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A mastite bovina é considerada a doenga que
acarreta grandes prejuizos a produgdo leiteira.
Dentre os agentes causadores desta enfermidade,
destaca-se a espécie Escherichia coli, descrita
como um dos mais prevalentes microrganismos
causadores da mastite bovina de origem
ambiental (Shpigel et al., 1998).

No Brasil, sdo limitadas as pesquisas sobre
fatores de viruléncia, principalmente os estudos
que abordam aspectos da diversidade genética
em estirpes de E. coli isoladas de mastite bovina
(Lira et al., 2004). A E. coli Shiga-Toxigénica
(STEC) é a linhagem que mais esta associada a
bovinocultura, pois tem sido isolada
frequentemente na carne e no leite de bovinos
clinicamente saudaveis (Caprioli et al., 2006).
Este estudo teve como objetivo realizar a
tipificacdo genotipica e estimar prevaléncia de
STE em amostras de Escherichia coli,
proveniente de casos de mastite bovina em
municipios do estado do Rio de Janeiro.

Foram visitadas 10 propriedades rurais nos
municipios de Barra Mansa e Resende, estado do
Rio de Janeiro. Foram examinadas, pelo
California Mastitis Test, todas as vacas em linha
de ordenha, coletando-se amostras positivas
para isolamento e identificacdo, seguindo
metodologia descrita por Koneman et al. (2001).
As amostras de E. coli foram comparadas
genotipicamente por meio da técnica de
amplificagdo randdémica de DNA polimerase
(RAPD) (Pacheco et al., 1997).
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Apo6s a etapa de isolamento e identificacdo da
microbiota bacteriana, foram separadas as
amostras de E. coli identificadas para analise do
polimorfismo dos segmentos de DNA obtidos
por amplificacéo randémica Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-
PCR). As etapas de extracdo do DNA bacteriano,
da reacdo dos ensaios de amplificacdo randdémica
do DNA polimoérfico e da analise dos produtos
da amplificacdo foram realizadas de acordo com
0 método proposto por Pacheco et al. (1997).

Para o ajuste da concentracdo das células
bacterianas, uma aliquota de 20uL do
crescimento bacteriano em caldo de tripticaseina
de soja (TSB-BBL) a 37°C/18-24h foi diluida a
1:10 em 4agua destilada ou salina para
determinagdo da densidade otica (DO) em
600nm. Para a DO de 0.4 de absorvancia, uma
aliguota de 200uL foi centrifugada e
ressuspendida em 900uL de 4&gua destilada
estéril. A suspensdo foi submetida a fervura por
10min, e o lisado bacteriano foi rapidamente
centrifugado (spin) e utilizado como fonte de
DNA nas reacdes de amplificacéo.

Um volume de 3uL do lisado bacteriano foi
utilizado nas reacdes de amplificagdo juntamente
com outros reagentes: 20mM Tris-HCI (pH 8.4)
(Fermentas, Burlington, Canadd), 50mM HCI,
4mM de MgCl, (Fermentas, Burlington,
Canadd), 250uM (cada) dNTP (ABgene, Epsom,
Reino Unido), 30pmol de iniciador e 1U Taq
polimerase (Fermentas, Burlington, Canada).



Castro et al.

Foram utilizados o0s seguintes iniciadores:
1254 (5 CCGCAGCCAA3), M13
(5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3"), e A04
(5-AATCGGGCTG-3"). A reacdo  foi
programada para desnaturagdo inicial de 94°C
por 1min; seguida de quatro ciclos de 94°C por
5min, 37°C por 5min e 72°C por 5min, 30 ciclos
de 94°C por 1min, 37°C por 1min e 72°C por
2min e, extensdo final de 72°C por 10min.

A amplificacdo simultanea dos genes stx1, stx2 e
eae, para detectar presenca de STEC dentre os
isolados, foi feita segundo China et al. (1996),
em que as amostras de E. coli foram semeadas
em 5mL de Caldo Mieller Hinton (Merck) a
37°C por 18 a 24h. Ap6s o periodo de incubacéo,
300uL da cultura foram centrifugados por 30s
em microcentrifuga, e 0 sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspenso em
50uL de agua destilada estéril e submetido a
fervura por 10min. O lisado bacteriano foi
centrifugado por 30s em microcentrifuga, e o
sobrenadante coletado e usado como fonte de
DNA.

Para a reacdo de PCR, foram utilizados 1U de
Taq Polimerase  (Fermentas, Burlington,
Canadd), 5pL de 2mM deoxinucleotideo
trifosfato- DNTP (ABgene, Epsom, Reino
Unido), 5mL de tampdo 10X buffer (100mM
Tris-HCI [pH 8.8], 15mM MgCI2, 500mM KCl,
1% Triton X-100) (Fermentas, Burlington,
Canada), 0.5mL de cada iniciador (40mM)
(Bioneer, Seul, Coréia do Sul), e 5uL de DNA
para um volume final de 50pL. As reacfes foram
realizadas em um termociclador Eppendorf
Master Cycler, programado para 94°C por 5min,
seguido de 30 ciclos por 94°C por 30s, 50°C por
30s e 72°C por 30s. As amostras de E. coli
E40705 (stx1 e eae positivos) e E30121 (stx2 e
eae positivos) foram incluidas no estudo como
controle de reagéo.

Os produtos da reacéo das amplificagcGes foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%. Os perfis de amplificacdo foram
submetidos a analise visual e automatizada, com
auxilio do software UVI soft image acquisition
and analysis software, empregando-se o
programa UVIPro bandmap versdo 11.9 (UVltec,
Cambridge, Reino Unido).

Os resultados revelaram que a taxa de ocorréncia
de mastite no leite das 273 vacas incluidas no
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estudo foi de 20,6%. Dentre os agentes isolados,
14 amostras (15,2%) foram identificadas como
E. coli, sendo 13 isoladas de casos de mastite
subclinica e apenas uma de caso de mastite
clinica. Foram observadas amostras
geneticamente relacionadas aos casos de mastite
bovina. Os grupos clonais isolados da
propriedade 1 representavam amostras de
diferentes animais. Além destas, foi observada
similaridade entre amostras das propriedades 4, 7
e 9, que compreendiam isolados distintos de uma
mesma vaca.

De acordo com os resultados obtidos nos casos
de mastite bovina causados por E. coli
submetidas a reacdo em cadeia de
polimerase — Multiplex (Multiplex-PCR), 14,3%
apresentavam gene para producdo de toxina
Shiga, sendo detectados os trés genes.

Os resultados confirmam o observado por Lira et
al. (2004). Esses autores verificaram incidéncia
de 12,0% de STEC nas amostras de leite com
mastite, cujo agente etioldgico era E. coli. No
entanto, 0s mesmos autores relataram maior
ocorréncia de genes associados as STEC, em que
metade das amostras apresentavam 0 gene eae,
enquanto, no presente estudo, nenhuma das duas
amostras apresentaram o referido gene. Este fato
pode ser explicado pela maior quantidade de
amostras de E. coli avaliadas por Lira et al.
(2004), pois a taxa de incidéncia de STEC nas
amostras de leite foi similar.

A observacdo de padrfes eletroforéticos iguais
entre si de amostras bacterianas isoladas de vacas
de uma mesma propriedade sugere a
disseminagdo do referido agente bacteriano no
rebanho, fato que pode ser explicado pelas
precéarias condi¢bes higiénico-sanitarias das
fazendas visitadas.

As amostras onde foram detectados 0s genes
foram obtidas de quartos mamarios distintos de
uma mesma vaca, e, de acordo com o estudo
molecular, sdo organismos com o mesmo perfil
eletroforético, fato que evidencia a necessidade
da constante monitorizacdo dos rebanhos
bovinos leiteiros.

Este estudo tem grande importancia,
principalmente, no que se refere & vigilancia
sanitaria de produtos alimenticios, visto que é
comum o consumo de leite recém-ordenhado
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biogenéticos-epidemiolégicos desse patogeno e
fornecer subsidios para a¢es de monitoramento
e controle dessas infecgdes.

pelos trabalhadores rurais, e é frequente a venda
informal de leite de algumas das propriedades
visitadas em mercados vizinhos. Esse fato
aumenta a possibilidade de ingestdo de agentes

patogénicos pelo consumo desses produtos, sem Palavras-chave: vaca, mastite, Escherichia coli,

0 prévio tratamento térmico. Os resultados STEC
obtidos contribuem para esclarecer aspectos
ABSTRACT

Escherichia coli samples isolated from cases of dairy mastitis in municipalities of Rio de Janeiro State,
Brazil, were genotypically compared and Shiga-toxin genes were detected and their prevalence
evaluated. Genetically related samples were verified and the referred genes were detected in 14.28% of
the cases.
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