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CARACTERIZACAO BIOMOLECULAR DE Escherichia coli DIARREIOGENICA EM
FILE DE PEITO DE FRANGO INSPECIONADO COMERCIALIZADO NO NORTE
DO TOCANTINS

NASCIMENTO, Amanda Lima do; Ribeiro Junior, José Carlos

RESUMO
A carne de frango é amplamente consumida no Brasil, e a avicultura comercial € uma
das principais atividades econdémicas, incluindo a regiao norte do Tocantins, onde um
grande estabelecimento abate cerca de 90 mil aves por dia. Durante a manipulacéo
de produtos de origem animal, a contaminagdo microbioldgica € um risco significativo,
especialmente nas etapas de desossa, onde 0 contato com equipamentos e
manipuladores pode comprometer a qualidade e seguranca dos alimentos se nao
forem adotadas praticas higiénicas adequadas. A Escherichia coli € um indicador
importante de contaminacdo fecal e pode ser usada para avaliar a eficacia das
medidas higiénico-sanitarias. Algumas cepas de E. coli possuem fatores de viruléncia
gue representam riscos a seguranca dos alimentos como as estirpes diarreiogénicas
EPEC, STEC, EHEC, EIEC, EAEC e ETEC. Dessa forma, a quantificacdo, isolamento
e caracterizagdo da E. coli e seus fatores de viruléncia sdo fundamentais para
subsidiar os setores de controle e garantia da qualidade das industrias avicolas,
atuando também como um alerta para a possivel presenca de outros patégenos, como
a Salmonella spp. O estudo teve como objetivo quantificar e caracterizar cepas

diarreiogénicas de E. coli em filés de peito de frango inspecionados e comercializados
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em supermercados de Araguaina. A metodologia utilizada incluiu coleta e analise
laboratorial das amostras, extracdo de DNA e testes biomoleculares para identificacéo

de patotipos especificos.
Palavras-chave: Contaminacao, Escherichia coli, Filé de peito de frango

I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA
A carne de frango € amplamente consumida no Brasil e a avicultura comercial € uma
das principais atividades econdmicas do pais, inclusive na regido norte do estado do
Tocantins, onde um grande estabelecimento abate cerca de 90 mil aves diariamente
em trés turnos. Esse estabelecimento esta sujeito a inspecdo estadual e adere ao
Sistema Brasileiro de Inspe¢ao de Produtos de Origem Animal, fornecendo carne de

frango para os mercados do Tocantins, Maranh&o e Para.

Sabe-se que a manipulagdo dos produtos de origem animal contribui para a
inclusdo de contaminantes microbiolégicos. Nesse contexto, a presenca de
Escherichia coli, uma indicacdo de contaminacdo fecal, pode ser utilizada para
verificar se medidas higiénico-sanitarias adequadas estdo sendo adotadas pelos
manipuladores durante a desossa. Além disso, muitas cepas de E. coli podem conter
fatores de viruléncia que representam um risco para a seguranca alimentar,
especialmente as estirpes diarreiogénicas, como enteropatogénica (EPEC), produtora
de toxina shiga (STEC), enterohemorragica (EHEC), interoinvasiva (EIEC),
enteroagregativa (EAEC) e enterotoxigénica (ETEC).

Dessa forma, quantificar, isolar e caracterizar E. coli e sua viruléncia pode subsidiar
o trabalho preventivo dos setores de controle e garantia da qualidade das industrias e
pode ser sentinela para a possivel presenca de outros enteropatdégenos de interesse

para a sanidade animal e saude publica, como a Salmonella spp., por exemplo.
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ll.  BASE TEORICA
Filés de peito de frango sdo produtos intensamente manipulados na cadeia produtiva,
predispondo esse tipo de produto a sofrer grande contaminac&o ocasionalmente por
micro-organismos capazes de causar infec¢des, sintetizar toxinas, além de outros
patégenos muito relacionados com DTAs, como Salmonella spp., Escherichia coli e

Listeria monocytogenes (LIMA, 2022).

. OBJETIVOS
Quantificar Escherichia coli e caracterizar, por abordagem biomolecular, os fatores de
viruléncia de estirpes diarreiogénicas em filé de peito de frango regularmente

produzido, inspecionado e comercializado em supermercados de Araguaina.

IV. METODOLOGIA

As 20 amostras avaliadas de filé de peito de frango foram produzidas em
Aguiarnopolis, norte do Tocantins, e comercializadas em supermercados de
Araguaina. As coletas foram realizadas conforme as datas descritas no plano de
trabalho.

Amostras de 1kg cada, em prazo legal de validade, foram adquiridas congeladas a
-18°C em sua embalagem original. As amostras foram transportadas sob refrigeracéo
ao Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LabMA) da Universidade Federal do
Norte do Tocantins (UFNT), campus Araguaina, onde foram imediatamente

analisadas.

De cada amostra foi retirada assepticamente uma aliquota de 25g representativa
de toda a peca do produto, que foi homogeneizada em Stomacher com 225mL de

agua peptonada tamponada (H20p) por 180 segundos em saco plastico tipo Bag
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estéril. A aliquota diluida em H20p (10?) foi diluida decimal e sequencialmente até a

diluicdo 10° em solucéo salina (0,85%) peptonada (0,001%).

As diluicbes decimais seriadas foram inoculadas em Compact Dry® EC (Nissui
Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Japédo), conforme as recomendac¢des do fabricante,
e incubadas a 35 £ 1°C por 48 horas. Para quantificacéo de E. coli, foram consideradas

somente as colbnias azuis e o efeito da diluicdo decimal seriada.

Todos os isolados tipicos foram primeiramente recuperados em caldo cérebro-
coracao (BHI) e submetidos a extracdo de DNA gendmico (gDNA) conforme Ribeiro
Janior et al. (2016) para analise em PCR com alvo aos genes codificadores dos fatores
de viruléncia de E. coli utilizando os primers e condi¢bes de amplificacdo descritos por

Aranda et al. (2004) e apresentados no Quadro 1.

As PCRs foram realizadas em dois ensaios multiplex para cada isolado de acordo
com a seguinte constituicdo: 50 ng de DNA molde, 100 nM de cada dNTP, 2,5 uL de
tampéao 10x, 75 mmol/L de MgClz, 20 pmol/L de cada primer, 2.5 U de Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e agua ultrapura para completar o volume
final de 25 pL.

A amplificacao foi realizada em termociclador (BioRad) utilizando os protocolos
descritos no Quadro 1. Os produtos entdo amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados em solucdo de brometo de etidio a
20mg/L por 20m e documentados sob luz ultravioleta. No Quadro 1 estdo
representados os amplicons caracteristicos de cada patotipo de E. coli pesquisado,
excecdo de EHEC, para o qual foram considerados os isolados que apresentarem o

gene eaeA simultaneamente com o gene stx1 e/ou 2.
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Quadro 1. Genes que codificam fatores de viruléncia de Escherichia coli, primers

iniciadores, produtos esperados e condi¢cdes de amplificacdo conforme Aranda et al.

Gene Primers pb | E.coli| Amplificacdo
eaeA| CTGAACGGCGATTACGGAAG 917 | EPEC| 95°C-5m 40x
CCAGACGATACGATCCAG (95°C-40s,
58°C-60s,
72°C-2m)
72°C-7m
CVD CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 | EAEC
CAATGTGATAGAGGAATGTT
stxl | ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 | STEC 95°C-5m
AGAACGCCCACTGAGATCATC 40x (95°C-45s,
stx2 | GGCATGTCAGTGGATGCCTC 255 | STEC 50°C-60s,
TGCAGTTACTCTGATGCTG 72°C-1m)
LT | GGCGAAGGACAGGACCAAGT 450 | ETEC 72°C-7m
CGGCTTCTATATTATGCATCTG
ST ATTTTMTTITCTGTATTGTCT 190 | ETEC
CACCCGGATCAARCGAATT
ipaH | GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC/| 600 | EIEC
GCCGCTGACGCCCTGTCAGAGTAC

Fonte: Arquivo pessoal

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 20 amostras avaliadas, a quantificacdo meédia de E. coli observada foi de 2,5
UFC/g, com resultados variando de <10 a 30 UFC/g. Vale-se destacar que 9 (75%)
das 12 amostras apresentaram resultados de quantificagcdo < 10 UFC/g, sendo as
amostras n° 9 e 10 as Unicas que apresentaram contagens superiores ao limite de

deteccgédo (10 UFC/g), com resultado de 10 e 20 UFC/g de E. coli, respectivamente.

Dessas amostras, foram recuperados apenas 7 isolados de E. coli das placas das

contagens das duas amostras, os quais foram submetidos a extracdo de DNA e aos
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dois ensaios multiplex previstos. Do total de isolados, apenas 1 (25%) foi positivo para

0 gene ipaH, indicando uma cepa de EIEC e 6 foram positivo para a cepa EPEC.

A baixa quantificacdo de E. coli indica qualidade higiénica-operacional durante as
etapas de producdo e armazenamento. Apesar da identificacdo de um isolado

patogénico, o risco ao consumo pode ser considerado baixo, até o presente momento.
VI. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados finais obtidos indicam a presenca de E. coli em uma parte das amostras
avaliadas, o que ressalta a importancia da avaliacdo microbiologica dos produtos de
origem animal, como o filé de peito de frango. A identificacdo de uma amostra positiva
para E. coli patogénica é uma preocupacao adicional, destacando a importancia de
avaliar ndo somente a presenca da bactéria, mas também seus potenciais fatores de
viruléncia que pode representar um risco significativo para a saude publica. A
deteccdo de E. coli sugere a necessidade continua de implementacdo e

monitoramento rigoroso de medidas higiénico-sanitérias ao longo da cadeia produtiva.
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