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RESUMO

Padronizou-se um método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para deteccdo de
Escherichia coli O157:H7 e avaliou-se a eficiéncia da PCR e de um método de cultivo convencional em
placas na deteccdo desse patdgeno experimentalmente adicionado em leite estéril e em leite cru com baixa
contagem bacteriana total (média de 4,01 x 10° UFC/ml) e com alta contagem bacteriana (média de 2,10 x
10° UFC/ml). Foram padronizadas duas reagdes de PCR com o uso dos primers: "A" (RfbF; RfbR e
FLICh7F/FLICh7R) e "B" (SLT-IF/SLTIR e SLT-IIF/SLT-IIR). A detec¢do de E. coli O157:H7
(1UFC/ml) a partir do leite estéril e do leite cru com baixa contaminag@o bacteriana foi possivel quando
se utilizou o método de contagem em placas e a PCR. A sensibilidade dos dois métodos foi menor quando
se testou o leite cru com alta contaminag¢@o microbiana, sendo o método convencional mais sensivel. Os
resultados indicam que a presenca de outros microrganismos, em alta quantidade no leite, dificulta a
detecgdo de E. coli O157:H7 pelos métodos utilizados.

Palavras-chave: PCR multiplex, E. coli O157:H7, antigeno O157, antigeno H7, genes para toxina tipo-
shiga

ABSTRACT

This experiment was carried out in order to evaluate the effect of the raw milk bacterial count on the
efficiency of a multiplex polymerase chain reaction and a conventional plate count method for detection
of Escherichia coli O157:H7. This pathogen was experimentally inoculated into sterile milk, raw milk
with low bacterial count (count mean of 4.01 x 10° cfu/ml) and, raw milk with high bacterial count (mean
2.10 x 10° cfu/ml). Two protocols of PCR were standardized using primers "A" (Rfbf and Rfbr and
FLICh7F/FLICh7R) and "B" (SLT-IF/SLTIR and SLT-IIF/SLT-IIR). Both conventional plate count and
PCR methods were able to detect the presence of E. coli O157:H7 in either sterile milk or raw milk with
low bacterial count initially inoculated with Icfu of E. coli O157:H7 per ml. The sensibility of both
methods for high-contaminated raw milk samples was lower, being the conventional approach more
sensitive. These results indicate that high bacterial count in raw milk can affect E. coli O157:H7
detection.
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INTRODUCAO

Escherichia coli O157:H7 é um sorotipo de E.
coli pertencente ao grupo EHEC (E. coli entero-
hemorragicas). Esse grupo inclui estirpes que
produzem fatores citotoxicos descritos como
verotoxinas (VTs) ou Shiga-like toxinas (SLTs)
(Doyle et al., 1997). Emergente nas ultimas
décadas, esse microrganismo ¢ um importante
patdégeno causador de doenga de transmissdo
alimentar (DTA) e, apesar de sua incidéncia
relativamente baixa, constitui sério risco a saude,
sendo, algumas vezes, fatal, particularmente para
criangas e para idosos (Foodborne..., 2002).

Desde sua identificagdo em 1982, E. coli
O157:H7 tem sido isolada em numerosos surtos
envolvendo colite hemorragica e sindrome
hemolitica urémica (Kuntz ¢ Kuntz, 1999).
Como agente de DTA, tem sido especialmente
associada ao consumo de alimentos de origem
animal como carnes, leites e produtos derivados
(Mechie et al., 1997), uma vez que rebanhos
bovinos leiteiros e de corte sdo os principais
reservatorios para infec¢do humana por E. coli
0157 (Griffin e Tauxe, 1991).

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) ¢ um grande avango no diagndstico
molecular de microrganismos patogénicos. PCR
multiplex, técnica que detecta simultaneamente
duas ou mais seqiiéncias de DNA, tem sido
utilizada na detec¢do de E. coli (Hu et al., 1999;
Bottero et al., 2004; Macedo et al., 2007) e
constitui uma alternativa importante na detecgao
desse patdgeno em leite e derivados.

Cerqueira et al. (1999) relataram alta incidéncia
de STEC (Shiga-toxin producing E. coli) em
bovinos sadios no estado do Rio de Janeiro (71%
de portadores). Em gado leiteiro, a freqiiéncia de
isolamento foi de 82% e em gado de corte, 53%.
Desses isolados, trés (1,5%) foram identificados
como E. coli O157:H7, sendo esse
provavelmente o primeiro trabalho a relatar o
isolamento desse sorotipo no Brasil. Ainda ndo
se tem nenhum relato da ocorréncia de E. coli
O157:H7 em leite e derivados no Brasil, talvez
pela dificuldade de deteccdo quando esse
microrganismo estd presente em numero
pequeno devido, por exemplo, a interferéncia da
microbiota endogena do leite.

1242

Este trabalho teve como objetivos padronizar um
método de PCR multiplex para detec¢do de E.
coli O157:H7 e avaliar a eficiéncia dessa técnica,
e de um método de cultivo convencional em
placas, na deteccdo desse patogeno, inoculado
experimentalmente em leite cru com baixa e alta
contamina¢do microbiana.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de
Microbiologia do Leite e de Genética Molecular
da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora,
Minas Geratis.

Para avaliar a sensibilidade e a especificidade do
método de PCR multiplex foram utilizadas 30
estirpes de Escherichia coli e 14 pertencentes a
outros géneros bacterianos: Listeria
monocytogenes (2), Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterobacter cloaceae,
Enterobacter sakazakii (2), Salmonella Typhi,
Salmonella Typhimurium, Salmonella Dublin,
Klebsiella pneumoniae e Shigella sonnei. Dentre
as estirpes de E. coli, cinco eram E. coli
O157:H7, uma E. coli O157 (IAL 0411), uma E.
coli ATCC 11775, uma E. coli ATCC 25922,
cinco E. coli (EPEC) e 17 E. coli isoladas de leite
de vacas com mastite. Todas as estirpes de E.
coli tiveram sua identificagdo confirmada por
meio do Sistema API 20E'.

Na extracdo de DNA microbiano utilizaram-se
trés métodos. Para cultura em meio liquido
(caldo de enriquecimento), o DNA foi extraido
pelo método fenol-cloroféormio (Jersek et al.,
1996) e pelo método de lise térmica (Nunes et
al., 1999). Para cultura em meio s6lido, utilizou-
se o método de lise térmica diretamente da
colénia (Hu et al, 1999). O DNA foi
quantificado em  espectrofotdmetro’ e a
concentragdo foi ajustada para 20ng/pl.

Os primers testados para E. coli O157:H7 na
reacdo de PCR foram propostos por Hu et al.

(1999): RfbF 5’-
GTGTCCATTTATACGGACATCCATG-3 e
RfbR 5’-

CCTATAACGTCATGCCAATATTGCC-3’

'BioMérieux SA-Marcy-1’Etoile, Franga.
*GeneQuantpro, Healthcare GE Life Science— Upsala,
Suécia.
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para o gene rfbE, gerando um produto
amplificado de 292 pb; FLICh7-F 5°-
GCGCTGTCGAGTCTATCGAGC-3’ e
FLICh7-R 5’-
CAACGGTGACTTATCGCCATTCC-3’ para o
gene fliC (625  pb); SLT-1F 5’
TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATAC-3 e
SLT-1R 5’-
GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC-3’
para o gene slt; (210 pb); SLT-IIF 5°-
GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCG-3’ e
SLT-IIR 5’-GATGCATCTCTGGTCATTG
TATTA C-3’ para o gene slt, (484 pb). Os genes
rfbE e fliC estdo envolvidos na biossintese dos
antigenos somdtico 0157 e flagelar H7,
respectivamente, os genes slt; e slt, codificam
toxinas semelhantes aquelas produzidas por
Shigella dysenteriae e estdo presentes no grupo
de E. coli denominado STEC (Shiga-toxin E.
coli).

A PCR foi realizada por dois diferentes
protocolos: (i) em uma Unica reagdo, nas
condigdes descritas por Hu et al. (1999),
avaliando os quatro pares de primers RfbF/RfbR,
FLIC,;F/FLIC;R, SLT-IF/SLTIR e SLT-
IIF/SLT-IIR, utilizando estirpes de E. coli
O157:H7, e (i) em duas reagdes, “A” (com
RfbF/RfbR e FLIC;F/FLIC;R) e “B” (com
SLT-IF/SLTIR e SLT-IIF/SLT-IIR). A reagdo
“A” com 5ul de tampdo de PCR (10X), 1ul da
mistura de dNTPs (10mM); 1U de taqg DNA
polimerase; 2,5mmol/l de MgCly; 20pmol de
cada oligonucleotideo FLIC; 30pmol de cada
Rfb, 2,5ul de DNA bacteriano (20ng/ul) e agua
bidestilada para completar o volume total de
50ul. A reacdo “B” foi idéntica a reagdo “A”,
mas com 50pmol de cada oligonucleotideo. As
misturas “A” e “B” foram aquecidas por cinco
minutos a 94°C, submetidas a 35 ciclos de
amplificagdo (desnaturacdo a 94°C por 30s,
anelamento a 57°C por um minuto e extensdo a
72°C por um minuto) e extensdo final a
72°C/10min em termociclador’.

Os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose a
1,6%, corados com solugdo de brometo de etidio
(0,005%, p/v) e fotografados em
fotodocumentador”.

*GeneAmp PCR System 960, Applied Biosystems — Foster
City, CA, EUA.
*Eagle Eye I, Stratagene — La Jolla, EUA.
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Inicialmente um cultivo de E. coli O157:H7 (IAL
1848) foi diluido até a extingdo celular (fator de
dilui¢io de 10'?) para determinar as dilui¢des que
continham 1000, 100, 10, 1 e OUFC/ml por meio
de contagem em Petrifilm™. Essas mesmas
dilui¢des foram utilizadas na avaliacdo da
sensibilidade da PCR para detectar E. coli
O157:H7 inoculada experimentalmente em leite
esterilizado e leite cru com diferentes contagens
de microrganismos contaminantes (baixa e alta
contaminagdo  definidas  pela  contagem
bacteriana total - CBT) apds enriquecimento em
caldo EC.

Diluigdes decimais de uma cultura de E. coli
O157:H7 crescida em caldo BHI por 24h/35 °C
foram feitas, diluindo-se 0,6ml da cultura em
5,4ml de tampao fosfato, até se obter a extingdo
celular (Fig. 1). Para as dilui¢des com cerca de
100, 10, 1 ¢ OUFC/ml foi feito plaqueamento em
duplicata de 1ml/placas de Petrifilm (para
determinar UFC/ml ap6s 24 horas de incubag@o a
35°C) e inoculagdo de 1ml em cada trés frascos
contendo 24ml de leite em pod reconstituido
estéril’ ou leite cru. Cada um desses volumes de
25ml foi acrescentado em 225ml de caldo EC°
com novobiocina, (100mg/ml)’. Incubaram-se os
frascos por 24h/35°C e foi realizada a extracao
de DNA de Iml da cultura de cada frasco pelo
método de lise térmica (Nunes et al., 1999) e
pelo método de fenol-cloroférmio (Jersek et al.,
1996). O DNA obtido foi usado na PCR
multiplex (reagdo “A”) para determinar o menor
nimero de bactérias presentes no leite que o
método ¢ capaz de detectar. Também foi feito o
plaqueamento segundo o método convencional.
Para cada tipo de leite o ensaio foi repetido duas
vezes visando a analisar a repetibilidade dos
métodos de deteccio.

O leite cru com baixa contaminagdo (CBT
inferior a 1 x 10*UFC/ml) utilizado foi obtido na
Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco, MG,
e o de alta contaminagdo microbiana (CBT maior
que 1 x 10°UFC/ml), no Instituto de Laticinios
Candido Tostes/EPAMIG, Juiz de Fora, MG.

*Molico desnatado, Nestlé — Aragatuba, Brasil.
®Difco - Sparks, MD, EUA.
"Sigma - St. Louis, MO, EUA.
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Plaqueamento de cada diluicdo em 2 placas Peti
Incubagdo 35 °C/48 h

58 O

Hfilm Cada frasco contém: 1 ml da diluigdo selecionada +
24 mL de leite estéril + 225 mL de caldo EC
Incubar 35 °C/24h

Extracdo de DNA (lise térmica/fenol-cloroférmio) \

Realizacdo de PCR multiplex

Método Convencional

Figura 1. Fluxograma para determinagdo da sensibilidade da técnica de PCR em detectar E. coli O157:H7
em leite esterilizado (110°C/10min), comparando-o com o método convencional em placas.

As mesmas amostras de leite estéril e leite cru
(com baixa CBT e com alta CBT) foram
inoculadas com E. coli O157:H7 e, apos
enriquecimento em caldo EC a 35°C/24h, foram
plaqueadas com alga de 50ul em 12 placas de
meio TC-SMAC (com 0,05mg/l de Cefixime-
Dynal e 2,5mg/l de telurito de potassio®) por
inoculo testado e incubadas a 35°C/24h. Uma
coldnia de cada placa, com morfologia tipica de
E. coli Ol157:H7 e sorbitol negativa, foi
transferida para o meio EC-MUG e incubada
novamente por mais 24h a 35°C. Apods esse
periodo de incubagdo, as colonias que ndo
fluoresceram na presenga de luz ultravioleta,
denominadas colonias MUG negativas, foram
testadas com soro anti O157, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Aquelas positivas
neste teste foram inoculadas em meio de
motilidade SIM para posterior teste com soro
anti H7’ seguindo as recomendagdes do
fabricante. A extragdo de DNA foi realizada
diretamente da colonia em meio EC-MUG (Hu et
al., 1999) que foi positiva no teste do soro anti
0157.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste experimento, quando se tentou reproduzir

a reagdo de PCR com os quatro pares de primers
para os genes rfbE, fliC, sit;e sit,, como proposta

*Dynal Biotech A.S.A — Oslo, Noruega.
°Bacto E. coli H antiserum H7, Difco — Sparks, EUA.
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por Hu et al. (1999), ndo foi verificada a
amplificacdo simultdnea dos quatro produtos
esperados, mesmo apés diversas tentativas de
otimizagdo da reagdo com variacdo da
temperatura de anelamento, das concentra¢des de
MgCl, e das concentracdes dos primers.
Entretanto, em misturas separadas, “A”
(especifica para genes dos antigenos O157 ¢ H7)
e “B” (especifica para os genes das toxinas SLT-
I e SLT-II), nas mesmas condi¢gdes no
termociclador, houve a amplificagdo dos
fragmentos esperados. Os quatro pares de
primers apresentam tm (melting temperature)
variando entre 68 e 72°C, o que possibilitou
eficiéncia similar para cada par de primers
quando testados sob as mesmas condigdes de
temperatura de anelamento. Além disso, os
diferentes  tamanhos dos  produtos de
amplificagdo em cada rea¢do (mistura “A”:
292pb e 625pb e mistura “B”: 210pb e 484pb)
facilitaram sua diferenciacdo em gel de agarose.
Os resultados obtidos (Tab. 1) mostram que a
PCR multiplex nas duas reagdes “A” e “B”
estabelecidas sdo suficientes para o diagnostico
de E. coli O157:H7. Dentre as bactérias
analisadas, apenas E. coli O157:H7 apresentou
os produtos de amplificagdo esperados,
indicando total especificidade da técnica para
deteccdo de E. coli O157:H7, em concordancia
com o trabalho de Hu et al. (1999).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.60, n.5, p.1241-1249, 2008
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Tabela 1. Estirpes bacterianas e resultados da PCR

Numero de PCR - Numero de estirpes
Microorganismo estirpes positivas
testadas H7 0157 SLTI SLTH
E. coli O157:H7 5 5 5 1 5
E. coli 0157 K88ac H11 A2 (IAL 0411) 1 0 1 0 0
E. coliH7 O1 K1 (ATCC 11775) 1 1 0 0 0
E. coli (ATCC 25922) 1 0 0 0 0
E. coli isoladas de mastite 178 2 0 0 0
E. coli enteropatogénica (CNPGL) 5 1 0 0 0
Salmonella Typhimurium (IAL 1472) 1 0 0 0 0
Salmonella Typhi (IAL 1251) 1 0 0 0 0
Salmonella Dublin (CNPGL 5672) 1 0 0 0 0
Enterobacter cloaceae (CDC 3430) 1 0 0 0 0
Enterobacter sakazakii (CDC 7006/7007) 2 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 1 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 1 0 0 0 0
Shigella sonnei CIP 6310 (IAL 1585) 1 0 0 0 0
Listeria monocytogenes (ATCC 19117/SCOTTA) 2 0 0 0 0
Listeria innocua (IAL 1984) 1 0 0 0 0
Listeria welshimeri (IAL 1819) 1 0 0 0 0
Staphylococcus aureus (CNPGL 5344) 1 0 0 0 0
Na Fig. 2 mostra-se a eficiéncia da PCR quando
se utilizaram os dois métodos de extracdo de 1234567891011 12
DNA: fenol-cloroférmio (Jersek et al., 1996) e
de lise térmica (Nunes et al., 1999), para leite
estéril inoculado com E. coli O157:H7, antes e
apos cultivo de enriquecimento em caldo EC. IiC (625pb)
Uma vez que ambos os métodos de extracao de rfbE (292pb
DNA permitiram amplificagdo dos fragmentos
especificos apos o cultivo em caldo EC, adotou-
se o método de lise térmica devido a sua
simplicidade e rapidez.
A sensibilidade ¢ especificidade do método sdo .
- . . AiC (625pb)

particularmente importantes quando se analisam HfbE (292pb)

alimentos. Para E. coli O157:H7, a dose
infectante pode ser inferior a l0UFC (Armstrong
et al, 1996). Embora ndo existam padroes
microbiologicos estabelecidos para E. coli
O157:H7 na legislagdo brasileira, a presenca de 1
a 10UFC/ml pode ser capaz de causar doenca no
homem e, desse modo, ndo deve ser permitida a
sua presenga em nenhuma amostra de alimento
(auséncia em 25g ou 25ml).

O método convencional e o método PCR
apresentaram alta sensibilidade na deteccdo do
patdgeno, pois este foi detectado quando o in6culo
de E. coli O157:H7 foi de 1 ou 2UFC, tanto no leite
estéril, como no leite com baixo numero de
microrganismos acompanhantes (Tab. 2 e 3).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.60, n.5, p.1241-1249, 2008

Figura 2. Deteccdo dos genes rfb e fliC em E.
coli O157:H7 inoculada em leite estéril nas
concentragdes de 2,62 x 10*UFC/ml, 2,62 x
10°UFC/ml, 2,62 x 10°UFC/ml, 37UFC/ml e
4UFC/ml, antes e ap6s enriquecimento em caldo
EC, testando dois métodos de extragdo de DNA
(lise térmica e fenol-cloroféormio). Método de
lise térmica diretamente do leite: 1 a 5; método
de lise térmica apds enriquecimento: 6 a 11;
método fenol-cloroféormio diretamente do leite:
12 a 16; método fenol-cloroférmio apos
enriquecimento: 17 a 22; 7 e 19: marcador de
peso molecular (100pb); 23: controle negativo.
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Tabela 2. Comparagdo do método convencional e do método PCR na detec¢do de E. coli O157:H7

inoculada até a extingdo em leite estéril

Leite estéril Inoculo de E. coli . Convencional : PCR

0157:H7 (UFC) A B* C* A B* C*

Teste 1 24 + + + + + +

2 + + - + + -

0 - - - - - -

0 - - - - - -

Teste 2 20 + + + + + +

1 + + - + + -

0 - - - - - -

0 - - - - - -

* A, B e C: repetigao.

+: positivo apds incubagdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).
-: negativo ap6s incubacdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).

Tabela 3. Comparagdo dos métodos convencional e PCR na detec¢do de E. coli O157:H7
experimentalmente inoculada até a extin¢do, em leite cru com baixa contaminagdo microbiana

Qualidade microbioldgica do leite Inocgl;) 5(;?1% celi CorEneEl e
cru inoculado (UF é) A B* C* A" B* C*
Teste 1 Incontavel + + + + + +
170 + + + + + +
CBT: 3,55 x 10°UFC/ml 18 + + + + + +
Coliformes: 3,90 x 10*UFC/ml 2 + + + + + +
1 R - R - - -
0 R - R - - -
Teste 2 Incontavel + + + + + +
237 + + + + + +
CBT: 3,90 x 10°UFC/ml 32 + + + + + +
Coliformes: 5 x 10'UFC/ml 2 - + + + +
1 - - - - - +
0 R - R - - -
Teste 3 Incontavel + + + + + +
223 + + + + + +
CBT: 4,60 x 10°UFC/ml 22 + + + + + +
Coliformes: 8 x 10'UFC/ml 3 + + + + + +
1 + + - + + -
0 R - R - - -

CBT: contagem bacteriana total.
* A, B e C: repetigao.

+: positivo apds incubagdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).
-: negativo ap6s incubacdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).

No caso do leite cru com alta contaminacio
bacteriana, a sensibilidade foi menor para os dois
métodos, sendo o método convencional mais
sensivel que a PCR na detecgdo de E. coli
O157:H7 (Tab. 4). Estes resultados sugerem que
a presenga de outros microrganismos em alta
quantidade no leite dificulta o desenvolvimento
e, conseqiientemente, a identificacdo de E. coli
O157:H7, provavelmente por competicdo por
nutrientes.

1246

Hu et al. (1999), ao analisarem amostras de fezes de
bovinos, concluiram que, apesar de a presenca da
microbiota natural da amostra continuar presente no
meio de enriquecimento, a PCR multiplex nao
apresentou qualquer reagdo cruzada com esses
microrganismos e que o método de PCR multiplex
foi tdo eficiente quanto o método tradicional de
cultivo. Esses resultados sdo comparaveis aos
resultados verificados neste experimento para o
leite estéril e para o leite cru de baixa contaminagao
microbiana.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.60, n.5, p.1241-1249, 2008
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Tabela 4. Comparagdo dos métodos convencional e PCR na detecgdo de E. coli O157:H7 inoculada até a
extin¢do em leite cru com alta contamina¢do microbiana

Qualidads microbiol6gica do leite Inoéculo d? E. coli Convencional PCR
cru inoculado O157:H7 A" B* C* * B* C*
(UFC)
Teste 1 ~20.000 + + - + + +
~2.000 + + + - - -
CBT: 3,19 x 10°UFC/ml 195 - + + - _ .
Coliformes: 2,94 x 10°UFC/ml 24 + - - ; - -
3 - - - - - -
1 - - - - - -
0 - - - - - -
Teste 2 ~28.000 + + + + + +
~2.800 + + + + + +
CBT: 2,10 x 10°UFC/ml 276 + + + + T T
Coliformes: 1,61 x 10°UFC/ml 27 - + - - - T
4 - + - -
2 - - - - -
3 - - - - - -
Teste 3 ~30.000 + + + + + +
~3.000 + + + + + +
CBT: 1,02 x 10°UFC/ml 284 + + + B, - .
Coliformes: 1,63 x 10°UFC/ml 36 - - - B, - .
6 - - -
1 - - - - -
0 - - - - - -

CBT: contagem bacteriana total.
* A, B e C: repetigao.

+: positivo apds incubagdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).
-: negativo ap6s incubacdo a 35°C/24h em meio de enriquecimento (Caldo EC).

Li e Mustapha (2004) testaram a aplicabilidade
de uma PCR multiplex em alimentos
artificialmente contaminados com E. coli
O157:H7, Salmonella Typhimurium e Shigella
flexneri e concluiram que o método pode ser
utilizado para detec¢do desses patdogenos em
diferentes alimentos. Porém, esses autores
verificaram que em alimentos com alta contagem
microbiana indigena, como em brotos de alfafa, a
sensibilidade do teste ficou muito reduzida.

No método convencional, o teste de
soroaglutinagdo para confirmagdo do isolado
bacteriano como apresentador do antigeno
flagelar H7 € um teste extremamente laborioso e
demorado, com obtengdo dos resultados cerca de
96 horas apds o isolamento de coldnia tipica.
Também, Escherichia hermannii, que ¢ sorbitol
negativa e aglutina em teste com anticorpo O157
de E. coli, pode ser isolada de fezes e alimentos
como leite cru causando erros de diagnostico
(Borczyk et al.,, 1987). Assim, neste trabalho
realizou-se o método de PCR multiplex “A”

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.60, n.5, p.1241-1249, 2008

(especifica para genes dos antigenos O157 e H7)
diretamente da coldnia bacteriana tipica. O DNA
bacteriano foi extraido diretamente da colonia
por lise térmica (Hu et al., 1999) e a reacdo de
PCR foi feita sob as mesmas condigdes
previamente padronizadas obtendo-se o resultado
seis horas apos selecdo da colonia tipica, com
total sensibilidade e especificidade. Portanto,
quando ndo se tem conhecimento da CBT do
leite cru em analise, deve-se utilizar os dois
métodos em conjunto (convencional em placas
para isolamento e PCR multiplex para
identificagdo de E. coli OI157:H7), que
simplificam e otimizam o trabalho.

Até o presente, nenhum trabalho realizado no
Brasil detectou E. coli O157:H7 em alimentos
(Silveira et al., 1999). No entanto, esse patdogeno
ja foi detectado em rebanhos nacionais
(Cerqueira et al. 1999; Gonzalez et al., 2001).
Sabendo-se da baixa qualidade da maioria do
leite cru produzido no Brasil (Mesquita et al.,
2006) e, com base nos resultados obtidos na
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presente pesquisa, pode-se questionar se a
auséncia desse patogeno em leite e derivados
analisados no pais reflete realmente a auséncia
ou a dificuldade de seu isolamento quando
presente em baixo niimero em alimentos com
alta carga microbiana.

A microbiota considerada normal do leite pode
mascarar  espécies  patogénicas, as quais
normalmente estdo presentes em baixo numero
nos alimentos. Em trabalho realizado para
determinar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7
em soro de queijo Cheddar fabricado com leite
pasteurizado e ndo-pasteurizado, Marek et al.
(2004) verificaram que o patdogeno sobreviveu no
soro pasteurizado, em diferentes temperaturas de
estocagem, por mais tempo (P<0,01) do que em
ndo pasteurizado, sugerindo efeito inibitorio das
bactérias acido-laticas presentes no soro ndo
pasteurizado em E. coli O157:H7. Esse efeito da
microbiota contaminante pode se tornar critico
quando E. coli O157:H7 estiver presente em
baixo niimero nos alimentos.

CONCLUSOES

O protocolo de PCR para deteccdo de E. coli
O157:H7 produtoras de Shiga-like toxinas com a
padronizagdo de duas PCR multiplex “A” e “B”
apresenta total especificidade para detecgdo de E.
coli O157:H7 (reacdo “A”) e detecta os genes
sit;e slt, (reacdo “B”),que codificam as toxinas
(Shiga-like-toxin 1 e 2), fornecendo informacdo
adicional importante das estirpes identificadas. A
capacidade do método de PCR para deteccdo de
E. coli O157:H7 varia segundo a contaminacdo
bacteriana inicial do leite cru e ¢ maior no caso
de inoculacdo desse patogeno em leite estéril e
leite cru com baixa contaminagdo microbiana e
menor em leite cru muito contaminado. O
método de PCR multiplex “A” utilizado em
substituicido a soroaglutinagdo do antigeno
flagelar H7 e somatico 0157 permite
identificagdo rapida e acurada de col6nias tipicas
em meio seletivo. Para detec¢do de Escherichia
coli O157:H7 em leite cru, recomenda-se a
utilizacdo do método convencional em placas e
do método PCR, e, para leite de excelente
qualidade microbioldgica (baixa CBT), sugere-se
a aplicag@o da técnica de PCR apds a etapa de
enriquecimento seletivo; para leite com alta
CBT, propde-se a aplicagdio da PCR apés o
isolamento de coldnias tipicas em meio sélido
EC-MUG.
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