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Este trabalho teve como objetivo verificar a taxa de
isolamento por separagdo imunomagnética (IMS) de cepas
de Escherichia coli produtoras de shigatoxinas dos soro-
grupos O157 e O111 em rebanhos leiteiros do Municipio
de Jaboticabal, SP, a partir de amostras positivas, detecta-
das pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Inicial-
mente, amostras de fezes, agua e leite foram submetidas a
um processo de triagem, por meio de uma PCR multiplex,
a fim de detectar a presenga de seqiiéncias stx, six, e eae.
Submeteram-se todas as amostras positivas nesta primeira
fase a uma nova reacdo de PCR para detecgdo das seqiién-
cias 7fb O157 e Ol111, o que resultou em, respectivamente,

RESUMO

14,8% e 0,2% de amostras de fezes positivas para esses
sorogrupos e 2,4% e 10,0%, respectivamente, de amostras
de agua e leite positivas para o sorogrupo O157. Essas
amostras PCR positivas foram submetidas a IMS, obtendo-
se cepas isoladas de E. coli O157, de apenas 53,6% das
amostras de fezes. Nao se isolaram cepas de E. coli O157
de amostras de agua e leite, nem cepas de E. coli O111 de
nenhum tipo de amostra. Concluiu-se que a IMS, embo-
ra mais sensivel que outras técnicas, ainda ndo permite o
isolamento de cepas de E. coli O157 e O111, de 100% de
amostras PCR positivas.
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ABSTRACT

ISOLATION OF SHIGATOXIGENIC ESCHERICHIA COLI SEROGROUPS O157 AND O111 BY
IMMUNOMAGNETIC SEPARATION AFTER DETECTION BY PCR

The objective of this study was to verify the isola-
tion tax by immunomagnetic separation (IMS) of strains
of Shigatoxin producing Escherichia coli serogroups O157
and O111 in dairy farms in Jaboticabal-SP, Brazil, starting
from positive samples, detected by the polimerase chain re-
action (PCR). Initially feces, water and milk samples were
submitted to a selection process, through a PCR multiplex,
in order to detect the presence of sequences stx,, stx, and
eae. All of the positive samples in this first phase were sub-
mitted to a new PCR reaction targeting the sequences rfb
0157 and /b O111, what resulted in, respectively, 14.8%

and 0.2% of positive feces samples for those serogroups
and 2.4% and 10.0%, respectively, of water and milk posi-
tive samples for the serogroup O157. Those PCR positive
samples were submitted to IMS, isolated strains of E. coli
0157, were obtained of only 53.6% of the feces samples.
There were no isolated strains of E. coli O157 from water
and milk samples, they were not also isolated strains of
E. coli O111 from any sample type. In conclusion, IMS,
although more sensitive than other techniques, still doesn’t
allow the isolation of E. coli O157 and O111 strains, of
100% of the PCR positive samples.

KEY WORDS: E coli O111, E. coli 0157, immunomagnetic separation, PCR, shigatoxin.
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INTRODUCAO

Das cepas de Escherichia coli que pro-
duzem shigatoxinas, classificadas como E. coli
shigatoxigénicas (STEC), existem as que sdo
altamente patogénicas aos seres humanos e po-
dem pertencer a uma extensa gama de sorogru-
pos O, sendo as E. coli enterohemorragicas O157
e Ol11 as responsaveis pela maioria dos casos
mais graves (KARMALI 1989; PATON & PA-
TON, 1999). Trata-se de microrganismos que sao
uma ameaca a saude publica, pela gravidade das
patologias que provocam, como a colite hemor-
ragica, a sindrome hemolitica urémica e a pur-
pura trombocitopénica tromboética, que podem
ser fatais, principalmente para criangas e idosos
(KARMALLI, 1989; VOLD et al., 1998).

A transmissao das STEC esta freqliente-
mente associada ao consumo de alimentos conta-
minados, particularmente carne moida e hambtr-
guer, crus ou malcozidos (GRIFFIN & TAUXE,
1991). O reservatdrio principal das STEC sdo
os bovinos (HANCOCK et al., 1994). As STEC
podem entrar na cadeia de alimentagcado humana
de vérias maneiras, mais freqiientemente pela
contaminagdo direta ou indireta da carne, apds o
abate, com fezes ou conteudo intestinal contendo
o patogeno (PATON & PATON, 1998).

Tendo em vista a severidade das infecgdes
causadas por STEC dos sorogrupos O157 e O111,
¢ essencial que métodos sensiveis sejam utiliza-
dos na determinagdo da prevaléncia e também
na realizacdo do isolamento, a fim de favorecer
estudos epidemioldgicos. Assim, idealizou-se
o presente trabalho, com o objetivo de verificar
a taxa de isolamento por separa¢do imunomag-
nética (IMS) de cepas de E. coli produtoras de
shigatoxinas dos sorogrupos O157 ¢ O111 em
rebanhos leiteiros do municipio de Jaboticabal,
SP, a partir de amostras positivas, detectadas pela
reacdo em cadeia da polimerase.

MATERIAL E METODOS
Colheram-se amostras de fezes (467), dgua

(41) e leite (30) de dez propriedades produtoras
de leite situadas no municipio de Jaboticabal, Es-
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tado de Sdo Paulo, no periodo de estiagem, entre
julho e agosto de 2003, totalizando 538 elemen-
tos amostrais. As amostras foram preparadas para
a realizagdo da PCR, segundo o protocolo des-
crito por CERQUEIRA et al. (1999). Uma PCR
multiplex previamente descrita (CHINA et al.,
1996) foi realizada para detectar seqiiéncias dos
genes de patogenicidade eae e stx, stx,, das E.
coli shigatoxigénicas, utilizando, respectivamen-
te, os pares de primers epl e ep2, stx1R e stx1F,
stx2R e stx2F (BioSynthesis, United States). Os
amplicons e respectivos pesos moleculares sao:
Eae — 570 pb, Stx1 —388pb e Stx2 — 807pb.

Epl - 5’AGG CTT CGT CACAGT TG 3’

Ep2 -5 CCATCG TCA CCAGAG GA 3’

Stx1R - 5> AGA GCG ATG TTA CGG TTTG 3°
Stx1F -5’ TTG CCC CCA GAG TGG ATG 3’
Stx2R — 5 TGG GTT TTT CTT CGG TATC 3’
Stx2F — 5 GAC ATT CTG GTT GACTCT CTT 3’

Com a finalidade de identificar amostras
0157 e O111 positivas, todas as amostras stx e
eae PCR positivas foram submetidas a uma se-
gunda reacdo de PCR para detectar genes rfb
0157 e Ol111, de acordo com os procedimentos
descritos por PATON & PATON (1999), usando
os primers descritos a seguir (BioSynthesis, Uni-
ted States):

O157F -5 CGGACATCC ATG TGATAT GG 3’
O157R -5 TTG CCT ATG TACAGC TAATCC 3’
Ol111 F -5 TAG AGA AAT TAT CAAGTTAGT TCC 3’
O111 R-5"ATAGTT ATGAACATC TTGTTTAGC 3’

Os amplicons e respectivos pesos molecu-
lares sao: Rfb O157 — 259 pb e Rfb O111 — 406
pb.

Para o isolamento de E. coli O157 de
amostras O157 PCR positivas realizou-se IMS,
utilizando-se esferas magnéticas contendo anti-
corpos para o sorogrupo O157 — Dynabeads anti-
E. coli 0157 (Dynal, Norway), segundo a técnica
descrita por WRIGHT et al. (1994). Apds a IMS
as esferas foram ressuspendidas em 100uL de
PBS-T, semeados em duplicata, S0uL. em cada
placa contendo Agar McConkey Sorbitol (Oxoid,
England) adicionado de 0,05mg/L de cefixima
e 2,5mg/L de telurito de potéassio (CT-SMAC).
Ap6s incubagdo a temperatura de 37°C por 18-
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20 h, até 20 colonias sorbitol negativas, trans-
parentes, e de coloragdo palha, foram semeadas
em Tryptic Soy Agar (TSA — Difco, France) e
incubadas a 37°C, overnigth. Apods esse periodo,
coletou-se o crescimento em, aproximadamente,
2 mL de tampao fosfato salino, pH 7,4 (PBS-D),
e entdo se diluiram 100puL dez vezes em dgua bi-
destilada ultrapura. O DNA-alvo foi obtido pelo
aquecimento da suspensao bacteriana diluida, por
10 minutos em banho a temperatura de 100°C, ¢
utilizado na PCR 7fb O157 para confirmar a posi-
tividade da coldnia.

A IMS para isolamento de cepas de E. coli
O111 foi realizada segundo a técnica descrita por
SAFARIKOVA & SAFARIK (2001), utilizando
esferas magnéticas com anticorpos para o soro-
grupo O111 — Dynabeads EPEC/VTEC Ol111
(Dynal, Norway). Ao final da IMS, ressuspende-
ram-se as esferas em 100 pL de PBS-T, sendo 50
uL semeados em placa contendo Blood Agar-Ba-
se (Biolife, Italia), acrescido de sangue de ovino
e 50 pl semeados em Agar-McConkey (Oxoid,
England) e incubados a 37°C por 18-24 h. Apods
esse periodo, semearam-se dez coldnias de cada
meio de cultura em TSA, incubando-as a 37°C,
overnigth. De cada amostra foram preparados
dois pools de dez colonias, extraido o DNA e
realizada uma PCR rfb O111. Colonias indivi-
duais dos pools positivos foram submetidas a ou-
tra PCR rfb O111, que permitiu a confirmacao de
colonias positivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da Tabela 1, observa-se que a taxa
de isolamento de cepas de E. coli O157 por IMS
a partir de amostras de fezes PCR positivas foi de
53,6%. Nota-se também que ndo foram isoladas
cepas a partir de amostras de agua e leite. Isso
indica que em algumas amostras PCR positivas
ndo foi possivel a obtencdo de cepas isoladas.

Viérios sdo os fatores que podem ter levado
a essa menor taxa de isolamento de cepas de E.
coli O157 com relag@o a amostras PCR positivas.
Primeiro, as anélises por PCR foram concluidas
dentro de trés meses apos a colheita das amostras.
Entretanto, como o material necessario a IMS

ainda nao estava disponivel, realizou-se o isola-
mento pelo menos um ano depois. Durante esse
periodo, as amostras permaneceram estocadas a
-20°C, em meio de enriquecimento com glicerol.
E provavel que, apos o descongelamento para a
realizacdo das andlises, algumas células ndo esti-
vessem mais viaveis, dificultando o isolamento.
Isto também foi observado por BONARDI et al.
(1999) e ARTHUR et al. (2002), em trabalhos por
eles realizados sob condi¢des semelhantes. Por-
tanto, uma vez que a PCR verifica a presenca de
material genético DNA ou RNA, provavelmente
0s microrganismos nao-viaveis teriam contribu-
ido para o nimero de amostras PCR positivas,
mas nao teriam sido isolados.

TABELA 1. Numero e porcentagem de amostras de fezes
de bovinos, agua e leite de propriedades do municipio de
Jaboticabal, detectadas por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR 0157 positivas) e, subseqiientemente, isoladas por
separa¢do imunomagnética (IMS positivas). Jaboticabal,
Sao Paulo, Brasil, 2003.

PCR 0157 ..
Amostras Total positivas IMS positivas
Ne % N %
Fezes 467 69,0 14,8 37,0 53,6
Agua 41 1 24 0 0
Leite 30 3 10,0 0 0

Nas amostras em que E. coli O157 ou O111
estivessem presentes em pequena quantidade, o
isolamento pode nao ter sido bem-sucedido em
virtude do volume do indculo utilizado. Sobre
esse fato, KUDVA et al. (1995) observaram que,
em amostras fecais contendo baixos niveis de E.
coli 0157 (0,06 UFC/g), foi imperativo para o
isolamento do microrganismo que de 1 a 10 g de
fezes fossem utilizadas. Quando uma quantidade
menor de material sabidamente positivo foi uti-
lizada, como, por exemplo, um suabe de fezes,
o isolamento nao foi possivel. Ademais, LAHTI
et al. (2003) relataram isolamento de E. coli
0157 com freqiiéncia significativamente maior
de amostras de fezes com 10g, que de amostras
com lg.
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KUDVA et al. (1995) notaram também que
a relacdo entre o material fecal e o volume do
meio de enriquecimento influenciava a sensibili-
dade da técnica de isolamento. Por exemplo, E.
coli O157:H7 foi isolada quando 1g de fezes foi
enriquecido em 50mL de meio de cultura, o que
ndo ocorreu quando apenas 7mL de meio foram
usados no enriquecimento. Essa pode ser mais
uma razao (a terceira) para a taxa de isolamento
ser menor que a deteccdo por PCR; a quantidade
de meio de cultura utilizada no enriquecimento
das amostras, 10mL, nos casos em que nao se lo-
grou o isolamento, pode ter sido insuficiente.

Segundo VOLD et al. (1998), algumas ce-
pas de E. coli O157 sdao aparentemente sensiveis
ao telurito de potassio a 2,5 mg/L, concentragdo
recomendada pelo fabricante para ser adicionada
ao Sorbitol MacConkey, agar seletivo para isola-
mento de E. coli O157 por IMS. De acordo com
esses autores, a redugdo na quantidade de telurito
para 0,65 mg/L continuou inibindo o crescimento
da microbiota indesejavel, enquanto o crescimen-
to de E. coli O157 que ndo havia se desenvolvido
no agar com a concentracao original de telurito
foi estimulado. Neste trabalho, a quantidade de
telurito de potéssio utilizada foi de 2,5 mg/L, o
que pode ter prejudicado o isolamento de algu-
mas cepas de O157 possivelmente sensiveis.

Novas pesquisas podem ser realizadas a fim
de verificar o melhor volume de indculo, a rela-
¢do mais adequada entre material fecal e meio
de enriquecimento, € a melhor concentragdao de
telurito de potassio a serem utilizados, otimizan-
do a IMS.

E. coli O157 ndo foram isoladas das amos-
tras de agua PCR positivas, provavelmente pelos
mesmos motivos ja citados para as amostras de
fezes, além do que, de acordo com ROSE (1990),
¢ rara a recuperacao do agente etiologico da dgua
na maioria dos surtos de doenga gastrintestinal.

Nenhuma cepa de E. coli O157 foi iso-
lada a partir das trés amostras de leite PCR po-
sitivas, colhidas diretamente do tanque de res-
friamento. De acordo com HEUVELINK et al.
(1998), o fracasso por eles obtido em tentar isolar
STEC O157 de amostras de leite de tanque de
resfriamento pode ter sido em virtude da dilui-
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¢ao das amostras contaminadas de cada animal
individualmente a niveis de contaminag¢ao muito
baixos, quando todo o leite foi misturado no tan-
que de resfriamento. Em duas investigacdes de
rebanhos leiteiros associados a infeccao em seres
humanos por E. coli O157, os patdogenos nao fo-
ram isolados do leite do tanque de resfriamento,
mas de amostras de leite colhidas dos animais in-
dividualmente (WRIGHT et al., 1994; MECHIE
et al., 1997). Por isso, sugere-se que, quando
houver necessidade de isolamento e ndo apenas
deteccao, sejam utilizadas amostras de leite de
cada animal, individualmente, ¢ nao do tanque
de resfriamento.

Com relagdo a E. coli O111, dados de pes-
quisa realizada por PATON et al. (1996) mos-
tram que apenas trés, de cinco amostras de lin-
giiica O111 PCR positivas, puderam ser isoladas
por meio da IMS. SAFARIKOVA & SAFARIK
(2001) também relataram que a IMS nao foi ca-
paz de isolar E. coli O111 de duas amostras de al-
face, de trés que haviam sido previamente inocu-
ladas com este sorogrupo, e atribuiram essa falha
a maior contaminacao por outros microrganis-
mos, dessas duas amostras, com relacdo a outra,
na qual o isolamento foi possivel. No presente
estudo, somente uma (0,2%) amostra de fezes foi
O111 PCR positiva, da qual ndo foi isolada cepa
de E. coli O111 por meio da IMS. Em amostras
de fezes, a quantidade de microrganismos com-
petidores ¢ muito mais elevada que em alimen-
tos, como os citados anteriormente, o que pode
ter interferido no isolamento, mesmo utilizando-
se meio seletivo. Talvez o desenvolvimento de
meios de cultura que apresentem maior grau de
seletividade possa elevar a taxa de isolamento.

Ap0s todas essas consideragdes, vale res-
saltar que o grau de sensibilidade da PCR ¢ mui-
to elevado, dada a sua capacidade de detectar a
presenca de uma unica célula de STEC em meio
a outros 10® coliformes (PATON et al., 1993).
PATON et al. (1996) também verificaram que a
PCR ¢ altamente valiosa para detectar a presenca
de STEC em culturas de fezes e alimentos, mas
que o subseqiiente isolamento pode ser bastante
trabalhoso. ARTHUR et al. (2002), comparando
a quantidade de amostras positivas para genes
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stx por PCR (76,8%) e a quantidade de amostras
em que STEC foram isoladas por hibridizagado
(50,5%), concluiram que a prevaléncia de STEC
seria subestimada se calculada com base na quan-
tidade de STEC isoladas.

CONCLUSAO

Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos
com a IMS, que esta técnica ainda ndo permite
o isolamento de cepas de E. coli O157 e Ol11,
de 100% de amostras PCR positivas. Assim, a
utilizagdo da deteccdo por PCR como método de
determinagdo da prevaléncia ¢ de grande impor-
tancia para que sejam evitadas subestimativas.
Entretanto, uma vez que o isolamento ¢ de funda-
mental importancia em estudos epidemiologicos,
como na determinacao de reservatorios e rotas de
transmissdo, novas pesquisas podem ser realiza-
das com a finalidade de reduzir a interferéncia
no isolamento, provocada pelos varios fatores
citados neste trabalho e, conseqiientemente, me-
lhorar os resultados apresentados pela técnica de
IMS.
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