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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a detec¢éo de Escherichia coli por meio da técnica de PCR utilizando a agua
de lavagem, sem incubagdo e apoés periodos de incubagdo de 24 e 48 horas, de carcacas de frango resfriadas
comercializadas no municipio de Campo Mourdo, Parana. Para tanto, utilizou-se de uma pesquisa descritiva-exploratéria com
abordagem qualitativa. Para obtencéo dos dados foram coletadas 33 amostras, de quatro marcas diferentes disponiveis nos
mercados e agougues da cidade de Campo Mour&o-PR. O trato intestinal dos humanos e outros animais de sangue quente
sdo o principal habitat da bactéria Escherichia coli, a qual pertence ao grupo de coliformes a 45°C. Esta enterobactéria € uma
das principais causadoras de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs). Devido as DTAs serem um problema mundial de
saude publica, ha a necessidade de controlar a contaminagdo bacteriana nos alimentos, principalmente os de origem animal.
Assim, as praticas de higiene e seguranga alimentar sdo de extrema importancia para evitar o consumo de alimentos
contaminados. O diagndstico de patégenos de origem alimentar continua sendo uma grande preocupacao para as industrias e
para a salde publica. Devido as exigéncias de eficacia, rapidez e automagdo dos métodos, a PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) tornou-se uma poderosa ferramenta para o diagnéstico microbiolégico durante a Ultima década. A técnica de PCR
forneceu resultado positivo para E. coli em 8 amostras (24,2%). Analisando-se os resultados de acordo com os diferentes
periodos de tempo investigados, pode-se observar que a ndo incubagédo (T0), ou incubacédo por 24 horas (T24) ndo foram
suficientes para deteccéo desta bactéria. Conclui-se, portanto, que a PCR ¢é eficiente para detectar E. coli em agua de
lavagem de carcagas de frango, porém, necessita-se de pré-enriquecimento com incubag&o de no minimo 48 horas.
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DETECTION OF Escherichia coli IN CHICKEN CARCASS WASH WATER BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the detection of Escherichia coli by PCR thecnic using the chicken carcass wash water without
incubation and after incubation for periods of 24 and 48 hours of refrigerated chicken carcasses sold in Campo Mourao,
Parana. A descriptive and exploratory research with a qualitative approach was carried out. Data were collected from 33
samples of four different brands available in the markets and butcher shops of Campo Mourao-PR. The intestinal tract of
humans and other warm blooded animals are the main habitat of Escherichia coli, which belongs to the group of coliforms at
45 ° C. This enterobacteria is a main cause of Foodborne Diseases (foodborne). As foodborne is a worldwide public health
problem, there is the need to control bacterial contamination of foods, particularly those of animal origin. Thus, hygiene
practices and food safety are of utmost importance to avoid the consumption of contaminated food. The diagnosis of foodborne
pathogens remains a most important concern to industries and to public health. Due to the demands of efficiency, speed and
automation methods, PCR (Polymerase Chain Reaction) has become a powerful tool for microbiological diagnosis during the
last decade. The PCR gave a positive result for E. coli in 8 samples (24.2%). Results show that non incubation (TO) or
incubation for 24 hours (T24) were not sufficient to the detection of this bacterium. Thus, CRP is effective to detect E. coli in the
washing water from chicken carcasses, however, it is need the pre-enrichment incubation for at least 48 hours.

coli; poultry Keywords: Escherichia meat; polymerase chain reaction.
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INTRODUGAO |

Escherichia coli € uma bactéria pertencente
a familia Enterobacteriaceae, a qual se
apresenta na forma de bastonete Gram
negativo, ndo esporulado e movel na maioria
dos casos (1). Pertence ao grupo dos
coliformes a 45°C, antigamente denominados
de coliformes fecais, podendo sua presenca no
alimento ser considerada como possivel
indicador de contaminacao fecal (2).

O trato intestinal dos humanos e de
outros animais de sangue quente € o principal
habitat da E. coli. No entanto, certos sorotipos
sdo patogénicos para o homem e para outros
animais e estes ndo sdo considerados como
parte da flora intestinal normal. A transmisséo
das infec¢bes causadas por E. coli seguem
principalmente trés vias: o contato direto com
animais, o contato com humanos e o consumo
de alimentos contaminados (3).

Das Dbactérias responsaveis por
gastroenterites severas, a E.coli é a que atinge
individuos jovens, idosos e imunodeficientes
com maior severidade (4).

A ocorréncia de infec¢fes alimentares
ocasionadas por microrganismos € um
problema mundial de salde publica. Devido a
esse fato, ha a necessidade de controle da
presenca desses agentes em alimentos,
principalmente os de origem animal (5).

Os principais alimentos contaminados
por E.coli sdo leite ndo pasteurizado, agua
contaminada, carne crua e seus derivados (6).
A producdo da carne de frango depende
principalmente da qualidade e da inocuidade
dos produtos oferecidos a populacao, por isso,
hd uma maior exigéncia na avaliacdo da
qualidade microbiolégica do intenso
processamento de produtos avicolas (7). Este
fato é devido a carne de aves estar
frequentemente envolvida em surtos de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS),
sendo que apresenta seu consumo aumentado
nos ultimos anos, devido a elevacdo do preco
de outras fontes protéicas de origem animal e
a consequente alteracdo de  habitos
alimentares da populacéo (8).

A infeccdo alimentar ocorre quando o
microrganismo € ingerido e multiplica-se no
organismo, causando as doencas que
acometem o trato gastrintestinal na maioria
das vezes (9). Desta forma, as praticas de
higiene e seguranca alimentar sdo de extrema

importédncia, quando os alimentos s&o
manipulados e preparados para 0 consumo
(10).

Os pontos criticos que envolvem a
seguranca alimentar compreendem o controle
de temperatura de conservacao,
armazenagem e cozimento dos alimentos,
condi¢des higiénico-sanitarias do ambiente e
manipulador, conservagédo dos utensilios, fonte
segura do alimento e prevencdo de
contaminacgédo cruzada (6).

O diagnéstico de patdégenos em toda
cadeia alimentar continua sendo uma grande
preocupacéo para as industrias e para a saude
publica. Devido as exigéncias de eficacia,
rapidez e automacdo dos métodos, a PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) tornou-se
uma poderosa ferramenta para o diagnéstico
microbiolégico durante a Ultima década (11).
Esta técnica vem sendo utilizada para testar
multiplos fatores de viruléncia associados a um
mesmo patégeno (12), sendo uma importante
alternativa na deteccéo da E.coli em alimentos
(13).

A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar a deteccdo de E. coli por meio da
técnica de PCR utilizando a agua de lavagem,
sem incubacdo (tempo zero) e apés periodo
de incubacdo de 24 e 48 horas, de carcacas
de frango de quatro marcas diferentes na
cidade de Campo Mourao, Parana.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa configura-se como
descritiva-exploratoria com abordagem
qualitativa. Para a obtencao dos dados foram
coletadas 33 amostras de carcaga de frango
resfriadas, de quatro marcas diferentes
disponiveis em mercados e agougues da
cidade de Campo Mourdo-PR. O transporte foi
efetuado nas préprias embalagens do produto
em caixas térmicas até o laboratério e
mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o
momento da andlise. As analises foram
realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade Integrado de Campo
Mourao.

A técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada com a agua de
lavagem das carcacas, a qual se constituia de
solucdo salina peptonada tamponada 1%.
Foram utilizados trés periodos de tempo para
as analises: TO (tempo zero — extracdo da
solucdo salina sem periodo de incubacéo),
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T24 (24 horas apo6s incubacdo a 37°C e T48
(48 horas apoés incubacao a 37°C). Para
extracdo do DNA bacteriano utilizou-se 1mL da
agua de lavagem da cada periodo avaliado,
sendo a extracdo realizada pelo método do
fenol-cloroférmio (14).

As reacbes foram realizadas com
primers para a regido altamente divergente e
especifica do DNA codificante do RNAr 16S e
23S de E. coli (primers ECO 2083 e ECO 2745
-IDT® Integrated DNA Technologies, Coralville,
lowa, E.U.A). As condi¢cbes da reacdo foram:
600ng de DNA extraido, 5uM de cada primer,
2,5 U da Taqg DNA polimerase (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil), tampdo de PCR 1X - 10mM
Tris-HCI, pH 8 e 50mM KCI (Invitrogen, Sdo
Paulo, Brasil), 1,5mM de MgCl, (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil) e 200 uM de dNTPs
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) em um volume
total de 50uL. A amplificacdo foi realizada em
termociclador (Biocycler, S&o Paulo, Brasil),
com desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos com desnaturagéo a 94°C
por 45 segundos, pareamento a 57°C por 1
minuto e amplificacdo a 72°C por 2 minutos e
extensdo final a 72°C por 10 minutos (14).

ApOs a reacdo de amplificacédo, 8uL de
cada amostra foram aplicados em gel de
agarose a 3% (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil ),
corridos em TBE 0.5X (Biosystems ltda,
Curitiba, Parana, Brasil) (Riffon, Sayasith, et al,
2001) e corados com 10mg/mL de brometo de
etidio (Biosystems Itda, Curitiba, Parana,
Brasil). Os produtos amplificados foram
visualizados em  transluminador  (Vilber
Lourmat, Biosystems Itda, Curitiba, Parana,
Brasil), sendo considerado positivo para E. coli
a presenca de fragmentos 662pb.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 33 carcacas de frango analisadas,
8 (24,2%) apresentaram resultados positivos
para E. coli. Gongalves (15) analisou 120
frangos de corte durante o abate
aparentemente saudaveis e observou que
98,3% apresentaram E. coli nos sacos aéreos
ou traqueias. Silva et al. (16) também
pesquisaram E. coli em frangos de corte, onde
obtiveram 25 (83,3%) amostras de figado
positivas das 30 analisadas. Estes valores sédo
superiores ao relatado neste estudo, o qual
pode ser explicado devido ao método de
extracdo do DNA e primers utilizados serem
diferentes. No presente estudo, foi utilizado o
método de extragcdo do DNA pelo fenol-
cloroférmio e primers para a regido altamente

divergente e especifica do DNA codificante do
RNAr 16S e 23S de E. coli. Em outros
trabalhos foram utilizados primers para
sequéncia do gene iss e 0 método de extracédo
térmica para o DNA. Gongalves (15) relata
melhores resultados com este Ultimo método
do que quando utilizado o método de fenol-
cloroférmio. Estas divergéncias de resultados
também podem ser devidas ao material
analisado, pois nesta pesquisa utilizou-se a
agua de lavagem das carcacas e no estudo de
Gongalves (15) foram utilizados fragmentos de
tecidos dos animais.

Em outro estudo realizado por
Machado (17), a técnica de PCR forneceu
37,5% das amostras positivas das 40
pesquisadas. Este resultado também foi
superior ao exposto no presente trabalho,
podendo ser justificado novamente, pela
utilizacdo de fragmentos de tecido do animal,
apesar da técnica de extracdo do DNA ser a
mesma (fenol-cloroférmio).

A Tabela 1 mostra os resultados
obtidos para E. coli em carcacas de frangos
resfriados de acordo com as marcas
disponiveis em mercados e agougues da
cidade de Campo Mourdo-PR. A marca A
apresentou quatro amostras positivas para
E. coli e a marca B ndo apresentou amostras
positivas. As marcas C e D, apresentaram
igualmente duas amostras positivas para a
bactéria pesquisada.

Tabela 1. Resultados da deteccdo de E. coli em carcagas de frangos
resfriados, em relagéo as marcas disponiveis em mercados e agougues
da cidade de Campo Mourao, Parana.

Namero total de Amostras Positivas

Marca amostras n %
Marca A 9 4 12,12
Marca B 8 0 0,00
Marca C 8 2 6,06
Marca D 8 2 6,06

Total 33 8 24,24

Os resultados obtidos na pesquisa de
E. coli segundo os diferentes periodos de
tempos investigados podem ser observados na
Tabela 2. E. coli foi verificada apenas nas
amostras cuja agua de lavagem foi incubada
por 48 horas (T48) a 37°C, indicando que a
nao incubacdo (TO) ou incubacéo por 24 horas
(T24) ndo foram suficientes para detectar esta
bactéria.

S80 muito escassos trabalhos que
relatam a utilizacdo da técnica de PCR com
diferentes tempos de incubacéo para deteccéo
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de E. coli. No entanto, alguns autores
utilizaram esta metodologia para deteccdo de
Salmonella spp. Myint et al. (18) verificaram
que a etapa de pré-enriquecimento (incubacao
da agua de lavagem) é de fundamental
importancia para a deteccéo de
Salmonella spp. em carne de frango
naturalmente contaminada, uma vez que sem
incubacdo nenhuma amostra foi positiva e com
incubagéo (pré-enriquecimento) a
sensibilidade da técnica aumentou para 79%.

Tabela 2. Resultados da detecgéo de E. coli em relagéo aos diferentes
periodos de tempos investigados.

Periodos de tempo investigados*

Amosiras T0 T24 T48

N° de amostras positivas 0 0 8
N° de amostras negativas 33 33 25
Total 33 33 33

* TO amostras analisadas sem incubagéo; T24 amostras analisadas apés 24
horas de incubacdo a 37 °C; T48 amostras analisadas apés 48 horas de
incubagéo a 37 °C.

Em outro estudo, Santos et al. (19)
também verificaram a importadncia da
incubacdo da agua de lavagem, onde
resultados positivos foram obtidos somente
apos incubacdo a 37°C por no minimo 24
horas. Estes resultados sdo discordantes dos
apresentados neste trabalho, onde somente foi
possivel a observacao de amostras positivas
para E. coli apds incubacédo de 48 horas.

A técnica mais utilizada para detec¢éo
de E. coli em alimentos € o método
microbiolégico tradicional. Esta técnica possui
sensibilidade e especificidade limitadas, além

de ser muito laboriosa demandando um longo
tempo de analise, onde somente é possivel a
obtencdo de resultados apés seis dias. A
técnica de PCR foi sensivel e rapida, obtendo-
se resultados em trés dias de analise. Apesar
dos dois métodos serem confidveis, a técnica
de PCR nédo é utilizado rotineiramente em
industrias e laboratérios, pois o0 Ministério da
Agricultura ndo a reconhece como método
oficial. Este fato pode dificultar o
monitoramento  microbioldgico da cadeia
produtiva do alimento, pois desfavorece a
adocdo de medidas emergenciais para conter
a liberacao de possiveis lotes contaminados.

CONSIDERACOES FINAIS

A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) é eficiente para detectar E. coli em agua
de lavagem de carcacas de frango, necessita
de pré-enriquecimento com incubacédo de no
minimo 48 horas e pode ser recomendada
para deteccao desta bactéria.
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