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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar os padrdes microbioldgicos de
amostras de peito de frango cru refrigerado, com 0sso e pele, segundo o0s parametros
estabelecidos na Instrucdo Normativa n° 161, de 1° de julho de 2022, da ANVISA e
realizar a caracterizacdo genotipica dos isolados de Salmonella spp. e E. coli pela pesquisa
de genes de viruléncia. Foram analisadas 63 amostras, coletadas em estabelecimentos
comerciais de 16 municipios do estado de Sdo Paulo. Do total de amostras analisadas, oito
(12,7%) foram consideradas em desacordo com a legislacdo por apresentarem bactérias
aerobias mesofilas acima do limite tolerado na legislacdo. A populacdo de bactérias
aerdbias mesofilas variou de 1,0 x10° a > 2,5 x 107 UFC/g, enquanto as contagens de E.
coli variaram de < 10 a 7,0 x 10 UFC/g. Dentre as 51 cepas de E. coli isoladas, duas foram
identificadas como EPEC atipica pela presenca do gene eae. Salmonella spp. foi detectada
em sete (11,1%) amostras, sendo identificados os seguintes sorotipos: S. Schwarzengrund
(2), S. Minnesota (2), S. Heidelberg (2) e S. Soerenga (1). Todas as cepas de Salmonella
spp. foram positivas para o gene invA e apenas duas cepas, pertencente ao sorotipo
Soerenga, foram positivas para o gene fliC. Os resultados do presente estudo reforcam a
importancia da educacdo continua do consumidor quanto a manipulacéo adequada de
produtos carneos crus, evitando, principalmente, a contaminacdo cruzada e,
consequentemente, a ocorréncia de casos e surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos.
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INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o
maior exportador, atingindo cerca de 150 paises. Com um consumo médio de 45,1 kg/hab,
em 2023, a carne de frango é um dos alimentos mais consumidos da dieta brasileira (ABPA,
2024).

Diante desse cenario, é fundamental o emprego de medidas que garantam a
qualidade higiénico-sanitéaria da carne e seus derivados em todas as etapas de producéo,
visando diminuir o risco de transmissdao de doencas (HACHIYA et al., 2020). O néo
cumprimento das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) pode favorecer a presenca de
microrganismos patogénicos provenientes do ambiente de processamento, dos
manipuladores e de outras aves contaminadas, com potencial de causar gastroenterites, como
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., Escherichia coli e S. aureus
(GONCALVES-TENORIO et al., 2018; MASHAYEKH et al., 2022).

Dentre esses microrganismos, Salmonela spp., destaca-se como um dos principais
microrganismos associado com casos e surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) em diversos paises (BRASIL, 2024; CHANAME et al., 2022). A maioria dos
sorotipos desse género é nociva ao homem, levando a manifestac@es clinicas que variam de
acordo com o0s mecanismos de patogenicidade do microrganismo e das condicdes do
hospedeiro como resposta imune e idade (SHINOHARA et al., 2008).

E. coli estd presente, predominantemente, no trato intestinal dos humanos e de
animais de sangue quente. Em alimentos é considerada indicadora de contaminacdo de
origem fecal e esta associada a praticas de higiene inadequadas (BARCO et al., 2015). A
maioria das cepas sdo comensais, no entanto algumas podem ser patogénicas e causar
doencas intestinais e extra-intestinais tanto em individuos saudaveis e imunocomprometidos
(XU et al., 2022).

Considerando que os alimentos de origem animal representam uma das fontes mais
importantes de bactérias patogénicas responsaveis por DTA, a analise microbiolégica de
produtos carneos € fundamental para determinar a qualidade e a inocuidade dos mesmos,
averiguando se os padrdes e especificacbes microbioldgicas nacionais e internacionais estao
sendo atendidos. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os padrfes
microbioldgicos de amostras de peito de frango cru refrigerado, com pele e 0sso, segundo 0s
parametros estabelecidos na Instrugdo Normativa n® 161, de 1° de julho de 2022, da ANVISA
e realizar a caracterizacdo genotipica dos isolados de Salmonella spp. e E. coli pela pesquisa
de genes de viruléncia.

MATERIAL E METODOS

No periodo de abril a junho de 2024 foram analisadas 63 amostras de peito de
frango cru refrigerado, com pele e 0sso, coletadas em estabelecimentos comerciais de 16
municipios do estado de Séo Paulo. As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo
com os parametros estabelecidos na Instrugdo Normativa n® 161, de 1° de Julho de 2022, da
ANVISA (BRASIL, 2022) que determina para essa categoria de produto a pesquisa de
Salmonella spp., enumeracéo de E. coli e bacterias aerobias mesofilas.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada segundo metodologia descrita na ISO

6579-1:2017 (ISO, 2002) e a sorologia de acordo com o esquema de White-
KauffamannLe Minor (GRIMONT & WEIL, 2007). A contagem de E. coli foi realizada pelo
método de semeadura em profundidade conforme a 1SO 16649-2:2001 (ISO, 2001) e de
bactérias aerobias mesofilas pela tecnica de semeadura em profundidade de acordo com o
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Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (RYSER et al.,
2015).

As cepas de E. coli e Salmonella spp., isoladas das amostras de peito de frango,
foram submetidas a caracterizagdo genotipica pela pesquisa de genes de viruléncia. A
pesquisa de genes de viruléncia nas cepas de Salmonella spp e E. coli foi realizada pela
técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). As cepas de Salmonella spp. foram
submetidas a PCR multiplex para deteccao dos invA, spvC e sefA e a trés PCR simplex para
pesquisa dos genes pefA, fliC e sdfll. Como controles positivos foram utilizadas as cepas de
referéncia Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
Com relacdo as cepas de E. coli, a pesquisa dos genes stx1, stx2, eae e hly foi realizada por
PCR multiplex; dos genes st e aggR por PCR duplex e dos genes It, ipaH e bfp por PCR
simplex. Como controles positivos foram utilizadas as seguintes cepas: E. coli O157:H7, E.
coli IAL ST/LT, E. coli IAL 2391, E. coli IAL 1893, E. coli IAL 307 (0124:K72) e E. coli
0127:k6. Em todas as reacdes utilizou-se a agua ultrapura livre de DNase/RNases como
controle negativo.

Para extracdo do DNA genomico foi utilizando o kit de extracdo QlAamp® DNA
Mini Kit, seguindo as instrucdes do fabricante. Todas as reacGes de PCR foram realizadas a
partir de uma solugéo contendo 2 pL de DNA; 12,5 uL de GoTag® Green Master Mix 200
UM de cada dNTP e 1,5 mM MgCI2 (pH 8,5); 1 uL do primer (10 pmoles) e agua livre de
DNAase e RNAase para um volume final de reacdo de 25 pL, exceto para a pesquisa dos
genes invA, spvC e sefA em que a quantidade do primer foi alterada para 0,5 pL (10 pmoles).
Os produtos gerados na PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% em tampédo TBE
1x (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de-EDTA), contendo brometo de etidio a 0,5 pg/mL. Foi
utilizado marcador de peso molecular de 100 bp. A corrida foi realizada a 120 Volts por 1 h
e 0 gel visualizado sob transiluminacéo UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 63 amostras de peito de frango cru analisadas, verificou-se populacdo de
bactérias aerdbias mesdfilas variando de 1,0 x10% a > 2,5 x 10" UFC/g, sendo que oito
(12,7%) apresentaram contagens acima do limite tolerado pela IN n° 161, de 01/07/2022, da
ANVISA, e 12 (19,0%) foram consideradas com qualidade intermediaria para esse
parametro. A presenca de mesoéfilos em grande quantidade sugere falhas na limpeza e
desinfeccdo das superficies, praticas inadequadas de higiene durante a producdo, além de
condicgdes inadequadas de tempo e temperatura no processo de produgéo, transporte e
conservacao dos alimentos (PENTEADO & ESMERINO, 2011).

Quanto a contagem de E. coli, a populagéo variou de < 10a 7,0 x 10 UFC/g e dentre
as amostras analisadas, 28,6% (18/63) foram positivas para E. coli, no entanto as contagens
estavam abaixo do limite inferior especificado na legislagdo. Dentre as amostras positivas,
51 cepas foram isoladas e submetidas a pesquisa genes de viruléncia que caracterizam 0s
patotipos de E. coli diarreiogénicas. Todas as cepas foram negativas para 0s genes st, stx1,
stx2, bfp, It, hly, ipaH e aggR. Apenas duas cepas, isoladas da mesma amostra de peito de
frango, foram positivas para o gene eae que caracteriza o patotipo EPEC. Por sua vez, 0 gene
bfp ndo foi detectado nas cepas de E. coli avaliadas, portanto as duas cepas positivas para o
gene eae foram caracterizadas como EPEC atipica (aEPEC). A baixa frequéncia de E. coli
diarreiogénica em carne de frango (1,6%), observada no presente estudo, tem sido descrita
no Brasil. Cerultti et al. (2020) realizaram a pesquisa dos genes stx1, stx2,eae e bfp em 246
carcacas de frango congelada comercializadas no estado de Santa Catarina e detectaram
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aEPEC em 4,9% das amostras. Em outro estudo, descrito por Tanabe et al. (2019), foram
analisadas 103 amostras de peito de frango, coletadas em Botucatu, e 2,9% foram positivas
para aEPEC.

Salmonella spp. foi detectada em sete (11,1%) amostras, sendo identificados os
seguintes sorotipos: S. Schwarzengrund (2), S. Minnesota (2), S. Heidelberg (2) e S. Soerenga
(1). Embora tenha sido detectada Salmonella nestas amostras, todas foram consideradas de
acordo com a Instrucdo Normativa n°161, da ANVISA, que estabelece, para carnes de aves,
auséncia de S. Enteritidis e S. Typhimurium. No Brasil, estudos mostram prevaléncia de
Salmonella spp. em carne de aves variando de 8,3% a 46% (GOMES et al., 2022;
PAVELQUESI et al., 2023).

Dentre as amostras positivas para Salmonella spp. foram avaliadas 11 cepas quanto
ao perfil de viruléncia. O gene de viruléncia invA foi detectado em todas as cepas de
Salmonella spp. Esses resultados corroboram com diversos estudos que detectaram o gene
em 100% das cepas provenientes de fontes diversas (MASHAYEKH et al., 2022; MORASI
et al., 2022;). A alta frequéncia observada entre os isolados sugere que o gene € conservado
no género Salmonella spp., sendo comumente utilizado como marcador para detecgdo do
patogeno (WHANG et al., 2009).

O gene fliC, que codifica a flagelina, parte estrutural do flagelo da bactéria,
(HAIKO et al., 2013) foi identificada em duas cepas de S. Soerenga, provenientes da mesma
amostra. Alegria-Moran et al. (2017) detectou o gene fliC em todas as 25 cepas de
Salmonella spp., pertencentes aos sorotipos Typhimurium, Infantis, Enteritidis, Hadar,

Tenessee e Kentucky, isoladas de amostras aves e suinos no Chile. Em
contrapartida, Vilela et al. (2020) analisou 113 cepas de S. Dublin isoladas de humanos e
animais e todas foram negativas para o gene.

Para os demais genes pesquisados (spvC, sefA, pefA e sdfll), todas as cepas foram
negativas. Fardsanei et al. (2017) avaliou 34 S. Enteritidis isoladas de ovos e produtos
carneos, identificando o gene spvC em 100% dessas cepas. O gene sefA é exclusivo dos
sorotipos pertencentes ao grupo D, como S. Enteritidis e S. Dublin (MALORNY et al., 2007),
portanto a auséncia nas cepas avaliadas era esperada. Quanto ao gene pefA, Thung et al.
(2018) identificaram o0 gene em trés cepas isoladas em carne bovina, sendo uma S. Enteritidis
e duas S. Typhimurium, enquanto Sever et al. (2019) detectaram o gene em S. Infantis,
isoladas de frangos e perus. O gene sdfl é utilizado para confirmar a identificacdo do sorotipo
Enteritidis, que ndo foi isolado entre as amostras de peito de frango analisadas (AGRON et
al., 2001).

CONCLUSOES

Os resultados do estudo demonstraram que, apesar do baixo nimero de amostras
em desacordo com a legislacdo, foram identificados microrganismos potencialmente
patogénicos, sugerindo a necessidade de maior fiscalizacdo e controle de qualidade para
garantir a conformidade com os padrfes estabelecidos. A presenca de patdégenos nas
amostras reforca, ainda, a importancia da educacdo continua do consumidor quanto a
manipulacdo adequada de produtos carneos crus, evitando, principalmente, a contaminacéo
cruzada e, consequentemente, a ocorréncia de casos e surtos de DTA.
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