes pesquisados, sendo 20,0% a proporção verificada em SIRN. 

Uma possível explicação para esses resultados, nas duas primeiras áreas naturais, 

pode relacionar-se à média ação antrópica local. Entretanto, a ausência de 

marcadores de virulência em apenas 20% das cepas de SIRN, local com baixa 

atividade humana, pode relacionar-se aos aspectos acima discutidos que imputam à 

água e ao baixo índice de saneamento na Amazônia, a veiculação de patógenos 

potenciais (LOUREIRO, 2007; MÁSTERS et al., 2011; NEGREANU et al., 2012).  

Diferentemente, todas as cepas de animais do PEC apresentaram pelo 

menos um dos genes estudados. Como a ação antrópica está relacionada à 

disseminação de cepas de E. coli (GUENTHER et al.,2010), os resultados 
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observados no PEC são plausíveis, uma vez que esse é o local com a maior 

interação entre a vida selvagem e o homem dos locais estudados.  

Considerando-se os grupos filogenéticos, os isolados deste estudo 

pertenciam em maior número ao grupo B1 (42,0%), porém 53,0% desses 

apresentaram pelo menos um FV relacionado a ExPEC. Esses resultados merecem 

maiores estudos, pois apesar das cepas patogênicas serem evolutivamente ligadas 

principalmente aos grupos B2 e D, poucos são os estudos que envolvam grande 

número de cepas de animais selvagens (JOHNSON ; STELL, 200; ISHII et al., 

2007).  

 Um dado importante, relacionado aos grupos filogenéticos, é que 55% (10/18) 

dos isolados dos animais do PEC foram classificados nos grupos B2 (33%) e D 

(22%). As cepas que apresentaram multirresistência, todas do PEC, pertenciam aos 

grupos A e D, grupos que, normalmente, albergam cepas comensais e patogênicas 

intestinais, respectivamente. Além disso, esses isolados apresentaram alguns 

marcadores de virulência de ExPEC. Esses dados em conjunto reforçam a ideia de 

que a ação antrópica no local favorece a disseminação de cepas com potencial 

patogênico e/ou resistentes para o ambiente (JOHNSON; STELL, 2000).  

Além da genotipagem da E. coli se prestar como ferramenta de avaliação da 

contaminação ambiental, a pesquisa de resistência aos antibacterianos também 

pode ser utilizada para esse fim (WANG et al., 2010; GUENTHER et al., 2010).  

 A resistência a antimicrobianos ocorre de maneira espontânea nos nichos 

ambientais, pois é importante na competição e seleção natural de bactérias 

(BHULLAR et al., 2012), porém houve aumento de resistência pela introdução de 

antibacterianos para o tratamento de infecções bacterianas (ALLEN et al., 2010).  

  Nas cepas obtidas dos animais selvagens estudados, o maior percentual de 

resistência foi referente aos β-lactâmicos, classe que é amplamente utilizada no 

tratamento de doenças tanto de humanos como de animais de companhia e 

produção (GUENTHER et al., 2010). A resistência a essa classe também já foi 

observada em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens como lobo 



42 

 

 

(GONÇALVES et al., 2012), lontras (BROWNTEIN et al., 2011), primatas (OGAWA 

et al., 2011) e aves (BLANCO et al., 2009). 

 Discute-se que a disseminação de resistência a essas drogas se deve ao seu 

uso indiscriminado como promotores de crescimento e prevenção de doenças em 

animais de criação (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002), além da sua utilização no 

tratamento de infecções comunitárias e hospitalares humanas (GUENTHER et al., 

2011). A eliminação do princípio ativo, praticamente intacto no ambiente 

(NEGREANU et al., 2012), e o tratamento não efetivo do esgoto (SAYAH et al., 

2005) pode levar à contaminação ambiental e disseminação da resistência às cepas 

do ambiente. 

 Os isolados, oriundos dos animais do PEC apresentaram alto percentual de 

resistência, inclusive multirresistência. Os animais estudados nesse local (Gambá, 

Quati e Cuica) possuem hábitos terrestres (MALTA, 2007; TEIXEIRA, 2007) e 

costumam remexer no lixo deixado no parque, fato observado frequentemente por 

visitantes.  

Cepas isoladas de tatus de NHE, no entanto, foram as que apresentaram 

maiores percentuais de resistência (87%). Esses resultados podem advir dos hábitos 

desses animais que apresentam íntima relação com a terra e, por sua vez, sofre o 

impacto da criação extensiva de gado bovino (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).  

Percentuais mais baixos, porém significativos de resistência, foram verificados 

nos isolados do PEST/REDR e SIRN, o primeiro considerado de médio e o segundo 

de baixo impacto antrópico. Na PEST/REDR, pode ter contribuído para tal resultado 

o fato dos micos-leões-da-cara-dourada apresentarem hábitos arborícolas 

(VERONA; PISSINATTI, 2007), o que restringe a sua interação com os humanos 

quando comparado ao PEC. Entretanto em SIRN, o encontro de 60% das cepas 

resistentes aos beta-lactâmicos, local onde a interação de animais selvagens e 

homens é baixa, poderia ser imputado aos animais amostrados, a maioria morcegos 

e, portanto, capazes de interagir com diferentes ambientes. Ainda, as características 

geográficas e de saneamento da região poderiam contribuir com esses resultados, 
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como já discutido anteriormente (LOUREIRO, 2007; MÁSTERS et al., 2011; 

NEGREANU et al., 2012). 

 Analisando os resultados obtidos dos diferentes animais e biomas, constata-

se que a ação humana parece intensificar a contaminação ambiental por cepas com 

potencial patogênico e/ou resistentes a antimicrobianos. Essa constatação pode ser 

sustentada pelos resultados obtidos com as cepas de animais do PEC, que 

apresentaram maior potencial patogênico e alto percentual de resistência. Embora 

as cepas obtidas de animais de NHE apresentem um percentual maior de 

resistência, os isolados de PEC possuíam percentual elevado de resistência, 

inclusive multirresistência, e maior prevalência relacionada aos FV comparado aos 

outros locais estudados. 

 Os hábitos diferenciados das espécies de animais selvagens podem contribuir 

para um maior contato com cepas potencialmente patogênicas e/ou resistentes, 

possibilitando a condição de portadores para esses indivíduos que, por sua vez, 

auxiliam na perpetuação e disseminação das cepas no ambiente. A caracterização 

de patógenos potenciais para a fauna selvagem é de grande importância, 

principalmente quando se considera que animais como tatus-canastra e mico-leão-

da-cara-dourada estão ameaçados de extinção. 
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