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aumento exponencial do número de aplicações de PCR (VAN BELKUM,
1994).

A técnica do PCR é o método molecular mais amplamente utilizado para
detectar-se genes que codificam a produção de shiga toxina em rastreamento de
amostras c1ínicasda STEC não-O157:H7.

A presença de genes que codificam as Stx (genes Stx) podem ser
detectadas utilizando-se dois protocolos diferentes. No primeiro, utiliza-se
um unico par de primers para amplificar a porção do gene que codificam as
subunidadesA da Stxl, - Stx2 e variantes da Stx2 (KARCH & MEYER,
1989). Esse protocolo permite a detecção de todos os genotipos de Stx em
uma única reação. Neste caso a discriminação dentre os genes Stx é feita
através da subseqüente hibridização dos produtos -amplificadoscom sondas
específicas de nucleotideos para cada gene Stx (KARCH et ai., 1999). No
segundo, utilizam-se pares de primers especificos para cada um dos genes
que codificam as Stxl, Stx2 e variantes da Stx2. Os diferentes -pares de
primers podem ser utilizados individualmente ou combinados na mesma
reação dePCR. Neste ultimo procedimento, os produtos da ampliação de
diferentes genes Stx, que diferem em tamanho, são posteriormente
distinguidos por eletroforese em gel de agarose (RUSSMANN et ai., 1994).

POLLARD et ai. (1990), verificaram que a técnica de PCR, detecta os
genes que codificam a verotoxina com uma sensibilidade de 1 ng do total de
ácidos nucléicos e apontaram esta técnica como sensitivel e específica, passivel
de ser empregada com eficácia em testes rápidos para triagem de E. coli

produtoras de verotoXÍnas.

A técnica do PCR pode ser realizada com lisados brutos, extratos de
DNA de uma única colônia, culturas de fezes ou diretamente a partir de extrato
de fezes (KARCH et ai., 1996 citado por KARCH et ai., 1999).

Embora a técnica do PCR seja muito útil para o rastreamento de um
grande número de amostras, a falta de equipamentos apropriados e de primers

comercialmente viáveis correntemente impedem a aplicação rotineira deste
método em laboratórios de diagnóstico (KARCH et ai. 1999).
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