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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION. Although milk is a highly consumed food, its contamination and
the development of pathogenic microorganisms due to its intrinsic features are rife.
Escherichia coli not only indicates contamination from fecal sources but may also be
pathogenic. Among the several pathotypes of E. coli that may cause diarrhea in humans,
E. coli as a producer of Shiga toxic (STEC) causes food-transmitted diseases
worldwide. Serious implications to health may occur in humans and may range from
mild diarrhea to hemorrhagic colitis to severe extra-intestine complication, such as
Uremic Hemolytic Syndrome (UHS) and Thrombotic Thrombocytopenic Purpura.
Virulence factors, such as Shiga toxins, intimine and enterohemolisin, are involved in
STEC pathogenesis and several types of food from animal or vegetal origin cause STEC
episodes. Although most food contamination episodes caused by STEC are linked to
non-pasteurized milk consumption and its derivates, episodes related to the
consumption of pasteurized milk have been reported. Genotype methods such as
Polymerase Chain Reaction (PCR) have been employed to study E. coli epidemiology
and to research on virulent, fast and sensitive genes.

AIMS. Current research evaluates the genetic similarity and research genes stx1, stx2,
eae, ehxA in E. coli isolated from pasteurized cattle milk.

MATERIALS AND METHODS. Eighty-seven isolates of E. coli from pasteurized
bovine milk from 22 dairies in the northwestern region of the state of Parana, Brazil,
were analyzed. Isolates were stored in Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) with glycerol at -
20 ° C, the samples were identified biochemically before extraction of DNA, which was
in agreement with Swanenburg et al. (1998), with modifications. Technical
enterobacterial repetitive sequence Intergenic Consensus (ERIC-PCR) and sequence
repetitive extragenic palindromic (REP-PCR) were used for the genetic similarity.
Values equal to or greater than 98% similarity were considered related. The
discriminatory power (D) of ERIC-PCR and REP-PCR was calculated using Simpson's
diversity index. For the detection of virulence genes was used PCR, primers and
amplification conditions were specific to each gene stxl, stx2, eae, ehxA.

RESULTS AND DISCUSSION. ERIC-PCR and REP-PCR differentiated the isolates
of E. coli genomic profiles 76 and 81, respectively. Analysis of ERIC-PCR and REP-
PCR showed high genetic diversity among the isolates of E. coli could be explained by
different sources of contamination by E. coli in bovine milk. REP-PCR mustered only
bacterial isolates from the same samples of milk, ERIC PCR showed that the isolates
from different samples of milk were similar. Both techniques not grouped bacterial
isolates from processed milk in dairy different. Were not detected virulence genes stx1,
stx2, eae, ehxA in isolates of E. coli analyzed, possibly by the low incidence of these
pathogens in pasteurized dairy products.

CONCLUSION. ERIC and REP-PCR revealed a high genetic diversity of E. coli
isolated from bovine milk pasteurized and non-detection of genes stx1, stx2, eae, ehxA
normally present in STEC in bacterial isolates. Knowledge of the epidemiology of.
diarrheagenic E. coli in pasteurized milk is highly relevant to understanding the
transmission and provides information for the development and implementation of
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control measures throughout the production chain. The research on virulence factors in
other pathotypes of E. coli is important to evaluate the potential of pasteurized
commercially available as vector bacterium analyzed.

Key Words: Escherichia coli Shiga toxin-producing (STEC), PCR (Polymerase Chain
Reaction), virulence genes, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence

Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR), Repetitive Extragenic Palindromic Sequence
Polymerase Chain Reaction (REP-PCR).
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO. O leite é um alimento muito consumido pela populagdo, porém
devido suas caracteristicas intrinsecas ele se torna propicio a contaminacdo e
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos, dentre eles, destaca-se Escherichia
coli, que além de indicar contaminacdo de origem fecal pode ser patogénica. Entre os
diferentes patotipos de E. coli que podem causar diarréia em humanos, E. coli
produtora de toxina de Shiga (STEC) e responsavel por surtos de Doenca Transmitida
por Alimentos (DTA) em diferentes partes do mundo. Em humanos trazem sérias
implicacdes a saude, podendo causar desde diarréia branda a colite hemorragica, até
complicagdes extra-intestinais severas como Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e
Parpura Trombocitopénica Trombotica. Fatores de viruléncia como toxinas de Shiga,
intimina e enterohemolisina estdo envolvidos na patogénese de STEC. Diversos
alimentos, tanto de origem animal quanto vegetal, ja foram incriminados em surtos de
STEC. Em se tratando de leite, embora grande parte dos surtos alimentares causados por
STEC estejam ligados ao consumo de leite ndo pasteurizado e de seus derivados, surtos
relacionados ao consumo de leite pasteurizado foram relatados. Métodos genotipicos
como Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) tem sido utilizados para estudar a
epidemiologia de E. coli bem como para a pesquisa de genes de viruléncia por serem
rapidos e sensiveis.

OBJETIVOS. Avaliar a similaridade genética e pesquisar 0s genes stx1, stx2, eae,
ehxA em E. coli isoladas de leite bovino pasteurizado.

MATERIAIS E METODOS. Foram analisados 87 isolados de E. coli oriundos de
leite bovino pasteurizado proveniente de 22 laticinios localizados na regido Noroeste do
estado do Parana. Os isolados bacterianos estavam armazenados a -20°C em Tryptic
Soy Broth (TSB) com glicerol e tiveram a identificacdo bioquimica confirmada antes da
extracdo do DNA, que seguiu o preconizado por Swanenburg et al. (1998) com
modificacdes. Para o estudo de similaridade genética empregou-se as técnicas ERIC-
PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence) e REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic Sequence). Valores iguais ou maiores que 98%
representaram amostras geneticamente idénticas. O poder discriminatério (D) de ERIC-
PCR e REP-PCR foi calculado com base no indice de diversidade de Simpson. Para a
pesquisa dos genes de viruléncia utilizou-se a PCR, onde os iniciadores e as condic¢oes
de amplificacdo foram especificos para cada gene stx1, stx2, eae, ehxA.

RESULTADOS E DISCUSSAO. ERIC-PCR e REP-PCR diferenciaram os isolados de
E. coli em 76 e 81 perfis gendmicos respectivamente. Ambos os métodos mostraram
elevada diversidade genetica entre os isolados bacterianos, o que pode ser justificado
pelas diversas fontes de contaminacdo do leite bovino por E. coli. REP-PCR agrupou
apenas isolados bacterianos provenientes de mesmas amostras de leite, enquanto por
ERIC PCR, isolados de amostras de leite diferentes foram considerados idénticos.
Ambas as técnicas ndo agruparam isolados bacterianos provenientes de leite processado
em laticinios diferentes. Ndo foram detectados os genes de viruléncia stx1, stx2, eae,
ehxA nos isolados de E. coli analisados, possivelmente pela baixa incidéncia desse
patdgeno em produtos lacteos pasteurizados.
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CONCLUSAO. Tanto ERIC quanto REP-PCR mostraram alta diversidade genética de
E. coli isolada de leite bovino pasteurizado e os isolados bacterianos ndo apresentaram
0S genes stx1, stx2, eae, ehxA, normalmente presentes em STEC. O conhecimento da
epidemiologia de E. coli diarreiogénicas em leite pasteurizado é de fundamental
importancia para o entendimento da transmissdo, alem de dar subsidios para o
desenvolvimento e a implantacdo de medidas de controle ao longo da cadeia produtiva.
A pesquisa de fatores de viruléncia de outros patotipos de E. coli € importante para
avaliar o potencial do leite pasteurizado comercialmente disponivel como veiculo de
transmissdo desta bactéria.

Palavras chaves: Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC); PCR
(Polymerase Chain Reaction), genes de viruléncia, Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Sequence Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR), Repetitive Extragenic
Palindromic Sequence Polymerase Chain Reaction (REP-PCR).
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RESUMO: O leite bovino é um dos alimentos mais consumidos pela
populacdo, no entanto, pode transmitir microrganismos patogénicos, tais
como Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC). O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a similaridade genética e pesquisar 0s genes
stx1, stx2, eae, ehxA em E. coli isoladas de leite bovino pasteurizado. Foram
analisados 87 isolados de E. coli provenientes de leite bovino pasteurizado
em 22 laticinios localizados na regido Noroeste do estado do Parana, Brasil.
A similaridade genética foi avaliada empregando-se as técnicas
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Sequence Polymerase Chain
Reaction (ERIC-PCR) e Repetitive Extragenic Palindromic Sequence
Polymerase Chain Reaction (REP-PCR). Os isolados de E. coli foram
analisados por PCR para investigar a presenca dos genes stxl, stx2, eae e
ehxA. ERIC-PCR e REP-PCR diferenciaram os 87 isolados bacterianos em
76 e 81 perfis genbmicos, respectivamente. Ambos o0s métodos
demonstraram elevada diversidade genética entre os isolados de E. coli. Nao
foram detectados os genes de viruléncia stx1, stx2, eae e ehxA nos isolados
de E. coli analisados. O conhecimento da epidemiologia de E. coli
diarreiogénicas em leite pasteurizado € importante para o entendimento da
cadeia de transmissdo e para a implantacdo de medidas de controle destes

patégenos.

Palavras chaves: Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), PCR
(Polymerase Chain Reaction), genes de viruléncia, Enterobacterial Repetitive

Intergenic Consensus Sequence Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR),
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Repetitive Extragenic Palindromic Sequence Polymerase Chain Reaction

(REP-PCR)

Aplicacédo pratica: Utilizacdo das técnicas ERIC e REP-PCR no estudo de
diversidade genética de E. coli, o que possibilita uma discriminacdo de
isolados em estudos epidemiologicos. A auséncia de STEC nas amostras
analisadas indica uma baixa prevaléncia dessa bactéria no leite pasteurizado
produzido na regido estudada. Esses resultados, no entanto, ndo descartam
a necessidade de um constante monitoramento das condicbes de
processamento do leite, o que possibilita diminuicdo de risco a saude dos

consumidores.
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Introducéao

De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacao
e Agricultura, a estimativa da producdo mundial de leite foi de 760 milhdes de
toneladas em 2012 (FAO 2013). Atualmente, o Brasil € o 6° maior produtor de
leite do mundo. Em 2011 a producéo brasileira foi estimada em 31 bilhdes de

litros e consumo em 167 litros per capta (Milk point 2012).

E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) é responsavel por surtos
de doenca transmitida por alimentos (DTA) em diferentes partes do mundo
(Farrokh e outros 2012). Diversos alimentos, tanto de origem animal quanto
vegetal, j& foram incriminados em surtos causados por STEC (CDC 2012).
Grande parte dos surtos alimentares causados por STEC estavam
associados a leite ndo pasteurizado e de seus derivados, porém surtos
relacionados ao consumo de leite pasteurizado e derivados ja foram descritos
(Farrokh e outros 2012).

A patogenicidade de STEC esta relacionada, principalmente, a
producdo de dois tipos de citotoxinas: toxinas de Shiga 1 e 2, codificadas
pelos genes stx1 e stx2, respectivamente; producao de intimina, responsavel
pela adesdo intima da bactéria as células epiteliais intestinais e pela lesédo
attaching and effacing (A/E), codificada pelo gene eae e a producgdo de
enterohemolisina (Ehly), codificada pelo gene ehxA (Mittelstaedt e Carvalho
2005). Varios estudos envolvendo a pesquisa de genes de viruléncia de
STEC em leite e derivados ndo pasteurizados ja foram relatados no Brasil e

em outros paises (Vicente e outros 2005; Paneto e outros 2007; Timm e
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outros 2009; Solomakos e outros 2009; Altahi e Hassan 2009; Islam e outros
2010; Rahimi e outros 2011, Farzam e outros 2012; Rantsiou e outros 2012,).
Porém, sdo poucos os estudos realizados em leite e derivados pasteurizados
(Carneiro e outros 2006; Manna e outros 2006).

A contaminacgéo do leite pasteurizado por E. coli pode ocorrer a partir
de diferentes fontes. O estudo da epidemiologia dos microrganismos,
especialmente a fonte de contaminacdo, tem sido realizado por meio de
técnicas moleculares como ERIC-PCR e REP-PCR (Versalovic 1991).
Estudos utilizando estas técnicas em E. coli provenientes de diferentes
alimentos e do ambiente tém sido relatados (Ling e outros 2000; Bhong 2006;
Ibenyassine e outros 2006, Wenz e outros 2006; Olivindo 2007; Rantsiou e
outros 2012). No entanto, de acordo com nosso conhecimento, ndo foram
encontrados estudos que utilizaram ERIC e REP-PCR para a tipagem de E.
coli em leite bovino pasteurizado pronto para o consumo.

Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a similaridade
genética por ERIC e REP-PCR e pesquisar 0s genes stxl1, stx2, eae, ehxA

em E. coli isoladas de leite bovino pasteurizado.

Materiais e Métodos
Isolados bacterianos

Foram analisados 87 isolados de E. coli provenientes de leite bovino
pasteurizado em 22 laticinios localizados na regido Noroeste do estado do

Parana (Zanella e outros 2010).
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Os isolados bacterianos que estavam armazenados a -20°C em
Tryptic Soy Broth (TSB- Difco, Becton Dickinson, Sparks, Md., U.S.A) com
glicerol no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Andlises Clinicas e Biomedicina-UEM foram identificados bioquimicamente

antes da extracdo do DNA (Murray e outros 2007).

Reacdo em cadeia da polimerase- PCR
Extracdo de DNA dos isolados

O DNA gendmico dos isolados foi extraido de acordo com Swanenburg
e outros (1998) com modificacBes. Os isolados bacterianos foram cultivados
em Caldo Infusdo Cérebro e Coracdo (BHI- Difco, Becton Dickinson, Sparks,
Md., U.S.A) a 35°C por 18 a 24 horas. A cultura bacteriana foi centrifugada a
12.000 x g por 8 min, o sedimento foi suspenso em 300 ul tampéo de lise
(hidrocloridrato de guanidina 6M, 2 mercaptoetanol 1mM, EDTA 10mM,
Tween 80-0,1%) e congelado a -20°C por 30 min. seguido de fervura a 100°C
por 10min. Esse procedimento foi repetido duas vezes, apés foi resfriado em
banho de gelo por 5 min. O DNA foi obtido apdés duas etapas de extracdo
com cloroférmio-alcool isoamilico (Merck, Darmstadt, Alemanha) (24:1, v/v).
O DNA foi precipitado com etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha),
centrifugado a 12.000 x g por 5 min e ap0s secagem a temperatura ambiente
foi dissolvido em 50ul de agua milli-Q.

A quantificacdo do DNA foi realizada em NanoDrop 2000.

ERIC-PCR e REP-PCR
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Os iniciadores utilizados para ERIC-PCR foram ERIC-1R (5-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC-2 (5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) e para REP-PCR REP-IRDT (5'-
[IINCGNCGNCATCNGGC-3’) e REP2-DT (5-NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’)
(Versalovic e outros 1991).

A reacdo de amplificacdo foi realizada adicionando 100 ng de DNA
bacteriano a uma mistura de reagentes, a qual continha 11l de Master Mix
(Fermentas, GmbH, Germany), 1 uM de cada iniciador e agua ultra pura livre
de DNase/RNase (Fermentas, GmbH, Germany) para um volume final de 25
ul, de acordo com as instrucées do fabricante.

A amplificacdo dos produtos de PCR foi realizada em termociclador
Eppendorf Thermocycler (Mastercycler® gradient PCR, Hamburg, Germany).
Para ERIC-PCR foi programada uma desnhaturacao inicial a 94°C por 7 min,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 30s, 52°C por 1 min e 72°C por 8 min com
uma extenséao final a 72°C por 16 min. Para REP-PCR, programou-se uma
desnaturacdo a 94°C por 7 min, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30s, 45°C
por 1 min e 65°C por 8 min, com uma extensao final a 65°C por 16 min.

Ap6s a amplificagdo, os produtos da PCR foram submetidos a
separacdo eletroforética em gel de agarose 1,5% (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala - Suécia), contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, em
tampao 1XTBE (Tris-HCI 0,45mM, &cido borico 0,45mM e EDTA 2,5mM pH
8,0), 7 a 10 V/cm2 por 2 horas. Os produtos obtidos pela PCR foram

visualizados sob transiluminacdo em luz ultravioleta e fotodocumentados.
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Utilizou-se marcador de peso molecular de 100 pares de base (Ladder —
Amersham Pharmacia Biotech, USA).

A andlise dos perfis de bandas nos géis de agarose foi realizada pelo
software BioNumerics (version 6.5; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) utilizando o coeficiente Dice de similaridade. Esse programa produz
uma matriz de similaridade e, por meio desse coeficiente, € gerado um
dendrograma baseado no coeficiente de agrupamento UPGMA algorithm
(Unweighted Pair-Group Method, Arithematic averages). Os valores iguais ou

maiores de 98% representaram amostras geneticamente idénticas.

Poder discriminatorio dos métodos
O poder discriminatéorio (D) de ERIC-PCR e REP-PCR foi calculado
com base no indice de diversidade de Simpson, conforme apresentado por

Hunter e Gaston (1988).

Deteccao de fatores de viruléncia por PCR

A presenca dos genes que codificam toxinas de Shiga 1 e 2 (stx1 e
stx2), intimina (eae) e enterohemolisina (ehxA) foi verificada usando o0s
iniciadores (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) e as condi¢cdes descritas na
Tabela 1.

A reacdo de amplificacdo foi realizada adicionando 100 ng de DNA
gendmico em uma mistura de reagentes, que continha 11ul de Master Mix

(Fermentas, GmbH, Germany), 1uM de cada iniciador (Tabela 1) e agua ultra
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pura livre de DNase e RNase (Fermentas, GmbH, Germany) para um volume
final de 25 pl, de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

A amplificacéo foi realizada em termociclador Eppendorf Thermocycler
(Mastercycler® gradient PCR, Hamburg, Germany) e as condicfes de
amplificagéo para os genes stx1, stx2 e ehxA foram: 95°C por 8 min., 35
ciclos a 95°C por 30s, temperatura de pareamento conforme a Tabela 1 por
30s, 72°C por 30s e extenséo final a 72°C por 1 min. Para 0 gene eae,
utilizou-se 94°C por 2 min., 35 ciclos a 94°C por 1 min., 55°C por 1 min., 72°C
por 1 min. e extensao final a 72°C por 1 min.

Apos a amplificacdo, os produtos da PCR foram submetidos a
separacao eletroforética em gel de agarose conforme descrito anteriormente.

Como controle para o gene stx1 foi utilizada E. coli O157:H7 (C7-88) e
para 0os genes stx2, eae e ehxA utilizou-se E. coli O157:H7 (ATCC 43889)
gentilmente cedidas pelas Professoras Halha Ostrensky Saridakis e Jacinta
Sanchez Pelayo do Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual
de Londrina. Um controle negativo (sem DNA) também foi incluido em cada

reacao de PCR.

Resultados e Discusséo
ERIC-PCR e REP-PCR

A analise eletroforética dos produtos de amplificacdo dos isolados de
E. coli gerados pelas técnicas ERIC-PCR e REP-PCR forneceu um padrao de
3 a 20 bandas com tamanho de aproximadamente 100 pb a 2.000 pb

(Figuras 1 e 2).
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Considerando um nivel de similaridade de 98%, ERIC-PCR diferenciou
os 87 isolados bacterianos em 76 perfis gendmicos distintos. Sessenta e seis
isolados bacterianos apresentaram perfis exclusivos, 18 foram incluidos em
nove perfis gendbmicos que compreenderam dois isolados cada e um perfil
compreendeu trés isolados (Figura 3). Os perfis genémicos 3 e 5 agruparam
dois isolados de E. coli em cada perfil (5L10 e 7L10; 11L3 e 12L3)
provenientes de duas amostras de leite processadas em dois laticinios.
Enquanto o perfil 7 agrupou trés isolados (5L9, 6L9 e 7L9) provenientes de
uma unica amostra de leite. Os perfis 1, 2, 4, 6, 8, 9 e 10 agruparam 14
isolados de E. coli, dois em cada perfil (3L3 e 4L3; 5L14 e 9L14; 6L3 e 7L3;
3L16 e 4L16; 1L1 e 2L1; 4L8 e 6L8; 8L8 e 11L8) provenientes de diversas
amostras de leite processadas em cinco laticinios em datas diferentes (Figura
3).

Na analise por REP-PCR, considerando um nivel de similaridade de
98%, os 87 isolados de E. coli foram agrupados em 81 diferentes perfis
gendmicos. Setenta e cinco isolados apresentaram perfis Unicos e 12 foram
agrupados em seis perfis com dois isolados cada. Os isolados de E. coli
agrupados nos perfis 1 a 6 (1L7 e 2L7; 2L10 e 3L10; 9L3 e 10L3; 2L19 e
3L19; 10L14 e 11L14; 6L9 e 7L9) eram provenientes de seis amostras de
leite processadas em seis laticinios (Figura 4).

E importante salientar que diferentes isolados bacterianos
provenientes de uma mesma amostra de leite foram submetidos a tipagem

molecular pois em estudo realizado anteriormente em nosso laboratério os
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mesmos apresentaram diferentes perfis bioquimicos ou de resisténcia a
antimicrobianos.

Na andlise conjunta por ERIC e REP-PCR, dos 87 isolados de E. coli,
77 apresentaram perfis Unicos e quatro foram agrupados em dois perfis com
dois isolados cada (10L14 e 11L14; 6L9 e 7L9) (Figura 5). Os isolados 6L9 e
7L9 foram considerados idénticos tanto por ERIC quanto por REP-PCR.

Ressaltamos que REP-PCR agrupou apenas isolados bacterianos
provenientes de mesmas amostras de leite, enquanto por ERIC-PCR, 14
isolados de amostras de leite diferentes foram considerados idénticos.
Nenhuma das duas técnicas agrupou isolados bacterianos provenientes de
leite processado em laticinios diferentes. Os perfis de ERIC-PCR que
agruparam isolados de E. coli de amostras de leite processadas em datas
diferentes indicam que a contaminacéo do leite ocorreu por um mesmo clone
dentro de um mesmo laticinio e que a fonte de contaminacdo se manteve ao
longo do tempo. Esse resultado alerta para falhas no processamento e para
a necessidade de medidas de controle para minimizar a contaminacgao por E.
coli.

ERIC-PCR teve um poder discriminatério ligeiramente inferior
(D=0,9967) quando comparado com REP-PCR (D=0,9983). Ja na andlise
conjunta de ERIC e REP-PCR o poder discriminatério foi 0,9994. Importante
lembrar que segundo Hunter e Gaston (1988), um indice maior que 0,90 &
seguro para que o0s resultados de tipagem sejam interpretados com

confiancga.
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Os resultados mostraram elevada diversidade genética entre os
isolados de E. coli. Resultados semelhantes foram descritos por outros
autores. Wenz e outros (2006), observaram alto grau de variabilidade
genotipica, quando utilizaram ERIC-PCR para genotipagem de E. coli
provenientes de leite de vaca com mastite. Ling e outros (2000) também
obtiveram elevada heterogeneidade genética em E. coli O157:H7 isoladas
de hambuarguer de frango e bovino por ERIC-PCR, onde cada isolado
apresentou um perfil genético Unico, mostrando o elevado poder
discriminatorio do método. E. coli isoladas de carne de carneiro também
demonstraram elevada diversidade genética em estudo descrito por Bhong
(2006) utilizando ERIC-PCR e REP-PCR. REP-PCR também foi eficiente
para comparar isolados de E. coli provenientes de leite de cabra e do
ambiente de ordenha, contribuindo para o monitoramento da qualidade do
leite de cabra (Olivindo 2007).

Em estudo semelhante ao nosso, Rantsiou e outros (2012), avaliaram
a diversidade genética de STEC obtidas de derivados lacteos né&o
pasterizados e de produtos carneos, utilizando ERIC-PCR. Ao considerarem
um coeficiente de similaridade de 70% os autores obtiveram um poder
discriminatdrio baixo. No entanto, se considerarmos o mesmo coeficiente de
similaridade utilizado no presente estudo (98%), os 53 isolados de STEC sao
agrupados em 48 perfis, sendo 46 perfis Unicos e dois que agruparam dois e
cinco isolados em cada, obtendo-se também elevada diversidade entre os
isolados avaliados. Os autores também observaram que o0s isolados

provenientes de produtos lacteos eram mais semelhantes, enquanto que os
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isolados provenientes de derivados carneos eram mais heterogéneos. Além
disso, pode ser observada correlacdo dos grupos genémicos com o genotipo
de viruléncia.

Diferente dos resultados obtidos no presente estudo, ERIC-PCR néo
foi capaz de diferenciar E. coli O157:H7 isolada de alimentos, humanos e
animais em estudo realizado por Giammanco e outros (2002).

A elevada diversidade genética observada no presente estudo pode
ser justificada pelas diversas fontes de contaminacdo do leite bovino por E.

coli, durante todo o processo de produgéo.

Pesquisa de genes de viruléncia

N&o foram detectados os genes de viruléncia stx1l, stx2, eae e ehxA
nos isolados de E. coli analisados. Resultados semelhantes foram
observados por Carneiro e outros (2006) que nédo detectaram a presenca dos
genes stxl, stx2 e eae em E. coli isolada de leite bovino pasteurizado
comercializado no Rio de Janeiro, Brasil. No entanto, Manna e outros (2006)
observaram a presenca do gene stx2 em isolados de E. coli O157
provenientes de leite pasteurizado na india.

A maioria dos estudos relata a presenca de STEC apenas em leite cru
e derivados em diferentes partes do mundo. Farzam e outros (2012)
detectaram o0s genes stxl e stx2 em 16 dos 44 isolados (36,36%) e em
79,54% (35/44) dos isolados, respectivamente, enquanto o gene eae nao foi
detectado e o gene hlyA estava presente em 11,36% (5/44) dos isolados de

E. coli de leite bovino cru. Altalhi e Hassan (2009) verificaram a presenca do
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gene eae em 9,1% dos isolados de E. coli provenientes de leite bovino cru e
dos genes stxl e stx2 em 3% e 6,1% dos isolados, respectivamente.
Solomakos e outros (2009) observaram que 33% dos isolados de E. coli de
leite bovino cru apresentavam 0s genes stxl ou stx2, eae e ehxA e
pertenciam ao sorotipo O157:H7. A prevaléncia de STEC foi pesquisada por
Islam e outros (2010) em diferentes alimentos, entre eles leite cru, onde 10%
das amostras apresentavam 0s genes stx, porém 0s genes eae e ehxA nao
foram detectados.

No Brasil, Vicente e outros (2005) detectaram os genes stx1 e stx2 em
3,3% dos isolados de E. coli provenientes de amostras de leite coletadas
durante o processo da ordenha em S&o Paulo. Entretanto, os genes stx1,
stx2 e eae nao foram identificados em amostras de leite cru provenientes do
Sul do Brasil (Timm e outros 2009), semelhante aos resultados obtidos no
presente estudo.

O gado bovino é considerado o principal reservatério de STEC
(Farrokh e outros 2012) e no Brasil alguns estudos relatam alta prevaléncia
desta bactéria em gado bovino, tanto de corte quanto de leite (Irino e outros
2005; Vicente e outros 2005; Oliveira e outros 2008,). No entanto, semelhante
aos resultados do presente estudo, outros autores demonstraram baixa
prevaléncia de STEC em leite, carnes e derivados (Vicente e outros 2005;
Carneiro e outros 2006; Bergamini e outros 2007), Paneto e outros 2007;
Timm e outros 2009; Martins e outros 2011).

Apesar da ndo deteccao de genes de STEC, a presenca de E. coli em

leite pasteurizado além de indicar contaminacdo de origem fecal e praticas
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higiénico sanitarias inadequadas, ndo descarta a possibilidade da presenca
de outros patotipos de E. coli que podem trazer risco a saude dos
consumidores.

O conhecimento da epidemiologia de E. coli diarreiogénicas em leite
pasteurizado é de fundamental importancia para o entendimento de sua
transmissao, além de dar subsidios para o desenvolvimento e a implantacao
de medidas de controle ao longo da cadeia produtiva. A pesquisa de fatores
de viruléncia de outros patotipos de E. coli é importante para avaliar o
potencial do leite pasteurizado comercialmente disponivel como veiculo de

transmissao desta bactéria.

Concluséo

As técnicas de ERIC e REP-PCR mostraram alta diversidade genética
de E. coli isolada de leite bovino pasteurizado o que confirma a possibilidade
do seu uso em estudos epidemioldgicos. Os isolados bacterianos nao
apresentaram o0s genes stx1, stx2, eae, ehxA, normalmente presentes em
STEC, o que indica a baixa prevaléncia desse patdgeno no leite produzido na

regido estudada.
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Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores

amplificacédo por PCR.
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e tamanhos dos produtos de

Gene

stx1

Stx2

ehxA

eae

Iniciador

VT1-A
VT1-B

VT2-A
VT2-B

hlyAP
hlyAR
EAE-1
EAE-2

Sequéncias de nucleotideos (5'-3")

F:CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC
R:CGTGGTATAGCTACTGTCACC

F:CTTCGGTATCCTATTCCCGG
R:CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC

F:GCATCATCAAGCGTACGTTCC
R:AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
F:GAGAATGAAATAGAAGTCGT
R:GCGGTATCTTTCGCGTAATCGCC

Tamanho do

fragmento

(bp)
302

516

534

775

Temperatura
de anelamento
(°C)
58°

60°

58°

55°

Referéncia

Blanco e
outros, 2004

Blanco e
outros, 2004

Paton e
Paton, 1998
Blanco e
outros, 2004
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Fig. 1 Eletroforese gel de agarose 1.5% ERIC-PCR. M: Marcador de peso

molecular 100bp. Canaletas 1 a 9: Isolados de E. coli .

Fig. 2 Eletroforese gel de agarose 1.5% REP-PCR. M: Marcador de peso

molecular 100bp. Canaletas 1 a 8: Isolados de E. coli .
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e = w o e s w s . g Laticinio

— 1L9
— 1L18
— L2

Perfil

Amostra de leite

TLT3

10L14
11L14
4L14

7L14
sL14
5L14
1L3
2L3

314

5L10
7L10
4L10
B6L3
7L3
2L10
3L10
3L18
1L11
1L17
2117
1L21
4L1
1L10
1L14
8L3
aL3
10L3
11L3
1L20
13L3
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Fig. 3 Dendrograma gerado por agrupamento UPGMA, baseado na andlise de
ERIC-PCR, de 87 isolados de E.coli obtidos de leite bovino pasteurizado. A linha
vertical divide o dendrograma a partir do nivel de similaridade de 98%.
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Fig. 4 Dendrograma gerado por agrupamento UPGMA, baseado na andlise de
REP-PCR, de 87 isolados de E.coli obtidos de Leite bovino pasteurizado. A linha
vertical divide o dendrograma a partir do nivel de similaridade de 98%.
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Fig. 5 Dendrograma gerado por agrupamento UPGMA, baseado na andlise
combinada de ERIC-PCR e REP-PCR, de 87 isolados de E.coli obtidos de leite
bovino pasteurizado. A linha vertical divide o dendrograma a partir do nivel de

similaridade de 98%.
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