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RESUMO

Na ultima década o Brasil assegura seu posto como segundo maior produtor de carne
bovina no mercado mundial. Acrescenta-se que, segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, foi
projetado que nos proximos dez anos o consumo de carne bovina aumentara em
10,4%. Para acompanhar o crescimento de produg¢ao, também €& imprescindivel o
aumento da sua qualidade fisica, quimica e microbiolégica. A enterobactéria
Escherichia coli é sugestiva de indicagdo de contaminagdo de origem fecal, na
qualidade de carne indicadora de processamento inadequado durante o abate. Para
a saude publica tem importancia por algumas estirpes estarem associadas a casos de
diarreia em estudos epidemiologicos. O objetivo do presente trabalho foi determinar a
contagem e a caracterizagdo molecular de E. coli diarreiogénica durante a vida util de
contrafilé bovino (Longissimus lumborum) embalado a vacuo. Pecgas de cinco cortes
foram obtidas em um frigorifico de inspecao federal e analisadas nos dias 0, 20, 40 e
60 apos a embalagem a vacuo. A contagem e identificagao de E. coli foram realizadas
utilizando metodologias oficiais. Os isolados foram submetidos a ensaios de PCR
multiplex, para a identificagdo dos genes que codificam os fatores de viruléncia que
caracterizam E. coli diarreiogénica: enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa
(EAEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), produtora de toxina shiga
(STEC) e enterohemorragica (EHEC). Verificou-se a desconformidade das contagens
de E. coli de acordo com o padrao de 100 UFC/g preconizado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria a partir do dia 20 e o crescimento microbiano menor que o
esperado no dia 60. Em relagdo a caracterizagdo molecular dos isolados, os genes
stx2 e ipaH predominaram durante as analises. No dia 20, foram identificados isolados
com os genes que codificam fatores de viruléncia para a EPEC, ETEC, STEC e EIEC,
no dia 40 para a EPEC e no dia 60 para a STEC e EIEC, evidenciando a importancia
da adocao de medidas sanitarias a fim de diminuir os riscos de infec¢do e intoxicagao
referentes a E. coli patogénica aos consumidores.

Palavras-Chave: Biologia Molecular, Contrafilé, Enterobactéria, Reacdo em Cadeia

da Polimerase Multiplex.



ABSTRACT

Over the past decade, Brazil assured its position as the second-largest producer of
bovine beef in the global market. In addition, according to the Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply and Brazilian Agricultural Research Corporation projection,
in the next ten years the beef consumption will increase by 10,4%. To accompany
production growth, it is also necessary to increase its physical, chemical and
microbiological quality. The enterobacteria Escherichia coli is suggestive of an
indication of faecal contamination origin, regarding a meat indicator of inadequate
processing during slaughter. It is important for public health once some strains are
associated with cases of diarrhea in epidemiological studies. The objective of the
present work was to determine the count and molecular characterization of
diarrheagenic E. coli during the vacuum-packed sirloin (Longissimus lumborum) shelf-
life. Five cutting parts were acquired in a slaughterhouse of federal inspection and
analyzed on days 0, 20, 40 e 60 after vacuum-packed. Counting and identification of
E. coliwere performed using official methods. Multiplex PCR assays submitted isolates
for gene identification that encodes virulence factors that characterize diarrheagenic
E. coli: enteropathogenic (EPEC), enteroaggregative (EAEC), enterotoxigenic (ETEC),
enteroinvasive (EIEC), Shiga toxin-producing (STEC) and enterohemorrhagic (EHEC).
It was verified the incompatibility of E. coli counting in accordance with the Brazilian
Health Regulatory Agency standard envisioned of 100 UFC/g from day 20 and
microbial growth lower than expected on day 60. Regarding isolates molecular
characterization, stx2 and ipaH genes predominated during the analyses. On day 20,
isolates were identified with genes that encode virulence factors for EPEC, ETEC,
STEC and EIEC, on day 40 for EPEC and on day 60 for STEC and EIEC, highlighting
the importance of sanitary measures adoption in order to reduce infection and

intoxication cases related to pathogenic E. coli to consumers.

Keywords: Enterobacteria, Molecular Biology, Multiplex Polymerase Chain Reaction,

Sirloin.
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1 INTRODUGAO

O Brasil assegura um posto de destaque internacional na bovinocultura de
corte pelo maior rebanho do mundo, segundo maior produtor e principal exportador
de carne bovina, em 2021, segundo a Associagdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carne (ABIEC, 2021).

Sob esse ponto de vista, é essencial que a qualidade da carne seja satisfatoéria,
garantindo seguranga alimentar e saude aos consumidores ao mesmo tempo que
satisfaga suas exigéncias, principalmente em relagao ao aspecto sensorial.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) delimita, em sua Instrugao
Normativa n°60 de 2019 (BRASIL, 2019), padrées microbiolégicos que a carne bovina
deve atender, como as contagens de Escherichia coli e aerobios mesdfilos, além da
analise qualitativa de Salmonella spp., com o objetivo de assegurar um produto com
qualidade microbiolégica a populagdo e com controle e monitoramento de riscos.

A E. coli é um coliforme fecal Gram negativo e anaerobio facultativo, causador
de infecgcbes alimentares (FRANCO; LANDGRAF, 2008) e importante micro-
organismo indicador de qualidade em alimentos, devido a sua presenga no trato
gastrointestinal de humanos e animais, nos alimentos indicando a origem fecal da
contaminagdo do produto e possivel presengca de outros enteropatdégenos.
Acrescenta-se ainda a existéncia de linhagens de E. coli que sédo patogénicas
(GOMES et al., 2016).

Quantificar esse micro-organismo, no entanto, ndo indica o perigo para o
ConNsumo, uma vez que, na maioria das vezes, a E. coli € comensal e sem potencial
de causar doengas. Algumas, no entanto, podem apresentar fatores de viruléncia que
podem comprometer a seguranga para o consumo da carne. Dessa forma, é
fundamental caracterizar se os isolados dessa espécie possuem ou nao o potencial
patogénico.

Em razdo disso, o objetivo geral do presente trabalho foi quantificar E. coli em
pecas de contrafilé embaladas a vacuo nos dias 0, 20, 40 e 60 de vida util, assim
como, utilizando ferramentas biomoleculares (Reagdes em Cadeia da Polimerase —
PCR — multiplex), realizar a pesquisa de fatores de viruléncia para E. coli

diarreiogénica.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Determinar a contagem e a caracterizagdo molecular de Escherichia coli
diarreiogénica durante a vida util de contrafilé (Longissimus lumborum) embalado a
vacuo.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Quantificar E. coli em pecgas de contrafilé embaladas a vacuo nos dias
0, 20, 40 e 60 de vida util;

e |solar cepas de E. coli obtidas a partir das contagens microbioldgicas;

e Realizar a extragdo de DNA dos isolados;

e Caracterizar, por abordagem molecular, a patogenicidade dos isolados
pela identificacdo de genes que codificam os fatores de viruléncia; e,

e Determinar a evolugdo dos isolados de E. coli patogénica ao longo da

vida util da carne bovina embalada a vacuo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO DE CARNE BOVINA NO BRASIL

O Brasil, em 2020, com 217 milhdes de cabecas, de acordo com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa, 2021), representa 14,3% da produgao
mundial, segundo o Beef Report, Perfil da Pecuaria no Brasil 2021, da Associagao
Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes (ABIEC, 2021). Conquistou o posto
de maior rebanho do mundo e assegurou seu lugar como segundo maior produtor,
atras somente dos Estados Unidos com 17,4% e é o principal exportador de carne
bovina no ranking mundial com 2.690,9 mil (ABIEC, 2021). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), o rebanho brasileiro de bovinos,
em 2020, aumentou 1,5% em relagcao a 2019.

Em 2021, a produgao mundial de carne bovina foi estimada em 61,5 milhdes
de toneladas, na qual o Brasil representa 16,8% do volume global produzido, atras
somente dos Estados Unidos com 20%, de acordo com proje¢des. Além disso, o Brasil
alcancara o volume de 10,5 milhdes de toneladas métricas de peso de equivalente-
carcaca (MT/CWE), segundo o United States Department of Agriculture (USDA, 2020).

O total de bovinos abatidos no Brasil no primeiro e segundo trimestre de 2021
foi de 6.588 e 7.075 mil cabecas, respectivamente, havendo uma redugao total de
7,3%, quando comparado a 2020 (IBGE, 2021). Essa diminuicdo pode estar
relacionada com o aumento de prego de gado e bezerros, e da disponibilidade de
bovinos para o abate, resultando na reducdo de consumidores do produto, devido ao
acréscimo do prego do mesmo (USDA, 2021).

De acordo com o relatorio Livestock and Poultry: World and Trade do USDA,
em 2022, a produgdo mundial de carne bovina aumentara em 1% em fungédo do
crescimento da Australia, Brasil e india (USDA, 2021). No Brasil, essa estimativa é
fundamentada pela maior disponibilidade de animais, resultando em margens

satisfatorias para os frigorificos.

3.2 QUALIDADE DA CARNE

A qualidade da carne € um fator que possui grande influéncia sobre a decisao

dos consumidores em adquiri-la ou ndo, procurando produtos que satisfagcam suas



respostas sensoriais e psicologicas, garantindo segurancga alimentar, saude e elevado
valor nutritivo (FELICIO, 1997).

De acordo com o artigo 475 do Regulamento da Inspecgé&o Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017), analises fisicas,
microbiolégicas, fisico-quimicas, de biologia molecular, histolégicas e outras
indispensaveis devem ser realizadas nos estabelecimentos, de modo a controlar o
processo produtivo e avaliar se a conformidade das matérias-primas e dos produtos
de origem animal esta de acordo com os limites definidos em legislag&o.

3.2.1 Fisico-quimica

A palatabilidade e a composi¢cdo da carne sio fatores que definem e
influenciam a qualidade sensorial da carne. A palatabilidade compreende a
identificacao visual, 0 aroma, a firmeza, a suculéncia, maciez e sabor. Em relacao a
identificac&o visual, ela engloba a cor, o marmoreio e a capacidade de retencao de
agua da carne (FAO, 2014).

A cor deve ser uniforme em todo o corte carneo (FAO, 2014). Esse fator é
influenciado pela exposicdo ao oxigénio, pela forma quimica e pela quantidade de
mioglobina do musculo, pelo potencial hidrogeniénico (pH) e formagéo de carne
escura, firme e seca (DFD) e de carne palida, flacida e exsudativa (PSE) (FEIJO,
1999).

O pH é um fator essencial no processo da transformacao do musculo em carne,
podendo afetar a futura qualidade da carne indiretamente e diretamente (FEIJO et al.,
1999). O pH elevado resultara na diminui¢cao da vida de prateleira da carne, em fungéo
da contaminag&o e multiplicagcdo de micro-organismos deteriorantes. Além disso, a
variagao do pH forma a carne DFD, devido o bloqueio da queda do pH pelo estresse
prolongado ao qual o animal foi submetido (MAGNO, 2014), importante para controle
microbioldgico da taxa de multiplicagdo dos contaminantes.

O marmoreio esta relacionado aos aspectos sensoriais da carne (MAGNO,
2014), como a suculéncia e o sabor da carne, em que a primeira depende da
quantidade de agua retida durante o cozimento e da quantidade de gordura na carne,
acrescenta-se o fato de auxiliar a manter um aspecto mais suave a carne, enquanto o
sabor em conjunto com o aroma da carne sdo Os responsaveis pela sensagao dos

consumidores ao ingerirem a carne (FAO, 2014).



3.2.2 Microbioldgica

De acordo com o artigo 497 do RIISPOA (BRASIL, 2017), as matérias-primas
ou os produtos de origem animal sdo considerados impréprios para 0 consumo
quando contenham micro-organismos patogénicos em niveis que ultrapassem os
limites permitidos, em normas complementares e em legislagéo especifica.

A Instrucdo Normativa n°60 de 2019 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019), no seu anexo |, que estabelece os padrdes
microbiolégicos de alimentos, declara que para carne bovina crua embalada a vacuo,
o limite microbioldgico de Escherichia coli por gramas de carne é 102 UFC/g, em um
plano de trés classes. De acordo com essa legislagdo, que regulamenta a qualidade
do produto no comércio e, consequentemente, deve ser utilizada como parametro
para determinacdo da vida util (shelf life), de cada lote devem ser avaliadas 5 (n)
amostras, das quais 2 (c) podem apresentar contagens de E. coli entre 10 (m) e 100
UFC/g (M). As demais 3 amostras (n — c) devem apresentar contagens de E. coli
menores que 10 UFC/g.

Essa mesma legislacdo determina limites de aerdbios mesodfilos e Salmonella

spp. para atestar a qualidade microbiolégica para o consumo (BRASIL, 2019).

3.3 CONTROLE DE QUALIDADE E VIDA UTIL DA CARNE

Heuvelink et al. (2001), declaram que a contaminagao microbiolégica da carne
bovina é decorrente da contaminag¢ao da carcaga durante toda a cadeia produtiva de
produgao de carne, através do animal, de equipamentos e do ser humano. Dessa
forma, boas praticas higiénicas sao fundamentais para o decréscimo da contaminagao
da carne, do risco de infecgcdo aos consumidores e para o aumento da vida util do

alimento.
3.3.1 Micro-organismos indicadores da qualidade
Os micro-organismos indicadores da qualidade s&o fundamentais para a

avaliacdo microbioldgica de alimentos, devido a facilidade e rapidez de detec¢cdo em

relacdo a pesquisa direta de micro-organismos patogénicos. Através desses micro-



organismos é possivel identificar se houve contaminagao fecal, se patégenos estéo
presentes, qual o potencial de deterioracdo e se as condigdes sanitarias foram
eficientes durante todas as etapas de produg¢ao do alimento (FRANCO; LANDGRAF,
2008). Esses micro-organismos sao pesquisados para avaliar predominantemente a
segurancga e a higiene dos alimentos (FORSYTHE, 2013).

3.3.1.1 Aerébios mesofilos

Aerdébios mesofilos sdo considerados todos 0os micro-organismos capazes de
se multiplicar em 48h de incubacéo a 35-37°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Esse
grupo de micro-organismos representa, portanto, a contaminagdo total de um
alimento. S&o sinbnimos, contagem bacteriana total (CBT) e contagem padrao em
placas (CPP). Incluem-se, mas nao se limitam, a bactérias mesdfilas estritas ou
facultativas, leveduras e fungos filamentosos de crescimento rapido (PEREIRA et al.,
2013).

3.3.1.2 Psicrotroéficos

Os micro-organismos psicotréficos sdo oriundos da agua, solo e fezes, e
compde uma populagcédo de micro-organismos presentes na pele dos bovinos (ROCA,
2004). A contagem de bactérias psicotroficas possibilita a identificacdo do grau de
deterioragdo de alimentos refrigerados (FRANCO; LANDGRAF, 2008). O género
Pseudomonas, principal psicrotrofico, diminui a vida util das carnes frescas, em
concordancia com a temperatura de refrigeragdo, devido a metabolizagdo de
aminoacidos que implica na geracdo de compostos de odores desagradaveis
(VENTURINI, 2003).

Esses micro-organismos compdem a microbiota mesdfila e, quando o alimento
e refrigerado, passa por alteragdes estruturais e metabdlicas que permitem a sua
multiplicagdo mesmo sob refrigeragédo. Alteram seu metabolismo principalmente para
as vias proteoliticas e lipoliticas, degradando os constituintes da carne, promovendo
alteracdes sensoriais e, consequentemente, redugao da sua vida util (SANTANA et
al., 2001, apud MARIOTO et al., 2020).

3.3.1.3 Estafilococos coagulase positiva



Estafilococos coagulase positiva sdao cocos Gram positivos, anaerébios
facultativos, no qual a maior parte multiplica-se em 7,5 a 15% de NaCl. O
Staphylococcus aureus, principal espécie do grupo, contamina os alimentos através
de ferimentos na pele e das vias aéreas do ser humano. Indicam em alimentos,
portanto, qualidade higiénico-sanitaria da manipulagdo. No alimento essa bactéria
pode produzir enterotoxinas que, quando ingeridas pelo homem, podem causar
intoxicacdo alimentar (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.3.1.4 Enterobactérias

As enterobactérias sdo consideradas bactérias Gram negativas anaerdbias
facultativas que podem acelerar a deterioragao dos alimentos (FRANCO; LANDGRAF,
2008). Sao de facil detecgao e envolvem géneros fermentadores e ndo fermentadores
de lactose (FORSYTHE, 2013).

3.3.1.4.1 Coliformes Totais

Esse grupo € composto por bactérias, Gram negativas e anaerdbias
facultativas em forma de bastonetes, e, por serem destruidos quando em
temperaturas elevadas, sado importantes na avaliacdo de contaminagdo pos-
processamento dos alimentos (FORSYTHE, 2013).

Os coliformes totais séo indicadores de contaminagcdo ambiental e da possivel
presencga de enteropatdogenos, uma vez que esse grupo € composto por bactérias que
habitam o trato intestinal dos humanos, como a Escherichia coli, Salmonella e
Shigella, e também daquelas que permanecem durante grande parte de sua
existéncia no solo e nos vegetais. Esse grupo produz gas, em virtude da fermentacéo
da lactose, quando s&o incubados a 35-37°C por 48 horas (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

3.3.1.4.2 Coliformes Termotolerantes

Os coliformes termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais, dos quais

quando submetidos a condicbes de temperatura entre 44-45,5°C, por 48 horas,



produzem gas, oriundo da lactose fermentada em meio EC. Como principal espécie
desse grupo, a E. coli é a melhor indicadora de contaminagao fecal e indicadora da
possivel presenca de patdgenos entéricos (FORSYTHE, 2013). Os principais géneros
que compdem esse grupo sao: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.3.1.4.3 Escherichia coli

A Escherichia coli é a principal espécie do género Escherichia da familia
Enterobacteriaceae, pertencendo ao grupo dos coliformes termotolerantes, os quais
sao importantes indicadores de contaminagao fecal nos alimentos, em razdo de sua
presenga no trato gastrointestinal do ser humano e dos animais, resultado de
condigdes higiénico sanitarias inadequadas (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A E. coli € uma bactéria mesofila, para multiplicar-se a temperatura deve ser
entre 35-37°C, além disso € inativada quando a temperatura esta em 70°C e pela agao
de grande parte dos desinfetantes. Para a sua detecgdo sdo necessarios métodos
microbiolégicos especificos, e sua caracterizagdo como patogénica é dependente de
biologia molecular e/ou métodos imunolégicos para detecgcédo de antigenos somaticos
e flagelares (TONDO, 2020).

Essa bactéria caracteriza-se por ser bacilo Gram-negativo, ndo formar esporos
e ser capaz de fermentar lactose. Muitas linhagens da E. coli s&o patogénicas e podem
originar reacdes indesejaveis nos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008),
indicando, portanto, a origem da contaminacéo fecal nos alimentos; possivel presenga
de outros enteropatdgenos; e, risco a seguranga do consumo de alimentos pela sua

potencial patogénese.

3.4 Escherichia coli PATOGENICA

A E. coli permanece inofensiva no lumen intestinal humano enquanto o mesmo
esta saudavel, todavia causam infecgao quando o hospedeiro encontra-se debilitado,
com a imunidade baixa ou quando as barreiras gastrointestinais sdo invadidas. Os
sintomas clinicos em decorréncia da infecgéo sao infecgéo no trato urinario, meningite
e doencas entéricas (NATARO; KAPER, 1998).



De acordo com Nataro e Kaper (1998), cinco categorias de E. coli séo
associadas a estudos epidemiologicos: a E. coli enteropatogénica (EPEC),
enteroagregativa (EAEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC) e
produtora de toxina shiga (STEC). Essas categorias s&o caracterizadas por meio de
fatores de viruléncia que séo codificados geneticamente por DNAs cromossOmicos,
plasmidicos e bacteriéfagos, e representados pelos genes eae, ipaH, LT e/ou ST, e
Stx1 e/ou stx: (toxinas Shiga) (ARANDA et al., 2004).

A categoria EPEC causa gastroenterite em criangas e a diarreia resultante
dessa bactéria é grave, seguida por dores abdominais, vomito e febre. Seu periodo
de incubacao dura em média 36 horas e sua viruléncia correlaciona-se a sua adesao
ao enterdcito (AL), através do fator de enteroaderéncia EAF originado do plasmideo
eaf, e a destruigcdo das microvilosidades das células do epitélio intestinal, proveniente
da lesdo produzida pelo efeito “attaching and effacing”, produto do gene eaeA
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; GOMES et al., 2016; JERSE et al., 1990).

A EAEC nao secreta enterotoxinas termolabeis ou termoestaveis e, em um
padrao agregativo (AA), adere as células HEp-2 no colon. Essa bactéria é responsavel
por causar diarreia aquosa incessante, principalmente em criangas, e também esta
relacionada ao baixo crescimento e baixo ganho de peso, quando isolados foram
encontrados nas fezes de bebés. A preocupacao principal com essa bactéria seria o
ciclo vicioso entre a nutricdo deficiente e a evolugdo da infecgdo provocada pela
EAEC, no qual esses dois componentes sao facilitadores da ocorréncia um do outro
(NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998).

A bactéria que coloniza e adere a parte proximal da mucosa do intestino
delgado, causando uma diarreia que lembra agua de arroz, consequéncia da secregéo
de toxinas termolabeis (LT) e termoestaveis (ST), € a ETEC, conforme Forsythe (2013)
e O’Brien e Holmes (1987). Enquanto a EIEC que coloniza o cdlon é caracterizada por
ser invasiva, multiplicando-se em conjunto com as células epiteliais, devido a proteina
IPA, sintetizada pelo plasmideo inv. A dose de infecgéo por essa categoria é de 10°
até 108 células (FRANCO; LANDGRAF, 2008; O'BRIEN; HOLMES, 1987).

Os isolados da E. coli enterohemorragica (EHEC) sao capazes de produzir a
toxina shiga (Stx) (MELTON-CELSA, 2014) e podem provocar diarreia com sangue
(RILEY et al., 1983). O’'Brien e Holmes (1987) caracterizam EHEC quando o gene
eaeA e algum dos genes que codificam a sintese da toxina shiga s&o detectados
simultaneamente (ARANDA et al., 2004).



A toxina shiga (Stx) é sintetizada pela STEC e representa risco para diversas
linhagens celulares (PATON; PATON, 1998). Segundo Paton e Paton (2002), Stx1 e
Stx2 sao os dois principais tipos de Stx e sua fung&o € inibir a sintese proteica das
células alvos, por meio da remoc¢ao do residuo adenina do rRNA 28S do ribossomo
60S (MELTON-CELSA, 2014).



4 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas cinco amostras do corte carneo bovino contrafilé (Longissimus
lumborum) embalados a vacuo na embalagem do estabelecimento, de
aproximadamente 1 kg cada e de animais diferentes. Cada peca foi aliquotada em
quatro cortes de aproximadamente 250 gramas. Uma aliquota de cada peca foi unida
em pool a uma unica embalagem a vacuo do proprio estabelecimento, obtendo-se,
portanto, quatro embalagens contendo cinco porgdes de 250g representativas de
cinco pecas. As amostras foram obtidas na sala de desossa de um abatedouro
frigorifico de bovinos com registro no Servigo de Inspegao Federal (SIF), no municipio
de Araguaina, Tocantins, em 25 de setembro de 2021.

As amostras foram transportadas sob refrigeragdo até o Laboratério de
Microbiologia de Alimentos (LabMA) da Universidade Federal do Norte do Tocantins
(UFNT). Ao chegarem no laboratério, as amostras tiveram sua temperatura medida e
a manutencdo da conservagao das amostras sob refrigeragédo (x5°C) foi realizada de
acordo com as especificagdes definidas na rotulagem do fabricante em cabine BOD
(Biochemical Oxygen Demand).

As amostras foram analisadas por 60 dias, sucessivamente, uma de cada pool,
com o intervalo de 20 dias, descritas como D-0, D-20, D-40, D-60.

Para o preparo das amostras, primeiramente, a embalagem do pool foi
higienizada externamente com alcool liquido 70% e, em seguida, removida com o
auxilio de uma pinga e tesoura, previamente higienizadas com alcool 92% e
flambadas. Pesou-se 25 g da amostra em placas estéreis de forma asséptica, com
cautela para representar todas as pecas e todas as partes que constituem os pools.
Ap6s isso, adicionou-se 25 g da amostra e 225 mL de Agua Peptonada Tamponada
(BPW), proporcéao de 1:10, dentro de uma bolsa estéril, de forma asséptica, que seguiu
para o homogeneizador de amostras tipo “Stomacher” por 180 segundos.

A diluicdo decimal seriada foi realizada, portanto, transferindo-se
assepticamente 1mL dessa diluigdo, utilizando uma pipeta de 1 mL, para 9 mL de
solucéo salina peptonada, formando a diluigdo de 102. Nas diluigbes subsequentes,
até 10, realizou-se a mesma técnica, contudo, o tubo foi agitado com o auxilio de um
agitador tipo “vortex” por 15 segundos, para homogeneizar, antes de transferir 1 mL
do seu volume para 9 mL do diluente seguinte.



Para a contagem de coliformes totais e E. coli foram utilizadas placas de
Compact Dry® EC (Cap-Lab, Brasil), previamente identificadas de acordo com as trés
diluicdes selecionadas da amostra. Inoculou-se 1 mL de cada amostra na placa
correspondente, a ponta da pipeta foi posicionada perpendicularmente ao centro da
placa. Em seguida, a amostra espalhou-se igualmente pela placa inteira, tornando o
meio desidratado em gel. Por ultimo, fechou-se a placa e incubou-a a 35 + 1°C/ 24 £

2h conforme as recomendagdes do fabricante e representado nas Figuras 1 e 2.

Figura 2 — Placas
Figura 1 — Placas Compact Dry® EC devidamente identificadas Compact Dry® EC apos

conforme a diluigdo selecionada. 24horas de incubag&o.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apods o periodo de 24 horas de incubacédo a 35°C, procedeu-se a leitura de
coliformes totais e E. coli. Os isolados sugestivos de E. coli presentes no meio da
placa Compact Dry® (colbnias azuis) foram recuperados no caldo cérebro coragéo
(BHI), um meio de cultivo liquido, por 24 horas a 35°C e submetidos a extracédo do
DNA (RIBEIRO JUNIOR et al., 2016).

Distribuiu-se uma aliquota de 1 ml de cada tubo de BHI em um microtubo
correspondente de forma asséptica. Os tubos foram centrifugados durante 3 minutos,
a 15.000 rpm. Apods isso, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 uL do
Tampao TE (Tris-HCI [10 mM]: EDTA [1 mM]), que seguiu para o agitador tipo “vortex”,
para homogeneizar a amostra (RIBEIRO JUNIOR et al., 2016).

Os tubos foram submetidos a fervura e ao banho de gelo, por 15 minutos cada,
e seguiram para a centrifuga por mais 3 minutos. Posteriormente, 50 uyL do
sobrenadante foi aliquotado para um novo microtubo, armazenado a -20°C, que foi

encaminhado para a PCR.



As Reacgbes em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex foram realizadas com
mix composto por Agua Pura (H20), tampao, desoxinucleotidio trifosfato (dNTP),
Cloreto de Magnésio (MgCl2), primers forward, primers reverse e a enzima taq DNA
polimerase. O volume final da reagao foi de 25 pL, em que 1 uL corresponde a amostra
e 24 pL ao mix, conforme Ribeiro Junior et al. (2016).

Nesses isolados foram pesquisados os fatores de viruléncia eaeA e CVD432,
gene LT e gene ST, ipaH, stx1 e stx2, conforme Aranda et al. (2004), apresentados
no Quadro 1, para caracterizagcdo de E. coli enteropatogénica (EPEC),
enteroagregativa (EAEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC) e
produtora de toxina shiga (STEC). A E. coli enterohemorragica (EHEC) foi
caracterizada pela positividade simultanea aos genes que codificam STEC e EPEC.

A pesquisa dos genes eaeA e do alvo CVD432 foi realizada em ensaio multiplex
com dois pares de primers (ensaio 1), enquanto os genes LT, ST, stx1, stx2 e ipaH
foram pesquisados também em ensaio multiplex (ensaio 2), contudo com cinco pares

de primers, conforme o Quadro 1.

Quadro 1 — Alvos genéticos, primers e produtos esperados de cada ensaio, conforme Aranda et al.

(2004).
Designagao Primers (5' a 3') (referéncia)” Gene alvo | Tamanho do amplicon
do primer (pb)
eaet CTGAACGGCGATTACGCGAA
eaeA 917
eae2 CCAGACGATACGATCCAG
EAEC1 CTGGCGAAAGACTGTATCAT
CvD432 630
EAEC2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
LTf GGCGACAGATTATACCGTGC
gene LT 450
LTr CGGTCTCTATATTCCCTGTT
STf ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT
gene ST 190
STr CACCCGGTACARGCAGGATT
IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC oald 600
ipa
IpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC P
Stx1f ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC / 180
stx
Stxr AGAACGCCCACTGAGATCATC ’
Stx2f GGCACTGTCTGAAACTGCTCC / 055
stx
Stx2r TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 2
aM, AIC; R, A/G.

Fonte: ARANDA et al., 2004



Otimizou-se as condi¢des de amplificagcdo em gradiente em um termociclador
(T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, EUA), representado na Figura 3, para os dois ensaios
multiplex. As condi¢cdes de temperatura/tempo determinadas para o ensaio 1 foram
um ciclo de 95°C/5 min; 40 ciclos de 95°C/40 seg, 56°C/1 min, 72°C/2 min; finalizando
com um ciclo de extensdo a 72°C/7 min. Para o ensaio 2, as condi¢cdes de
temperatura/tempo definidas foram um ciclo de 95°C/5 min; 40 ciclos de 95°C/45 seq,

50°C/1 min, 72°C/1 min; finalizando com um ciclo de extensao a 72°C/7 min.

Figura 3 — Termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad, EUA).

Fonte: Arquivo pessoal.

Os produtos obtidos das amplificagdes foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% a 90 volts por 50 minutos, posteriormente corados em brometo de

etidio (20 mg/mL) e, finalmente, documentados sob luz ultravioleta.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentadas as contagens de coliformes totais e E. coli,
em que a diluicdo adequada para a realizacao da leitura foi aumentando a medida que
o intervalo entre a coleta e a analise das amostras crescia. Isso pode estar relacionado
ao fato de que ao decorrer do tempo as condicbes do ambiente propiciaram a
multiplicagdo das bactérias, em fungdo da umidade preservada pela embalagem a
vacuo, apesar das amostras serem conservadas sob refrigeracdo (RIBEIRO JUNIOR
et al., 2021).

Tabela 1 — Contagem de Coliformes Totais e E. coli nas placas Compact Dry® EC das amostras
analisadas de contrafilé (Longissimus lumborum) embalados a vacuo a cada 20 dias

Dia da analise Coliformes a 30°C (UFC/g) Escherichia coli (UFClg)

0 2x10° 1x10°
20 172x10? 7x10?
40 519x104 25x104
60 38x10° 3x10*

Fonte: Préprio autor

A presenga de coliformes totais e E. coli pode ser consequéncia do abate e
processamento executados inadequadamente e/ou com condicdes sanitarias
ambientais que podem favorecer ou manter os micro-organismos indicadores de
contaminagao (ADZITEY, 2020). O autor Adzitey (2015) em seu estudo verificou que
locais com as praticas de higiene comprometidas apresentaram maior ocorréncia de
E. coli em seus cortes bovinos, quando comparado a um local que é comprometido
com a higiene do seu estabelecimento e produto.

Sabidamente, a contaminacao de carcacgas de bovinos por coliformes e E. coli
decorre do contato intrinseco da carcaga com o couro ou contaminantes do proprio
animal de origem entérica (JARDIM et al.,, 2006). Dessa forma, s&o realizados
procedimentos sanitarios operacionais (PSOs) durante todo o processo para
minimizar a ocorréncia desses contaminantes na carcaga que podem se manter
viaveis durante toda a vida util do produto (COSTA, 2018). Inclusive, aumentando a
sua populacéo durante a shelf life da carne ja embalada a vacuo, conforme pode ser

observado na Figura 4.



Considerando que mesmo praticas sanitarias sendo executadas de forma
correta nas industrias, o préprio MAPA tolera a ocorréncia de Enterobacteriacea em
carcagas de bovinos de 100 (2 log) a 1000 (3 log) UFC/cm? (BRASIL, 2018).

Figura 4 — Evolugao da contagem, tendéncia linear e desvio padrao de Escherichia coli durante a
vida util de contrafilé bovino durante 60 dias de embalagem a véacuo.
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Fonte: Préprio autor

Conforme observado na Tabela 1 e Figura 4, a contagem de E. coli no D-40
reduziu no D-60 em 88 %. Durante a analise microbioldgica, no D-60, também foram
observadas alteragcdes sensoriais como alteracdo do aspecto, textura e aroma da
carne. Dessa forma, foi possivel inferir que houve grande multiplicacdo de micro-
organismos deteriorantes. Essa alta populagdo de micro-organismos (principalmente
psicrotréficos com metabolismo deteriorante) e o antagonismo antimicrobiano
(bacteriocinas, acidos e peroxidos), além do inevitavel erro analitico, podem ter
influenciado na redugao da populacao de isolados viaveis de E. coli no D-60, assim
como o fim da fase estacionaria de multiplicacdo e possivel declinio.

Através das contagens, também foi possivel determinar que a partir do D-20 as
amostras apresentavam-se em desacordo com o padrdo de 100 UFC/g determinado
pela ANVISA (BRASIL, 2019). Dessa forma, para atendimento do padrdo e aumento
da shelf life dos produtos carneos, os PSOs precisam ser revistos e outras medidas
como a desinfecgdo ambiental, higiene dos manipuladores e praticas que evitem a
contaminagcdo das carcagas durante o abate dos animais precisam ser melhor

executadas para atendimento dos padrées do Ministério da Saude.



Quanto a caracterizagdo da patogenicidade dos isolados sugestivos de E. coli,
apresentada na Tabela 2 e representada nas Figuras 5 e 6, no dia 0, ndo foi
identificado nenhum fator de viruléncia no isolado sugestivo. Todavia, na analise do
dia 20, entre os sete isolados, um (14,28%) continha o gene eaeA, dois o gene ST
(28,57%), dois o gene stx2 (28,57%) e um o gene ipaH (14,28%), caracteristicos de
EPEC, ETEC, STEC e EIEC, respectivamente.

Dos 25 isolados sugestivos no dia 40, somente em um foi encontrado o gene
eaeA (4%), caracteristico de EPEC (Tabela 2). Em relagao ao dia 60, nos 3 isolados,
verificou-se em um o gene stx2 (33,3%), particularidade da STEC, e o gene ipaH
(33,3%), representante da EIEC. Os genes codificadores de fatores de viruléncia
CVvD432, LT, stx1 e eaeA + stx1 ou 2, de EAEC, ETEC, STEC e EHEC,

respectivamente, ndo foram identificados durante as analises.

Tabela 2 - Identificagdo de genes que codificam os fatores de viruléncia caracteristicos de EPEC,
STEC, EHEC, EIEC, EAEC e ETEC, pela PCR, nos isolados sugestivos de E. coli no D-0, D-20, D-40
e D-60

E. coli Gene Dias de shelf life (numero)
diarreiogénica 0(1) 20 (7) 40 (25) 60 (3)
EPEC eaeA 0 1 1 0
stx1 0 0 0 0
STEC stx2 0 2 0 1
EHEC eaeA + stx 1 elou 2 0 0 0 0
EIEC ipaH 0 1 0 1
EAEC CVD432 0 0 0 0
ST 0 2 0 0
ETEC LT 0 0 0 0

Fonte: Préprio autor

Os genes stx2 e ipaH foram os prevalentes nas analises desempenhadas ao
longo da vida util da carne bovina embalada a vacuo. Segundo a Instru¢ado Normativa
n°60 de 2018 do MAPA, quando um lote de carne de bovino apresenta resultado
positivo para STEC, o abatedouro frigorifico, visando a eliminagédo e controle desse
patégeno, deve encaminhar o lote para um tratamento pelo calor e comprovar ao SIF
essas agoes.

A carne bovina é um reservatério natural relevante da E. coli patogénica,
portanto (GONZALEZ et al., 2016), apesar de somente um isolado, do total de 25
sugestivos, ser confirmado pela abordagem molecular no dia 40, ainda representa um

risco microbioldgico para os consumidores.



Na Figura 5, estao apresentados os resultados do ensaio 2 da PCR do D-20,
em que os isolados 19 e 21 apresentarem amplificagdo de 255 pares de base (pb),
positivos para o gene stx2, os 23 e 24 foram amplificados em 190 pb, positivos para o
gene ST e o 21 também apresentou o gene ipaH (600 pb), o P representa o peso
molecular e os controles positivos do gene stx71 e stx2 estdo representados pelos
numeros 35 e 36, respectivamente. Na leitura do ensaio 1 da PCR do D-20 (Figura 6),
o isolado 2 foi positivo para o gene eaeA (917 pb), e o controle positivo para esse
gene é identificado pelo numero 5 e 6.

No D-40, apenas o isolado 18 apresentou resultado positivo na PCR para o
gene eaeA (917 pb). Em relagédo ao D-60, verificou-se a amplificagdo de 255 pb e 600
pb do isolado 2, positivos para o gene stx2 e ipaH.

Figura 5 — Resultado da PCR multiplex, ensaio 2, realizada no D-20.
P 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

— o — T — E— T TR TN TR TN W O e

Legenda: Resultado de reagao de PCR multiplex para os genes LT, ST, stx1, stx2 e ipaH, em que os
pocos de 18 a 34 representam as amostras, P € o marcador de peso molecular e os pogos 35 e 36
representam o controle positivo do gene stx7 (180 pb) e do gene stx2 (255 pb), respectivamente.
Fonte: Préprio autor



Figura 6 — Resultado da PCR muiltiplex, ensaio 1, realizada no D-20.

Legenda: Resultado de reacdo de PCR multiplex para os
genes eaeA e do alvo CVD432, em que os pogos de 1 a 4
representam as amostras, os pogos 5 e 6 o controle
positivo para o gene eaeA (917 pb) e P é o marcador de
peso molecular.

Fonte: Préprio autor



6 CONCLUSAO

O aumento da incidéncia de isolados sugestivos de E. coli durante a leitura da
contagem de coliformes totais e E. coli realizada sucessivamente de 20 em 20 dias,
pode estar relacionado a disponibilidade de condi¢des propicias a multiplicacdo
bacteriana. Todavia, o crescimento microbiano encontrado durante as analises do dia
60 ndo foi o esperado, mesmo estando dentro do desvio padrdo, e uma possivel
justificativa seria o declinio da curva de crescimento microbiano, posterior a fase
estacionaria da mesma.

A caracterizacdo molecular de cepas isoladas de Escherichia coli
diarreiogénica durante a vida util de contrafilé (Longissimus lumborum) embalado a
vacuo, reflete na seriedade com que as medidas sanitarias devem ser levadas em
consideracao, do abate até os estabelecimentos comerciais, com o intuito de reduzir
os riscos de infecgao e intoxicacdo para os consumidores, em funcao dos fatores de

viruléncia que caracterizam a E. coli patogénica.
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