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Resumo 15

RESUMO

Este trabalho teve como objetivos comparar diferentes procedimentos de preparo
de carcacas de frango para analises microbiolégicas; mapear oS micro-organismos
presentes nas principais etapas do abate de frangos; avaliar as implicacGes
microbiolégicas da contaminacéo fecal em carcacas de frango, procedimentos para a
sua remocéo, bem como comparar quatro técnicas para identificar tipos de Salmonella.
Na avaliacdo dos procedimentos oficiais do Brasil, da Unido Europeia e dos EUA para
andlise de Salmonella, foi constatado que os mesmos séo equivalentes para detectar a
presenca da bactéria em carcacas de frango. Por outro lado, o procedimento dos EUA
permitiu encontrar maiores quantidades de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae, mas foi equivalente aos demais procedimentos para a andlise de
aerobios mesofilos. O mapeamento das etapas criticas de abate demonstrou que
Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari ndo foram encontrados em nenhuma das
amostras analisadas e Salmonella foi detectada em etapas aleatdrias do processo de
abate. A etapa de escaldagem reduziu a contaminag¢ao das carcacas com Salmonella
e o resfriamento aumentou a positividade. A presenca de Salmonella nas granjas,
antes do abate, ndo teve relacdo com sua presenca no intestino e nas carcacas dos
animais durante o abate, mesmo em carcacas contaminadas por fezes. Por outro lado,
a prevaléncia de Campylobacter em carcacas contendo fezes foi elevada e associada
com contaminacfes nas granjas e no intestino dos animais. A lavagem das carcacas
com agua potavel para remover a contaminagdo fecal foi eficiente para diminuir os
niveis de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene e € um procedimento
alternativo ao refile das partes contaminadas. A comparacdo das técnicas para
identificar os sorotipos de Salmonella demonstrou que a bioquimica em sistema VITEK
2™ apresentou bom desempenho para identificar apenas S. Enteritidis. A técnica de
ribotipagem apresentou 100% de correlacdo com a técnica soroldgica e apresentou o
melhor poder discriminatério para identificar e diferenciar sorotipos de Salmonella. A
técnica de espectrometria de massas identificou os sorotipos apenas em nivel de
género e mais estudos precisam ser feitos para melhorar a aplicacdo desta técnica na

identificacdo de tipos de Salmonella.

Palavras-chave: Carcacas de frango; Salmonella; Campylobacter; micro-organismos

indicadores; contaminacéo fecal.



Abstract 16

ABSTRACT

The aims of this work were to compare different sampling protocols to detect
Salmonella and to enumerate quality and hygiene indicator microorganisms in broiler
carcasses based on recommendations by legislations in Brazil, European Union and
USA, to map the microorganisms present in the main stages of poultry slaughtering, to
evaluate the microbiological implications of fecal contamination in poultry carcasses and
procedures for removal of this contamination and to compare four techniques for
Salmonella identification. In the evaluation of the official procedures from Brazil,
European Union and USA the three protocols were equivalent in the detection of
Salmonella in broiler carcasses. However, the USA protocol found larger amounts of E.
coli, total coliforms, and Enterobacteriaceae than the others but similar counts of
aerobic mesophilic. The mapping of the critical stages of slaughter showed that
Campylobacter jejuni, C. coli and C. lari were not found in any samples analyzed but
Salmonella was detected in random phases of the slaughter process. Scalding reduced
contamination of carcasses and cooling in water increased positivity. The presence of
Salmonella on farms before slaughter was not related with its presence in the intestine
of animals and in the carcasses during slaughter, even in samples contaminated by
feces. On the other hand, the prevalence of Campylobacter in carcasses with fecal
contamination was high and it was associated with its contamination on the farms and in
the intestines of the birds. Washing with water to remove fecal contamination on the
carcasses was efficient and decreased the levels of microorganisms indicators of quality
and hygiene when compared with trimming. The comparison of techniques to identify

the types of Salmonella showed that biochemical VITEK 2™

was efficient to identify S.
Enteritidis, but not the other types of Salmonella when compared with serological ones.
Ribotyping showed 100% correlation with the serological technique and had the best
discriminatory power to identify and differentiate Salmonella isolates. Mass
spectrometry identified the isolates only at genus levels and more studies need to be

done to improve the application of this technique proves to identify types of Salmonella.

Keywords: Poultry carcasses; Salmonella; Campylobacter; indicators microorganims;

fecal contamination.
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INTRODUCAO

A producdo mundial de carne de frango tem aumentado de forma significativa nos
altimos anos. Segundo dados do AVISITE (2012), em 2007 foram produzidos 68,3
milhdes de toneladas e em 2012 atingiu 82 milhdes de toneladas, representando um
aumento de 20% em cinco anos. O Brasil tem se apresentado como uma importante
plataforma do agronegécio mundial, inclusive na producdo avicola. A producao
brasileira de carne de frango que em 1993 foi de aproximadamente 3,1 milhdes de
toneladas (UBABEF, 2012), atingiu em 2012 13,2 milhdes de toneladas (AVISITE,
2012). O aumento na producéo de carne de frango no Brasil se deve ao aumento no
consumo interno e na ampliacdo das exportacdes (UBABEF, 2012).

Com a globalizacdo na comercializacdo de carne de frango houve uma rapida
evolucdo nos programas de qualidade e nas legislacbes nacional e internacional
aplicadas a industria avicola, como forma de garantir ao consumidor um alimento
seguro. O sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) é a
ferramenta da qualidade mais utilizada atualmente para controlar os perigos biolégicos,
quimicos e fisicos dos alimentos. O Brasil estabeleceu as diretrizes do sistema de
APPCC para os abatedouros de frango através da Circular 668 de 2006 (MAPA, 2006)
gue regulamentou um plano genérico. Nestas diretrizes, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) pré-fixou quatro Pontos Criticos de Controle (PCC)
entre os quais, dois sdo de natureza biolégica: (i) a presenca de contaminagao
gastrintestinal/biliar como indicador da presenca de Salmonella spp, e (ii) o controle do
tempo e da temperatura de resfriamento ou congelamento dos produtos para evitar a
multiplicacdo de Salmonella spp. (MAPA, 2006). Porém, para se conhecer a real
contaminag¢@o dos produtos devem ser feitas andlises microbiologicas. No entanto, a
analise de tradicional de Salmonella é trabalhosa e requer muito tempo para se obter o
resultado, sendo que neste caso, a quantificacdo de micro-organismos indicadores de
qualidade e higiene pode ser adequada para avaliar as condigcbes do processo e do
produto final. Segundo GHAFIR, et al (2008), E. coli pode ser considerado um bom
indicador de patogenos entéricos em carne de frango, como Salmonella e
Campylobacter.

Junto com a obrigatoriedade da adocdo de sistemas de APPCC na producéo
avicola, muitos paises tém adotado analise de risco para avaliar a eficiéncia no controle

de Salmonella em carcacas e carne de frango. Entre os programas os procedimentos
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adotados pelo Brasil (MAPA, 2003), pelos EUA (FSIS, 2012) e pela Unido Europeia
(EC, 2007) apresentam diferencas consideraveis no preparo das carcacas para analise
de Salmonella. Poucos estudos estdo disponiveis sobre o desempenho destes
procedimentos em relacdo aos resultados obtidos para Salmonella, e também, para as
contagens de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene, principalmente no
gue tange ao procedimento adotado pelo Brasil.

Existem distribuidos na natureza mais de 2400 sorotipos de Salmonella (POPOFF
et al., 2004), sendo que alguns deles sdo mais bem adaptados as aves (BARROS DE
FREITAS, 2011). Por isso, a identificacdo dos sorotipos de Salmonella detectados ao
longo da cadeia de producao é importante para se conhecer as fontes de contaminagéo
da bactéria, bem como a ado¢cdo de medidas preventivas e corretivas necessérias. Por
isso, métodos de identificacdo rapidos e confidveis sdo importantes para o setor avicola
inserir medidas eficazes de controle de Salmonella.

Outro patdgeno importante na cadeia avicola é o Campylobacter que se apresenta
atualmente como o maior causador de toxinfec¢cdes alimentares na Unido Europeia,
sendo a carne de frango um dos principais veiculos de transmissdo da bactéria ao
homem (EFSA, 2012).

Os programas de qualidade aplicados numa industria de abate e processamento de
frangos devem ser dinamicos e fornecer evidéncias objetivas sobre o desempenho do
processo, informando quando medidas preventivas e corretivas devem ser aplicadas.
Por isso, as informacBes microbiolégicas da cadeia de producédo devem relatar como o
processo se comporta. A monitoria de micro-organismos patogénicos e indicadores de
qualidade e higiene em uma base sistematica fornece evidéncias sobre o desempenho
do processo. No entanto, este monitoramento deve ser feito em etapas criticas e que
podem representar risco ao produto final e consequentemente aos consumidores.

Diante disso, 0os objetivos deste trabalho foram: (i) comparar trés diferentes
procedimentos de preparo de carcacas de frango para analises microbiolégicas; (ii)
mapear a presenca de micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e
higiene bem como as fontes potenciais de contaminacdo de carcagcas nas principais
etapas do abate de frangos; (ii)) relacionar a prevaléncia de patdgenos em ambientes
de criacdo de frangos com suas presencas no intestino dos animais e nas carcacas em
diferentes condicbes de contaminagdo fecal durante o abate, bem como avaliar a
eficiéncia de dois procedimentos para a remocdo da contaminacdo e; (iv) comparar

diferentes técnicas para identificar e diferenciar isolados de Salmonella spp.
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REVISAO DE LITERATURA

1 PRODUCAO E COMERCILIZACAO DE CARNE DE FRANGO

1.1 PANORAMA INTERNACIONAL

A produgdo mundial de carne de frango tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. Segundo dados do AVISITE (2012), a producdo mundial que em 2007 foi
de 68,3 milhdes de toneladas, passou para 82,0 milhGes de toneladas em 2012,
representando um aumento de 20,0% em cinco anos. A Tabela 1 mostra a evolugao

da producédo mundial de carne de frango entre 2007 e 2012.

Tabela 1. Evolugao da producéo mundial de carne de frango entre 2007 e 2012

Ano Producdo mundial
(milhdes de toneladas)
2007 68,3
2008 72,9
2009 73,6
2010 77,7
2011 80,4
2012 82,0

Fonte: Modificado de AVISTE (2012).

O crescimento na producdo mundial de carne de frango entre 2011 e 2012 foi de
2,2%. No entanto, entre os principais paises produtores, apenas nos EUA ocorreu uma
desaceleracdo na producdo na ordem de 1,8% (Tabela 2), em decorréncia da crise
mundial dos ultimos anos e pela diminuigdo na ultima safra de producéo de graos.

Apesar da desaceleracdo da produgcao de carne de frango, os EUA continuam
sendo o maior produtor, seguido da China e do Brasil. A Tabela 3 mostra o ranking dos
paises com maior producéo de carne de frango nos anos de 2011 e 2012 bem como o

percentual de cada pais referente ao ano de 2012.
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Tabela 2. Variacdo na producdo mundial de carne de frangos

Pais produtor Variacdo de producdo entre 2011 e
2012
EUA -1,8
China 4,0
Brasil 3,0
Unido Europeia 19
india 10,3
México 0,9
Russia 5,8
Argentina 4,5
Turquia 4,5
Indonésia 1,7
Tailandia 5,2
Outros Paises 1,8
Total Mundial 2,2

Fonte: Modificado de AVISTE (2012).

Tabela 3. Producao mundial e principais paises produtores de carne de frango

bai Milhdes de toneladas % do Total
s 2011 2012 (2012)
Estados Unidos 16,7 16,4 20,0
China 13,2 13,7 16,7
Brasil 12,9 13,2 16,1
Unido Europeia 9,4 9,6 11,7
india 2,9 3,2 3,9
México 2,9 2,9 3,5
Russia 2,6 2,7 3,3
Argentina 1,8 1,8 2,2
Turquia 1,6 1,7 2,1
Outros Paises 13,6 13,9 20,5
Total Mundial 80,4 82,0 100

Fonte: Modificado de AVISITE (2012).

1.2 PANORAMA NACIONAL

Nas duas ultimas décadas o Brasil tem se mostrado como uma importante

plataforma do agronegoécio mundial, sendo a producdo de carne de frango um dos
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principais produtos comercializados. A producéo brasileira de carne de frango que em
1993 foi de aproximadamente 3,1 milhdes de toneladas (UBABEF, 2012), atingiu em
2009, quase 12 milhdes de toneladas e em 2012 a producao foi de 13,2 milhdes de
toneladas (AVISITE, 2012).

O aumento na producéo de carne de frango no Brasil se deve a dois fatores. O
primeiro € com relagdo ao aumento no consumo interno, sendo que do total produzido
no ano de 2011, 69,8% foi consumido no Brasil. O consumo per capita da carne de
frango no pais aumentou 7,48% em 2011, chegando a 47,4 quilos/hab. O segundo
fator que resultou no aumento da producao nacional de carne de frango é com relacao
as exportacdes. Além de estar entre os maiores produtores do mundo, o Brasil é lider
mundial nas exporta¢des desde 2004 (UBABEF, 2012). Segundo o MAPA, até 2020 a
expectativa € que a producao nacional de carne de frango suprird 48,1% do mercado
mundial (MAPA, 2012).

A carne de frango do Brasil exportada tem contribuido para o aumento da receita
cambial gerada por esta atividade. Em 2000 foram exportadas 906 milhdes de
toneladas com uma receita cambial de aproximadamente 1 milhdo de ddolares. Em
2009 as exportacdes atingiram quase 4 milhdes de toneladas, sendo que em 2008 a
receita cambial gerada atingiu seu mais alto patamar, com 7 milhdes de ddlares
(UBABEF, 2012). A carne de frango brasileira estd presente nas mesas de
consumidores de mais de 150 paises sendo o Oriente Médio, a Asia, a Unido Europeia,

a Africa, a América e a Europa extra Unido Europeia os principais mercados (Figura 1).

. .
ORIENTE MEDIO

mASIA
W UNIAD EUROPEIA
m AFRICA

AMERICA

EUROPA EXTRA-UE

., Y
Figura 1. Principais mercados de destino da carne de frango brasileira.
Fonte: UBABEF (2012).
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A regido sul é a principal plataforma exportadora da carne de frango do Brasil com
74,6% do total exportado (Figura 2). Na regido sul, o estado de Santa Catarina lidera o
volume exportado, seguido pelo Parana e Rio Grande do Sul. A regido Centro Oeste
aparece como a segunda regido com maior volume de exportacdo de produtos avicolas

com 13,6% e a regido sudeste com 11,4% (UBABEF, 2012).

i ™
2009
Santa l:;atarma 27.1% RORDESTE
Parana 26.3%
Rio Grande do Sul 21.2%
530 Paulo 7.5%
Golas 4. 7%
Mato Grosso do Sul 3.5%
Minas Gerais 3.9%
Mato Grosso 3,6%
Distrito Federal 1.7%
kN ey

Figura 2. Regides brasileiras com maiores volumes de exportacdo de carne de frango.
Fonte: UBABEF (2012).

Segundo informacfes do MAPA (MAPA, 2012), fatores como qualidade, sanidade e
preco contribuiram para aperfeicoar a produtividade do setor avicola brasileiro. O
Brasil buscou modernizacdo e empregou instrumentos como 0 manejo adequado nas
granjas de criacdo dos animais, sanidade controlada, alimentacdo balanceada,
melhoramento genético e producdo integrada. Todos estes requisitos resultaram em
uma melhor qualidade ao produto avicola brasileiro o qual se destaca no cenario

mundial.

2 CARNE DE FRANGO

2.1 ABATE E PROCESSAMENTO

No Brasil, 0 MAPA tem anuéncia sobre as diretrizes no que tange a producéo de
produtos de origem animal. Desta forma, as industrias seguem o0s procedimentos
preconizados pelas legislacdes referente a este tipo de producédo (MAPA, 1952; MAPA,
1998; MAPA, 2005a; MAPA, 2006).
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As fases do processo de abate de frangos sdo mostradas no fluxograma da Figura
3. As aves provenientes das granjas sao transportadas em caminhdes dentro de
caixas e ao chegarem ao abatedouro permanecem em area de descanso até o inicio
do abate. Ao iniciar o0 abate, as gaiolas contendo as aves sédo removidas do caminhao
e colocadas sobre uma esteira transportadora e os animais sao retirados das gaiolas e
pendurados nos ganchos da noéria transportadora (MAPA, 1998).

Posteriormente, segue-se a insensibilizacdo que, geralmente, é feita por
eletronarcose sob imersdo em agua. A voltagem e amperagem devem ser
proporcionais ao tamanho e peso das aves, considerando-se ainda a extensdo a ser
percorrida sob imersdo. O atordoamento possui a finalidade de imobilizacdo da ave
durante a sangria, promovendo o relaxamento muscular e facilitando o escoamento do
sangue, além de criar uma condicdo de inconsciéncia, evitando assim o acumulo de
sangue nos musculos. O sacrificio sem a prévia insensibilizacdo s6 é permitido para
atender preceitos religiosos ou requisitos de paises importadores. A sangria deve ser
completa e permitir a perda maxima do sangue para assegurar que as aves hao
estejam respirando ao entrarem no tanque de escaldagem. Isso evitara a entrada de
agua nos pulmdes, prevenindo desta forma a contaminacdo interna da carcaca com
contaminantes presentes no préprio tanque de escaldagem. Para evitar isso, 0 tempo
minimo exigido pelo SIF para uma sangria total € de trés minutos, antes do qual nédo é
permitida qualquer outra operagcéao (MAPA, 1998).

Imediatamente apds o término da sangria, inicia-se a etapa de escaldagem. Dois
procedimentos podem ser usados nesta etapa: escaldagem por pulverizacdo de agua
guente e vapor ou por imersao em tanque com agua aquecida por vapor sendo este
ultimo o processo mais utilizado. A escaldagem consiste em manter as aves no tanque
com agua aquecida entre 52 — 63 °C por aproximadamente trés minutos o que facilitara
a retirada posterior das penas. O tempo e a temperatura sdo 0s parametros que
devem ser controlados. Nesta etapa a agua deve ter renovacdo continua (MAPA,
1998). Depois da escaldagem, as aves passam pelo processo de depenagem, que
consiste na remog¢ao mecanica das penas. Posteriormente a depenagem, as carcacas
devem ser lavadas em chuveiro de aspersdo dotados de agua potavel (MAPA, 2007)
com jatos orientados para atingir e lavar toda a carcaca, antes delas serem

evisceradas.
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FLUXOGRAMA DE ABATE DE AVES

RECEPCAO

INTERMEDIARIA

AREA LIMPA

10

11

12

14

15

16

17z

i8

1

Recepcéao das aves

2

v

Suprimento agua

Area de descanso

v

Descarregamento/ pendura

v

Uso nas etapas de
6 a 27

Atordoamento

v

Sangria

v

Escaldagem

v

Depenagem

v

Lavagem poés depenagem

v

Pré inspecéao

v

Corte de pés

13

3

Recepcgéao de
material seco

v

Processamento dos pés

Rependura/transpasse

v

Extracdo da cloaca

v

Corte abdominal

v

Eventragcao

v

Inspec&o post mortem

v

Figura 3. Etapas do abate de aves.

Fonte: MAPA (2006).
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AREA LIMPA

AREA FRIGORIFICA

19

22

23

24

25

27

28

29

30

31

32

33

20
Evisceracao ——» | Processamento de miudos
Remocao de pulméo e
traquéia
$ 21
Remocéo de Pré resfrlam.ento de miudos
cabeca/pescogo e miudezas
v R
Reviséo de carcaca
Lavagem final
v 26
Pré resfriamento de Producéo e
<+ "
carcacas estocagem de gélo

Insercao do pacote miudos

A A

v

Embalagem primaria

A

v

Embalagem secundaria

A

v

Resfriamento/Congelamento

v

Estocagem

v

Expedi¢éo

Figura 3 (continuagédo). Etapas do abate de aves.

Fonte: MAPA (2006).

A etapa de evisceracao é critica em decorréncia das possiveis contaminagfes que

podem ocorrer.

Nesta operacdo, cuidados devem ser observados para evitar o
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rompimento de visceras (MAPA, 1998). Imediatamente ap0s a evisceracdo, as aves
sdo submetidas a uma etapa de revisdo para identificar possivel presenca de
contaminagao gastrointestinal e/ou biliar (MAPA, 2006), sendo este controle de
responsabilidade de cada empresa. Segundo o Regulamento de Inspecéao Industrial de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) do MAPA, as carcagas que se contaminarem
com fezes durante a evisceracdo ou, em qualquer outra fase do abate, devem ser
condenadas (MAPA, 1952).

A preocupacao com o controle da contaminacao fecal nas carcacas de frango esta
relacionada com a presenca e contaminacéo de patdgenos, o que € um problema para
as industrias, as agéncias reguladoras e os consumidores (MAPA, 2006; MAINALI et
al., 2009). Estudo realizado por GIOTTO (2008) indicou que 2,8% das carcacas de
frango eram condenadas parcialmente em decorréncia de algum tipo de contaminacéao.
Segundo o autor, a contaminacdo das carcacas foi a segunda maior causa da
condenagéo total e a primeira entre as causas de condenacéo parcial. NASCIMENTO
et al. (2012) encontraram niveis de contaminacdo fecal em carcacas de frango que
variaram de 0,1 a 1,3%. No entanto, outros tipos de contaminacfes também podem
ocorrer em carcacas de frango como contaminacdes gastrica e biliar. Para SILVA
(2004), as contaminacdes constituem uma das principais perdas de carcacas de
frangos por causas nao patolégicas. Segundo HERENDA e FRANCO (1996), durante
todo o abate também pode ocorrer contaminacdo decorrente do extravasamento de
contetudo do papo, o qual é tdo grave quanto a contaminacao fecal.

Apos a etapa de revisdo, as carcacas devem ser lavadas com 1,5 L de agua e
posteriormente seguem para a etapa de resfriamento (MAPA, 1998). Segundo SOUZA
et al. (2012), o método de resfriamento convencional nas agroindustrias brasileiras € o
de imersado das carcacas em agua em resfriadores continuos, tipo rosca sem fim. De
acordo com a Portaria 210 do MAPA (MAPA, 1998), o resfriamento de carcagas deve
ser dividido em dois estagios. No primeiro, séo utilizados 1,5 L de agua por carcaca e
a temperatura deve ser < 16 °C. No segundo estagio, a proporcédo de agua € de 1 L
por carcaca e a temperatura deve ser <4 °C. Com relacdo a temperatura das carcagas
na saida do resfriamento, o MAPA estabelece que deve ser < 7 °C, podendo ser
tolerado uma temperatura de até 10 °C para carcagas destinadas ao congelamento

imediato. A etapa de resfriamento € um dos principais pontos de contaminacao
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cruzada uma vez que as bactérias podem permanecer na agua. Por isso, 0
resfriamento das carcacas deve ser rapido para evitar o crescimento microbiano
(HUEZO, 2007; ZHANG et al., 2011). Desta forma, no Brasil e na Uniao Europeia para
avaliar a eficiéncia microbiologica do resfriamento de carcacas, deve-se rotineiramente
verificar os niveis de aerébios mesofilos e Enterobacteriaceae na entrada e na saida do
sistema de resfriamento (EC, 1992; MAPA, 2007). No Brasil, devido a proibicdo de uso
de descontaminantes quimicos no processo de abate de frangos, inclusive na etapa de
resfriamento, a avaliacdo microbiologica também serve para verificar o uso intencional
destes produtos, ndo sendo admitido uma reducédo de mais de 2 Log UFC/g entre os
niveis de aerdébios mesofilos e Enterobacteriaceae nas carcacas antes e apos o
sistema de resfriamento (MAPA, 2004; MAPA, 2007).

ApoOs o resfriamento, as carcacas podem seguir dois destinos diferentes: corte ou
desossa, ou embalagem de frango inteiro. Ap6s a embalagem, os produtos séo
submetidos, geralmente, ao congelamento em tunel com ventilagdo forgcada com
temperaturas entre -30 °C e -35 °C por cerca de 6 h (BRESSAN et al., 2004). Apés
esta etapa, a carne de frango deve permanecer estocada em temperatura de -12 °C
com tolerancia maxima de 2 °C antes de serem expedidas para a comercializacdo no
mercado interno (MAPA, 1998) e de -18 °C para produtos destinados a exportacéo
(EC, 2004).

Devido a natureza dos produtos carneos e pelas caracteristicas do processo de
abate, todas as etapas sdo potenciais fontes de contaminag¢do microbiolégica das
carcacas e, consequentemente, do produto final. A presenca de micro-organismos
patogénicos nos animais vivos e que, posteriormente, podem resultar em produtos
contaminados para 0s consumidores é uma das principais preocupacfes das
industrias. Adicionalmente, os niveis de micro-organismos indicadores de qualidade e
higiene do processo e do produto sdo de extrema importancia para se atender os
requerimentos legais que devem ser mantidos durante o abate bem como, para validar
a qualidade dos produtos destinadas ao consumo. Por isso, o controle microbioldgico
de carcacas de frango ao longo do abate e processamento é importante para as
indUstrias monitorarem seus processos e tomarem acdes preventivas e corretivas

guando necessario.
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2.2 SISTEMAS DE QUALIDADE APLICADOS A PRODUCAO DE
CARNE DE FRANGO NO BRASIL

Os sistemas de controle de qualidade de alimentos comecaram a ser praticados
em 1945 com a criacdo da Organizacdo para Agricultura e Alimentacdo (FAO) sob o
comando das Nac¢bes Unidas e, em 1948, com a criacdo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (Tabela 4).

Tabela 4. Evolucao dos sistemas de qualidade de alimentos

Ano Evolucédo do sistema de qualidade

1945 Organizacédo para Agricultura e Alimentacgéo (FAO)

1947  Acordo Geral de Tarifas e Comeércio

1948 Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

1963 FAO/OMS Comissao do Codex Alimentarius

1994  Aplicacdo de medidas sanitarias e fitossanitarias

1995 Organizacdo Mundial do Comércio (OMC)

1997 Documento do Codex Alimentarius sobre principios e aplicacdo do sistema de
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

Fonte: Modificado de SPERBER (2005).

Em 1963, a FAO e a OMS criaram o Codex Alimentarius com o objetivo de proteger
a saude dos consumidores e para assegurar praticas justas no comércio mundial de
alimentos. Um ano antes da formacdo da OMC, em 1994, foi criado o Acordo Sanitario
e Fitossanitario para proteger a salude das pessoas, animais e plantas. Mais
recentemente, em 1997, o Codex Alimentarius publicou um documento sobre os
principios e aplicacdo do sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC), o qual representou um marco na gestdo da qualidade e inocuidade para
todos os tipos de alimentos, inclusive para carne de frango.

No Brasil, pode ser considerado que os programas oficiais de qualidade para carne
de frango iniciaram em 1952 com a publicacdo do RIISPOA (MAPA, 1952). Nos anos
seguintes, muitos avancos foram feitos na cadeia de producédo de carne de frango. Em
1994, o Brasil, sensivel a necessidade de garantir a qualidade dos produtos avicolas
fornecidos para o mercado interno e externo, através de medidas de controle sanitario,

implantou o plano nacional de sanidade avicola, com foco no controle de varias



Revisdo de Literatura 29

doencas nos animais e também, visando o controle em saude publica. Neste contexto,
foi estabelecido controle de Salmonella Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis e S.
Typhimurium (MAPA, 1994).

Em 1997, com o aumento da producdo e para se tornar lider na exportacdo de
carne de frango, o Brasil implantou a base dos atuais programas de seguranca e
inocuidade em carnes, em especial da carne de aves (MAPA, 1997a; MAPA, 1997D).
Desta forma, a Portaria 368 (MAPA, 1997a), tornou obrigatério a adocdo de BPF em
todos os estabelecimentos de producdo de alimentos de origem animal, enquanto que
a Circular 272 (MAPA, 1997b) definiu um prazo para implantacdo do Procedimento
Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) e APPCC em todos os estabelecimentos
envolvidos no comércio internacional de carnes.

Em outubro de 2003, o MAPA publicou a Instrucdo Normativa n° 70, definindo os
critérios para o monitoramento microbiolégico e controle de Salmonella em carcacas de
frangos e perus (MAPA, 2003). Desde entéo, todos os estabelecimentos sob o SIF
estdo sendo monitorados quanto a prevaléncia de Salmonella em carcacas colhidas
apols a etapa de resfriamento. Dentre os objetivos do programa de monitoramento
microbiolégico e controle de Salmonella spp. em carcacas de frangos e perus,
destacam-se:

- verificagdo da prevaléncia da Salmonella spp. nos produtos avicolas;

- formacdo de um banco de dados para andlise dos indices de contaminacdo nos
produtos avicolas;

- estabelecimento de padrdes quantitativos de aceitabilidade da contaminacdo dos
produtos avicolas;

- monitoramento constante do nivel de contaminacdo por este patdégeno em
estabelecimentos de abate de aves; e

- aumento das garantias de inocuidade dos produtos avicolas no mercado interno e

externo.

Através da publicacdo da Circular n°® 175 (MAPA, 2005a), tornou-se obrigatorio,
para todos os estabelecimentos de producgéo de alimentos de origem animal com SIF, a

implantacdo e manutencdo de programas de autocontrole, sujeitos a verificagdo oficial.
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Nesta circular foram definidos os elementos de inspecdo necessarios para manter um
programa de gestao da qualidade de produtos de origem animal. Estes programas sao
fundamentais para o controle sanitario de alimentos, os quais sdo requisitos basicos
para a garantia da inocuidade dos produtos de origem animal sendo que 0s mesmos
sdo baseados nas exigéncias da legislacdo brasileira e dos paises importadores de
carne de frango.

Com base no processo de producdo e na aplicagdo de instrumentos de gestao
voltados para a qualidade do produto, os estabelecimentos de carne devem manter os

seguintes programas:

1) manutencao das instalacdes e equipamentos;

2) vestiarios, sanitarios e barreiras sanitarias;

3) iluminacéo;

4) ventilacéo;

5) agua de abastecimento;

6) aguas residuais;

7) controle integrado de pragas;

8) limpeza e sanitizagdo — PPHO;

9) higiene, habitos higiénicos, treinamento e saude dos operarios;

10) procedimentos sanitarios das operacoes;

11) controle de matérias primas, ingredientes e material de embalagem;

12) controle de temperaturas;

13) calibragéo e aferigéo de instrumentos de controle de processo;

14) verificagcdo do programa APPCC;

15) testes microbiolégicos (programa de reducdo de patdégenos, testes
microbiolégicos para atendimentos especificos);

16) embasamento para certificacao;

17) controle da adicdo de agua nos produtos; e

18) bem estar animal.

No mesmo ano da publicacédo da Circular n°® 175, a Circular n°® 176 (MAPA, 2005b)
contemplou as instrucdes para a verificacdo do PPHO e aplicacdo dos procedimentos
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de verificacdo dos elementos de inspecao previstos na Circular n°® 175, definindo os
critérios a serem aplicados pelos fiscais federais, mediante os resultados obtidos nas
acoOes de verificagao oficial.

Em 2007, o MAPA publicou a Circular n® 12 (MAPA, 2007) com a finalidade de
padronizar os procedimentos de fiscalizacdo dos estabelecimentos produtores de carne
de aves e ovos. Neste documento o MAPA estabeleceu a frequéncia de andlises de
produtos e do processo, bem como os tipos de analises a serem feitas.

Apesar da obrigatoriedade do uso do sistema APPCC ter sido implantado desde
1997 (MAPA, 1997b) e adotado como um dos programas de autocontrole em 2005
(MAPA, 2005a), em 2006, o MAPA identificou a necessidade de definir diretrizes gerais
no que tange a aplicacdo do sistema APPCC para a producdo de carne de aves
(MAPA, 2006). Desta forma, foi publicada a Circular n°® 668 (MAPA, 2006) com o
modelo genérico de plano de APPCC para o processo de abate de aves. Este plano
foi preparado levando-se em consideracdo a legislacdo brasileira e também dos
principais mercados importadores de carnes de aves do Brasil, sobretudo da Uni&o
Europeia, Canada e de paises produtores como os EUA.

A partir do plano de APPCC genérico, cada estabelecimento de abate teve que
adaptar o seu plano para atender os requisitos estabelecidos na Circular 668. No
entanto, o plano genérico tornou obrigatoria a adocdo de quatro Pontos Criticos de
Controle (PCC): um de natureza quimica, um de natureza fisica e dois de natureza
biolégica, conforme mostrado na Tabela 5. O PCC1Q é relacionado com as
informacdes de medicamentos usados durante a criagdo dos animais e o PCCI1F é
para controlar a presenca de metais nos produtos como carcacas e cortes de aves. O
PCC1B deve evitar que as carcagas com contaminagcdo gastrointestinal e/ou biliar
entrem no sistema de resfriamento. O PCC2B esta focado no controle do tempo e da
temperatura que os produtos devem atingir para estarem em conformidade, ou seja,
devem atingir 4 °C em até 4 h. Nos dois PCC de natureza bioldgica o perigo indicado
no plano genérico € a contaminacdo das carcacas com Salmonella e também, o
controle da sua multiplicagéao (MAPA, 2006).

Para atendimento do PCC1B, na etapa de revisao (Figura 3, etapa 24), 100% das
carcacas devem ser monitoradas pela industria interna e externamente quanto a

presenca de contaminacdo gastrointestinal e/ou biliar. Caso seja identificada a
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presenca de contaminacao aparente, pela inspecéo visual de funcionarios presentes na
linha, medidas corretivas e preventivas devem ser adotadas. Como uma das medidas
corretivas estabelecidas no plano genérico, deve-se

remover as carcacas

contaminadas da linha de abate principal para correcdo da ndo conformidade (MAPA,

2006).

Tabela 5. Pontos criticos de controle obrigatorio para abatedouros de aves no Brasil

PCC

Limite critico

Recepcéao das aves:

PCC1Q

(Presenca de residuos acima
do LMR)

Revisao de carcaca:
PCC1B

(Presenca de contaminacéo
gastrointestinal/biliar como
indicador da presenca de
Salmonella spp.)

Embalagem secundaria:
PCC1F

(Presenca de metais em nivel
inaceitavel)

Resfriamento/ Congelamento:

PCC2B
(Multiplicacdo de Salmonella)

Tolerancia zero para auséncia das informacdes da
granja quanto ao uso e retirada de drogas
veterinarias dentro do prazo de caréncia
estabelecido pelo fabricante em atendimento a
legislacéo aplicavel (Boletim sanitario)

Tolerancia zero para contaminagdo externa e
interna visivel por conteddo gastrointestinal e bile
nas carcagas que passaram pela etapa de revisao

Presenca de metais em nivel inaceitavel no produto

Os produtos devem atingir 4 °C em 4 h

Fonte: Modificado de MAPA (2006).

Apesar da Circular 668 (MAPA, 2006) ndo estabelecer como devem ser as acbes

corretivas para remover a contaminagao gastrointestinal e/ou biliar das carcacas, o
MAPA orientou que a remocdo da contaminagcdo gastrointestinal e/ou biliar das
carcacas deveria ser feita pelo refile (FRANCHIN et al., 2007). A remocdo da
contaminacao pelo refile foi a Unica pratica adotada por todos os estabelecimentos de
aves entre 2006 a outubro de 2011. Em outubro de 2011, através da Resolugédo n° 4, o

MAPA autorizou o uso de lavagem com agua potavel (BRASIL, 2007) para remover a



Revisdo de Literatura 33

contaminacdo gastrointestinal das carcacas de frango (MAPA, 20l1la). Para as
empresas interessadas em adotar este procedimento em suas linhas de producédo para
a substituicao do refile como medida corretiva para o PCC 1B elas devem apresentar
ao MAPA um protocolo de testes. De acordo com a Resolucdo n° 4, o protocolo de
testes deve contemplar parametros mensuraveis relacionados ao processo de
lavagem, de forma a comprovar o atendimento de requisitos que garantam a remocao
total da contaminac&@o por conteddo gastrointestinal visivel nas superficies externas e
internas das carcacgas. Posteriormente, através da Circular n° 18 (MAPA, 2011b), o
MAPA limitou o uso da lavagem apenas para a remocdo de contaminacéo
gastrointestinal, ndo se aplicando este procedimento para a remoc¢ao de contaminacao
biliar, a qual deve ser removida ainda por meio do refile.

Em 2009, objetivando o controle das principais salmonelas de importancia em
saude publica no sistema de producdo de aves e por se tratar de um patégeno de
grande prevaléncia na criagdo avicola, o MAPA publicou a Circular n° 01 (MAPA,
2009). Esta nova regulamentacéo teve como finalidade determinar a prevaléncia de S.
Typhimurium e S. Enteritidis em estabelecimentos de criagdo de frangos de corte e
perus, o delineamento de metas para a sua reducdo e o atendimento de certificados
sanitarios internacionais.

Além das exigéncias legais do Brasil referente aos requisitos de qualidade e
inocuidade da carne de frango destinada aos mercados internos e externos, as
industrias devem atender os requisitos dos paises importadores, como por exemplo as
dos paises membros da Unido Europeia (EC, 2007). Entre essas exigéncias,
predominam as de natureza microbioldgica, principalmente em relagdo ao controle de
Salmonella. O atendimento das exigéncias legais internas e dos paises importadores é
de fundamental importancia para o Brasil manter sua condicdo de um dos principais

produtores e lider nas exportacdes de carne de frango.

3 MICROBIOLOGIA DA CARNE DE FRANGO

A etapa de criacdo pode ser epidemiologicamente importante na disseminacao de

bactérias patogénicas entre 0os animais e, consequentemente, dar origem a produtos
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contaminados (MAREMAE et al., 2010; DONADO-GODOY et al., 2012). Os patégenos
mais importantes e mais frequentemente encontrados em frangos antes do abate s&o
Campylobacter e Salmonella (COSTA, 1996; MORAN et al., 2009; YANG et al., 2011;
DONADO-GODOQY et al., 2012; EFSA, 2012). Com isso, 0s animais destinados a
producédo de carnes podem ser portadores assintomaticos de patégenos (EFSA, 2012).
Estes micro-organismos também podem ser encontrados nas carnes destinadas ao
consumo (ARSENAULT et al., 2007; FRANCHIN et al., 2007; CHRYSTAL et al., 2008;
GHAFIR et al., 2008; PEPE et al., 2009; MARAMAE et al., 2010).

Frangos, mesmo que saudaveis, entram no abatedouro carregando milhdes de
bactérias (CASON, 2004; CASON et al., 2007; DIONE et al., 2009) e, durante o abate,
contaminacgdes cruzadas podem ocorrer pelo contato com 0s equipamentos e ambiente
(SMITH, 2005; RASSCHAERT et al., 2008). Durante o abate, enquanto algumas
etapas do processo podem reduzir 0os niveis de bactérias presentes nas carcacas,
outras podem contribuir para aumentd-las (BERRANG & DICKENS, 2000;
ROSENQUIST et al.,, 2006; ZHANG et al.,, 2011). Na Tabela 6, sdo mostrados os
principais patdgenos de importdncia em carcagas e parte de carcacas in natura de

bovino, caprino, suino e aves.

Tabela 6. Pat6genos importantes em carcacas e parte de carcacas de animais

Patégenos Carcagas e partes de carcacas

Bovino Caprino Suino Aves
Salmonella + + + +
Campylobacter - - - +
Escherichia coli O157:H7 + - - -

+: importante; -: pouco importante
Fonte: FSIS (2007).

Segundo dados do Servico de Inspecdo e Seguranca Alimentar (FSIS) do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), os micro-organismos mais
importantes em carnes sdo Salmonella, Campylobacter, E. coli 0O157:H7, L.
monocytogenes, S. aureus, C. perfringens e C. botulinum. Entretanto, Salmonella e
Campylobacter sdo os riscos biolégicos potenciais quando presentes em carcacgas e
partes de carcacas de frango (FSIS, 2007).

Segundo MBATA (2005), o numero de células de Campylobacter presente em

carcacas de frangos ap0s o processamento € maior do que o de Salmonella. Para
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Campylobacter, os valores podem chegar a 10° UFC/carcaca e para Salmonella,
apesar da prevaléncia ser elevada, as contagens geralmente sao baixas (MBATA,
2005; BORSOI et al.,, 2010). As diferencas de comportamento da Salmonella e

Campylobacter no intestino das aves estédo descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Diferencas de comportamento de Salmonella e Campylobacter no intestino
de aves

Aspectos Comportamento

Salmonella Campylobacter
Susceptibilidade do hospedeiro Susceptivel N&o relatada
Sitio de preferéncia Ceco Ceco
Tipo de colonizacéo Transiente/Intermitente Persistente
Niveis de colonizagdo Variavel Elevado
Invasdo Algumas estirpes Algumas estirpes

Fonte: Modificado de MBATA (2005).

Pelas informacbes apresentadas na Tabela 7, as duas principais diferencas
observadas entre o comportamento de Salmonella e Campylobacter no intestino de
frangos vivos sdo o tipo e o nivel de colonizagdo. Para Salmonella, o tipo de
colonizacdo pode ser temporario com periodos de presenca e outros de auséncia de
colonizacdo e com quantidades variadas de bactéria. Por outro lado, Campylobacter
coloniza o intestino das aves de forma persistente e, geralmente, com grandes
guantidades. Nos animais, geralmente, as infeccbes causadas por Salmonella séo
subclinicas e, por isso, a bactéria pode facilmente se espalhar entre as aves de um
mesmo lote e estas expelirem a bactéria de forma intermitente ou persistente (EFSA,
2009).

As bactérias do trato intestinal sdo separadas das carcacas dos frangos quando as
visceras sdo removidas durante a etapa de evisceracdo, mas pelas caracteristicas do
processamento, 0 conteudo gastrointestinal pode contaminar as carcacas (GIOTTO,
2008; NASCIMENTO et al., 2012). Entretanto, as bactérias que contaminam as
carcacas podem estar aderidas as penas e a pele das aves (DIONE et al., 2009;
MAINALI et al., 2009), mas também podem causar contaminagdo cruzada durante o
abate e processamento (RASSCHAERT et al., 2008).
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Além de patégenos como Salmonella e Campylobacter, as aves levam para dentro
dos abatedouros milhdes de outras bactérias sendo que estas podem ser encontradas
também nas carcacas e produtos derivados delas. Entre as principais bactérias
encontradas nas carcacas de frango estédo as de origem fecal como E. coli, coliformes,
aerobios mesdfilos e Enterobacteriaceae (CASON et al., 2004; CASON et al., 2007,
FRANCHIN et al., 2007; GHAFIR et al., 2008), as quais também devem ser controladas
em decorréncia de requisitos legais (MAPA, 2007; EC, 2007).

3.1 SALMONELLA

3.1.1 CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA

A primeira identificacdo do género Salmonella ocorreu no final do século XIX e seu
nome refere-se ao cientista Daniel EImer Salmon (GAST, 2003). Atualmente, o género
Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e é constituido pelas espécies S.
bongori e S. enterica, sendo esta Ultima dividida em seis subespécies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada uma das subespécies (ou
espécie, no caso de S. bongori) ainda € subdividida em func¢éo de seu perfil antigénico.
A espécie S. bongori agrupa 22 sorotipos e as subespécies de S. enterica séo
compostas por mais de 2400 sorotipos. A distingdo antigénica segue o esquema de
classificagdo proposto por Kauffmann-White (POPOFF et al., 2004, GREMONT &
WEILL, 2007). Este é um método amplamente utilizado para a caracterizacdo das
salmonelas e 0 mesmo baseia-se na variabilidade antigénica dos antigenos somaticos
(O) de natureza polissacaridica, e flagelar (H) de natureza proteica, presentes na
parede celular da bactéria (BALE et al., 2007; GREMONT & WEILL, 2007). Na
classificacdo, os sorotipos ndo devem ser indicados em italico e a primeira letra deve
ser mailscula. Na pratica, o0 nome da subespécie ndo precisa ser indicado, uma vez
gue somente 0s sorotipos da subespécie enterica tém nome (POPOFF et al., 2004).
Assim, por este esquema, Salmonella Enteritidis passaria a ser Salmonella enterica

subespécie enterica sorovar Enteritidis.
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Salmonella é um bacilo Gram negativo e ndo formador de esporos. E anaerdbio
facultativo, produz gas a partir de glicose (exceto S. Typhi) e é capazes de usar o
citrato como unica fonte de carbono (BRENNER, et al. 2001). Pode ser mével ou néo,
sendo que a maioria dos sorotipos possui flagelos peritriquios (MARTINEZ, 2006;
LOUREIRO et al., 2010).

As bactérias do género Salmonella sdo relativamente resistentes ao calor, mas nao
sobrevivem a temperatura de 55 °C por 1 h ou de 60 °C por 15 a 20 min (GAMA, 2001).
O crescimento das salmonelas € retardado por baixas temperaturas, por isso, O
controle do tempo e temperatura, como por exemplo, 4 °C por até 4 h sdo parametros
importantes na producdo e comercializacdo de produtos avicolas (MAPA, 2006). Sé&o
mesofilas, com temperatura de crescimento étima entre 35 e 37 °C e possuem a forma
de bacilos pequenos medindo 0,7 a 1,5 pum por 2,0 a 5,0 um. A maioria dos sorotipos
de Salmonella é produtora de géas, H,S, sédo lisina e ornitina descarboxilase positivas,
mas negativas para urease e indol (ISO, 2002). Em relacdo ao pH, a Salmonella
cresce em intervalo de 4,5 a 9,0, com crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5.
Geralmente, em pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0 as salmonelas sdo eliminadas
lentamente (COSTA, 1996). A atividade de agua (aW) ideal é de 0,995, mas podem se
multiplicar em aW de 0,93 a 0,95 (FRAZIER & WESTHOFF, 1993).

A maioria dos sorotipos de Salmonella estd amplamente difundida na natureza,
principalmente na cadeia avicola (SUMMER et al., 2004; WHITE et al., 2007; DIONE et
al., 2009; BERRANG et al., 2009; BORSOI et al., 2010; EFSA, 2011; MENDONCGCA,
2011). Os sorotipos de Salmonella sdo capazes de infectar uma grande variedade de
animais, sendo as aves um dos mais importantes reservatorios capazes de introduzir a
salmonela na cadeia alimentar do homem (EFSA, 2012). Alguns sorotipos tém seu
habitat limitado a alguns hospedeiros, sendo estes denominados de hospedeiros
especificos, como por exemplo os sorotipos Typhi e Paratyphi A para seres humanos,
Abortusovis para ovelhas, Gallinarum e Pullorum para aves e Choleraesuis para suinos
(LOUREIRO et al.,, 2010). No entanto, Salmonella Typhimurium e Salmonella
Enteritidis sdo os sorotipos de maior interesse em saude animal uma vez que sdo 0s
principais responséveis por causar doengcas em humanos (MAPA, 2009; EC, 2011;
EFSA, 2012).
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A transmissdo de sorotipos de Salmonella pode ocorrer de diversas formas e,
portanto, sua epidemiologia € bastante complexa (EFSA, 2012). Salmonella Enteritidis
€ transmitida verticalmente de ovarios e ovidutos infectados para os ovos de frangas de
postura. Outra via € a penetracdo da bactéria através da casca do ovo pelas fezes das
aves quando o ovo passa pela cloaca (MINE, 2005). Segundo KOTTWITZ et al.
(2007), a capacidade de transmissédo transovariana da S. Enteritidis para 0os ovos
resultou em uma ampla disseminacdo e persisténcia desse sorotipo na industria
avicola. Uma vez que a Salmonella Enteritidis atinge uma ave, esta é facilmente
disseminada através das fezes (PLYM FORSHELL & WIERUP, 2006) e permanece no
meio ambiente (DAVIES & WRAY, 1996; ZANCAN et al., 2000).

A transmissdo de Salmonella aos humanos ocorre através da ingestdo de
alimentos ou agua contaminados. Os alimentos de origem animal crus ou mal cozidos,
principalmente carne de frango e em especial ovos, vegetais e frutas sdo os mais
freqientemente envolvidos em surtos. O periodo de incubacéo é de 6 a 72 h apds a
ingestédo do agente, havendo um desenvolvimento brusco de febre, mialgias, cefaleia e
mal estar. Os sintomas principais consistem em dores abdominais, nausea, vomitos e
diarréia. Comumente a salmonelose tem curso benigno e a recuperacéo clinica ocorre
de dois a quatro dias (EFSA, 2012).

3.1.2 SALMONELLA NA CADEIA DE PRODUCAO DE FRANGO DE
CORTE

Salmonella é o patdgeno de maior importancia na criagdo de frangos e em
produtos avicolas devido ao grande impacto econbémico em saude publica (MAPA,
2003; MAPA, 2006; MAPA, 2009; EFSA, 2012). Os inumeros estudos relatados na
literatura cientifica mostram que a Salmonella tem distribuicdo mundial e os sorotipos
encontrados na cadeia avicola variam de acordo com cada estudo.

Na Unido Europeia, a avaliagdo de amostras de cama das granjas de frango de
corte, mostrou que em 2009 o percentual médio de presenca de Salmonella foi de 5,0%
com variagao de zero a 32,4% entre os 27 estados membros. No ano de 2010, o

percentual médio caiu para 4,1% com variagdo de zero a 32,9%. Entre as amostras
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positivas, S. Enteritidis e S. Typhimurium foram encontradas em 0,7% das amostras
detectadas em 2009 e em 0,4% das amostras positivas analisadas em 2010. A Unido
Europeia adota para estes dois sorotipos uma meta de positividade menor do que 1.0%
em amostras de cama de granjas de frango de corte antes do abate. Para produtos
avicolas colhidos durante o abate, o percentual médio de Salmonella encontrado foi de
5,3% em 2009 e 4,8% em 2010 (EFSA, 2012) sendo que em carnes in natura ndo é
admitida a presenca de Salmonella Enteritidis e Typhimurium (EC, 2011).

Na Colémbia, DONADO-GODOQY et al. (2012) encontraram 65% das amostras de
cama de granjas de frango de corte positivas para Salmonella entre 70 granjas
analisadas. Segundo os autores, entre as amostras positivas S. Java foi a mais
prevalente (76,4%) seguida de S. Heidelberg (22,7%).

No Senegal, DIONE et al. (2009) avaliaram a presencga de Salmonella nas etapas
de criacdo, abate e comercializacdo de frango. Na etapa de criacdo, os autores
encontraram Salmonella em 35,1% das amostras de fezes e em 38,6% das amostras
de pele. No abate, os lotes avaliados na etapa de criagcédo resultaram em 29,8% de
positividade de Salmonella na carne. Em amostras de carne de frango colhidas em
restaurantes, foi detectado um nivel de positividade de 14,3%. Salmonella Brancaster
foi 0 sorotipo mais encontrado nas amostras de fezes, pele e masculo.

O transporte dos animais das granjas até o abate pode ser importante no aumento
da disseminacdo de Salmonella devido a disseminacao pelas fezes. MAINALI et al.
(2009) constaram que 57,1% dos lotes de frango estudados estavam contaminados
com Salmonella e que longos periodos de transporte dos animais e de espera antes do
abate sdo importantes fatores que contribuem para o aumento de contaminacdo das
carcacgas com a bactéria.

Em carcacas de frango a presenca de Salmonella é variavel. Durante o ano de
2005 foram analisadas no Reino Unido 877 amostras foram analisadas com obtencéo
de uma média de positividade de 4% (MELDRUM & WILSON, 2007). No Canada,
ARSENAULT et al. (2007) estudaram a incidéncia e os fatores de risco associados a
presenca de Salmonella em carcagcas com informacgdes da fase de criacdo dos animais.
Os resultados mostraram que a bactéria estava presente em 21,2% das carcacgas
analisadas e que o principal fator de risco associado a este fato foi a presenca da

bactéria no intestino dos animais.
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BOSCAN-DUQUE et al. (2007) isolaram Salmonella em 23% das amostras de
figado e ceco obtidas em dois abatedouros de frango da Venezuela. Cinco sorotipos
diferentes foram isolados das amostras positivas sendo eles: S. Parathyphi B (62%), S.
Heidelberg (31%), S. Amager (3%), S. Javiana (3%) e S. Idikan (1%). KEGODE et al.
(2008) detectaram Salmonella em 4,1% de amostras de frango e 0s sorotipos
encontrados foram S. Kentucky, S. Typhimurium var Copenhagen, e S. Blockley.

DALLAL et al. (2010) detectaram Salmonella em 86 (45,0%) de 190 amostras de
carne de frango analisadas. Salmonella Thompson foi o sorotipo mais isolado nas
amostras de carne de frango com 65 (75,0%) isolados obtidos, seguido de S. Hadar
com 6 (7,0%), S. Enteritidis com 5 (5,8%), S. Virginia com 3 (3,5%) e S. Paratyphi C
com 2 (92,3%). Para estes autores, o percentual de positividade e os sorotipos de
Salmonella encontrados variam de acordo com os estudos que séo realizados

O RASFF (rapid alert system for food and feed) detectou entre 01/01/12 a 30/11/12,
111 violagBes em produtos de aves que circularam pelos paises membros da Unido
Europeia por problemas de qualidade. Dentre elas, 51,3% foram por problemas
microbioldgicos, sendo a presenca de Salmonella a principal causa (89,5%). Com
relacdo aos produtos de aves exportados do Brasil para a Unido Europeia foram
detectados neste mesmo periodo 13 violacdes, sendo oito por presenca de Salmonella
spp, trés por S. Enteritidis, um por S. Typhimurium e um por S. Infantis (RASFF, 2012).

No Brasil a presenca de Salmonella também tem sido detectada em produtos
avicolas e em ambientes de abate de frangos. SANTOS et al. (2000) analisaram
amostras de carcacas de frangos de quatro diferentes marcas comerciais e
constataram que a bactéria estava presente em 32,0% das amostras. CARVALHO &
CORTEZ (2005) detectaram Salmonella em 13,3% das amostras de carcacas
analisadas e TIROLLI & COSTA (2006) em 50% das amostras de carcacas de frango.
Em estudo sobre a incidéncia de Salmonella em diferentes etapas do processamento
de frangos em um abatedouro no Brasil, REITER et al. (2007) observaram que a
bactéria estava presente em 5,4% das amostras testadas. As maiores contaminagdes
por Salmonella estavam presentes nas gaiolas de transporte dos animais e na agua de
escaldagem com 16,7%; seguido de contaminagcfes na asa congelada com 13,3%, na
coxa congelada com 13,3% e na pele de peito e de coxa com 10%. Na analise de

amostras do intestino, a porcentagem de positividade por Salmonella foi de 6,7%.
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Além da presenca da bactéria em carcagas e carnes de frango, Salmonella
também pode ser encontrada em etapas do abate dos animais. CANSIAN et al. (2005)
encontraram Salmonella em 28,6% das amostras de agua de escaldagem de um
abatedouro de frangos no Brasil. Segundo os autores, a temperatura da agua de
escaldagem durante o estudo variou de 59 °C a 62 °C, sendo esta uma faixa de
temperatura inibitoria para a maioria dos micro-organismos, mas sem a capacidade de
eliminacéo total da microbiota presente devido a alta concentracao de bactérias. Neste
mesmo estudo 0s autores ndo encontraram a presenca de Salmonella na agua de
resfriamento de carcacas, apesar da bactéria ter sido identificada em etapas anteriores
do processo de abate.

Uma acéo regulatéria adotada nos ultimos anos em varios paises € a avaliagdo da
presenca de Salmonella em carcacgas de frango apdés o sistema de resfriamento (MEAD
et al., 2010). No Brasil, esta avaliacao é feita desde 2003 (MAPA, 2003). Os EUA
adotam este monitoramento desde 1996 (USDA, 1996) sendo que em 2012 houve uma
revisdo do programa americano, com diminuicdo do numero de carcacas positivas de
Salmonella admitidas em cada ciclo de amostragem (FSIS, 2012). Na Unido Europeia,
os estados membros também avaliam a presenca da bactéria em carcacas apés o
resfriamento e o0 programa europeu também passou por uma alteracdo recente (EC,
2011). As informacdes da amostragem e critério de aceitacdo dos programas de
monitoramento de Salmonella em carcacas de frango praticado no Brasil, EUA e Uni&o
Europeia sdo mostrados na Tabela 8.

No Brasil, por exemplo, o critério microbiolégico adotado é de n=51 e c=12; sendo
n o numero de unidades de amostras representando um ciclo de amostragem e ¢ o
numero maximo de unidades de amostras que podem conter a presenca de Salmonella
(MAPA, 2003).

Entre outubro de 2003 e julho de 2008 foram colhidas pelo SIF, 113.139 carcacas
de frango apds o resfriamento para avaliar a presenca de Salmonella, referente ao
programa de reducdo de patdogenos do MAPA (MAPA, 2003). Destas, 6.860 (6,05%)
continham a bactéria (MAPA, 2010). Das amostras positivas entre 2004 e 2009, 2.293
isolados foram ribotipados e identificados em nivel de sorotipo. Nesta avaliagdo foram
identificados 14 diferentes sorotipos de Salmonella, sendo que S. Enteritidis foi a mais

prevalente com 47,7%, seguida de S. Typhimurium com 9,03% e de S. Agona com
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5,32%. Os demais sorotipos de Salmonella encontrados tiveram prevaléncias abaixo
de 5,0%. Entre os isolados, 1.361 (59,3%) foram oriundos de carcacas de frango
colhidas da regido sul do Brasil. Destas amostras, 54,04% foram identificadas como
sendo S. Enteritidis, 5,70% como S. Agona e 5,36% como S. Typhimurium (BARROS
DE FREITAS, 2011).

Tabela 8. Critério microbiolégico para Salmonella em carcacas de frango no Brasil,
EUA e Unido Europeia

Paises NUumero de amostras Numero maximo de amostras
testadas por ciclo positivas aceitavel

Brasil 51 12

Unido Europeia® 50 5

EUA® 51 8

Fontes: " MAPA (2003); “ EC (2011); °FSIS (2012).

Na Unido Europeia, durante o ano de 2008, 15,6% de carcacas colhidas ap6s o
resfriamento estavam positivas para Salmonella. No entanto, entre os estados
membros, a variacdo da prevaléncia de Salmonella variou de 0% a 85,6%. Em 2007, a
positividade encontrada entre os paises membros foi de 1,0% na Roménia a 43,5% na
Hungria. Em paises como a Dinamarca, Finlandia, Irlanda e Noruega, com programas
bem consolidados para controlar Salmonella em carne de frango, os percentuais de
presenca de Salmonella sdo bastante baixos. Os sorotipos de Salmonella mais
encontrados em carcacas de frango durante o ano de 2007 na Unido Europeia foram:
S. Kentucky, S. Enteritidis, S. Paratyphi B, S. Java, S. Infantis, S. Typhimurium, S.
Hadar, S. Virchow, S Agona, S. Ohio, e S. Indiana, apesar de uma grande quantidade
de isolados nao terem sido identificados (EFSA, 2009). Em 2009 a variacao de
positividade de Salmonella em carcacas de frango na Unido Europeia foi de 0,0% a
68,0% e em 2010 foi de 0,0% a 24,0%. A Estbnia foi o pais onde Salmonella no foi
encontrada entre as amostras analisadas e a Hungria foi o pais com maior prevaléncia.
Em relac&o aos sorotipos encontrados em carne de frango, no ano de 2010 S. Infantis
foi o mais prevalente com 58,8% dos isolados, seguido de S. Kentucky com 5,7%, S.
Enteritidis com 4,3%, de S. Java com 4,6% e S. Bredney e S. Muenchen, ambas com
2,1% (EFSA, 2012).
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Nos EUA, no ano de 2011 foram analisadas 4.897 carcacas de frango referente ao
programa americano de reducdo de patdégenos. Destas, 315 (6,4%) estavam positivas
para Salmonella (FSIS, 2012). Os resultados dos EUA ndo podem ser comparados
com os do Brasil e da UE, pois naquele pais é utilizado descontaminante de carcacas
na etapa de resfriamento, enquanto que na Unido Europeia e no Brasil esta pratica néo
€ permitida (MAPA, 2004; EC, 2004).

No Brasil, a presenca de Salmonella em produtos avicolas também foi avaliada em
amostras congeladas colhidas no varejo em um programa da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Nesta avaliacdo, foram colhidas amostras de todas as
regides do pais entre agosto de 2004 a julho de 2006 (ANVISA, 2008). Os resultados
deste programa mostraram que 3,0% das amostras continham a presenca de
Salmonella. Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados obtidos nas amostras de cada

regiao.

Tabela 9. Prevaléncia de Salmonella em carcacas de frango congeladas colhidas no
varejo em cinco regides do Brasil

Regido Carcacas de frango congeladas

Examinadas (n°) Positivas (n°) %
Norte 194 6 3.1
Nordeste 522 18 3,4
Centro-Oeste 550 10 1,8
Sudeste 838 32 3,8
Sul 524 16 3,0
Total 2.710 82 3,0

Fonte: Adaptado de ANVISA (2008).

Os resultados obtidos demonstraram que a prevaléncia de Salmonella em carcacgas
congeladas foi baixa e menor do que os resultados obtidos em carcacas resfriadas
apos o abate (MAPA, 2010). As amostras colhidas na regido centro-oeste foram as
gue apresentaram menor positividade para a bactéria com 1,8% e as amostras da
regido sudeste apresentaram o maior nivel de contaminagdo, com 3,8% (Tabela 9).
Neste estudo, S. Enteritidis foi a mais prevalente, com 48,8% dos isolados, seguido de
S. Typhimurium com 7,2%. Neste monitoramento também foi avaliada a quantidade de

Salmonella em 634 das 2710 amostras de carcacas de frango colhidas. Os resultados
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mostraram que entre as amostras positivas, 99,6% apresentaram contagem de
Salmonella menor que 0,03 NMP/g (ANVISA, 2008).

A preocupacdo com o controle de Salmonella em produtos avicolas é devido ao
seu impacto na saude publica uma vez que este patégeno € uma das principais causas
de enfermidades transmitidas por alimentos ao homem. Segundo informacfes do FDA,
a Salmonella foi a principal causa dos recalls (51,3%) feitos nos EUA em 2012 entre
diversos tipos de alimentos (FDA, 2012). Na Unido Europeia, a carne de aves tem sido
associada com os casos de salmonelose (EFSA, 2012) e por isso, acfes regulatérias
tém sido adotadas para controlar a presenca em produtos destinados ao consumidor
(EC, 2007; EC, 2011). Em 2008, 2009 e 2010, foram registrados 134.579, 108.618 e
99.020 casos de salmonelose, respectivamente. Esta diminuicdo nos casos de
salmonelose na Unido Europeia esta associada com os esfor¢cos dos paises membros
para controlar a bactéria nas principais cadeias de producdo de alimentos e,

principalmente em carne avicola (EFSA, 2012).

3.1.3 IDENTIFICACAO DE SALMONELLA

Na busca pela producdo de alimentos seguros a saude dos consumidores no que
tange a identificacdo de produtos contaminados com Salmonella bem como acelerar a
liberacdo de produtos avicolas ou etapas da producdo que requerem controle da
bactéria ou ainda para estudos de epidemiologia de surtos de salmonelose, a
identificacdo da bactéria e da possivel fonte de contaminacéo ou do tipo de Salmonella
€ de grande importancia para as industrias, governos e consumidores.

A identificagdo tradicional de Salmonella tem sido rotineiramente feita em
laboratorios de industrias e de pesquisa com base nas caracteristicas bioquimicas e
soroldgicas do género Salmonella (ISO, 2002; DIECKMANN & MALORNY, 2011).
Porém, nos ultimos anos alguns paises tém focado suas exigéncias dos produtos
avicolas no controle de alguns tipos de Salmonella como, por exemplo, S. Enteritidis e
S. Typhimurium, uma vez que estes sorotipos sdo os de maior impacto na saude
publica (MAPA, 2009; EC, 2011). Nestes casos, no produto no qual for detectada a

presenca de Salmonella, a bactéria deve ser isolada e identificada de alguma forma
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para comprovar ou ndo a presenca destes sorotipos. Para a industria de alimentos o
tempo necessario para esta identificacdo pode ser crucial, uma vez que o produto deve
permanecer retido até a concluséo final da anélise. Na legislagdo da Unido Europeia, a
identificagcdo de Salmonella em produtos avicolas in natura deve ser feita pela técnica
padrdo de sorologia, baseada no esquema de White-Kauffmann-Le Minor (EC, 2011),
o0 qual é conhecido como padrdo internacional (GREMONT & WEILL, 2007) ou por
outro procedimento validado.

Atualmente, algumas técnicas estdo disponiveis para uso na identificacdo de
Salmonella. Entre estas técnicas podem ser destacadas a sorologia classica
(GREMONT & WEILL, 2007), as bioquimicas automatizadas (BIOMERIEUX, 2010), as
genéticas e, mais recentemente, a de espectrometria de massas (DIECKMANN et al.,
2008; ASSIS et al., 2011; DIECKMANN & MALORNY, 2011).

A técnica tradicional de identificacdo soroldgica baseada no esquema de White-
Kauffmann-Le Minor € amplamente aceita como padrdo internacional para a
diferenciacdo de Salmonella abaixo do nivel de subespécies. Esta técnica € baseada
em uma combinacdo de reac¢des bioquimicas e soroldgicas, sendo esta através de
antigenos somatico “O”, flagelar “H”, e capsular “Vi” (GREMONT & WEILL, 2007;
DIECKMANN & MALORNY, 2011). No entanto, a técnica de sorotipagem é cara,
trabalhosa, requer muito tempo para se obter o resultado e sdo necessarios mais de
250 antissoros (DIECKMANN & MALORNY, 2011).

Um dos sistemas automatizados para a identificagdo bioquimica de micro-
organismos, inclusive para alguns tipos de Salmonella, é o VITEK 2™ (BIOMERIEUX,
2010). Este sistema identifica o micro-organismo baseando-se nas caracteristicas
bioguimicas do mesmo. Para a montagem do banco de dados do sistema foram
recolhidos dados de estirpes conhecidas para se estimar as reacfes tipicas das
bactérias possiveis de serem identificadas. Se o sistema ndo reconhecer um padrdo
unico de identificacdo, ele fornece uma lista de possiveis micro-organismos, ou, O
mesmo é determinado como estando fora da capacidade da base de dados do sistema.
O relatorio da identificagdo contém sugestbes quanto a testes suplementares para
completar a identificagdo, caso necesséario. Ao final da identificagdo, um valor
guantitativo da porcentagem de probabilidade € calculado de acordo com as reacdes

bioquimicas obtidas em comparacdo com as reacgOes tipicas do micro-organismo
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padrdo do banco de dados. O intervalo de porcentagem de probabilidades, no caso de
escolha Gnica, é de 85% a 99% (BIOMERIEUX, 2010). Para a identificacdo de
Salmonella sdo usados os cartdes de testes para micro-organismos Gram negativos.
Neste cartdo ha 64 diferentes testes bioquimicos que sdo analisados pelo sistema
(PINCUS, 2012).

Outra técnica que tem sido utilizada em pesquisas para a identificacdo de isolados
de Salmonella é a técnica genética, como por exemplo a de ribotipagem. Esta técnica
permite obter um elevado poder discriminatorio, identificando género e tipos de
Salmonella, bem como o ribogrupo. Este grau de discriminacdo € extremamente
importante em estudos epidemiolégicos e também na rastreabilidade de fontes de
contaminacao nas industrias de alimentos. BAILEY et al. (2002) analisaram isolados
de Salmonella pertencentes a 32 sorotipos diferentes e encontraram 80% de correcéo
da técnica de ribotipagem com a técnica de sorologia. O sistema de identificacdo de
isolados de Salmonella pelo sistema automatizado Riboprinter® (Qualicon, Wilmington,
EUA) ofereceu vantagem na rapidez e simplicidade na operacao (HOLLIS, et al., 1999;
BAILEY et al.,, 2002; FONTANA et al.,, 2003). MENDONCA (2011) analisou pela
técnica de ribotipagem isolados de Salmonella previamente identificados como sendo
dos sorogrupos Minessota, Infantis, Schwarzengrund e Newport, provenientes de dois
abatedouros de frangos. Segundo a autora, a ribotipagem dos isolados de Salmonella
permitiu fazer ligagdes precisas das fontes de contaminacao, identificando onde um
ribogrupo aparece ou desaparece, podendo desta forma identificar a etapa da cadeia
de producéo industrial de frango de corte que contribui para a contaminacéo do produto
final.

Segundo BARROS DE FREITAS (2011), a ribotipagem é a técnica escolhida pelo
MAPA para identificar os isolados de Salmonella obtidos em carcacas de frangos
relacionadas com o programa de reducédo de Salmonella (MAPA, 2003). Entre 2.293
isolados de Salmonella ribotipados foram identificados 14 diferentes sorotipos da
bactéria, sendo que S. Enteritidis foi a mais prevalente com 47,7%, seguida de S.
Typhimurium com 9,03% e de S. Agona com 5,32%. Os demais sorotipos de
Salmonella encontrados tiveram prevaléncias abaixo de 5,0%. As informacfes sobre

os ribogrupos e suas distribuicdo no Brasil ainda ndo foram divulgadas pelo MAPA.
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Nos ultimos tempos, a espectrometria de massas tem sido usada para a
identificagc@o de micro-organismos, principalmente aqueles de interesse clinico devido a
rapidez com que a mesma gera o0s resultados. A espectrometria de massas € uma
técnica utilizada no estudo das massas de atomos, moléculas ou grupamentos de
moléculas sendo que a mesma mede a relacdo entre a massa e a carga (m/z). Uma
vez que esta técnica mede a relacdo entre a massa e a carga, um espectrometro de
massas engloba uma fonte de ionizacdo para obtencdo de ions, um analisador de
massa, 0 qual separa os ions formados, um detector destes ions e um sistema de
aquisicdo de dados. Uma das fontes de ionizagdo mais comuns empregada € a matriz
assisted lazer desorption ionization (MALDI) e os analisadores sao quadrupolos, ions-
traps, time of flight (TOF). A traduc&o que mais esclarece a sigla MALDI seria processo
de ionizacdo por desorcdo de laser assistida por matriz. Ao mesmo tempo tem a
capacidade de absorver a energia emitida por um laser (light amplification stimulated
energy radiation) e desencadear um processo de desorcdo 0 que possibilita a
passagem da amostra do estado sélido para o estado gasoso. J& a sigla TOF
caracteriza o tempo de voo da amostra ionizada em um tubo de vacuo até que esta
atinja o detector (ASSIS et al.,, 2011). Em resumo, uma vez ionizada e desorvida, a
amostra € acelerada por um campo elétrico dentro de um tubo de vacuo, separada em
funcdo de sua massa molecular e sua carga e, assim, tem-se a medida de relacao
massa/carga.

A espectrometria de massas aplicada na identificacdo de micro-organismos analisa
a bactéria como uma mistura de moléculas de proteina, carboidratos, lipidios, DNA,
RNA, entre outros, as quais apresentam massas moleculares diferentes, ou seja, uma
grande quantidade de moléculas é detectada simultaneamente. Essa mistura de
moléculas gera um espectro de massa que € caracteristico de cada bactéria. Desta
forma, diferentes micro-organismos apresentam diferentes espectros de massa,
independente da condicdo de cultivo. A partir dos espectros séo formados bancos de
dados especificos de cada empresa que comercializa os equipamentos de deteccédo e
analise (BRUKER-DALTONICS, 2008; MURRAY, 2010).

A utilizacdo da espectrometria de massas para identificar micro-organismos de
interesse clinico ja € uma realidade na Europa. No Brasil, o primeiro espectrofotometro

de massa com aplicacéo na identificacdo de micro-organismos foi instalado em 2010 e
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esta ferramenta ja esta sendo utilizada por alguns grupos de pesquisa voltados para
estudos clinicos (PASCON et al., 2011). No entanto, estudos com isolados de
importancia em alimentos ainda ndo tem sido realizados no Brasil, apesar do grande

potencial da técnica.

3.2 CAMPYLOBACTER

3.2.1 CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA

O género Campylobacter é formado por um grupo de bactérias Gram negativas
curvada em forma de S. Estas bactérias foram inicialmente reconhecidas como
patbgenos em animais, causando infec¢cdes e abortos em cabras. O género
Campylobacter compreende 17 espécies e seis subespécies, muitas das quais sao
microaerdfilas. A maioria dos casos de campylobacteriose é causada por duas
espécies do género: C. jejuni (subespécie jejuni) e C. coli, mas outras espécies como
C. lari e C. upsaliensis também tém sido isoladas em pacientes com diarreia, mas com
menor frequéncia de relatos (WHO, 2012).

Campylobacter jejuni e C. coli sdo geralmente referenciadas como termdfilas ou
termotolerantes e crescem preferencialmente a 42 °C. Como as demais espécies do
género, C. jejuni e C. coli sdo comumente encontrados na microbiota intestinal de todos
os animais de sangue quente, mas o intestino das aves, com temperatura de 42 °C,
parece ser o habitat preferencial da bactéria (WHO, 2012). Na vasta maioria dos
casos, Campylobacter é encontrado em fezes de animais assintomaticos (EFSA,
2010a). Embora a bactéria ndo cresca fora do intestino do hospedeiro, ela tem a
habilidade para sobreviver por consideraveis periodos de tempo, especialmente em
condi¢Bes de alta umidade, frio e fora da luz solar direta (EFSA, 2010b).

Consequentemente, C. jejuni e C. coli sdo ubiquos no ambiente e, portanto, ha
muitas fontes de contaminacdo pela bactéria e que podem chegar até o homem
hospedeiro. Campylobacter pode ser transmitido a partir dessas fontes para os seres
humanos por muitos caminhos diferentes (EFSA, 2010b). Podem ser transportados

diretamente dos animais para os seres humanos através das méos, agua consumida
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ou agua de recreacdo e vegetais crus contaminados. As carnes também tém um
importante papel na transmissdo de Campylobacter (EFSA, 2010a). O conteudo
intestinal dos animais, muitas vezes pode contaminar as carcacas durante o abate
(ARSENAULT et al., 2007; EFSA, 2010b). Isto é especialmente verdadeiro para aves,
onde a natureza do processo de abate permite pontos de contaminacdo fecal quando

comparado com o processo de abate de mamifero (EFSA, 2010b).

3.2.2 CAMPYLOBACTER NA CADEIA DE PRODUCAO DE FRANGO DE
CORTE

A presenca de Campylobacter em carne de frango geralmente é elevada, mas
pode variar de acordo com cada estudo. Na literatura ha relatos de prevaléncia de
36,9% no Canada (ARSENAULT et al., 2007), 44,8% na Nova Zelandia (CHRYSTAL et
al., 2008), 37,1% na Italia (PEPE et al., 2009) e 6,3% na Estonia (MARAMAE et al.,
2010).

Segundo ROSENQUIST et al. (2006), quanto maior a concentracdo de
Campylobacter no intestino dos frangos, maior serd a concentracdo da bactéria nas
carcacas, indicando que a reducédo de Campylobacter em carcacas pode ser feita pela
reducdo da bactéria no intestino das aves vivas. Por isso, 0os programas de controle de
Campylobacter em frangos devem se basear em uma abordagem integrada de toda a
cadeia, desde as granjas até o abate dos animais. Em estudo realizado na Unido
Europeia, entre seus estados membros, foi detectado que lotes de frangos infectados
com Campylobacter tinham uma probabilidade 30 vezes maior de resultar em carcagas
contaminadas com Campylobacter e que tais carcacas podem conter altos niveis da
bactéria. Carcacas de frango contaminadas com Campylobacter também podem
derivar de lotes ndo contaminados, implicando em uma possivel contaminacao cruzada
durante o abate. O risco de contaminacéo de carcacas de frango com Campylobacter
varia significativamente entre os paises e entre os abatedouros e na quantidade da
bactéria encontrada nas carcacas. Isso indica que alguns abatedouros sdo mais
capazes de controlar Campylobacter do que outros. Outros fatores também estéo

relacionados com o0 aumento no risco de contaminacdo das carcagas por
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Campylobacter. Em particular a idade de abate das aves, periodos de meses mais
guentes e a hora do dia quando os animais sdo abatidos estdo relacionados com um
aumento na contaminacéo por Campylobacter (EFSA, 2010b).

ARSENAULT et al. (2007) avaliaram 55 diferentes fatores relacionados as etapas
de criacéo, transporte dos animais e abate visando associa-los com a prevaléncia de
Campylobacter em carcacas. Segundo o0s autores, a prevaléncia média de
Campylobacter nas carcacas foi de 35,8% e foi observado que carcacas com alta
prevaléncia (40,5%) de Campylobacter eram provenientes de lotes que continham a
bactéria no ceco. Adicionalmente, a positividade de carcacas foi maior em lotes que
continham mais de 20% dos animais com racao no papo e carcagas contaminadas com
fezes.

Na Unido Europeia, durante o ano de 2009, Campylobacter foi encontrado em
24,1% das amostras colhidas em granjas antes do abate. Em 2010 o percentual de
positividade diminuiu para 18,2% sendo que neste periodo C. jejuni foi a espécie mais
prevalente, tendo sido encontrada em 30,6% das amostras positivas seguido de C. coli
com 23%. Em carne de frango, Campylobacter foi encontrada em 31% e 29,6% das
amostras analisadas durante os anos de 2009 e 2010, respectivamente. Assim como
nos animais, em carnes, C. jejuni e C. coli também foram as espécies mais
prevalentes, com 34,2 e 27,3%, respectivamente entre as amostras positivas (EFSA,
2012).

Na Suécia, o programa de controle de Campylobacter realizado desde 2001 na
cadeia de producédo de frangos apontou que os indices de prevaléncia da bactéria em
carcacas de frango cairam de 20% em 2002 para 13% em 2005. Durante 0s cinco
primeiros anos do estudo, o pico sazonal com maior presenca de Campylobacter foram
nos meses de verao (HANSSON et al., 2007).

KEGODE et al. (2008) detectaram C. jejuni e C. coli em 9,0% de amostras de carne
de frango analisadas sendo que C. jejuni foi a principal espécie detectada nas amostras
analisadas. Dentre as 190 amostras de carne de frango analisadas no Ira, 94 (49,5%)
estavam contaminadas com Campylobacter, sendo que C. jejuni foi mais isolado do
gue C. coli (DALLAL et al., 2010). Resultados elevados também foram detectados na
Polbnia, no qual 75% das carcacas de frango estavam contaminadas com espécies de
Campylobacter (ROZYNEK et al., 2008).
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Na Estbnia, o nivel de contaminacdo de Campylobacter em ceco de frangos entre
0s anos de 2005 e 2007 foi de 6,3%. Por outro lado, em carcagas de frango, entre os
anos de 2002 a 2007 a prevaléncia foi de 12,3%. Campylobacter jejuni foi a espécie
predominante entre as espécies isoladas (98,2%) seguida de C. coli (1,4%) e C. lari
(0,4%) (MARAMAE et al., 2010).

Devido a alta prevaléncia de Campylobacter, muitos estudos tém focado na
guantificacdo da bactéria em amostras de alimentos. As contagens de Campylobacter
em amostras de carcacas de frango variaram amplamente entre os diferentes paises
(EFSA, 2010a). No geral, é observada uma tendéncia de elevadas contagens em
paises com alta prevaléncia. Na Unido Europeia, quase a metade (47,0%) das
carcacas continham menos de 10 UFC/g de Campylobacter e 12,2% continham entre
10 e 99 UFC/g. Altas contagens foram detectadas como segue: entre 100 e 999 UFC/g
em 19,3%, entre 1000 e 10.000 UFC/g em 15,8% e mais do que 10.000 UFC/g em
5,8% das carcacas (EFSA, 2010a).

Em um extenso estudo realizado no Reino Unido, envolvendo 51 granjas de
criacdo de frangos foram colhidas amostras dos ambientes de criacdo das aves,
material do ceco e de fezes. Os resultados mostraram que 41,2% das granjas estavam
contaminadas com Campylobacter, sendo que em 25% das granjas positivas havia
uma alta prevaléncia da bactéria e, em 15,6% havia uma contaminagdo mais baixa.
Entretanto, no abate, todas as amostras de ceco estavam positivas para
Campylobacter, com média de 8 Log UFC/g (ALLEN et al., 2009).

ROSENQUIST et al. (2006) estudaram a contagem de Campylobacter em carcacas
de frango em quatro etapas de duas diferentes plantas de abate de frango na
Dinamarca (Tabela 10). Apenas na planta | foi verificado um aumento médio
significativo nas contagens de Campylobacter na etapa de evisceracdo. Na etapa de
resfriamento por ar (planta 1) e resfriamento por agua (planta Il), onde ambas incluem
uma etapa de lavagem das carcacas antes do resfriamento, foi constatado uma
reducdo na carga de Campylobacter de 0,83 e 0,97 UFC/g Logio, respectivamente. As
amostras da planta Il, apés a embalagem, também diminuiram significativamente a
contagem de Campylobacter. Na planta I, as concentracdes de Campylobacter das
amostras apos embalagem se mantiveram inalteradas e semelhantes as obtidas apés o

resfriamento. Este estudo indicou que a contaminacdo de carcagas de frango com
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Campylobacter apresenta semelhancas em processos diferentes de resfriamento de

carcacas e diferencas em etapas semelhantes.

Tabela 10. Contagem de Campylobacter em quatro diferentes fases do abate de
frango de duas diferentes plantas de processamento

Plantas Lote Média do niumero de Campylobacter em pele de pescoco
(Logio UFC/g)
Depenagem Evisceracao Resfriamento Embalagem
It 1 2,75 +0,08 3,23+0,11 2,54 +0,16 2,13+0,15
It 2 1,90+0,13 2,40+ 0,17 1,43+0,13 1,49 +0,13
112 4 3,85+ 0,05 3,83+ 0,09 2,59 +0,12 1,10+£0,10
112 5 3,93 +0,05 3,93+ 0,05 3,24 + 0,06 1,96 £0,14

" Resfriamento por ar; * Resfriamento por agua.
Fonte: ROSENQUIST et al. (2006).

BERRANG et al. (2009) avaliaram a presenca de Campylobacter em 20 plantas de
frango nos EUA e detectaram que as amostras de carcacas antes do processo de
resfriamento tiveram uma média de 2,66 UFC/mL de Campylobacter sendo que o
namero variou de 0,78 a 4,49 UFC/mL. Ap6s o resfriamento, a média de
Campylobacter foi de 0,43 UFC/mL com minimo e maximo de 0 e 1,19 UFC/mL,
respectivamente.

No Brasil, a presenca de Campylobacter também tem sido estudada em amostras
avicolas. Campylobacter jejuni foi detectado em 4,9% das amostras colhidas durante
diferentes etapas de abate de frangos no estado de S&o Paulo. A bactéria foi
encontrada em 22,2% das amostras de fezes analisadas, em 5,6% das amostras de
pena, em 5,6% das carcacas apoOs evisceracdo e em 2,8% das amostras apos a
escaldagem e em 2,85% das amostras de agua de evisceracao (CORTEZ et al., 2006).

REITER et al. (2005) avaliaram a incidéncia e disseminacdo de Campylobacter em
um abatedouro de frangos de Santa Catarina e constataram que a média geral de
positividade foi de 16,6% entre as diferentes etapas avaliadas. As maiores
contaminacdes foram observadas nas amostras de carcaca antes da evisceracdo com
33,3% de positividade e na bile e no intestino com 46,7% e 63,3% de positividade,
respectivamente. KUANA et al. (2007) correlacionaram 11 variaveis com a presenca
de Campylobacter em lotes de frangos. Entre os principais fatores avaliados estavam

os tipos de equipamentos de administracdo da racdo e da agua, reuso da cama,
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presenca ou nao de cloro na agua, calcados exclusivos para uso nas granjas e
presenca de gatos, cdes, caprinos e suinos na mesma propriedade de criagdo das
aves. Os resultados mostraram que 81,8% dos lotes de frango avaliados estavam
contaminados com Campylobacter, mas nenhuma correlagdo da presenca da bactéria
foi associada com os fatores estudados.

No Brasil, ndo ha restricdo oficial quanto aos niveis de contaminacdo por
Campylobacter em produtos avicolas. Na Unido Europeia também n&o ha
regulamentacdo microbioldgica para Campylobacter em carne de frango, mas os
estados membros cumprem um programa de monitoramento de sua prevaléncia em
carnes de aves resfriadas e em ambientes de criacdo dos animais, bem como, o
controle de casos da campylobacteriose (EFSA, 2012). Os paises membros da Unido
Europeia detectaram entre 01/01/12 e 30/11/12 cinco violacdes em produtos de aves
resfriados com presenca de Campylobacter o que representa 8,8% dos problemas
microbiolégicos encontrados em carnes de aves (RASFF, 2012). Em 2011, os EUA
incluiram Campylobacter no programa de reducdo de patbgenos em carcacas de
frango. Neste programa, € estabelecido que ndo possa haver mais do que oito
carcacgas positivas para Campylobacter em 51 carcagas analisadas para cada ciclo de
amostragem (FSIS, 2011).

A importancia do controle de Campylobacter em carne de aves € devido a sua alta
relacdo com os surtos de campylobacteriose. Na Unido Europeia os casos de
enfermidades ocasionadas por Campylobacter ttm aumentado nos ultimos anos. Em
2008 foram 190.576 casos, em 2009, 198.682 e em 2010, 212.064 sendo que estes

estdo relacionados principalmente com produtos avicolas (EFSA, 2012).

3.3 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES DE QUALIDADE E HIGIENE
EM CARNE DE FRANGO

Segundo BUCHANAN & ONI (2012), em microbiologia um indicador € um micro-
organismo, um grupo de micro-organismos ou o produto de um metabolismo que prediz
a presenca da contaminacédo com patdégenos especificos, como por exemplo, o nivel de

coliformes é diretamente relacionado com a presenca de Salmonella em um produto.
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No entanto, esse tipo de correlacdo envolve complexas medidas estatisticas sobre a
populacdo que esta sendo estudada bem como sua distribuicdo nos alimentos. Em
industrias de alimentos, um indicador de qualidade e higiene pode ser usado para
indicar que em quantidades acima de certos limites houve processamento inadequado
para assegurar que patégenos podem nao estar presentes (SAINI et al., 2011).

Em produtos avicolas varios indicadores sdo usados na legislagdo nacional e
internacional para avaliar as condi¢cées do processo ou do produto final (MAPA, 2007,
CE, 2007; FSIS, 2011). Na Tabela 11 sdo mostrados os principais micro-organismos

indicadores de qualidade e higiene e sua aplicacdo em alimentos.

Tabela 11. Principais micro-organismos indicadores usados para avaliacdo da
gualidade dos alimentos

Micro-organismos Aplicacao

Aerdbios mesdfilos Usado para avaliar a sanitizacdo em geral, eficiéncia de
intervencdes em alguma etapa do processamento, avaliar a
deterioragdo em alimentos cozidos prontos para 0 consumo,

pasteurizacao e de especiarias

Coliformes Usado para avaliar a contaminacao fecal e sanitizacdo em geral

em matrizes como carne moida, agua e especiarias

Enterobacteriaceae Usado como indicador de contaminacdo fecal, eficiéncia dos
programas de saneamento, em especial em alimentos com

baixa aW, férmulas infantis e produtos prontos para o consumo

E. coli Usado como indicador de contaminacdo fecal, e avaliacdo da
eficiéncia de programas de saneamento de alimentos como
frutos do mar, aguas e alimentos prontos para 0 consumo.
Pode ser considerado um bom indicador de zoonoses como

Salmonella e Campylobacter

Fonte: Adaptado de GHAFIR et al. (2008); BUCHANAN & ONI (2012)
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Um indicador de qualidade ou higiene microbiolégica pode ser utilizado para
sinalizar um problema que pode repercutir na qualidade e seguranca de produtos, bem
como ser usado como um indicador de um problema potencial de higiene durante a
producédo de alimentos (JAYCUS & MCCLURE, 200--?).

Em frangos, os micro-organismos presentes e aderidos as visceras, penas e pele
das aves mais a contaminagao ocasionada pelo processo, equipamentos, ambiente de
abate, manipulacdo e contato carcaga com carcaca durante o abate podem ser
encontrados nas carcacas e na carne de frango. Geralmente, 0s micro-organismos
presentes nas carcacas e nas carnes de aves estao relacionados com a contaminacao
fecal (CASON et al., 2004; CASON et al., 2007; FRANCHIN et al., 2007).

3.4 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE CARCACAS DE FRANGO
PARA ANALISES MICROBIOLOGICAS

A fim de melhorar a qualidade microbiolégica e a seguranca da carne de aves, as
industrias implantaram e mantém programas baseados nos principios do sistema de
APPCC (FSIS, 1998; EC, 2004; MAPA, 2006; CFIA, 2010). Por esta razdo, os testes
microbiolégicos de carcacas de frango feitos em uma base regular podem demonstrar
se 0s processos estao operando sob condi¢Bes controladas e se medidas preventivas
e corretivas precisam ser adotadas (MEAD et al., 2010). Além disso, testes
microbiolégicos em carcacas de frango sé@o exigidos por érgaos regulamentadores para
determinar a conformidade do processo com critérios de desempenho estabelecidos
(MAPA, 2003; EC, 2007; FSIS, 2011).

Varios paises tém adotado programas de reducdo de Salmonella com base em
andlise de carcacas de frangos, entre eles o Brasil (MAPA, 2003), os EUA (FSIS, 2012)
e a Unido Europeia (EC, 2007). No entanto, diferentes procedimentos para o preparo
das carcacas de aves para andlise de Salmonella sdo utilizados nos respectivos
programas oficiais. No Brasil, uma por¢do de 25 gramas de pele e muasculo retirado
das asas, partes do pescoco e pericloacal da carcaca devem ser utilizadas (MAPA,

2003). Na Uniao Europeia, uma porcéao de 25 g da pele do pescoco é utilizada para
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analise da bactéria (EC, 2007) enquanto que nos EUA, toda a carcaca é enxaguada
com 400 mL de meio de cultura (FISIS, 2011).

Inimeros trabalhos tém sido feitos para avaliar o melhor procedimento para
analisar microbiologicamente carcacas de frango (GILL et al., 2005; COX et al., 2011;
COSSl et al., 2011; COSSI et al., 2012) e diferentes resultados tém sido obtidos.

Segundo GILL et al. (2008), a andlise por excisdo de por¢cBes de tecidos da
carcacga ou a enxaguadura das mesmas, geralmente geram resultados microbioldgicos
similares. No entanto, variacdes nos resultados obtidos entre os procedimentos de
preparo das carcacas de frango podem estar relacionados com as caracteristicas dos
procedimentos. Os procedimentos de excisédo de partes da carcaga, como os adotados
pelo Brasil e Unido Europeia, removem todas as bactérias presentes na por¢cdo do
tecido, inclusive aquelas aderidas firmemente (ISO, 2003; CAPITA et al., 2004). Por
outro lado, isso ndo acontece com o procedimento de enxague adotado pelos EUA. O
procedimento de enxague recupera apenas as bactérias aderidas fracamente na
carcaca e que estdo nas superficies externas (CAPITA et al.,, 2004). Outro fator
importante é com relacdo a homogeneizacgao das porcoes retiradas. Os procedimentos
de excisdo do tecido sdo subsequentemente homogeneizados em equipamentos
mecanicos (ISO, 2003). Por outro lado o procedimento de enxadgue abrange as partes
interna e externa da carcaca, mas a homogeneizacdo com o diluente € manual.
Segundo COSSI et al. (2012), a homogeneizacdo é um fator critico que pode
comprometer o isolamento dos micro-organismos presentes na carcaca de frango.

COSSI et al. (2011) avaliaram quatro procedimentos de preparo de carcacas
(enxague, suabe da pele, excisdo de musculo e excisédo da pele) e observaram que, de
um total de 60 amostras, a presenca de Salmonella foi detectada em duas das
amostras analisadas pelo procedimento de enxague, duas pela excisdo de musculo e
duas pela excisdo da pele. Segundo os autores, ndo houve diferengca entre os
resultados, mas isso pode ter sido decorrente da baixa prevaléncia de Salmonella nas
amostras analisadas.

COX et al. (2011) compararam os procedimentos dos EUA e da Unido Europeia de
preparo de carcacas de frango para analise de Salmonella e ndo encontraram
diferencas significativas entre eles. Os autores observaram que em carcagas colhidas

apos o resfriamento em agua a bactéria foi encontrada em 2,8 e 6,8% usando os
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procedimentos dos EUA e da Unido Europeia respectivamente. A combinacdo de
amostras positivas encontradas foi de 9,6% apesar de resultados falsos negativos
terem sido obtidos com ambos os procedimentos.

A obtencdo de resultados falso negativos de Salmonella por diferentes
procedimentos de preparo das carcacas de frango podem estar relacionados com
alguns fatores. A distribuicdo das células bacteriana nas carcacas de frango nao é
homogénea (SMITH, 2010) e muitas delas podem estar firmemente aderidas ou
aprisionadas na pele e nos musculos da carcaca e podem ser de dificil remocéao
durante o preparo das amostras (CAPITA et al., 2004; MEAD et al., 2010).

A quantidade da unidade analitica usada nos diferentes procedimentos também é
variavel. Usando os procedimentos do Brasil e da Uniao Europeia sdo removidos 25 g
do peso total das carcacas, que para uma carcaca de 2 Kg representa 1,25%, do peso
da carcaca enquanto que para o procedimento de enxague, adotado pelos EUA, é
usado 7,5% do volume total do liquido de enxague das carcacas para efetuar o pré-
enriqguecimento. Geralmente, quando presente nas carcacas, had poucas células de
Salmonella (SIMMONS et al., 2003; ANVISA, 2008). KING et al. (2008) analisaram
carcacas de frango com incubacao de diferentes volumes do liquido de enxague e
constataram que com incubacdo de 30 mL, Salmonella foi detectada em 20% das
amostras analisadas. Quando 50 mL foram incubados, foi encontrado 37,8% de
amostras positivas e com 400 mL de liquido de enxague incubado foi detectado 47,8%
de positividade.

Segundo MEAD et al. (2010), as estratégias de amostragem de carcacas de frango
para analise de Salmonella deveriam ser definidas de acordo com o0s riscos envolvidos
na saude publica, com a prevaléncia para o micro-organismo alvo, com o nivel de
confianga para os resultados obtidos e pelos principios gerais de estatistica.
Entretanto, para paises exportadores de carne de frango como o Brasil, deve ser
levado em consideracdo os requisitos dos paises importadores. Segundo o acordo de
aplicacdo de medidas sanitarias e fitossanitarias da OMC em seu artigo 4° os paises
membros aceitardo as medidas de outros paises membros como equivalentes para
situacdes de exportacdo, mesmo se tais medidas diferem de suas préprias medidas
(MIRANDA et al., 2004). No entanto, a demonstracédo de equivaléncia pode ser dificil

guando ha diferencas consideraveis nos testes regulatorios requeridos em diferentes
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partes do mundo. CASON et al. (2010) avaliaram a probabilidade estatistica de
aprovacao de ciclos de amostragem considerando as diferencas de preparo das
carcacas de frango adotados nos EUA e pela Unido Europeia. Os autores concluiram,
com base no historico de prevaléncia de Salmonella em carcacgas de frango e produtos
de frango destes paises, que a taxa de aprovacao dos ciclos, seria de 79,3% usando o
procedimento dos EUA e de 79,5% usando a amostragem e procedimento da Uniao
Europeia, mesmo com as diferencas de cada um dos planos de amostragem.

Além de Salmonella, os diferentes procedimentos de preparo das amostras de
carcacas também podem afetar os resultados das quantificacbes de micro-organismos
indicadores de qualidade e higiene. Estas avaliagcdes sdo importantes para validar as
condicOes de operacao das diferentes etapas do processo de abate. De um modo
geral, as bactérias entram no abatedouro aderidas as partes externa dos animais, mas
também sédo incorporadas ao longo do processo (CASON et al., 2004; CASON et al.,
2007; FRANCHIN et al., 2007). A adesao das bactérias aos tecidos dos aniamis que
resultam nas carcacas podem ser de dificil remocdo (CAPITA, et al., 2004). Desta
forma, os procedimento de preparo das carcacas de frango para analises
microbiolégicas devem ser capazes de remover estes micro-organismos a fim de serem
adequadamente quantificaveis.

Os principais micro-organismos ou grupos de micro-organismos avaliados em
carcacas de frango sdo E. coli, coliformes toais, aerObios mesobfilos e
Enterobacteriaceae. Nas avaliagbes microbiolégicas, as contagens de aerodbios
meséfilos sdo frequentemente usadas como indicador de qualidade e
Enterobacteriaceae, coliformes e E. coli sdo usadas para avaliar a presenca de
contaminacao entérica e as condi¢des de higiene do processo. (GHAFIR et al., 2008).

Os niveis de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene em carcacas de
frango sdo variaveis. SOUZA et al. (2012) quantificaram o0s principais micro-
organismos indicadores de qualidade e higiene em carcacas de frango utilizando o
procedimento para a pesquisa de Salmonella preconizado pelo Brasil (MAPA, 2003).
Segundo os autores, as contagens de aerdbios mesofilos, Enterobacteriaceae,
coliformes e E. coli antes do resfriamento foram de 6,17: 4,61: 3,88 e 3,30 Logio de
UFCl/g, respectivamente. Apos o resfriamento, a média das contagens foram menores,

sendo que a média de aerdbios mesofilos foi de 4,83 Log,o de UFC/g, de
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Enterobacteriaceae 3,25 Log;o de UFC/g, de coliformes de 2,83 Logio de UFC/g e de E.
coli de 1,96 Logio de UFC/g.

COSSI et al. (2011) avaliaram quatro procedimentos de preparo de carcagas
(enxague, suabe da pele, excisdo de musculo e excisdo da pele) e observaram que E.
coli foi detectada em 48 amostras, sendo que apenas o procedimento de suabe da pele
foi menos eficiente para detectar a presenca da bactéria e diferiu estatisticamente dos
demais procedimentos. Com relacdo as andlises de E. coli, coliformes,
Enterobacteriaceae e aerobios mesdfilos, COSSI et al. (2012) observaram que quando
0s procedimentos por excisdo de partes da carcaca foram usados, os mesmos foram
capazes de recuperar as maiores quantidades de bactérias em comparacdo com as
técnicas de suabe e de enxague. No entanto, segundo os autores, a excisao do tecido
foi estatisticamente melhor aos outros procedimentos para as contagens de E. coli e
coliformes, mas ndo para as analises de Enterobacteriaceae e aerébios mesofilos.

SMITH (2010) observou que os niveis de bactérias obtidos das regides frontal e
dorsal de uma mesma carcacas de frango podem variar. Os autores encontraram na
regido dorsal 3,4 Log UFC/mL e na regido frontal 2,9 Log UFC/mL de E. coli. Para
coliformes, as contagens na regido dorsal da carcaca foram de 3,7 Log UFC/mL e na
regido frontal de 3,2 Log UFC/mL. Ao comparar o procedimento de enxague e de
excisdo de 25 g para andlise de E. coli e coliformes em peito e coxa de
frango.diferencas significativas nas contagens obtidas para os dois grupos de micro-
organismos foram encontradas entre os dois procedimentos comparados, sendo que as
maiores contagens foram obtidas pelo procedimento de enxague.

GHAFIR et al. (2008) constataram que o procedimento de enxague é superior ao
procedimento de excisdo de 25 g de pele de pescoco para determinar contagens de
micro-organismos indicadores em carcacas de frango. De acordo com GILL & JONES
(2000), a excisdo de partes da carcaca seguida de homogeneizagdo mecéanica é o
procedimento mais efetivo para a contagem de bactérias porque este procedimento
produz resultados mais reais € com menos variagao nas contagens de bactérias.

De acordo com o preconizado pela legislagédo Europeia, a amostragem da pele de
pescoco é feita sem remover ou destruir as carcacas (HUTCHISON et al., 2006). O
procedimento de preparo das amostras usado pelos EUA também pode ser feita no
abatedouro, sem a necessidade de transportar a carcaca até o laboratério. Por outro
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lado, a analise removendo 25 g de partes da carcaca, conforme procedimento do Brasil
(MAPA, 2003), a carcacga precisa ser transportada para o laboratorio, pois requer a
adocao de procedimentos laboratoriais mais complexos.



Parte Experimental 61

PARTE EXPERIMENTAL

Para atender aos objetivos deste trabalho, o contetudo foi dividido em capitulos os
guais serédo apresentados a seguir:

Comparacéo de trés procedimentos de preparo de carcacas de frango para
analises microbiologicas;

Il. Mapeamento dos micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e
higiene nas principais etapas do abate de frangos;

Il Contaminacdo fecal em carcacas de frango: implicacdes microbioldgicas e
procedimentos para a sua remocao;

IV.  Comparacdo de quatro técnicas para identificagdo de diferentes tipos de
Salmonella.
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CAPITULO | - COMPARACAO DE TRES PROCEDIMENTOS DE
PREPARO DE CARCACAS DE FRANGO PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS

1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi comparar trés diferentes procedimentos de preparo de
carcacas de frango para andlises microbiologicas. Os objetivos especificos foram: (i)
comparar os procedimentos oficiais do Brasil, da Unido Europeia e dos EUA para o
preparo de carcacas de frango para analises de Salmonella em amostras diferentes e em
uma mesma carcaca, (i) comparar os mesmos procedimentos de preparo de carcacas de
frango para determinar a contagem de micro-organismos indicadores de qualidade e

higiene.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Abatedouro

As carcacas foram obtidas de um abatedouro comercial localizado na regido oeste do
estado de Santa Catarina que processava frangos com aproximadamente seis (6)
semanas de idade sob condi¢les industriais tipicas de abate (Figura 3). O abatedouro
operava com Servico de Inspecéo Federal, com sistema de APPCC implantado, conforme
requisitos do MAPA (MAPA, 2006) e controle de Salmonella em carcacas de frangos, de

acordo com os requisitos oficiais (MAPA, 2003).
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2.1.2 Coleta das carcacas

Carcacas de frangos de diferentes lotes foram escolhidas aleatoriamente entre maio e
junho de 2010. Um lote foi definido como um grupo de animais mantidos em uma mesma
granja durante o mesmo periodo de tempo e abatidos no mesmo dia e de forma
ininterrupta apdés o inicio. Durante este periodo carcacas de frangos de 80 lotes diferentes
foram colhidas. De cada lote selecionado, quatro carcacas foram colhidas diretamente da
linha de producgéo, apds a saida das mesmas do sistema de resfriamento em chiller com
agua (80 lotes x 4 carcacas = 320 amostras). A coleta das carcacgas foi feita em condicdes
assépticas e as mesmas foram acondicionadas em embalagens estéreis e identificadas.
Adotou-se como procedimento sempre identificar a primeira carcacga colhida com a letra A,
a segunda com a letra B, a terceira com a letra C e a quarta com a letra D. As amostras
eram entdo transportadas para o laboratorio para pesquisa de Salmonella (n = 480) e para
a contagem de E. coli (n = 480), coliformes totais (n = 480), Enterobacteriaceae (n = 480),
e aerdbios mesofilos (n = 480). As analises foram feitas no laboratorio da industria onde

as amostras foram colhidas sendo as mesmas analisadas no mesmo dia da coleta.

2.1.3 Preparo das carcacas para analise

No laboratério, a parte externa de cada embalagem contendo as carcacas foi
sanitizada com alcool 70%. O liquido foi friccionado a embalagem com auxilio de algodéo
estéril para sanitizar e remover eventuais sujidades aderidas a embalagem. Em seguida,
em uma capela de fluxo laminar, cada uma das amostras coletadas (carcacas A, B, C e D)
foi preparada como segue:
a) Carcaca A [procedimento oficial do Brasil, (MAPA, 2003)]: 25 g (50% de pele e
50% de mausculo) das asas, pele de pescoco e abertura abdominal foram removidas da
carcaca com auxilio de bisturi e pinca estéreis e transferidos para uma embalagem
plastica especifica para analise microbioldgica. A amostra foram adicionados 225 mL de
agua peptonada e tamponada (APT) a 1%. A amostra foi submetida & homogeneizacao
em homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil) durante 60 s.
b) Carcaca B [procedimento oficial da Unido Europeia (EC, 2007)]: 25 g de pele de
pescoc¢o foram removidos da carcaca com auxilio de bisturi e pinca estéreis e transferidos
para uma embalagem plastica especifica para analise microbiologica. Um volume de 225
mL de APT 1,0% estéril foi adicionado a amostra. A amostra foi submetida a
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homogeneizacdo em homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil) durante 60
S.
C) Carcaca C [procedimento oficial dos EUA (FSIS, 2011)]: foram adicionados 400 mL
de APT 0,1% dentro da embalagem plastica contendo a carcaca. O liquido de APT 0,1%
foi usado para enxaguar a carcaca durante 60 seg, por meio de friccdes manuais nas suas
superficies interna e externa. Posteriormente, a carcaca foi removida da embalagem e o
liguido remanescente foi submetido a homogeneizagcdo em homogeneizador peristaltico
(Logen, Diadema, SP, Brasil) durante 60 s. O liquido obtido foi usado para a execucéo
das analises. Para andlise de Salmonella, 30 mL do caldo de enxague da carcaca foi
incorporado a 30 mL de APT preparada em concentracdo dupla. Esta amostra foi entdo
agitada vigorosamente de forma manual e submetida a analise.
d) Carcaca D: esta carcaca foi utilizada para retirar as unidades analiticas e realizar os
trés procedimentos de preparo, conforme descrito anteriormente nos itens a, b e c. O
preparo das amostras iniciou-se pelo procedimento oficial adotado pelo Brasil, seguido do
procedimento da Unido Europeia e posteriormente pelo procedimento dos EUA. Para o
preparo da amostra, segundo o procedimento da Unido Europeia, pele das regides
adjacentes ao pescoco foi usada quando ndo havia pele de pescoco suficiente para
compor as 25 g.

Aliquotas de cada uma das amostras preparadas foram tomadas para pesquisa de
Salmonella e contagens de E. coli, coliformes totais, Enterobacteriaceae e aerdbios

mesofilos.

2.2 METODOS

Deve-se ressaltar que para reduzir a variabilidade nos resultados os procedimentos de
preparo das carcacas de frango foram padronizados, bem como os métodos de analises,
usando os procedimentos de qualidade do laboratério, os quais eram baseados na I1SO
17025 (ABNT, 2005). Para isso, todas as amostras preparadas foram pré-enriquecidas
durante o mesmo periodo de tempo para a analise de Salmonella. As temperaturas de
incubacdo dos caldos de enriguecimento seletivo e dos meios solidos de isolamento,

assim como os testes e reagentes de identificacdo bioquimica, foram mantidos nas
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mesmas condicfes para todas as amostras analisadas e todos os isolados testados. Os
meios de cultura utilizados em cada dia em que os testes foram conduzidos eram
provenientes do mesmo lote de producdo e de um mesmo fabricante. Todos os
equipamentos e pipetadores usados nas andlises estavam devidamente calibrados.

2.2.1 Pesquisa de Salmonella spp.

As amostras preparadas no item 2.1.3 foram submetidas as seguintes etapas de
andlise:

Pré-Enriquecimento das amostras: incubacdo das amostras a 36 + 1 °C por 21 + 3 h
em incubadora (Fanen 347 CD, S&o Paulo, SP, Brasil).

Extracdo do DNA: apos o pré-enriguecimento, foi feita a lise celular para a extracdo do
DNA (acido desoxirribonucleico). A solucdo tampao de lise e protease, foi preparada pela
adicao de 150 pL de protease e 12 mL de solugcéo tampéao, ambos fornecidos prontos pela
Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA). Foram adicionados aos tubos de lise, 200 pL
da solucédo tampao de lise e protease e 10 uL da amostra pré-enriquecida. Os tubos
foram levados para blocos de aquecimento a 37 + 2 °C durante 20 min e, posteriormente,
a 95 + 3 °C por 10 min. Apéds as duas etapas de aquecimento, as amostras foram
transferidas para o bloco de refrigeracdo e mantidas em geladeira por, no maximo, 48 h.
As amostras foram retiradas da geladeira 5 min antes de iniciar a etapa subsequente.
Preparo da amostra e reagéo nos tubos de PCR: foram adicionados aos tubos de PCR
BAX® System Salmonella, 50 uL da solucéo de lise contendo o DNA extraido. Os tubos
de PCR foram levados para o termociclador/detector do equipamento BAX® System Q7
Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA), previamente preparado para a analise de
Salmonella. O tempo de deteccdo e leitura, geralmente 3 h e 30 min, foi controlado e
indicado pelo Sistema BAX® System Q7.

No final da etapa de reacéo, o resultado de cada amostra analisada foi mostrado como
positivo ou negativo, diretamente na tela do computador através do programa do
equipamento BAX® System Q7. O resultado obtido como negativo no equipamento BAX®
System Q7 foi considerado como negativo definitivo e o resultado obtido como positivo foi
considerado positivo presuntivo.

Os resultados presuntivos positivos foram confirmados pelo método bacterioldgico

segundo a ISO 6579 (ISO, 2002). Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra pré-enriquecida,
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mantida em geladeira entre 5 + 3 °C apods o periodo de incubacéo, foram transferidas para
tubo de ensaio contendo 9,9 mL de meio Rappaport Vassiliadis (Merck, Darmstad,
Alemanha) e 1 mL para tubo contendo 9 mL de caldo tetrationato-verde brilhante (Merck,
Darmstad, Alemanha). Os tubos de meio de Rappaport Vassiliadis foram incubados a
41,5 + 1 °C em banho maria (Fanen, Sado Paulo, SP, Brasil) e de tetrationato-verde
brilhante a 36 £ 1 °C em incubadora Fanen 347 CD, S&ao Paulo, SP, Brasil, ambos por 21
+ 3 h. ApoOs a incubacdo, cada amostra enriqguecida em Rappaport Vassiliadis e em
tetrationato-verde brilhante foi estriada em placa contendo agar verde brilhante (Merck,
Darmstad, Alemanha) e em placa contendo agar XLT4 (Merck, Darmstad, Alemanha).
Todas as placas foram incubadas por 21 + 3 h a 36 £+ 1 °C e examinadas quanto a
presenca ou nao de colbnias suspeitas de Salmonella. As coldGnias suspeitas de
Salmonella foram identificadas bioquimica e sorologicamente. Testes bioquimicos
incluiram a avaliacdo da producao de urease, fermentacdo da glucose, sacarose e lactose
em &gar trés acucares e ferro - TSI (Merck, Darmstad, Alemanha), descarboxilacdo da
lisina, producao de H,S, motilidade e producéo de indol. O teste soroldgico foi realizado
com soro polivalente O (Probac, Brazil). Os isolados de Salmonella foram enviados para
identificacdo sorolégica no laboratério de Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo cruz
(Fiocruz), Rio de Janeiro.

2.2.2 Contagem de E. coli e coliformes totais

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10" a 10™ foram adicionadas na superficie de placas
Petrifilm 3M (Petrifilm 6414, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a 36 = 1 °C
por 24 + 2 h e, posteriormente, foram submetidas a contagem das colénias, conforme
orientacdo do fabricante. Nestas placas, as colbnias de E. coli foram caracterizadas por
apresentarem coloracdo azul com bolhas de gas e as colbnias de coliformes totais por
colonias vermelhas com a presenca de gas. As contagens de E. coli e coliformes totais

foram determinadas conforme procedimento do USDA (USDA, 1998).

2.2.3 Contagem de Enterobacteriaceae
Aliquotas de 1 mL das diluicbes 10 a 10 foram adicionadas na superficie de placas
Petrifilm 3M (Petrifilm 6421, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a 36 + 1 °C
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por 24 + 2 h e, posteriormente, foram submetidas a contagem das UFC, conforme
orientacdo do fabricante. Foram contadas como colonias de Enterobacteriaceae aquelas
gue apresentavam coloracédo vermelha associadas apenas com formacao de gas; col6nias
vermelhas associadas apenas com zonas acidas de coloragdo amarela e colbnias
vermelhas associadas com formacédo de gas e com zonas acidas de coloracdo amarela,
conforme orientacdo do fabricante. As contagens de Enterobacteriacea foram
determinadas conforme AOAC (2003).

2.2.4 Contagem de aerdbios mesofilos

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10 a 10 foram adicionadas na superficie de placas
Petrifilm 3M (Petrifilm 6400, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a 36 £ 1 °C
por 48 + 4 h e, posteriormente, submetidas a contagem das colonias, conforme orientagéo
do fabricante. Foram contadas como colénias de aerdbios mesofilos as que
apresentavam coloracdo vermelha, conforme orientacdo do fabricante. As contagens de

aerobios mesofilos foram determinadas conforme procedimento do USDA (USDA, 1998).

2.2.5 Calculo dos resultados das contagens de micro-organismos

Quando o procedimento dos EUA foi usado, as UFC/g foram calculadas usando a
férmula UFC/g = (UFC x V x D) / P, sendo UFC = unidades formadoras de colénias obtidas
na placa, V = volume de APT usada para lavar a carcaca (400 mL), D = diluicdo usada na

placa e P = peso da carcaca.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo geral dos resultados de Salmonella pelos diferentes procedimentos foi
usado o teste exato de Ficher (p < 0,05%). Resultados coincidentes e divergentes entre
os procedimentos foram comparados pelo teste de McNemar (p < 0.05). Para a avaliacao
das contagens de E. coli, coliformes totais, Enterobacteriaceae e aerdbios mesbfilos os
resultados em UFC/g foram transformados em Logio UFC/g e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de

probabilidade. Os coeficientes de variacdo dos resultados das analises obtidos com cada
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um dos diferentes procedimentos de preparo das carcacas foram calculados em
porcentagem, dividindo o desvio padrdo pela média das contagens obtida com cada um
dos procedimentos e multiplicado por 100. Andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey a 5 % de probabilidade foram usados para comparar os coeficientes de variacédo
obtidos. Toda a analise estatistica foi feita utilizando o programa estatistico XLSTAT
versdo 2009.5.01Addinsoft™ New York, USA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. COMPARACAO DOS PROCEDIMENTOS OFICIAIS DO BRASIL,
UNIAO EUROPEIA E EUA DE PREPARO DE CARCACAS DE FRANGO
PARA ANALISE DE SALMONELLA

Os procedimentos oficiais de preparo de carcacas de frango para a andlise de
Salmonella durante o processo de abate usados no Brasil, na Uni&o Europeia e nos EUA
foram comparados e os resultados estdo apresentados na Tabela I.1.

Usando diferentes carcacas, foram detectados 7,5; 12,5 e 5,0 % de positividade de
Salmonella pelos procedimentos do Brasil, da Unido Europeia e dos EUA,
respectivamente. Quando uma mesma carcaca foi usada para comparar 0S trés
procedimentos de preparo das amostras, a presenca de Salmonella foi maior. Usando o
procedimento do Brasil, Salmonella foi detectada em 10% das amostras testadas, com o
procedimento da Unido Europeia foi detectado 15% de positividade e com o procedimento
dos EUA o percentual de positividade foi de 11,3% (Tabela 1.1). Baseado na analise
estatistica, ndo foi encontrada diferenca entre os resultados de Salmonella obtidos pelos
trés procedimentos de preparo de carcacas de frango (Teste exato de Fisher p = 0,05%).
Isso aconteceu quando diferentes ou uma mesma carcaca foram usadas para comparar
0s procedimentos.

N&o foram encontrados na literatura cientifica estudos comparativos de preparo de
carcacas de frango usando o procedimento do Brasil com outros procedimentos. Por
outro lado, COX et al. (2011) compararam, recentemente, os procedimentos dos EUA com
o da Unido Europeia de preparo de carcacgas de frango para analise de Salmonella e nédo
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encontraram diferencas significativas entre os dois procedimentos avaliados. Os autores
observaram que em carcacas colhidas apoés o chiller de resfriamento a agua, a bactéria foi
encontrada em 2,8 e 6,8% usando os procedimentos dos EUA e da Unido Europeia,
respectivamente. A combinagdo de amostras positivas ao utilizar os dois procedimentos
foi de 9,6%.

Tabela I.1. Deteccédo de Salmonella em carcacas de frango usando os procedimentos de
preparo das amostras do Brasil, da Unido Europeia e dos EUA em amostras diferentes e
em uma mesma carcaga

No. amostras positivas / total de anélises (%)

Procedimentos de preparo @ Diferentes carcacas Mesma carcaca °
Brasil 6/80 (7,5) 8/80 (10,0)
UE 10/80 (12,5) 12/80 (15,0)
EUA 4/80 (5,0) 9/80 (11,3)

% Brasil - 25 g de pele e misculo das asas, pescoco e pericloacal; UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco; EUA
gEstados Unidos da America) - enxaguadura da carcacga

Diferentes carcacas foram usadas para comparar cada um dos procedimentos, 2> Uma mesma carcaca foi usada para
comparar os trés procedimentos.
Resultados do no. de amostras positivas obtidas com os trés diferentes procedimentos em diferentes carcagas ou em
uma mesma carcaga nao sao estatisticamente diferentes pelo teste exato de Fisher (a < 0,05%).

Na Tabela I.2 é apresentado a comparacdo dos resultados coincidentes e divergentes
usando os procedimentos de preparo das amostras do Brasil, da Unido Europeia e dos
EUA em amostras diferentes e em uma mesma carcaca. N&ao foi encontrada diferenca
estatistica significativa entre os pares de procedimentos comparados (p = 0,05) pelo teste
de McNemar. COSSI et al.,, (2011) compararam quatro procedimentos de preparo de
carcacas de frango (enxague, suabe da pele, excisdo de musculo e excisdo da pele) e
observaram que, de um total de 60 amostras analisadas, Salmonella foi detectada em
duas amostras pelo procedimento de enxague (EUA), duas pela excisdo de musculo e
duas pela excisdao da pele. Nao foi encontrada diferenga significativa quando os
procedimentos foram comparados em pares e, segundo os autores, ndo foi possivel
avaliar a diferenca entre os procedimentos devido a baixa prevaléncia de Salmonella nas
amostras analisadas. Ainda, neste estudo, a excisdo do tecido e da pele n&o foi
executada da mesma forma como preconizado pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2003) o

que também dificulta qualquer outra comparacgao entre os procedimentos.
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Dos 80 lotes de carcacas coletadas para analise de Salmonella, 19 (23,75%) deles
continha a presenca da bactéria. Resultados positivos de Salmonella usando diferentes
carcagas ou uma mesma carcaca para comparar os trés procedimentos de preparo das
amostras foram observados aleatoriamente. A Tabela 1.3 mostra a combinacdo de
resultados positivos de Salmonella obtidos com os trés procedimentos em diferentes
amostras e em uma mesma carcaca e 0s sorotipos identificados nas amostras positivas.
Os resultados mostram que em apenas uma situacao (Tabela 1.3, linha 7) Salmonella foi
detectada por todos os procedimentos testados e em todas as carcagas de um mesmo

lote.

Tabela 1.2. Comparacdo dos resultados coincidentes e divergentes usando o0s
procedimentos de preparo das amostras dos no Brasil, Unido Europeia e EUA em
amostras diferentes e em uma mesma carcaca

Comparacéo dos Coincidentes Divergentes pb
procedimentos de Positivo Negativo  Positivo; Negativo;

preparo em pares 2 negativo positive
Diferentes carcacas':

Brasil; UE 5 69 1 5 0,220
Brasil; EUA 2 72 4 2 0,683
UE; EUA 2 68 8 2 0,113
Mesma carcaca’:

Brasil; UE 7 67 1 5 0,220
Brasil; EUA 4 67 4 5 1,000
UE; EUA 5 64 7 4 0,546

% Brasil - 25 g de pele e misculo das asas, pescoco e pericloacal; UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco; EUA
Estados Unidos da America) - enxaguadura da carcaca

Diferentes carcacgas foram usadas para comparar cada um dos procedimentos, 2 Uma mesma carcaca foi usada para
comparar os trés procedimentos.
® valores de p < 0.05 entre os pares de métodos de preparo das carcacas comparados sdo significativamente
diferentes pelo teste de McNemar.

De um modo geral, quando Salmonella foi detectada por mais de um dos
procedimentos de preparo das amostras 0 mesmo sorotipo da bactéria foi encontrado nas
amostras, com prevaléncia de S. Enteritidis. Sorotipos de S. Saintpaul e S. Muenchen
também foram encontrados nas amostras testadas. Em uma das amostras (Tabela 1.3,
linha 14), quando uma mesma carcaca foi usada para comparar os trés procedimentos, foi

obtido positividade de Salmonella apenas pelos procedimentos do Brasil e da Unido
Europeia, mas nédo pelo procedimento dos EUA. Neste caso os isolados identificados

foram diferentes, tendo sido encontrado S. Enteritidis pelo procedimento do Brasil e S.
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Tabela 1.3. Combinacao de resultados de Salmonella em carcacas de frango usando trés procedimentos de preparo das
amostras em diferentes e em uma mesma carcaca e sorotipos encontrados.

Lotes Procedimentos e ocorréncia de Salmonella (Sorotipo) utilizando
Positivos Diferentes carcagas - Mesma carcaca *
Brasil UE " EUA © Brasil UE"® EUA ©
1 A P (NS) A A P (NS) P (NS)
2 A P (NS) A A P (NS) A
3 A A P (NS) A A P (NS)
4 A P (Enteritidis) A P (Enteritidis) P (Enteritidis) A
5 A P (Enteritidis) A A A A
6 A P (Enteritidis) A A A A
7 P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis)
8 A A A A P (Enteritidis) A
9 P (Enteritidis) P (Enteritidis) A A P (Enteritidis) P (Enteritidis)
10 P (Enteritidis) P (Enteritidis) A P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis)
11 P (Enteritidis) A A P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis)
12 P (Saintpaul) P (Saintpaul) A A A A
13 A A A A A P (Enteritidis)
14 A A A P (Enteritidis) P (Muenchen) A
15 A A A P (Enteritidis) A P (Enteritidis)
16 A A A P (Enteritidis) P (Enteritidis) A
17 A A P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis) A
18 A A A A P (Enteritidis) A
19 P (Enteritidis) P (Enteritidis) P (Enteritidis) A A P (Enteritidis)
Total Positivos 6 10 4 8 12 9

2 Brasil - 25 g de pele e misculo das asas, pescoco e pericloacal; ° UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco, EUA (Estados Unidos da America) -
enxaguadura da carcaga.
A — Auséncia, P — Presenca, NS — N&o sorotipado.
! Diferentes carcacas de um mesmo lote foram usadas para comparar os trés diferentes procedimentos; 2 Uma mesma carcaca foi usada para realizar os trés
diferentes procedimentos.
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Muenchen pelo procedimento da Unido Europeia. Apesar destes dois procedimentos
serem por excisdo de pele e/ou musculo, 0s mesmos preconizam a retirada de partes
diferentes da carcaca, o que pode indicar que na mesma carcaca poderia estar
presente mais de um sorotipo de Salmonella. Uma explicacdo para a ndo deteccéo da
bactéria pelo método Americano pode ser em decorréncia da metodologia aplicada
neste estudo para comparar os procedimentos em uma mesma carcaca. Antes de se
fazer o procedimento de enxaguadura a carcacga foi submetida a remocdo de duas
porcoes de 25 g de pele de pescoco, asas e regido pericloacal para testar os
procedimentos do Brasil e da Unido Europeia. Caso a contaminacdo pela bactéria se
encontrava limitada a estas partes da carcaca a mesma pode ter sido removida total ou
parcialmente, e neste caso, nenhuma ou poucas células foram incorporadas ao liquido
de enxague quando o procedimento dos EUA foi executado. Além disto, pelo
procedimento dos EUA, apenas 30 mL (7,5%) dos 400 mL do volume total do liquido de
enxague é usado no pré enriguecimento da amostra. Assim, pode ter ocorrido uma
diluicdo das células de Salmonella presentes na carcaca. Esta mesma situacédo foi
também observada em outras trés amostragens (Tabela 1.3, linhas 4, 16 e 17).

Outro fator observado em relacdo a variacdo na deteccdo de Salmonella nas
carcacas de frango foi com alguns dos resultados obtidos pelo procedimento dos EUA.
Usando diferentes carcacas (Tabela 1.3, linhas 3 e 17) ou uma mesma carcaca (Tabela
.2, linhas 3, 13 e 19) a presenca de Salmonella foi detectada apenas pelo
procedimento dos EUA. Isso pode ser explicado pelo fato do procedimento de enxague
ser feito tanto na cavidade interna quanto na parte externa da carcaca, enquanto que
nos outros dois procedimentos ha remocdo apenas de porcdes da parte externa da
carcaca.

As analises mostraram que resultados falso negativos de Salmonella foram obtidos
com os trés procedimentos de preparo das carcacas de frango testados. Isso ocorreu
usando diferentes carcacgas, provenientes de um mesmo lote e colhidas num mesmo
momento, e, também, quando os trés procedimentos foram feitos a partir de uma Unica
carcaca. Resultados falso negativos de Salmonella também foram observados por
COX et al. (2011) comparando os procedimentos dos EUA e da Unido Europeia para

analise de Salmonella em carcacas de frango. Segundo os autores isso pode ter sido
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em decorréncia da pequena quantidade de amostra (8,3 g) utilizada no método da
Unido Europeia durante o estudo (COX et al., 2011).

Algumas hipéteses podem ajudar a explicar os resultados falso negativos obtidos.
Primeiro, a distribuicdo das células de bactérias nas carcacas de frango ndo é
homogénea (SMITH, 2010). Ainda, muitas células microbianas podem estar
firmemente aderidas ou aprisionadas na pele e nos musculos da carcaca, o que pode
dificultar a remoc¢éao durante o preparo das amostras (MEAD et al., 2010). As amostras
usadas em cada um dos trés procedimentos testados foram provenientes de diferentes
partes da carcaca ou obtidas de diferentes formas. Usando os procedimentos do Brasil
e da Unido Europeia, 1,0 a 2,1% do peso das carcacas foram usados no pré-
enriquecimento das amostras uma vez que as carcagas analisadas neste estudo
pesavam de 1,2 a 2,5 Kg. Desta forma, se as células de Salmonella ndo estavam
presentes nas porcdes removidas da carcaca, sua presenca nao foi detectada. Para
fazer o procedimento de enxaguadura adotado pelos EUA foi usado 7,5% do volume
total de enxadgue das carcacas para efetuar o pré-enriguecimento. Geralmente, quando
presente, ha poucas células de Salmonella nas carcacas de frango (SIMMONS et al.,
2003; ANVISA, 2008). KING et al. (2008) analisaram carcacas de frango com
incubacdo de diferentes volumes do liquido de enxdgue e constaram que, com
incubacdo de 30 mL, Salmonella foi encontrada em 20% das amostras analisadas.
Quando 50 mL do enxague foi incubado, 37,8% das amostras foram positivas e com
400 mL de liquido de enxague incubado foi detectado 47,8% de positividade. Os
autores concluiram que, quando o mesmo procedimento, mas diferentes volumes de
liquido para o pré enriquecimento sdo usados, a prevaléncia de Salmonella variou de
20 a 47,8%.

A segunda hipétese que pode contribuir para explicar os resultados de Salmonella
obtidos esta relacionada a natureza dos procedimentos que foram comparados. Os
procedimentos de excisdo (Brasil e Unido Europeia) removem e utilizam na anélise
todas as bactérias presentes na porcdo do tecido, inclusive aquelas aderidas
firmemente (ISO, 2003; CAPITA et al.,, 2004). Neste caso, mesmo que as ceélulas
bacterianas estejam firmemente aderidas ao tecido, elas estardo presentes na porcao

incubada para o pré enriquecimento. Por outro lado, isso ndo acontece com o
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procedimento dos EUA. O procedimento de enxague recupera apenas as bactérias
aderidas fracamente a carcaca e que estdo nas superficies externas da mesma
(CAPITA et al.,, 2004). Outro fator importante refere-se a homogeneizacdo das
amostras. Os procedimentos de excisdo dos tecidos permitem a homogeneizacao da
amostra em equipamentos mecanicos. Por outro lado o procedimento de enxague
acessa as partes interna e externa da carcaga, mas a homogeneizacdo da amostra
com o diluente é manual. Segundo COSSI et al. (2012), a homogeneizagéo é um fator
critico que pode comprometer o isolamento dos micro-organismos presentes na
carcaca de frango.

A terceira hipétese para explicar os resultados falso negativos de Salmonella entre
os procedimentos comparados pode estar relacionada com a forma da contaminacao
das carcacas. O resfriamento em chiller com agua € uma importante etapa onde a
contaminacdo cruzada entre carcacas pode ocorrer (SMITH et al.,, 2005; HUEZO,
2007). ApO6s a passagem pelo chiller as carcacas podem apresentar uma alta
prevaléncia de Salmonella, porém, em baixas quantidades (EFSA, 2006; ANVISA,
2008). No Brasil e nos EUA, o resfriamento das carcacas de frango &,
predominantemente, o de imersdo em agua. Por outro lado, na Unido Europeia o
resfriamento das carcacas ocorre com ar (MAPA, 1998; SHINE et al., 2012). Neste
trabalho foi comparado o procedimento oficial da Unido Europeia de preparo das
carcacas de frango para analise de Salmonella em um processo de abate com
resfriamento por imersdo em agua, no qual a dinamica de contaminacédo das carcacas
de frango pode ser diferente do que um processo de resfriamento a ar.

Os procedimentos de preparo das carcacas de frango para analise de Salmonella
usados pelo Brasil, Unido Europeia e EUA fazem parte de programas oficiais destes
governos para avaliar os estabelecimentos de abate de frangos sob inspecéo oficial
(MAPA, 2003; EC, 2007; FSIS, 2012). No Brasil as analises sao requeridas de acordo
com a quantidade de animais abatidos. Por exemplo, para abatedouros com abate
superior a 100.000 animais/dia é requerido analise de uma carcaca por turno de abate.
A cada 51 carcacas analisadas é completado um ciclo de amostragem onde, no Brasil
€ admitido 12 (23,5%) resultados positivos para Salmonella (MAPA, 2003). Ja nos

EUA é admitido oito amostras positivas em 51 carcagas analisadas, ou 15,7% (FSIS,
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2012). Por outro lado, na Unido Europeia, devem ser colhidas semanalmente, no
minimo, amostras de 15 carcacas escolhidas aleatoriamente. De cada carcaca é
retirada uma amostra de cerca de 10 g da pele do pescoc¢o, devendo-se combinar
amostras de pele do pescoco de trés carcacas antes da andlise, de modo a obter cinco
amostras semanais de 25 g (EC, 2007). Na Unido Europeia sdo admitidos 5 resultados
positivos ou 10% de positividade por ciclo de amostragem de 50 carcacas (EC, 2011).
Em todos estes programas a avaliagcdo do desempenho do abatedouro € verificada por
ciclo de amostragem e nao por resultado de cada carcaga analisada (MAPA, 2003, EC,
2007; EC, 2011; FSIS, 2012).

Considerando o percentual de positividade de Salmonella obtido neste estudo em
comparacado com o percentual admitido nos programas do Brasil (23,5%) da Unido
Europeia (10%) e dos EUA (15,7%) para avaliar o desempenho do abatedouro de onde
as amostras foram colhidas, o mesmo teria sido reprovado pelos resultados obtidos
pelo procedimento da Unido Europeia. Usando diferentes carcacas, o procedimento da
Unido Europeia detectou 12,5% de positividade de Salmonella enquanto que o
programa Europeu admite apenas 10% de positividade. Usando uma Unica carcaca
para comparar os trés procedimentos, o abatedouro teria sido reprovado no critério da
Unido Europeia por ter sido obtido 15% de positividade.

Segundo o acordo sobre aplicacdo de medidas sanitarias e fitossanitarias da
Organizacdo Mundial do Comércio (OMC), em seu artigo 4°, os paises membros
aceitardo as medidas de outros membros como equivalentes para situacfes de
exportacdo, mesmo se tais medidas diferem de suas proprias medidas (MIRANDA, et
al., 2004). Segundo CASON et al. (2010), a demonstracdo de equivaléncia pode ser
dificil quando hé diferencas consideraveis nos testes regulatérios requeridos em outros
paises. Estes autores avaliaram a probabilidade estatistica de aprovacao de ciclos de
amostragem considerando as diferencas de preparo das carcacas de frango adotados
pelos EUA e pela Unido Europeia. Os autores concluiram com base no histérico de
prevaléncia de Salmonella em carcagas e produtos de frango destes paises que a taxa
de aprovacgéao dos ciclos, seria de 79,3% usando o procedimento dos EUA e de 79,5%
usando a amostragem e procedimento da Unido Europeia, mesmo com as diferencas

nos planos de amostragem (CASON et al., 2010).
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Os resultados obtidos neste estudo mostram que ndo ha diferencas significativas
entre os resultados de Salmonella obtidos pelos trés procedimentos testados. No
entanto, o ideal é que os procedimentos para uso em programas oficiais fossem
padronizados. Segundo MEAD et al. (2010), as estratégias de amostragem deveriam
ser definidas de acordo com os riscos envolvidos na saude publica, com a prevaléncia
do micro-organismo alvo, com o nivel de confianca para os resultados obtidos e pelos

principios gerais de estatistica.

3.2 COMPARACAO DOS PROCEDIMENTOS DO BRASIL, UNIAO
EUROPEIA E EUA DE PREPARO DE CARCACAS DE FRANGO PARA
ANALISES DE MICRO-ORGANISMOS INDICADORES DE QUALIDADE
E HIGIENE

Escherichia coli, coliformes totais, Enterobacteriaceae e aerébios mesdfilos, foram
escolhidos para comparar os trés procedimentos de preparo das amostras pelo fato
destes serem 0s mais comumente usados para avaliar a qualidade microbiologica de
carcacas de frango bem como a higiene do processo de abate (EC, 2007; GHAFIR et
al., 2008). Além disso, também podem ser usados em avalia¢des oficiais de carcacas
de frangos em diferentes paises (FSIS, 1996; MAPA, 2007; EC, 2007).

A presenca (contagens = 10 UFC/g) de E. coli, coliformes totais,
Enterobacteriaceae e aerdbios mesofilos obtidas pelos trés procedimentos de preparo
das carcacas de frango € mostrada na Tabela I.4. Quando diferentes carcacas foram
usadas, E. coli foi detectada em 100% das amostras analisadas com o procedimento
da Unido Europeia mas em apenas em 93,5% das amostras analisadas pelos outros
procedimentos (Brasil e EUA). A presenca de coliformes totais, Enterobacteriaceae e
aerobios mesdfilos foi de 100% das amostras e procedimentos testados (Brasil, Uni&do
Europeia e EUA).

Quando uma mesma carcaca foi usada (Tabela 1.4), E. coli foi detectada em 100%
das amostras analisadas com o procedimento do Brasil mas apenas em 96,7% pelo

procedimento da Unido Europeia e em 93,5% pelo procedimento dos EUA.
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Enterobacteriaceae foi encontrada em todas as amostras analisadas com o
procedimento do Brasil e da Unido Europeia, mas apenas em 96,7% das amostras
analisadas com o procedimento de enxaguadura (EUA). Coliformes totais e aerobios
mesofilo foram encontrados em todas as amostras e por todos os procedimentos

testados.

Tabela I.4. Presenca de E. coli (EC), coliformes totais (CT), Enterobacteriaceae (EB) e
aerdbios mesofilos (AM) em carcacas de frango apés o chiller em 4gua usando trés
procedimentos de preparo das amostras em diferentes e em uma mesma carcaca

Procedimento Prevaléncia (%) °
de preparo * Diferentes carcacas Mesma carcaca

EC CT EB AM EC CT EB AM
Brasil 93,5 100 100 100 100 100 100 100
UE 100 100 100 100 96,7 100 100 100
EUA 93,5 100 100 100 93,5 100 96,7 100

T Brasil - 25 g de pele e misculo das asas, pescoco e pericloacal; UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco;
EUA (Estados Unidos da América) - enxaguadura da carcacga.
A prevaléncia foi determinada quando as contagens tiveram = 10 UFC/g.

Os resultados mostram que o tipo de procedimento usado para preparar as
carcacas para as analises microbiologicas pode afetar a deteccdo de alguns tipos ou
grupos de bactérias presentes. De um modo geral, quando diferentes carcacas foram
utilizadas, o procedimento da Unido Europeia foi o que demonstrou melhor
desempenho para detectar contagens =210 UFC/g de todos os tipos e/ou grupos de
micro-organismos testados. Por outro lado, quando uma mesma carcac¢a foi usada
para a retirada da amostra, o procedimento do Brasil foi 0 mais eficiente para
guantificar os mesmos. COSSI et al. (2011) avaliaram quatro procedimentos de
preparo de carcacas (enxaguadura, suabe da pele, excisdo de musculo e excisdo da
pele) e observaram que, de um total de 60 amostras analisadas, E. coli foi detectada
em 48 delas, sendo que apenas o procedimento de suabe da pele foi menos eficiente
para detectar a presenca da bactéria e diferiu estatisticamente dos demais

procedimentos.
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Na Tabela I.5 estdo descritas as médias das contagens e seus desvios padrao de
E. coli, coliformes totais, Enterobacteriaceae e aerobios mesofilos usando os diferentes
procedimentos de preparo das carcacas em diferentes e em uma mesma carcaca.
Usando diferentes carcacas, resultados médios significativamente superiores (Teste de
Tukey, p < 0,05) foram observados nas contagens de E. coli e coliformes totais usando
o procedimento dos EUA em comparacdo aos demais procedimentos (Brasil e Unido
Europeia). Para Enterobacteriaceae, o procedimento de preparo das carcagas usado
pelo Brasil foi significativamente inferior (Teste de Tukey, p < 0,05) aos procedimentos
praticados na Unido Europeia e nos EUA. Nao foram encontradas diferencas
significativas usando os trés procedimentos de preparo das carcacas para as
contagens de aerdbios mesofilos (Teste de Tukey, p = 0,05).

Quando foi utilizada uma mesma carcaca para comparar os trés procedimentos de
preparo das amostras, os resultados obtidos foram similares aqueles obtidos utilizando
diferentes carcacas (Tabela 1.5), exceto para Enterobacteriaceae para a qual os
procedimentos foram capazes de gerar resultados estatisticamente similares (Teste de
Tukey, p 2 0,05).

Inimeros trabalhos tem sido feitos para comparar os diferentes procedimentos de
preparo das amostras para analisar microbiologicamente carcacas de frango e
diferentes resultados tem sido obtido (GILL et al., 2005; COX et al., 2010; COSSI et al.,
2012). Segundo GILL et al. (2005), a andlise por excisdo de porcdes de tecidos da
carcaca ou 0 enxague da carcaca geralmente geram em resultados iguais.

O enxague da carcaca, conforme procedimento adotado pelos EUA, remove as
bactérias fracamente ligadas ao tecido (CAPITA et al.,, 2004) uma vez que, neste
procedimento, a friccdo do liquido contra a carcaca é executado de forma manual.
Entretanto, equipamentos para homogeneizacdo sao impratichveis para o0
procedimento de enxague. Segundo RUSSEL et al. (1997), este fato pode afetar a
recuperacgdo de alguns grupos de micro-organismos durante a andlise.

De acordo com CAPITA et al. (2004), a excisdo de partes do tecido recupera uma
maior quantidade de bactérias. No entanto, os resultados obtidos neste estudo para as
contagens de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae ndo comprovam as

afirmacdes dos autores.
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Tabela 1.5. Comparacdo de contagens de E. coli (EC) coliformes totais (CT), Enterobacteriaceae (EB) e aerdbios
mesofilos (AM) com trés procedimentos de preparo das amostras usando diferentes e uma mesma carcaca

Média de contagem de bactérias + Desvio padrao (Log UFC/g ou mL)

Procedimento Diferentes carcagas’ Mesma carcaga’

de Preparo ! EC CT EB AM EC CT EB AM
Brasil 2.07+0.47° 257+0.46° 3.18+0.38° 4.64+0.40° 2.20+0.46° 2.76+0.40° 3.38 + 0.38% 4.90 + 0.43%
EU 229+0.46° 263+0.39° 3.43+0.38 4.85+042° 225+0.30° 263+0.37° 352+0.49°  4.82+0.22°
EUA 2.77+0.54° 3.14+0.57% 3.65+0.42% 475+028* 271+0.44% 3.08+0.40° 3.63+0.49*° 4.76+0.27°

T Brasil - 25 g de pele e musculo das asas, pescoco e pericloacal; UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco; EUA (Estados Unidos da América) -
enxaguadura da carcaga.

2 Diferentes carcagas de um mesmo lote foram usadas para comparar os trés procedimentos, ¥ Uma mesma carcacga foi usada para comparar os trés
procedimentos.

4 Médias em uma mesma coluna seguidas de diferentes letras sdo estatisticamente diferentes (p = 0.05%) pelo teste de Tukey.
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COSSI et al. (2012) avaliaram quatro diferentes procedimentos de preparo de
carcacas de frango para analise de micro-organismos indicadores de qualidade e
higiene. Os autores observaram que os procedimentos por excisdo de partes da
carcaca foram os procedimentos capazes de recuperar as maiores quantidades de E.
coli, coliformes, Enterobacteriaceae e aerdbios mesofilos. No entanto, segundo o0s
autores, a excisao do tecido foi estatisticamente superior aos outros procedimentos
para as contagens de E. coli e coliformes, mas ndo para as analises de
Enterobacteriaceae e aerobios mesofilos.

Quando se utiliza o procedimento de excisao do tecido, o local da carcaca onde o
mesmo € retirado pode ser determinante em relacdo aos niveis de bactérias
encontrados. SMITH (2010) observou que as contagens de bactérias obtidas de
diferentes partes das carcacas de frango podem variar. O autor encontrou uma
contagem média de E. coli de 3,4 Log UFC/mL na regido dorsal e de 2,9 Log UFC/mL
na regido frontal. Para coliformes, as contagens na regido dorsal da carcaca foram de
3,7 Log UFC/mL e na regiao frontal de 3,2 Log UFC/mL. SMITH (2010) também
comparou o procedimento de enxague e de excisdo de 25 g para andlise de E. coli e
coliformes em peito e coxa de frango. Diferencas significativas nas contagens obtidas
para as duas avaliacbes foram encontradas entre os procedimentos comparados,
sendo que as maiores contagens foram obtidas pelo procedimento de enxague.
GHAFIR et al. (2008) também constaram que o procedimento de enxague € superior ao
procedimento de excisdo de 25 g de pele de pescoco para determinar contagens de
micro-organismos indicadores em carcacas de frango. O procedimento excisdo de 25
g de pele de pescoco é o procedimento oficial na Unido Europeia, além de ser mais
facil de ser aplicado na pratica (HUTCHISON et al., 2006).

De acordo com GILL & JONES (2000), a excisao de partes da carcaca seguida de
homogeneizacdo mecéanica é o procedimento mais efetivo para a contagem de
bactérias porque ele gera resultados mais reais e com menos variagdo. Entretanto,
este fato ndo foi observado nos resultados obtidos neste estudo onde o procedimento
de enxague, adotado pelos EUA, resultou em contagens de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae mais elevadas do que os procedimentos por excisdo seguidos de

homogeneizacdo mecénica (Tabela I.4).
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Os coeficientes de variacao (CV) das contagens de bactérias obtidos com os trés
procedimentos de preparo das carcacas sdo mostrados na Tabela 1.6. N&o foram
observadas diferencgas significativas (Teste de Tukey, p = 0,05) para os CVs obtidos
guando diferentes carcagcas ou uma mesma carcaga foram usadas no preparo das
amostras. Em ambos os casos, as contagem de E. coli apresentaram as maiores
variacdes entre todos os procedimentos testados e as contagens de aerébios mesofilos

apresentaram os menores CVs.

Tabela 1.6. Coeficientes de variacdo das contagens de E. coli (EC), coliformes totais
(CT), Enterobacteriaceae (EB) e aerdébios mesofilos (AM) em carcagcas de frango
usando trés procedimentos de preparo das amostras em diferentes e em uma mesma

carcaca
Procedimento Coeficiente de variacéo (%) "
de preparo * Diferentes carcacas” Mesma carcaca’

EC CT EB AM EC CT EB AM
Brasil 36,0 17,9 11,9 8,6 20,8 14,6 11,1 8,8
EU 20,2 14,6 11,0 8,6 23,3 14,0 13,8 45
EUA 33,5 18,1 11,4 6,0 32,2 12,9 13,5 5,8

T Brasil - 25 g de pele e misculo das asas, pescoco e pericloacal; UE (Unido Europeia) - 25 g de pele de pescoco;
EUA (Estados Unidos da América) - enxaguadura da carcaga.

% Diferentes carcagas de um mesmo lote foram usadas para comparar os trés procedimentos; % Uma mesma carcaca
foi usada para comparar os trés procedimentos.

Médias em uma mesma coluna para um mesmo micro-organismos ndo foram estatisticamente diferentes (p <
0.05%) pelo teste de Tukey.

HUTCHISON et al. (2006) compararam os CVs de E. coli, coliformes totais,
Enterobacteriaceae e aerdbios mesdfilos analisados pelos procedimentos da Unido
Europeia e dos EUA. Os resultados dos CVs obtidos por estes autores foram maiores
gue os obtidos neste estudo tanto para o procedimento da Unido Europeia quanto pelo
procedimento Americano. Segundo o0s autores, o procedimento de preparo de
carcagas de frango pelo procedimento dos EUA fornece maior variagdo entre os
resultados pelo fato da homogeneizacdo manual da carcaga nao ser feita de forma
padronizada, sendo também afetados pelas diferentes pessoas executando o

procedimento de homogeneizacao de diferentes formas.
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Neste estudo, para a comparacdo dos procedimentos de preparo das carcacas de
frango para analise microbiolégica, todas as amostras foram coletadas no abatedouro e
transportadas ao laboratorio para a retirada das unidades analiticas e subsequente
analise. Geralmente, as amostras de pele de pescoco, segundo 0s preceitos do
procedimento Europeu, sdo colhidas no abatedouro, ndo sendo necessario remover as
carcacas da linha de producdo e nem destrui-la para fazer a analise (HUTCHISON et
al., 2006; EC, 2007), sendo esta uma vantagem sobre os outros procedimentos. O
procedimento de preparo das amostras usado pelos EUA também pode ser feita no
abatedouro, sem a necessidade de transportar a carcaca até o laboratorio. No entanto,
como a carcaca € colocada em contato com o meio de cultura ela precisa ser
descartada ap6s o enxague. Por outro lado, a anélise removendo 25 g de partes da
carcaca, conforme o procedimento do Brasil (MAPA, 2003), para a analise oficial de
Salmonella, a carcaca precisa ser transportada para o laboratério, pois requer a adocao
de procedimentos laboratoriais mais complexos.

Durante a realizacdo deste estudo foi também avaliado o tempo médio de preparo
das amostras de carcacas de frango utilizando cada um dos procedimentos testados.
Para a realizacdo dos procedimentos do Brasil e da Unido Europeia, foram necessarios
em média 2,4 min para retirar a unidade analitica da carcaca, adicionar o diluente e
homogeneizar a amostra. Para o procedimento dos EUA foram necessarios 3,7 min
para adicionar os 400 mL de meio de cultura, enxaguar a carcaca interna e
externamente de forma manual, remover os 30 mL do liquido de enxague e adicionar
outros 30 mL restantes para preparar a amostra. O tempo necessario para preparar as
carcacas pelo procedimento dos EUA foi 35,1% mais moroso do que o tempo
necessario para praticar os procedimentos do Brasil e da Unido Europeia. Este tempo,
aplicados a analise de uma carcaca pode, na préatica, ndo representar diferencas na
rotina de um laboratério. Entretanto, quando o volume de amostras for elevado, o
tempo requerido pode ter grande significado em termos de produtividade. Este tempo
de preparo de amostras foram similares aos obtidos por HUTCHISON et al. (2006) no
preparo de 20 carcacas, usando o procedimento dos EUA - 2,9 min por carcaca.
Entretanto, para a remoc¢ao da pele de pescoco, estes pesquisadores precisaram de

apenas 0,56 min por carcaca. Uma possivel explicagdo para o menor tempo requerido,
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pode estar associada ao fato de terem coletado as amostras diretamente na linha de
producéo, diferente do procedimento adotado neste estudo, no qual as amostras foram

preparadas no laboratério.

4 CONCLUSOES

Os procedimentos de preparo de amostras de carcacas de frango para analise de
Salmonella usados pelo Brasil, Unido Europeia e EUA sdo equivalentes quando
comprados em diferentes carcagcas ou em uma Unica carcaca. Resultados falso
negativos de Salmonella foram obtidos com todos os procedimentos testados e iSso
pode estar relacionado com fatores como heterogeneidade da contaminagdo por
Salmonella nas carcacas de frango, natureza intrinseca de cada procedimento e
formas de contaminacdo da carcaca durante o abate. Com relacdo as analises de
micro-organismos indicadores de qualidade e higiene, o procedimento dos EUA
permitiu encontrar as maiores quantidades de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae, mas foi equivalente aos demais procedimentos para a analise de
aerobios mesofilos. Os procedimentos de coleta e preparo de amostras do Brasil e da
Unido Europeia foram 35,1% menos morosos em comparacdo ao procedimento dos
EUA. O ideal seria uma harmonizacdo internacional referente ao procedimento de
preparo de carcagas de frango para analises microbiolégicas. Com isso, os resultados
dos programas oficiais dos paises poderiam ser comparados em uma mesma base de
informacgdes, bem como os resultados de pesquisas e outras avaliacées de qualidade e

higiene dos produtos avicolas.
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CAPITULO Il - MAPEAMENTO DOS MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS E INDICADORES DE QUALIDADE E HIGIENE
NAS PRINCIPAIS ETAPAS DO ABATE DE FRANGOS

1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi mapear microbiologicamente a presenca de micro-
organismos patogénicos e indicadores de qualidade e higiene e as fontes potenciais
de contaminagcdo de carcacas nas principais etapas do abate de frangos. Os
objetivos especificos foram: i) avaliar a presenca de Salmonella, Campylobacter
jejuni, C. coli e C. lari e suas dissemina¢gfes ao longo das etapas de abate; e ii)
determinar as contagens de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene

das carcacas nas mesmas etapas e condigdes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Abatedouro

As carcacas para andlise foram obtidas de um abatedouro comercial localizado na
regido oeste do estado de Santa Catarina que processava frangos com
aproximadamente seis (6) semanas de idade sob condi¢des industriais tipicas de abate
(Figura 3). O abatedouro opera com Servico de Inspecdo Federal (SIF) e sistema de
APPCC implantado, conforme requisitos do MAPA (MAPA, 2006) e testes
microbiolégicos de produtos (MAPA, 2005a).
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2.1.2 Coleta das carcacas

Dez diferentes lotes de frangos foram avaliados no periodo de outubro de 2011 a
marco de 2012. Um lote foi definido como um grupo de animais mantidos em uma
mesma granja durante o0 mesmo periodo de tempo e abatidos no mesmo momento e
de forma ininterrupta apos o inicio. De cada lote, foram colhidas diretamente da linha
de abate uma carcaca de frango de cada um dos locais indicados na Tabela II.1, de

acordo com a Figura 3.

Tabela Il.1. Locais de coleta de carcacas de frango durante o abate

Locais de coleta das carcacas: Etapa (Figura 3)
Antes da escaldagem 8
Apébs a escaldagem 8
Apbs a depenagem 9
Antes da evisceracao 14
ApOs a evisceracdo — retirada das visceras 19
Carcaca com contaminacao fecal aparente (CFA) 24
Carcaca sem CFA 24
Carcaca apos o refile da CFA 24
Ap6s o chuveiro final 25
Apos o resfriamento 31

As carcacas (n=100) foram colhidas em condic6es assépticas e acondicionadas
individualmente em embalagens plasticas estéreis, identificadas e transportadas ao
laboratério para analise de Salmonella, C. jejuni, C. coli, C. lari, aerdbios mesdfilos,
Enterobacteriaceae, Coliformes totais e E. coli. As analises foram feitas no laboratério
da industria onde as amostras foram colhidas.

No laboratorio, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo de 2 a 8 °C até o
momento da analise, a qual foi iniciada em até duas horas apés a coleta. No momento
da analise, a parte externa de cada embalagem contendo as carcacas foi sanitizada
com alcool 70%. O liquido foi friccionado com auxilio de algodao estéril para sanitizar

e remover eventuais sujidades aderidas a embalagem.
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Em uma capela de fluxo laminar, 400 mL de agua peptonada e tamponada (APT)
0,1% (Oxoid CM 509, Darmstadt, Alemanha) foram adicionados em cada embalagem
contendo as carcagas. O caldo da APT 0,1% (Oxoid CM 509, Darmstadt, Alemanha)
foi usado para lavar a carcacga interna e externamente durante 60 s. Posteriormente, a
carcaca foi removida do caldo e este foi submetido a homogeneizacao durante 60 s em
homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil). Aliquotas de cada amostra
preparada foram tomadas para analise de Campylobacter. jejuni, C. coli, C. lari, E. coli,
coliformes totais, Enterobacteriaceae e aerdbios mesofilos. Para a analise de
Salmonella, 30 mL do caldo de lavagem das carcagas foram incorporados a 30 mL de
APT (Oxoid CM 509, Darmstadt, Alemanha) em concentracdo dupla. A amostra foi

entdo homogeneizada por 60 s. e usada para a analise (FSIS, 1996).

2.1.3 Coleta das amostras de 4gua

No mesmo momento da coleta das carcacas foram colhidas amostras de agua do
tanque de escaldagem (n=10) e dos tanques de pré-resfriamento (n=10) e de
resfriamento de carcacas (n=10). De cada amostra de agua, um volume de
aproximadamente 300 mL foram colhidos em frascos de plastico estéreis. ApoOs a
colheita das amostras os frascos foram fechados, identificados e enviados para o
laboratorio para analise de Salmonella, C. jejuni, C. coli, C. lari, aerébios mesofilos,
Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli.

No laboratério as amostras foram mantidas sob refrigeracdo de 2 a 8 °C por no
maximo 2 h até o momento das andlises. A parte externa de cada frasco foi
higienizada com alcool 70% e os mesmos foram agitados vigorosamente. Em uma
capela de fluxo laminar, aliquotas da amostra foram retiradas para analise de C. jejuni,
C. coli, C. lari, aerobios mesofilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli. Para
a analise de Salmonella, 25 g da amostra foi adicionada em 225 mL de APT (Oxoid CM
509, Darmstadt, Alemanha) em concentragcdo tripla. A amostra foi entéo

homogeneizada por 60 s e usada para analise.
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2.2 METODOS

As amostras preparadas no item 2.1.2 e 2.1.3 foram submetidas as anélises de
Salmonella, Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari, E. coli, coliformes totais,
Enterobacteriaceae e aerobios mesofilos.

2.2.1 Pesquisa de Salmonella spp.

Pré-Enriquecimento das amostras: as amostras preparadas foram incubadas a 36 +
1 °C por 21 £ 3 h em incubadora (Fanen 347 CD, S&o Paulo, SP, Brasil).

Extracdo do DNA: apos o pré-enriguecimento, foi feita a lise celular e a extragdo do
DNA (4cido desoxirribonucleico). O reagente, solucdo tampao lysis + protease, foi
preparado pela adicdo de 150 pyL de protease e 12 mL de solucdo tampédo, ambos
fornecidos prontos pela Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA). Foram adicionados
nos tubos de lise 200 uL da solugcédo tampao lysis + protease e 10 uL da amostra pré-
enriquecida. Os tubos foram levados para blocos de aquecimento a 37 + 2 °C durante
20 min e, posteriormente, a 95 + 3 °C por 10 min. Apo6s as duas etapas de
agquecimento, as amostras foram transferidas para o bloco de refrigeracdo e mantidas
em geladeira por no maximo, 48 h. As amostras foram retiradas da geladeira 5 min
antes de iniciar a etapa subsequente.

Preparo da amostra e reacéo nos tubos de PCR: foram adicionados aos tubos de
PCR BAX® System Salmonella, 50 pL da solucédo de lise contendo o DNA extraido.
Os tubos de PCR foram levados para o termociclador/detector do equipamento BAX®
System Q7 Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA), previamente preparado para a
analise de Salmonella. O tempo de deteccéo e leitura, geralmente de 3 h e 30 min, foi
controlado e indicado pelo Sistema BAX® System Q7.

No final da etapa de reacdo o resultado de cada amostra analisada foi mostrado
como positivo ou negativo, diretamente na tela do computador através do programa do
equipamento BAX® System Q7. O resultado obtido como negativo no equipamento
BAX® System Q7 foi considerado como negativo definitivo e o resultado obtido como

positivo foi considerado positivo presuntivo.
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Os resultados presuntivos positivos foram confirmados pelo método bacterioldgico
segundo o método I1SO 6579 (ISO, 2002). Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra pré-
enriquecida, mantida em geladeira entre 5 + 3 °C foram transferidas para um tubo de
ensaio contendo 9,9 mL de meio Rappaport Vassiliadis (Merck, Darmstad, Germany) e
1 mL para 9 mL de caldo tetrationato-verde brilhante (Merck, Darmstad, Germany). Os
tubos de meio de Rappaport Vassiliadis foram incubados a 41,5 £+ 1 °C em banho
maria (Fanen, Sao Paulo, SP, Brasil) e de tetrationato-verde brilhante a 36 + 1 °C em
incubadora (Fanen 347 CD, Séao Paulo, SP, Brasil), ambos por 21 + 3 h. Apds a
incubacgédo, cada amostra enriguecida em Rappaport Vassiliadis e em tetrationato-verde
brilhante foi estriada em placa contendo &agar verde brilhante (Merck, Darmstad,
Germany) e placa contendo agar XLT4 (Merck, Darmstad, Germany). Todas as placas
foram incubadas por 21 + 3 h a 36 + 1 °C e entdo examinadas quanto a presenca ou
nao de colbnias suspeitas de Salmonella. Colbnias suspeitas de Salmonella foram
identificadas bioquimica e sorologicamente. Os testes bioquimicos incluiram as
avaliacdes da producao de urease, fermentacdo da glucose, sacarose e lactose em
agar trés acucares e ferro (TSI) (Merck, Darmstad, Germany), descarboxilacdo da
lisina, producdo de H,S, motilidade e producdo de indol. O teste sorologico foi
realizado com soro polivalente O (Probac, Brazil). Os isolados de Salmonella foram
enviados para identificacdo sorolégica no laboratério de Enterobactérias da Fundacgéo
Oswaldo cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro.

2.2.2 Pesquisa e contagem de Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari

A partir das amostras preparadas foram retiradas aliquotas para a extracdo do
DNA e para a analise bacterioldgica.
Extracdo do DNA: foi utilizado o mesmo procedimento descrito em 2.2.1 para a
analise de Salmonella apenas usando 5 pL da amostra.
Preparo da amostra e reagcdo nos tubos de PCR: foi utilizado o mesmo
procedimento descrito em 2.2.1 para a analise de Salmonella apenas usando os tubos
de PCR BAX® System Real-Time Campylobacter jejuni/coli/lari e 30 pyL da solugéo de

lise contendo o DNA extraido.
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No final da etapa de reacdo os resultados foram mostrados para cada amostra
como positivo ou negativo, diretamente na tela do computador através do programa do
Sistema BAX® System Q7. O resultado negativo foi considerado como negativo
definitivo e o resultado positivo no BAX® System Q7 foi considerado positivo
presuntivo. Os resultados positivos presuntivos foram submetidos a confirmacéo pelo
meétodo 1ISO 10271-1 (ISO, 2006). Para analise bacteriologica, uma aliquota de 1 mL
da amostra preparada, mantida em geladeira entre 5 + 3 °C, foi transferida para tubos
de ensaio contendo 9 mL de caldo Bolton (Oxoid CM 983, Basingstoke, Hampshire,
UK), adicionado de suplemento contendo cefoperazona, trimetoprim, vancomicina e
cicloheximida (Oxoid SR 183E, Basingstoke, Hampshire, UK). Os tubos foram
incubados a 41,5 + 1 °C por 24 h em microaerofilia. Posteriormente, a cultura foi
estriada na superficie de meio mCCDA (modified charcoal cefoperazone desoxycholate
agar, Oxoid CM 739, Basingstoke, Hampshire, UK) contendo em sua composi¢cao
suplemento seletivo (Oxoid SR 155, Basingstoke, Hampshire, UK). As placas foram
incubadas a 41,5 £+ 1 °C por 48 h em microaerofilia. Colbnias caracteristicas de
Campylobacter em mCCDA foram confirmadas como Campylobacter spp por testes

morfol6gicos, motilidade, crescimento microaerofilo a 25 °C e oxidase.

2.2.3 Contagem de E. coli e coliformes totais

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10 a 10® foram adicionadas na superficie de
placas Petrifilm 3M (Petrifilm 6414, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a
36 £ 1 °C por 24 + 2 h e, posteriormente, foram submetidas a contagem das coldnias,
conforme orientacdo do fabricante. Nestas placas as colbnias de E. coli foram
caracterizadas por apresentarem coloracdo azul com bolhas de gas e as colbnias de
coliformes totais por colénias vermelhas com a presenca de gas. As contagens de E.
coli e coliformes totais foram determinadas conforme procedimento do USDA (USDA,
1998).

2.2.4 Contagem de Enterobacteriaceae
Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10" a 10°® foram adicionadas na superficie de
placas Petrifilm 3M (Petrifilm 6421, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a
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36 £ 1 °C por 24 + 2 h e, posteriormente, submetidas a contagem das col0nias,
conforme orientagdo do fabricante. Foram contadas como colbnias de
Enterobacteriaceae as que apresentavam coloracdo vermelha associadas apenas com
formagcdo de gas; coldonias vermelhas associadas apenas com zonas &cidas de
coloragdo amarela e coloénias vermelhas associadas com formacdo de gas e com
zonas acidas de coloracdo amarela, conforme orientacédo do fabricante. As contagens

de Enterobacteriacea foram determinadas conforme AOAC (2003).

2.2.5 Contagem de aerébios mesofilos

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10 a 10" foram adicionadas na superficie de
placas Petrifilm 3M (Petrifilm 6400, St. Paul, MN, EUA). As placas foram incubadas a
36 £ 1 °C por 48 + 4 h e, posteriormente, submetidas a contagem das colbnias,
conforme orientacdo do fabricante. Foram contadas como colénias de aerébios
mesofilos as que apresentavam coloracdo vermelha, conforme orientacdo do
fabricante. As contagens de aerbébios mesofilos foram determinadas conforme
procedimento do USDA (USDA, 1998).

2.2.6 Calculo dos resultados das contagens de micro-organismos

Quando o procedimento dos EUA foi usado, as UFC/g foram calculadas usando a
formula UFC/g = (UCF x V x D) / P, sendo UFC = unidades formadoras de col6nias
obtidas na placa, V = volume de APT usada para lavar a carcaga (400 mL), D =

diluicdo usada na placa e P = peso da carcaca.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo dos resultados de Salmonella, C. jejuni, C. coli e C. lari e suas
disseminagbes ao longo do processo de abate de frangos foi usado estatistica
descritiva, comparando as presencas e auséncias das bactérias nas carcacas colhidas
nas diferentes etapas de abate. Para a avaliacdo das contagens de E. coli, coliformes

totais, Enterobacteriaceae e aerobios mesofilos, os resultados em UFC/g foram



Capitulo 1l — Mapeamento dos micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e higiene nas
principais etapas do abate de frangos 92

transformados em Log;o de UFC/g ou mL. Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste Tukey a 5 %
de probabilidade. Toda a andlise estatistica foi feita utilizando o programa estatistico
XLSTAT verséo 2009.5.01Addinsolft™ USA, New York, NY).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRESENCA DE SALMONELLA, C. JEJUNI, C. COLI E C. LARI E
SUAS DISSEMINACOES AO LONGO DAS PRINCIPAIS ETAPAS DO
ABATE DE FRANGOS

Frangos saudaveis entram no abatedouro carregando milhdes de bactérias
(CASON, 2004; CASON et al.,, 2007; DIONE et al., 2009) e durante o abate
contaminacgdes cruzadas podem ocorrer pelo contato com 0s equipamentos e ambiente
(RASSCHAERT et al., 2008). Nesta etapa do estudo, as presencas de Salmonella, C.
jejuni, C. coli e C. lari foram determinadas nas carcacas colhidas nas principais etapas
do processo de abate de frangos.

N&o foi detectado as presencas de C. jejuni, C. coli e C. lari em nenhuma das
amostras de carcacas colhidas nas diferentes etapas e de aguas de escaldagem e de
resfriamento analisadas. Estes resultado sao diferentes dos obtidos em outros estudos
gue, geralmente, mostram uma alta prevaléncia de Campylobacter em carcacas de
frango. A presenca de Campylobacter tem sido encontrada em carcacas de frango na
ordem de 36,9% (ARSENAULT et al., 2007), 44,8% (CHRYSTAL et al., 2008), 37,1%
(PEPE et al., 2009), 6,3% (MARAMAE et al., 2010). REITER et al. (2005) encontraram
Campylobacter spp em 20% das amostras de carcagas de frango antes da
depenagem, em 30% apoés a depenagem, em 33,3% antes da evisceracdo, em 16,7%
antes do resfriamento e em 20% apoOs o resfriamento. Nas amostras de agua da
escaldagem e do resfriamento de carcacgas, estes autores encontraram a presenca de
Campylobacter spp em 30 e 6,7% das amostras, respectivamente. CORTEZ et al.

(2006) detectaram uma positividade média de C. jejuni em 4,9% das amostras colhidas
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durante diferentes etapas do abate de frangos. Segundo os autores, a mais alta
prevaléncia foi encontrada em fezes com 22,2% das amostras positivas, seguida de
penas e carcacgas evisceradas com 5,6% cada e em agua de escaldagem e 4gua de
evisceracado com 2,8% (CORTEZ et al., 2006).

Alguns fatores parecem estar associados com a presenca ou ndo de
Campylobacter em carcacas de frango. Lotes de frangos contaminados com
Campylobacter possuem a probabilidade 30 vezes maior de resultarem em carcacas
contaminadas com a bactéria. Carcacas de frango contaminadas com a bactéria
também podem derivar de lotes ndo contaminados, implicando em uma possivel
contaminacao cruzada durante o abate. A contaminacdo de carcacas de frango com
Campylobacter varia entre os diferentes abatedouros e em relacdo as quantidades da
bactéria encontradas nas carcacas. Isso indica que alguns abatedouros sdo mais
capazes de controlar Campylobacter durante as operacdes de abate do que outros.
Outros fatores também podem estar relacionados com 0 aumento no risco de
contaminacao das carcacas por Campylobacter, como por exemplo a idade de abate
das aves, sazonalidade e hora de abate (EFSA, 2010a).

Por outro lado, a presenca média de Salmonella foi detectada em 9,2% das
amostras de carcacas e aguas colhidas nas principais etapas do abate. Na Tabela 1.2
€ mostrado 0 numero de amostras positivas e o percentual de positividade de
Salmonella encontrada em cada etapa. Os resultados obtidos mostram que
Salmonella ndo foi encontrada nas amostras colhidas em cinco das 13 etapas do
processo avaliadas. As etapas nas quais Salmonella ndo foi encontrada sao: agua de
escaldagem, carcacas apds a depenagem, carcagas apOs a evisceragao, carcacas
apos o chuveiro final e 4gua de resfriamento. Nas outras etapas, a presenca de
Salmonella nas amostras variou de 10 a 30% (Tabela II.2).

Na primeira etapa avaliada, ou seja, antes da escaldagem, 30% das amostras de
carcacas colhidas foram positivas para Salmonella. No entanto, has amostras de agua
da escaldagem, colhidas no mesmo momento das carcagas, em nenhuma delas foi
detectada a bactéria. Estes resultados indicam que a etapa de escaldagem €& uma
importante barreira para controlar Salmonella durante o abate. Porém, esta barreira

pode ndo ser completamente eficiente pois, uma amostra de carcaca colhida apds a
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escaldagem foi positiva, 0 que indica que a bactéria pode sobreviver e ultrapassar esta
etapa aderida as carcagas. Em carcacas de frangos, a presenca de Salmonella pode
estar presente nas penas, pele, patas, intestino e fezes (CASON et al., 2007; DIONE et
al., 2009) e isso pode ser suficiente para arrastar a bactéria ao longo do processo de
abate. Neste estudo, nos dias de coleta das amostras, a temperatura da agua de
escaldagem variou de 60 a 62 °C. CANSIAN et al. (2005) encontraram Salmonella em
28,6% das amostras de agua de escaldagem de um abatedouro de frangos no Brasil.
REITER et al. (2007) encontraram Salmonella em 16,7% das amostras de agua da

escaldagem colhidas em um abatedouro de frangos.

Tabela II.2. Presenca de Salmonella em carcacas de frango e aguas do processo nas
principais etapas do abate

Amostras No. de amostras positivas
(%)

Carcaca antes da escaldagem 3 (30)
Agua de escaldagem 0 (0)
Carcaca apos a escaldagem 1 (10)
Carcaca apos a depenagem 0 (0)
Carcaca antes da evisceracéo 1 (10)
Carcaca apo0s a evisceracao 0 (0)
Carcaca com CFA 1 (10)
Carcaca sem CFA 1(10)
Carcaca apos o refile da CFA 1(10)
Carcaca apos o chuveiro final 0 (0)
Carcaca apos o resfriamento 3 (30)
Agua de pré resfriamento 1 (10)
Agua de resfriamento 0 (0)
Total 12 (9,2)

CFA= Contaminacao Fecal Aparente.

Nas amostras sem e com CFA e nas amostras apos o refile da CFA foi encontrado

Salmonella em 10% em cada uma das trés etapas avaliadas. Isso demonstra que
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mesmo nas carcacas sem a CFA e nas que a CFA foi removida pelo refile a bactéria
estava presente. No Brasil, a presenca de contaminagdo gastrointestinal e biliar nas
carcacas de frango no final da evisceracdo, antes do resfriamento, é um indicador da
presenca de Salmonella e, portanto, nenhuma carcaca pode conter estas
contaminacdes antes da etapa de lavagem das carcacas (MAPA, 2006).

As carcacas colhidas apos o resfriamento apresentaram 30% de positividade de
Salmonella, sendo que na agua do pré resfriamento a bactéria também foi encontrada
(10%). Segundo SMITH et al. (2005) e HUEZO (2007), o resfriamento das carcacas
em agua € uma importante etapa na qual a contaminacdo cruzada por Salmonella
pode ocorrer. CANSIAN et al. (2005) ndo encontraram a presenca de Salmonella na
agua de resfriamento de carcacas, apesar da bactéria ter sido identificada em etapas
anteriores do abate. Segundo os autores, a ndo deteccdo de Salmonella na agua de
resfriamento pode ser atribuida ao uso de 5 ppm de cloro na mesma. Segundo MEAD
& THOMAS (1973), a reducdo na contaminacdo microbiana na etapa de resfriamento
ndo é devido aos niveis de cloro quando ele € adicionado a agua e sim, pela acédo
mecanica que o resfriamento em agua ocasiona nas carcacas. REITER et al. (2007)
encontraram 3,3% das amostras de carcacas colhidas apds o resfriamento em agua
positivas para Salmonella sendo que na agua de resfriamento das carcacas a bactéria
foi encontrada em 6,7% das amostras.

Apos o resfriamento, as carcacas apresentam uma alta prevaléncia de Salmonella,
porém, em baixas quantidades (EFSA, 2006). SMITH et al. (2005) afirmam que a
etapa de resfriamento € insuficiente para evitar a contaminacao cruzada das carcacas
de frango por Salmonella e que outras intervencdes nesta etapa devem ser feitas,
como por exemplo, a adicdo de cloro ou outro agente antimicrobiano na agua de
resfriamento. Segundo os autores, o cloro adicionado a agua de resfriamento pode
eliminar as bactérias suspensas na agua, podendo assim reduzir a contaminacao
cruzada. No Brasil e em outros paises, como os da Unido Europeia, o uso de
descontaminantes de carcacas de frangos néao é permitido (MAPA, 2004; EC, 2004). A
presenca de Salmonella em carcacas de frangos colhidas em diferentes etapas do
abate pode variar de acordo com a realidade de cada planta e com a metodologia do

estudo. Em carcacas colhidas apds a etapa de evisceracdo, ARSENAULT et al. (2007)
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encontraram 31,2% de amostras positivas para Salmonella e MAINALI et al. (2009)
detectaram 57,1% de positividade. BILGILI et al. (2002) observaram a presenca de
Salmonella em 20,7% das amostras de carcacas antes do resfriamento.

Resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo foram também observados
por REITER et al. (2007). Estes autores avaliaram a presenca de Salmonella em
carcacas de frango colhidas em diferentes etapas do abate e constataram que a
bactéria ndo foi encontrada antes e apds a depenagem e antes do resfriamento. No
entanto, Salmonella foi encontrada em 6,7% das carcacas colhidas antes da
evisceracao.

Na Unido Europeia, durante o ano de 2008 foi encontrado uma média de 15,6% de
carcacas colhidas apos o resfriamento a ar, positivas para Salmonella. Entretanto,
entre os estados membros da Unido Europeia a variacao de prevaléncia de Salmonella
foi de 0% a 85,6%. No Brasil, de outubro de 2003 até julho de 2008 foram colhidas
113.139 carcacas de frango apdés o resfriamento em agua para avaliar a presenca de
Salmonella, referente ao programa de reducdo de patdégenos do MAPA. Destas, 6.860

(6,05%) carcacas estavam contaminadas com Salmonella (MAPA, 2010).

Na tabela Il. 3 é mostrada a distribuicdo dos resultados de auséncia e presenc¢a de Salmonella nas

diferentes etapa do processo de abate e os sorotipos da bactéria encontrados nas amostras positivas.

Do total de 12 amostras de Salmonella positivas encontradas nas etapas avaliadas ao
longo do processo, quatro (33,3%) eram do sorotipo Senftemberg, trés (25%)
Mbandaka, duas (16,7%) Newport, uma (8,3%) Infantis e duas (16,7%) nao foram
sorotipadas (Tabela 11.3). Algum destes sorotipos de Salmonella tém sido encontrados
em isolados provenientes de carcacas de frango do Brasil, porém em baixos
percentuais (BARROS DE FREITAS, 2011). Entre os anos de 2004 a 2010, 1.473
amostras de Salmonella isoladas em carcacas de frango da regido sul do Brasil,
pertencentes ao programa de reducdo de patdégenos do MAPA (MAPA, 2003) foram
identificadas geneticamente. Destas amostras, 1,36% foram identificadas como S.
Infantis, 1,29% como S. Mbandaka e 0,48% como S. Newport. Salmonella Seftember
nao foi encontrada entre as amostras isoladas no sul do Brasil, pertencentes ao
programa do governo (BARROS DE FREITAS, 2011).



Capitulo Il — Mapeamento dos micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e higiene nas principais etapas do abate de frangos

97

Tabela I1.3. Distribuicdo da presenca de Salmonella nas principais etapas de abate de frangos e sorotipos identificados nas

amostras positivas

Ponto da coleta das carcagas

Resultados de Salmonella (Sorotipo)

Lotes avaliados

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Antes da escaldagem A (NS) A A P (Senftemberg) P (Newport) A A A A
Agua de escaldagem A A A A A A A A A A
Apos a escaldagem A A A A A A A A A P (MBandaka)
Apbs a depenagem A A A A A A A A A A
Antes da evisceragao P A A A A A A A A A

(Infantis)
Apbs a evisceracao A A A A A A A A A A
Revisdo com CFA A A A A A A P (Senftemberg) A A A
Revisdo sem CFA A A A A P (Senftemberg) A A A A A
Revisao apos o refile da CFA P A A A A A A A A A
(MBandaka)
Apos o chuveiro final A A A A A A A A A
ApoOs o resfriamento A A P P (Senftemberg) A A A P (MBandaka) A A
(NS)

Agua de pré resfriamento A A A A A P (Newport) A A A A
Agua de resfriamento A A A A A A A A A A

A = Auséncia; P = Presenga; NS = N&o sorotipado; CFA = Contaminacao Fecal Aparente.
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Os resultados obtidos mostraram que nos lotes 5 e 6 (Tabela 11.3) os sorotipos
Senftemberg e Newport, respectivamente, foram encontrados em mais de uma etapa
do processo, mostrando a disseminagcdo do mesmo sorotipo ao longo do abate. Por
outro lado, em um lote foram encontrados dois sorotipos distintos de Salmonella (S.
Infantis e S. Mbandaka) em etapas diferentes do processo. Segundo RASSCHAERT et
al. (2008), nem todas as contaminacfes de carcacas de frango por Salmonella séo
provenientes das granjas de criacdo dos animais. Para os autores, alguns tipos de
Salmonella sdo mais bem adaptados aos ambientes e equipamentos de abate,
causando assim contaminacao cruzada nas carcacas ou podem ser provenientes de
lotes contaminados previamente abatidos.

Existem mais de 2.400 diferentes sorotipos de Salmonella e suas prevaléncias
mudam constantemente (EFSA, 2009). Em frangos, o0s sorotipos e suas distribuicdes
na cadeia avicola variam de acordo com a regido e o estudo realizado (SUMMER et al.,
2004; WHITE et al., 2007; BERRANG et al., 2009; DIONE et al., 2009; BORSOI et al.,
2010; EFSA, 2011; MENDONCA, 2011).

No geral, os resultados de Salmonella obtidos neste estudo mostram que ao longo
das diferentes etapas do processo de abate de frangos a distribuicdo da Salmonella é
aleatéria. Por isso, é importante estabelecer barreiras para o controle eficiente da
bactéria, bem como, para evitar a contaminagéo cruzada das carcacgas, uma vez que a
etapa de escaldagem pode reduzir a contaminac&o, mas a etapa de resfriamento pode
potencializar a contaminag¢do por Salmonella devido a permanéncia das bactérias na
agua de resfriamento. Este tipo de mapeamento aplicado de forma sistematica € Util
para avaliar o desempenho do processo de abate e melhorar as acbes do sistema
APPCC. Adicionalmente, a avaliacdo continua dos sorotipos de Salmonella obtidos
nas diferentes etapas do processo pode ajudar a melhor interpretar a disseminacéo das
salmonelas no processo, bem como as origens das fontes de contaminagdo, como por

exemplo, em equipamentos e ambientes mais complexos.
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3.2 CONTAGENS DE MICRO-ORGANISMOS INDICADORES DE
QUALIDADE E HIGIENE NAS PRINCIPAIS ETAPAS DO ABATE DE
FRANGOS

As bactérias entram no abatedouro aderidas aos animais, mas também podem ser
contaminadas pelos equipamentos, ambientes, manipulacdo e contato carcaca com
carcaca ao longo do processo (CASON et al., 2004; CASON et al., 2007; FRANCHIN et
al., 2007). Durante o abate, enquanto algumas etapas do processo podem reduzir 0s
niveis de bactérias presente nas carcacas, outras podem contribuir para aumenta-las
(BERRANG & DICKENS, 2000; ROSENQUIST et al., 2006).

Nas avaliagbes microbiolégicas, as contagens de aerdbios mesofilos séo
freqientemente usadas como indicador de qualidade e Enterobacteriaceae, coliformes
e E. coli sdo usadas para avaliar a presenca de contaminacéo entérica e as condi¢coes
de higiene (GHAFIR et al., 2008). Na Tabela 1.4 sdo mostrados os niveis de aerobios
mesofilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli nas carcacas colhidas nas
diferentes etapas do processo, desde antes da escaldagem até o resfriamento das
mesmas em agua.

As maiores contagens de aerdbios mesdfilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais
e E. coli foram obtidas nas carcacgas antes da escaldagem, ou seja, na primeira etapa
onde as amostras foram colhidas. Para aerobios mesofilos e E. coli os resultados
antes da escaldagem foram significativamente diferentes das contagens obtidas nas
carcacas colhidas nas demais etapas de abate (Teste de Tukey, p < 0,05).

As contagens de Enterobacteriaceae e coliformes totais foram significativamente
semelhantes (Teste de Tukey, p = 0,05) nas carcagas antes da escaldagem em
comparacao com as carcacas colhidas na etapa de revisdo e que apresentavam CFA.
Contagens de coliformes totais estatisticamente semelhantes (Teste de Tukey, p =
0,05) também foram observadas nas amostras de carcacas antes da escaldagem e nas
carcacas apos o corte da CFA, colhidas na etapa de revisdo. Esses resultados
demonstram que nas carcacas que sofreram CFA ou naquelas que a CFA foi removida
pelo refile para reduzir os niveis microbiol6gicos (MAPA, 2006) houve um aumento nos

niveis de Enterobacteriaceae e coliformes totais em quantidades semelhantes as das
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carcacas antes da escaldagem, apesar de ter havido uma diminuicdo nas contagens
microbianas em etapas anteriores a este ponto de coleta (Tabela 11.4). Vale destacar

gue as carcacas colhidas antes da escaldagem foram analisadas com as penas.

Tabela 11.4. Contagens de aerdbios mesdfilos (AM), Enterobacteriaceae (EB),
coliformes totais (CT) e E. coli (EC) em carcacas de frango colhidas em diferentes
etapas do processo de abate

Média de contagem de bactérias + desvio padrao (Log

Carcacas: pontos de coleta UFC/g)
AM EB CT EC

Antes da escaldagem 748+098°% 6,81+0,39% 6,21+0,34° 6,23+0,26°
Apbs a escaldagem 6,26+0,46° 453+0,45% 395+053° 421+031°
Ap6s a depenagem 6,05+0,68" 482+094"° 418+027° 4,30+0,33°
Antes da evisceragao 6,12+0,47" 499+041" 449+089° 455+0,82°
Apbs a evisceracéo 6,23+0,46™° 491+048" 440+057° 4,26+0,58"
Revis&o com CFA 6,20+0,29” 572+033% 495+058% 4,56+0,62"
Revisdo sem CFA 6,24+0,33" 502+0,60> 461+053° 430+048"
Revisdo com refile da CFA 6,02+0,77" 494+046" 476+040% 426+0,24°
Apbs o chuveiro final 548+0,46° 491+055° 380+105° 4,09+0,89"
Apbs o resfriamento 471+0,70% 345+0,76° 355+0,46° 281+0,39°

&P % T Médias em uma mesma coluna seguidas de diferentes letras sdo estatisticamente diferentes (p = 0,05%)

baseado no teste de Tukey.
CFA = Contaminacéo Fecal Aparente

Estudos prévios tem demonstrado que a presenca de CFA nas carcacas apos
evisceracdo ndo demonstram impactar negativamente sobre a qualidade microbioldgica
das carcacas colhidas apds processo final de abate, ou seja, ap6s o resfriamento.
CASON et al. (2004) observaram gue as contagens de Enterobacteriaceae, coliformes
totais e E. coli das carcacas contendo contaminacao fecal antes do resfriamento ndo
apresentaram diferencas significativas das contagens destes mesmos micro-
BILGILI et al. (2002)

estudaram a influéncia da presenca de conteudo gastrointestinal em carcacas de

organismos apos a passagem pela etapa de resfriamento.

frango apOs a evisceracdo e concluiram que os niveis de bactérias nas carcacas
colhidas antes e ap0s o resfriamento pode variar entre diferentes plantas, mas néao
entre as carcacas de uma mesma planta contendo ou nao contaminagéo

gastrointestinal.
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As menores contagens bacterianas foram obtidas nas carcacas apds o
resfriamento. Diferencas significativas (Teste de Tukey, p < 0,05) foram obtidas nas
contagens desta etapa em comparacdo com as etapas anteriores do processo, exceto
para coliformes totais (Tabela 11.4). Para coliformes totais, as carcagas apdés o
resfriamento foram estatisticamente semelhantes as carcacas colhidas desde apos a
escaldagem até apOs o chuveiro final, antes do resfriamento (Teste de Tukey, p =
0,05). Para as contagens de aerdbios mesofilos e E. coli foi observado que os
resultados das carcacas ap0s o resfriamento foram estatisticamente diferentes das
contagens obtidas nas amostras apos o chuveiro final. Estes resultados mostram que
o chuveiro final exerce uma consideravel reducdo das contagens microbianas das
carcacas.

A Figura 1.1 mostra as reducdes das contagens microbianas de aerdbios
mesofilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli ao longo do processo,
considerando a primeira etapa de avaliacdo das carcacas em comparacdo com a ultima
etapa, apods o resfriamento em agua. Os resultados mostram que a maior reducao no
processo foi com relacéo as contagens de E. coli com 3,42 Log;o de UFC/g, seguido de
Enteorbacteriaceae com 3,36 Logio de UFC/g, aerobios mesofilos com 2,77 Logio de
UFC/g e coliformes totais com 2,66 Log;o de UFC/g.

Na Tabela 1.5 s&o mostrados os resultados de aerdbios mesofilos,
Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli nas amostras de agua de escaldagem,
agua de pré resfriamento e agua de resfriamento das carcacas colhidas durante o
processo de abate de frangos. Para as contagens de aerobios mesdfilos ndo foi
observado diferencas significativas (Teste de Tukey, p = 0,05) entre os diferentes tipos
de amostras de 4guas analisadas. Para as contagens de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae o0s resultados obtidos na &agua de escaldagem foram
significativamente menores (Teste de Tukey, p < 0,05) das contagens obtidas para as
aguas do pré resfriamento e resfriamento das carcacas.

De acordo com MULDER & VEERKAMP (1974), na etapa de escaldagem sé&o
removidas as bactérias presentes nas penas e na pele dos animais sendo que apos a
imersdo inicial das carcagas a agua atinge um equilibrio nos niveis microbianos.

Segundo os autores, este equilibrio € alcangado quando o niumero de bactérias que
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deixam o tanque de escaldagem € igual ao numero de bactérias que entram com as
carcacas (CASON et al., 2000).
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Figura II.1. Reducbes em Logip de UFC/g de aerdGbios mesdfilos (AM),
Enterobacteriaceae (EB), coliformes totais (CT) e E. coli (EC) comparando os
resultados de carcacas antes da escaldagem e apdés o resfriamento.

Tabela 11.5. Contagens de aerdbios mesdfilos (AM), Enterobacteriaceae (EB),
coliformes totais (CT) e E. coli (EC) em aguas de escaldagem, pré resfriamento e de
resfriamento de carcacas

Aguas: Média de contagem de bactérias + desvio padréo
pontos de coleta (Log UFC/ mL)

AM EB CT EC
Escaldagem 3,82+0,75° 1,74+1,11° 1,00+0,00° 1,00+0,00°"
Pré resfriamento 4,62+1,06°% 3,89+0,52% 384+0,09% 290+%0,152
Resfriamento 4,87+0,96 2 345+0,76% 3,07+0,80% 2,80+0,39°2

2P Médias em uma mesma coluna seguidas de diferentes letras sdo estatisticamente diferentes (p = 0,05%) baseado
no teste de Tukey.

Para FRANCHIN et al. (2010), o processo de escaldagem é limitado em sua
eficiéncia porque a maioria dos animais carrega material fecal em suas penas. Os
resultados obtidos em nosso estudo contradizem as afirmacfes destes autores. As

guantidades de bactérias presentes na agua de escaldagem foram inferiores do que as



Capitulo Il — Mapeamento dos micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e higiene nas
principais etapas do abate de frangos 103

contagens encontradas nas carcacgas ap0s passarem por esta etapa (Figura 11.2). Isso
sugere que no abatedouro onde o estudo foi feito a renovacdo de agua no tanque de
escaldagem foi suficiente para evitar o equilibrio entre os niveis de bactérias das
carcacas com os niveis de bactérias presentes na 4gua de escaldagem. Segundo
CANSIAN et al. (2005), o uso da temperatura na faixa de 58 a 62 °C na agua de
escaldagem é inibitoria para a maioria dos micro-organismos, mas sem a capacidade
de eliminacdo total da microbiota presente nesta etapa de abate devido a alta
concentragéo de bactérias.
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Figura Il.2. Comparacdo das contagens de aerdbios mesofilos (AM),
Enterobacteriaceae (EB), coliformes totais (CT) e E. coli (EC) das carcacas apés a
escaldagem com as contagens da 4gua de escaldagerm.

Ao contrario do observado na etapa de escaldagem, os resultados das contagens
obtidas nas carcacgas apoés o resfriamento em comparagdo com os resultados da agua
de resfriamento de carcagas mostraram um equilibrio nos niveis das bactérias (Figura
11.3).

Segundo HUEZO (2007), o principal propdsito do resfriamento é reduzir a
temperatura das carcacas abaixo da temperatura minima de crescimento da maioria

dos micro-organismos, por isso, esta etapa € muito importante. Alguns estudos tém
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demonstrado que durante o resfriamento ha uma diminuicdo no niumero de bactérias
nas carcacas de frango (BERRANG & DICKENS, 2000; BILGILI et al., 2002, CASON et
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Figura 11.3. Comparacdo das contagens de aerdbios mesofilos (AM),

Enterobacteriaceae (EB), coliformes totais (CT) e E. coli (EC) em carcacas ap0s o
resfriamento com as contagens de agua de resfriamento das carcacas.

al., 2004). Por outro lado, o resfriamento € um dos principais pontos de contaminacao
cruzada das carcacgas (SMITH et al., 2005) e por isso, precisa ser monitorado (MEAD et
al., 2010). De acordo com a legislacado Europeia (EC, 1992), a qual serve de modelo
para a legislacéo brasileira (MAPA, 2007), a operacdo do sistema de resfriamento de
carcacas deve ser monitorada microbiologicamente para avaliar os niveis de aerobios
mesofilos e Enterobacteriaceae antes e ap0s a passagem das carcacas pelo sistema.
Apbs o resfriamento, foram obtidas reducbes de 0,77, 1,46, 0,25 e 1,28 Log UFC/g nos
niveis de aerdbios mesdfilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli,
respectivamente. SOUZA et al. (2012) avaliaram as operagfes do sistema de
resfriamento de carcacas de frango apds 16 h de trabalho ininterrupto. Segundo os
autores, as contagens de aerdbios mesdfilos, Enterobacteriaceae, coliformes e E. coli
antes do resfriamento foram de 6,17: 4,61: 3,88 e 3,30 Logiy de UFC/g,

respectivamente. ApGs o resfriamento, a média das contagens de aerdbios mesobfilos
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foi de 4,83 Logio de UFC/g, de Enterobacteriaceae 3,25 Log;o de UFC/g, de coliformes
de 2,83 Logip de UFC/g e de E. coli de 1,96 Log;o de UFC/g.

Nos tanques de resfriamento, o0 movimento das carcacas em direcdo oposta ao
fluxo de agua (contra fluxo) remove as bactérias das carcacgas e a constante renovacao
da agua dos tanques de resfriamento promove a remocdo dos micro-organismos do
sistema (SOUZA et al., 2012). Este contra fluxo é importante para manter a qualidade
microbioldgica desta etapa de abate, reduzindo a probabilidade de contaminagéo
cruzada (PETRAK et al., 1999). A temperatura da 4gua dos tanques de resfriamento e
a renovacao da agua de resfriamento sdo outros importantes fatores para reduzir a
contagem microbiana nas carcacgas e controlar o crescimento microbiano. No Brasil, a
temperatura da agua no sistema de resfriamento ndo deve ser superior a 16 °C no pré
resfriamento e de 4 °C no resfriamento, sendo que as carcagas nao devem sair do
tanque de resfriamento com mais de 7 °C. Em relacdo a renovacdo de agua, a
legislacdo brasileira estabelece que deve ser usado 1 L para carcacas com peso
inferior a 2,5 kg e de 1,5 L para carcagas entre 2,5 e 5,0 kg (MAPA, 1998). Na Unido
Europeia, a temperatura final das carcacas ndo deve ser superior a 4 °C, mas nado ha
tempo especificado para atingir tal temperatura (EC, 1992). Nos EUA as carcacas

também devem ser resfriadas para atingir a temperatura de 4 °C (FSIS, 1996).

4 CONCLUSOES

Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari ndo foram encontradas em nenhuma das
amostras de carcacas e de agua analisadas nas diferentes etapas do processo de
abate de frangos avaliadas. Salmonella foi encontrada em etapas aleatdrias do
processo de abate sendo que a etapa de escaldagem reduziu o percentual de
contaminacdo das carcacas e 0 resfriamento em chiller com agua aumentou a
positividade. A etapa de revisdo das carcacas, onde é avaliada a presenca ou ndo de
contaminacdo gastrointestinal com posterior remo¢do da contaminagdo pelo refile é
uma das etapas criticas do abate e pode ser potencialmente responsavel por causar

contaminacgao cruzada por Salmonella. Mais de um sorotipo de Salmonella podem ser
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encontrados em carcacas de um mesmo lote de frangos, podendo isso ser em
decorréncia da contaminacdo cruzada com o0 ambiente, equipamentos ou lotes
previamente abatidos. Com relagdo as contagens de micro-organismos foi constatado
gque a etapa de escaldagem € uma importante etapa de reducdo dos niveis
microbiolégicos das carcagas de frango. Assim como observado para Salmonella, para
Enterobacteriaceae e coliformes totais a etapa de revisdo é critica por potencializar a
contaminagao microbiana e mais estudos precisam ser feitos sobre a mesma. O
resfriamento foi a etapa onde os menores niveis microbianos foram encontrados nas
carcacas, apesar de ser esta uma etapa de equilibrio entre os niveis de bactérias das

carcacas com as da agua de resfriamento.
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CAPITULO Il - CONTAMINACAO FECAL EM CARCACAS DE
FRANGO: IMPLICACOES MICROBIOLOGICAS E
PROCEDIMENTOS PARA A SUA REMOCAO

1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi relacionar a prevaléncia de patégenos em ambientes
de criacdo de frangos com suas presencas no intestino dos animais e nas carcacas em
diferentes condicbes de contaminacdo fecal durante o abate, bem como avaliar a
eficiéncia de dois procedimentos para a remocdo da contaminacdo. Os objetivos
especificos foram: i) determinar a prevaléncia de Salmonella, C. jejuni, C. coli e C. lari
em lotes de frangos antes do abate, no intestino dos animais e nas carcacas com
diferentes condi¢cbes de contaminacdo fecal; ii) determinar os niveis de E. coli,
coliformes totais e Enterobacteriaceae em carcacas de frango com diferentes
condicBes de contaminacéo fecal; e iii) avaliar a eficiéncia da dgua em comparacéo
com o refile para remover a contaminacao fecal aparente presente em carcacas de

frangos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Prevaléncia de Salmonella e Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari em lotes
de frangos antes do abate, no intestino dos animais e em carcagas com

diferentes condi¢cfes de contaminacéao fecal
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2.1.1.1 Granjas

Visitas foram feitas a 40 granjas pertencentes ao sistema de integracdo de uma
empresa produtora de frangos entre dez e quinze dias antes do abate dos animais. As
visitas ocorreram de marco a maio de 2008. As granjas estavam localizadas na regiao
oeste do estado de Santa Catarina e continham piso de concreto ou chao batido e

maravalha era usada comumente como cama dos animais.

2.1.1.2 Lotes e abatedouro

O abate dos animais foi conduzido em um abatedouro comercial localizado na
regido oeste do estado de Santa Catarina. O abatedouro processava frangos com
aproximadamente seis (6) semanas de idade sob condi¢des industriais tipicas de abate
(Figura 3) onde havia o Servico de Inspecdo Federal (SIF) e sistema de APPCC
implantado, conforme requisitos do MAPA (MAPA, 2006). Os lotes correspondentes as

granjas previamente analisadas foram abatidos entre maio e junho de 2008.

2.1.1.3 Coleta de amostras de cama

Dez a quinze dias antes do abate, as camas sobre as quais os lotes de frangos
viviam nas granjas pré selecionadas foram amostradas pela técnica de suabe de
arrasto. Este suabe consistiu em um material estéril composto de dez camadas de
gazes amarradas por um cordao as quais foram umedecidas com agua peptonada
tamponada 0,1% (APT) (Oxoid CM 509, Basingstoke, Hampshire, UK). No momento
da coleta o suabe foi arrastado sobre a superficie da cama onde 0s animais estavam.
ApOs a coleta do material, o suabe de arrasto foi colocado em uma embalagem plastica
estéril e transportado para o laboratério. No laboratério, as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo de 2 a 8 °C por no maximo 2 h antes de iniciar a analise . No
momento da analise, a parte externa da embalagem contendo o suabe foi higienizada
com alcool 70%. Usando uma capela de fluxo laminar, 150 mL de APT 1,0% (Oxoid
CM 509, Basingstoke, Hampshire, UK) foram adicionados na embalagem contendo a
amostra. A amostra foi homogeneizada por 60 s em homogeneizador peristaltico

(Logen, Diadema, SP, Brasil). Aliguotas foram entdo usadas para analise de
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Salmonella (n = 40). Dezessete das 40 granjas amostradas foram analisadas
diretamente para a determinacao de Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari (n = 17).

2.1.1.4 Coleta de amostras do intestino

Amostras de intestino dos animais pertencentes aos lotes de frango dos quais as
camas das granjas foram previamente amostradas foram colhidas no dia do abate.
Durante o abate, ap0s a etapa de corte abdominal (Figura 3, etapa 16) e antes da
etapa de evisceragdo, amostras do trato gastrointestinal de trés animais foram colhidas
de cada lote e colocadas em embalagens plastica estéril. No laboratério as amostras
foram mantidas sob refrigeracdo de 2 a 8 °C até o momento da anélise, sendo esta
realizada em até duas horas apoés a coleta. No momento da andlise, cerca de 3,3 g do
contetdo do ceco de cada uma das amostras foram pesadas (total de 10 g, n = 40) e
90 mL de APT 1,0% (Oxoid CM 509, Basingstoke, Hampshire, UK) foram adicionados a
amostra. A amostra do conteudo intestinal foi homogeneizada por 60 s em um
homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil) e usada para analise de
Salmonella, C. jejuni, C. coli e C. lari. Aliquotas foram entdo usadas para andlise de
Salmonella (n = 40). Dezessete das 40 granjas amostradas foram analisadas
diretamente para a determina¢do de Campylobacter jejuni, C. colie C. lari (n = 17).

2.1.1.5 Coleta de amostras de carcagas

Os mesmos lotes previamente analisados de cada uma das granjas foram também
selecionados para analise das carcacas no dia do abate. Durante o abate, na etapa de
revisdo de carcacas (Figura 3, etapa 24), as amostras foram selecionadas e colhidas.
As carcacas foram separadas em trés diferentes grupos: carcagas sem contaminagao
fecal aparente (n = 120); carcacas com contaminagcdo fecal aparente (n = 120); e
carcagas apds a remocao da contaminacdo fecal aparente pelo refile das parte(s)
contaminada(s) (n = 120). Contaminagao fecal aparente (CFA) foi definido como uma
evidéncia macroscoépica de fezes presente nas superficies externas ou interna da
carcaca. ApOs a coleta, todas as carcacas foram acondicionadas em embalagens
plasticas estéreis individuais e transportadas para o laboratérios para a analise de

Salmonella, C. jejuni, C. coli e C. lari.
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As analises foram feitas no laboratério da industria onde as amostras foram
colhidas. No laboratério as amostras foram mantidas sob refrigeracéo de 2 a 8 °C até a
analise, sendo esta realizada até duas horas apds a coleta. No momento da analise, a
parte externa de cada embalagem contendo as carcacas foi sanitizada com alcool 70%.
O liquido foi friccionado com auxilio de algodédo estéril para sanitizar e remover
eventuais sujidades aderidas a embalagem. Em uma capela de fluxo laminar, 400 mL
de APT 0,1% (Oxoid CM 509, Basingstoke, Hampshire, UK) foram adicionados em
cada embalagem contendo as carcacas. O caldo da APT 0,1% foi usado para lavar a
carcaca interna e externamente durante 60 s. Posteriormente, as carcacas foram
removidas do caldo e este foi submetido a homogeneizacdo durante 60 s. em
homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil). Aliquotas de cada amostra
preparada foram tomadas para analise de C. jejuni, C. coli e C. lari. Para a analise de
Salmonella, 30 mL do caldo de lavagem das carcacas foram incorporados a 30 mL de
APT em concentracdo dupla. A amostra foi entdo homogeneizada por 60 s. e usada
para a analise (FSIS, 2007).

2.1.2 Niveis de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae em carcacas de
frango com diferentes condi¢cBes de contaminacao fecal aparente e eficiéncia da

agua em comparacao com o refile para remover a contaminacao

Esta avaliacdo foi feita em duas etapas. Uma como um teste piloto e outra em

condi¢Bes normais durante o abate.

2.1.2.1 Teste piloto. Carcacas de frango de 56 lotes de frangos aleatoriamente
selecionados no periodo de maio a julho de 2008 foram avaliados. As carcacas foram
separadas em trés diferentes grupos e colhidas em duplicata na etapa de revisdo
(Figura 3, etapa 24) sendo: grupo 1 - carcacas com CFA (n = 112); 2 - carcagas ap0s o
refile da CFA (n = 112); e 3 - carcagas sem CFA (n = 112).

A cada coleta, uma das carcaca de cada grupo foi colocada imediatamente em
embalagem estéril. A outra carcaca foi submetida a lavagem com &gua potavel em

chuveiro com 5 — 6 kgf/cm? de pressdo na mesma condicao usada na linha de abate
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para a lavagem final das carcacas, antes da etapa de resfriamento (Figura 3, etapa 25).
Para manter os requerimentos do plano de APPCC do abatedouro onde o estudo foi
realizado este experimento foi feito no final do abate quando havia, posteriormente,
higienizagdo completa dos equipamentos e do ambiente. No momento da lavagem
apenas as carcacas do teste piloto eram lavadas e apo0s este procedimentos as
mesmas eram removidas manualmente da linha de abate. Cada carcaca submetida a
lavagem foi acondicionada em embalagens plastica estéril. As carcacas lavadas e nédo
lavadas foram transportadas para o laboratério para anélise.

2.1.2.2 Avaliacdo durante o abate. Carcacas de frango de 100 lotes aleatoriamente
selecionados no periodo de marco a junho de 2012 foram avaliados. As carcacas
foram separadas em trés diferentes grupos sendo as amostras do grupo 1 analisadas
primeiramente e as dos grupos 2 e 3 analisadas posteriormente e de forma
concomitante. As amostras do grupo 1, compostas de carcacas com CFA (n = 50) e
carcacas apos a remocao da CFA pelo refile (n = 50), foram colhidas na etapa de
revisdo (Figura 3, etapa 24) e correspondiam as condi¢cdes de rotina e operagéo
conforme exigéncia da Circular 668 (MAPA, 2006) para atendimento do PCC1B. Apds
o término da avaliacdo destas amostras, foi instalada uma lavadora de carcacas a qual
ficou localizada apdés a evisceracdo completa das carcacas e antes da etapa de revisao
(Figura 3). Ap0s a lavadora de carcacas ter sido instalada e estar em funcionamento,
foram colhidas as amostras de carcacas dos grupos 2 e 3. As carcacas do grupo 2 que
correspondiam a carcacas com CFA antes de serem lavadas e carcacas com CFA
apos a lavagem (n = 100) e as carcacas do grupo 3, composto de carcacas sem CFA
antes da lavagem e carcacas sem CFA apos a lavagem (n = 100) foram colhidas para
analises microbioldgicas. As carcacas submetidas a lavagem foram selecionadas e
identificadas antes da sua entrada na maquina, sendo os ganchos da linha onde as
mesmas estavam penduradas identificados para posterior remocdo. A lavagem das
carcacas foi feita com agua potavel em chuveiro com as especificacdes descritas na
Tabela 1ll.1. A lavagem das carcacas selecionadas era concomitante a lavagem das

demais carcacgas presentes na linha de abate e que ndo pertenciam ao estudo.
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No laboratério todas as amostras obtidas em 2.1.2.1 e 2.1.2.2 foram mantidas sob
refrigeracdo de 2 a 8 °C por no maximo 2 h até o inicio das analises. No momento da
analise, a parte externa de cada embalagem contendo as carcacas foi sanitizada com
alcool 70%. O liquido foi friccionado com auxilio de algod&o estéril para sanitizar e
remover eventuais sujidades aderidas a embalagem. Em uma capela de fluxo laminar,
400 mL de APT 0,1% (Oxoid CM 509, Basingstoke, Hampshire, UK) foram adicionados
em cada embalagem contendo as carcacas. O caldo APT 0,1% foi usado para lavar a
carcaca interna e externamente durante 60 s. Posteriormente, as carcacas foram
removidas do caldo e este foi submetido a homogeneizacdo durante 60 s. em
homogeneizador peristaltico (Logen, Diadema, SP, Brasil). Aliquotas de cada amostra
preparada foram tomadas para andlise de E. coli, coliformes totais e

Enterobacteriaceae.

Tabela lll. 1. Especificacdo da maquina de lavagem de carcacas

Requisitos Padrao de operacéo
Pressdo média 10 Kg forca/cm?®
Volume de 4gua 1,5 litros/carcacga
Numero de bicos de 26 bicos tipo leque
lavagem

Direcao dos bicos externos  Distribuidos ao longo da extensao da maquina fazendo
a toalete da carcaca de cima para baixo em angulo
inclinado inferior a 45°

Direg&o dos bicos internos  Verticais, lavando de cima para baixo e no retorno
enxaguando de baixo para cima

Tempo médio de residéncia De 3 a 5 s dependendo da velocidade de abate

das carcacas

2.2 METODOS

2.2.1 Pesquisa de Salmonella spp.

Pré-Enriguecimento das amostras: as amostras preparadas foram incubadas a 36 +
1 °C por 21 + 3 h em incubadora (Fanem 347 CD, Sao Paulo, SP, Brasil).

Extracdo do DNA: ap6s o pré-enriquecimento, foi feita a lise celular e extragdo do
DNA (4cido desoxirribonucleico). O reagente, solucdo tampdao lysis + protease, foi
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preparado pela adicdo de 150 pL de protease e 12 mL de solugdo tampéo, ambos
fornecidos prontos pela Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA). Foram adicionados
nos tubos de lise 200 pL da solugdo tampdo lysis + protease e 10 pL da amostra pré-
enriquecida. Os tubos foram levados para blocos de aquecimento a 37 + 2 °C durante
20 min. e, posteriormente, a 95 + 3 °C por 10 min. Apods as duas etapas de
aguecimento, as amostras foram transferidas para o bloco de refrigeracdo e mantidas
em geladeira por, no maximo, 48 h. As amostras foram retiradas da geladeira 5 min.
antes de iniciar a etapa subsequente.

Preparo da amostra e reacdo nos tubos de PCR: foram adicionados aos tubos de
PCR BAX® System Salmonella, 50 pL da solucao de lise contendo DNA extraido. Os
tubos de PCR foram levados para o termociclador/detector do equipamento BAX®
System Q7 Du Pont Qualicon (Wilmington, DE, EUA), previamente preparado para a
analise de Salmonella. O tempo de deteccdo e leitura, geralmente de trés horas e
trinta minutos, foi controlado e indicado pelo Sistema BAX® System Q7.

No final da etapa de reacdo, o resultado de cada amostra foi mostrado como
positivo ou negativo, diretamente na tela do computador através do programa do
equipamento BAX® System Q7. O resultado obtido como negativo no equipamento
BAX® System Q7 foi considerado como negativo definitivo e o resultado obtido como
positivo foi considerado positivo presuntivo.

Os resultados presuntivos positivos foram confirmados pelo método bacterioldgico
segundo a ISO 6579 (ISO, 2002). Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra pré-
enriquecida, mantida em geladeira em 5 + 3 °C, foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 9,9 mL de meio Rappaport Vassiliadis (Merck, Darmstad, Germany) e
1 mL para 9 mL de caldo tetrationato-verde brilhante (Merck, Darmstad, Alemanha).
Os tubos de meio de Rappaport Vassiliadis foram incubados a 41,5 + 1 °C e de
tetrationato-verde brilhante a 36 + 1 °C por 21 + 3 h em incubadora (Fanem 347 CD,
Sé&o Paulo, SP, Brasil). Apoés a incubacao, cada amostra enriquecida em Rappaport
Vassiliadis e em tetrationato-verde brilhante foi estriada em placa contendo agar verde
brilhante (Merck, Darmstad, Alemanha) e placa contendo agar XLT4 (Merck, Darmstad,
Alemanha). Todas as placas foram incubadas por 21 + 3 h a 36 + 1 °C e entéo

examinadas quanto a presenca ou nao de coldnias suspeitas de Salmonella. Colbnias
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suspeitas de Salmonella foram identificadas bioquimica e sorologicamente. Testes
bioquimicos incluiram a avaliacdo producdo de urease, fermentacdo da glucose,
sacarose e lactose em agar trés agucares e ferro (TSI) (Merck, Darmstad, Alemanha),
descarboxilagéo da lisina, producdo de H,S, motilidade e producédo de indol. O teste
sorologico foi realizado com soro polivalente O (Probac, Brazil). Os isolados de
Salmonella foram enviados para identificacdo sorolégica no laboratério de
Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro.

2.2.2 Pesquisa e contagem de Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari

A partir das amostras preparadas foram retiradas aliquotas para extracdo do DNA e
analise bacterioldgica.

Extracdo do DNA: foi utilizado o mesmo procedimento descrito em 2.2.1 para a
andlise de Salmonella apenas usando 5 pL da amostra.

Preparo da amostra e reacdo nos tubos de PCR: foi utilizado o mesmo
procedimento descrito em 2.2.1 para a analise de Salmonella apenas usando os tubos
de PCR BAX® System Real-Time Campylobacter jejuni/coli/lari e 30 yL da solucéo de
lise contendo o DNA extraido.

As amostras foram colocadas no equipamento BAX® System para inicio da reacéo.
Apbs, 1 h 30 min. os resultados foram mostrados para cada amostra como positivo ou
negativo diretamente na tela do computador através do programa do Sistema BAX®
System Q7. O resultado negativo foi considerado como negativo definitivo e o
resultado positivo no BAX® System Q7 foi considerado positivo presuntivo. Quando o
resultado era positivo e a quantidade de C. jejuni, C. coli e C. lari eram > 10* UFC/g, as
contagens eram obtidas diretamente do programa do BAX® System Q7.

Os resultados positivos presuntivos foram submetidos a confirmacédo pelo método
ISO 10271-1 (ISO, 2006). Para analise bacteriolégica, uma aliquota de 1 mL da
amostra preparada foi transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo Bolton
(Oxoid CM 983, Basingstoke, Hampshire, UK), adicionado de suplemento contendo
cefoperazona, trimetoprim, vancomicina e cicloheximida (Oxoid SR 183E, Basingstoke,
Hampshire, UK). Os tubos foram incubados a 41,5 °C por 24 h em atmosfera de

microaerofilia. Posteriormente, a cultura foi estriada na superficie de meio mCCDA
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(modified charcoal cefoperazone desoxycholate agar, Oxoid CM 739, Basingstoke,
Hampshire, UK) contendo em sua composicdo suplemento seletivo (Oxoid SR 155,
Darmstadt, Alemanha). As placas foram incubadas a 41,5 ° C por 48 h em atmosfera
de microaerofilia. Colbnias tipicas de Campylobacter em mCCDA foram confirmadas
como Campylobacter spp por testes morfoldgicos, motilidade, crescimento
microaerdfilo a 25 °C e oxidase (1ISO, 2006).

2.2.3 Contagem de E. coli e coliformes totais

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 102 a 10° das amostras preparadas foram
adicionadas na superficie de placas Petrifilm 3M (Petrifilm 6414, St. Paul, MN, EUA).
As diluicbes necessarias foram feitas transferindo 1 mL da amostra para 9 mL de
solucdo salina 0,85% (10™). Posteriormente, 1 mL desta diluicdo foi transferida para
outro tubo contendo 9 mL de solucdo salina 0,85% (107%) e assim sucessivamente até
obter todas as diluicbes necessarias. As placas foram incubadas a 36 £ 1 °C por 24 + 2
h e, posteriormente, foram submetidas a contagem das colonias, conforme orientacao
do fabricante. Nestas placas as colbnias de E. coli foram caracterizadas por
apresentarem coloracdo azul com bolhas de gas e as col6nias de coliformes totais por
colénias vermelhas com a presenca de gas. As contagens de E. coli e coliformes totais

foram determinadas conforme procedimento do USDA (USDA, 1998).

2.2.4 Contagem de Enterobacteriaceae

Aliquotas de 1 mL das diluicdes 10" a 10° das amostras preparadas foram
adicionadas na superficie de placas Petrifilm 3M (Petrifilm 6421, St. Paul, MN, EUA).
As diluicbes necessarias foram feitas transferindo 1 mL da amostra para 9 mL de
solucdo salina 0,85% (10™). Posteriormente, 1 mL desta diluicio foi transferida para
outro tubo contendo 9 mL de solucéo salina 0,85% (107%) e assim sucessivamente até
obter todas as diluicbes necessarias. As placas foram incubadas a 36 £ 1 °C por 24 + 2
h e, posteriormente, submetidas a contagem das colonias, conforme orientacédo do
fabricante. Foram contadas como colénias de Enterobacteriaceae as que
apresentavam coloracdo vermelha associadas apenas com formacao de gas; colbnias

vermelhas associadas apenas com zonas &cidas de coloragdo amarela e colbnias
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vermelhas associadas com formacdo de gas e com zonas acidas de coloracao
amarela, conforme orientagao do fabricante. As contagens de Enterobacteriacea foram
determinadas conforme AOAC (2003).

2.2.5 Calculo dos resultados das contagens de micro-organismos

Quando o procedimento dos EUA foi usado, as UFC/g foram calculadas usando a
formula UFC/g = (UCF x V x D) / P, sendo UFC = unidades formadoras de col6nias
obtidas na placa, V = volume de APT usada para lavar a carcaca (400 mL), D = diluicdo

usada na placa e P = peso da carcaca.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncias de Salmonella e Campylobacter nas granjas, nos intestinos e nas
carcacas foi determinada por estatistica descritiva com determinagédo do percentual de
positividade das bactérias e seu intervalo de confianca (IC) com significancia de 95%.
Para as quantidades de C. jejuni, C. coli e C. lari encontradas nos intestinos e carcacgas
foram determinados a média, o desvio padrdo e o valor maximo em Log UFC/mL. A
média e o desvio padrdo foram calculados com um valor de Log de 3,99 quando foi
detectado < 4,0 Log UFC/mL. As contagens de cada tipo de Campylobacter detectado
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas pelo
teste Tukey a 5 % de probabilidade. Para a avaliacdo das contagens de E. coli,
coliformes totais e Enterobacteriaceae os resultados em UFC foram transformados em
Logip de UFC/g. Os resultados obtidos foram submetidos & ANOVA, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Toda a andlise estatistica foi
feita utilizando o programa estatistico XLSTAT versdo 2009.5.01Addinsolft™ (New
York, NY, EUA).



Capitulo Il — Mapeamento dos micro-organismos patogénicos e indicadores de qualidade e higiene nas
principais etapas do abate de frangos 117

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREVALENCIA DE SALMONELLA E CAMPYLOBACTER JEJUNI,
C. COLI E C. LARI EM LOTES DE FRANGOS ANTES DO ABATE, NO
INTESTINO DOS ANIMAIS E NAS CARCACAS COM DIFERENTES
CONDICOES DE CONTAMINACAO FECAL

A presenca de Salmonella foi detectada em 5,0% (2 em 40) das amostras de cama
das granjas avaliadas neste estudo. Este baixo percentual de Salmonella, detectado
nas granjas antes do abate, provavelmente esta associado com os esforcos da
industria onde o estudo foi feito para controlar Salmonella na cadeia de producao
através das medidas de biosseguranca implantadas nas granjas de criagdo dos
animais. A prevaléncia de Salmonella encontrada nas granjas avaliadas foi similar as
porcentagens e achados descritos em outros estudos e monitoramentos. Durante o
ano de 2007, os estados membros da Unido Europeia detectaram uma positividade
meédia de Salmonella de 3,7% em camas nas granjas e em 10 dos estados membros, a
positividade média foi inferior a 5,0% (EFSA, 2009). FELS-KLERX et al. (2008)
detectaram uma prevaléncia de Salmonella de 7,7% em lotes antes do abate.
QUEIROZ et al. (2010), usando a técnica de suabe, detectaram que das 376 amostras
colhidas em cama de aviarios onde estavam pintos de um dia, nenhuma delas foi
positiva para Salmonella. Niveis mais elevados de Salmonella em granjas também
podem ser encontrados. Na Colémbia, DONADO-GODOQY et al. (2012) detectaram a
presenca de Salmonella em 65% das amostras de suabe de cama de granjas de
frangos.

As duas amostras positivas de Salmonella isoladas nas amostras de cama das
granjas foram sorotipadas. Em uma dessas amostras foi identificado S. Agona e na
outra, S. Lexington. Salmonella Agona foi o terceiro sorotipo mais isolado em carcacas
de frango no Brasil no periodo de 2004 a 2010, sendo o segundo mais comum na
regido sul do pais (BARROS DE FREITAS, 2011). Isso demonstra que S. Agona é

comumente associada com amostras avicolas. Salmonella Lexington ndo tem sido
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encontrada como um sorotipo de importancia em carne de frangos (SCHLOSER et al.,
2000; SUMMER et al., 2004; BERRANG et al., 2009; EFSA, 2009; BARROS DE
FREITAS, 2011). Na Coléombia, DONADO-GODOQOY et al. (2012) encontraram, em
amostras de cama de granjas de frangos, S. Java como a mais prevalente (76,4%),
seguida de S. Heidelberg (22,7%) entre 70 granjas analisadas.

As amostras do conteudo intestinal do ceco, bem como todas as carcacas com
diferentes condi¢cbes de CFA, foram todas negativas para Salmonella. A auséncia de
Salmonella no contetdo intestinal indica que, provavelmente, a bactéria ndo estava
presente nos lotes de frango no momento do abate. Isso também ocorreu com as
amostras dos dois lotes de frango nos quais as camas das granjas foram positivas para
Salmonella. Estes resultados demonstram que, lotes considerados positivos para
Salmonella, através da andlise de suabe de arrasto na cama das granjas dos animais
antes do abate, nem sempre se encontra a bactéria no trato gastrointestinal dos
animais ou resulta em carcacas contaminadas. Segundo RASSCHAERT et al. (2008),
o status de Salmonella nos lotes de frangos avaliados semanas antes do abate, nem
sempre esta correlacionado com seu status no dia do abate. Nestes casos, o status de
Salmonella pode ter mudado de animais excretores de Salmonella para aves livres da
bactéria e vice-versa. De acordo com MARIN & LAINEZ (2009), o pico maximo de
deteccdo de Salmonella nas fezes de aves contaminadas com a bactéria ocorre até os
14 primeiros dias de criacdo dos animais. Posteriormente, segundo os autores, a
excrecdo da bactéria decresce e passa a ser intermitente até o momento do abate.
Outra hip6tese para explicar a deteccao de Salmonella nos lotes antes, mas néo no dia
do abate, é com relacéo ao sorotipo de Salmonella detectado. Sorotipos de Salmonella
causadores de contaminag¢do ambiental, como a S. Lexington e que ndo sdo comuns
na transmisséo vertical em frangos, nem sempre colonizam o intestino dos animais,
embora esteja presente no ambiente onde os animais vivem.

Uma baixa prevaléncia de Salmonella em intestino e em carcacas de frangos foi
também detectada em outro estudos. REITER et al. (2007) encontraram Salmonella
em 6,7% das amostras de intestino. No entanto, nas carcacas colhidas antes da etapa
de resfriamento, condi¢do similar as carcagcas sem CFA e das carcacas apos o refile da

CFA analisadas em nosso estudo, a presenca de Salmonella ndo foi detectada
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(REITER et al., 2007). Entre 2003 e 2008, a prevaléncia de Salmonella em carcacas
de frango resfriadas no Brasil foi de 6,06% (MAPA, 2010). Por outro lado, carcacas de
frango contaminadas com Salmonella tém sido associadas com a presenca da bactéria
no intestino dos animais antes do abate (ARSENAULT et al., 2007; MAINALI et al.,
2009). O controle de Salmonella ao longo da cadeia para diminuir os niveis de
contaminacao em frangos, onde adequadamente praticado, pode reduzir a prevaléncia
de Salmonella nas carcacas (MEAD et al., 2010). Na industria onde foi realizado este
estudo, havia programas de controle de Salmonella implantados em todos os estagios
de producéo.

Tradicionalmente, tem sido estabelecido que os patégenos presentes no intestino
dos animais sao transmitidos para as carcacas e para a carne durante o abate
(SUMMER et al., 2004). A presenca de fezes em carcacas de frango € um indicador da
presenca de Salmonella de acordo com a legislagcao brasileira (MAPA 2006) e, por isso,
foi determinado antes da etapa de resfriamento, um PCC obrigatério para todos os
estabelecimentos de abate de aves para a remogao da contaminagdo gastrointestinal
das carcacas. Entretanto, em nosso estudo, foi constatado que carcacas
contaminadas com fezes ndo estavam contaminadas com Salmonella e isso foi
também verificado para os dois lotes positivos detectados previamente ao abate. A
baixa correlacdo na prevaléncia de Salmonella em lotes de animais antes do abate com
as carnes também foi observado por FELS-KLERX et al. (2008). A contaminagdo com
Salmonella em carcacas de frango pode variar de planta para planta (COX et al., 2010)
e de regido para regido (EFSA, 2009; BARROS DE FREITAS, 2011) e esta relacionada
com o controle ao longo da cadeia de producdo (MEAD et al.,, 2010). Nossos
resultados mostram que a presenca de fezes nas carcacas de frango ndo esta
associada com a presenca de Salmonella no intestino dos animais e nas granjas onde
0s animais viviam antes do abate. O mais importante, entretanto, € conhecer o status
de Salmonella dos lotes antes do abate e ter medidas preventivas durante o abate para
prevenir contaminacdo cruzada e proteger a carne de possiveis contaminacdes por
Salmonella (RASSCHAERT et al., 2008). Por outro lado, a prevencao da

contaminacao fecal nas carcagas deve ser uma constante preocupacdo das industrias
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de carne de frango por se tratar de um problema sanitario (MAPA, 1962; MAPA, 1998;
MAPA, 2006).

Ao contrario dos resultados de Salmonella, a prevaléncia de C. jejuni e C. coli foi
alta, porém C. lari ndo foi encontrado em nenhuma das amostras analisadas.
Campylobacter jejuni e C. coli foram detectados em diferentes percentuais nas
amostras das camas das granjas antes do abate, no conteudo intestinal e nas carcacas

com diferentes condi¢coes de CFA (Figura lll.1).
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Figura lll.1. Prevaléncia (%) de Campylobacter jejuni e C. coli em cama de granjas,
intestino-ceco e carcacgas com diferentes condi¢cdoes de contaminacgéo fecal aparente.

Campylobacter jejuni foi encontrado em 100% das amostras de cama e C. coli em
58,8% (IC 95%, 45,3 a 72,3%) delas. Em amostras do conteudo intestinal, C. jejuni
também estava presente em 100% das amostras analisadas e C. coli em 70,6% (IC
95%, 58,1 a 83,1). Em 12 das 17 amostras analisadas, C. jejuni e C. coli estavam
presentes na mesma amostra.

A presenca de fezes mostrou ser uma importante fonte de contaminacéo de C.

jejuni e C. coli nas carcacas. Nas carcacas que continham CFA, C. jejuni foi detectado
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em 58,8% (IC 95%, 45,3 a 72,3%) das amostras e C. coli em 11,6% (IC 95%, 2,8 a
20,4%). Nas carcacgas sem CFA, a prevaléncia de C. jejuni foi de 17,6% (IC 95%, 7,2 a
28,0) e de C. coli foi de 9,8% (IC 95%, 1,7 a 17,9%). Por outro lado, nas amostras
apos o refile da CFA a presenca de C. jejuni foi semelhante ao das carcacas sem CFA,
sendo que C. jejuni apresentou uma prevaléncia de 19,6% (IC 95%, 8,8 a 30,4%) e C.
coli de 17,6% (IC 95%, 7,2 a 28,0%).

A prevaléncia de Campylobacter da granja ao abate de frangos varia entre os
diferentes estudos realizados e geralmente € elevada (BERNDTSON et al., 1996;
REITER et al., 2005; RODRIGO et al., 2005; CHRYSTAL et al., 2008; KING & ADAMS,
2007; KUANA et al., 2008; DALLAL et al., 2010; EFSA 2010b; MAREMAE et al., 2010;
SAMPERS et al., 2010). A contaminacdo com Campylobacter varia significativamente
entre diferentes paises e entre diferentes abatedouros e, geralmente, a contaminacao
de lotes de frangos por Campylobacter comeca na granja e durante o abate esta
contaminacao aumenta (EFSA, 2010b).

KUANA et al. (2007) encontraram 81,8% dos lotes de frangos antes do abate
positivos para Campylobacter spp. REITER et al. (2005) detectaram Campylobacter
spp. em 63.3% das amostras de intestino de frangos e ARSENAULT et al. (2007)
encontraram 52% de amostras de intestino-ceco positivas para Campylobacter spp.
Por outro lado, uma baixa porcentagem (6,3%) em material de intestino-ceco de
frangos foram positivas para Campylobacter spp, entre 2005 a 2007 na Estbnia
(MAREMAE et al., 2010).

A deteccdo de 100% das camas das granjas com C. jejuni antes do abate e
também com a mesma porcentagem de positividade no conteudo cecal dos frangos
confirma que a disseminacdo de Campylobacter spp. entre os animais de um mesmo
lote é elevada (BERNDTSON et al., 1996; RASSCHAERT, et al.,, 2007). Essa
disseminacgao pode ser afetada pelo contato entre os animais de um mesmo lote com
fezes contaminadas. CORTEZ et al. (2006) encontraram Campylobacter em 22,2%
das amostras de fezes analisadas, em 5,6% das amostras de pena, em 5,6% das
carcacas apos evisceracdo e em 2,8% das amostras ap0s a escaldagem e em 2,9%

das amostras de agua de evisceracéo.
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Neste estudo, as carcacas foram colhidas na etapa de revisdo, antes do
resfriamento. Como esperado, carcacas com CFA foram as que apresentaram maior
contaminacdo com Campylobacter jejuni e C. coli. Isso demonstra que a presenca de
fezes resulta em uma porcentagem maior de carcagas contaminadas com
Campylobacter, mas ndo em 100% delas. Este fato pode ser explicado pelo estudo de
WOLDEMARIAM et al. (2008), no qual os autores observaram que nas analises do
material contido no ceco dos frangos foi encontrado maior prevaléncia da
Campylobacter quando comparado com amostras de fezes colhidas imediatamente
apos a excrecao.

Por outro lado, carcacas de frango apés a remocédo da CFA pelo refile mostraram
uma diminuicdo na presenca de C. jejuni (58,8 para 19,6%) mas um aumento na
prevaléncia de C. coli (11,6 para 17,6%) quando comparado com carcacas sem CFA.
Provavelmente, este aumento na contaminacédo por C. coli pode estar associado com a
manipulacédo das carcacas para a remocdo da CFA. Por outro lado, as carcacas sem
CFA, analisadas neste estudo, também apresentaram contaminacdo com C. jejuni e C.
coli. Estes resultados mostraram que a contaminacao por Campylobacter pode ocorrer
também por outras vias que nao apenas pela presenca de fezes nas carcacas.
Contaminacdo cruzada durante o abate pode ocorrer, resultando em carcacas
contaminadas (EFSA, 2010b). Em carcagas antes do resfriamento, comparado com
carcacas sem CFA analisadas neste estudo, REITER et al. (2005) detectaram
Campylobacter spp. em 16,7% das amostras testadas, resultado similar aos 17.6% de
C. jejuni encontrado em nosso estudo.

Nas amostras de intestino positivas, os niveis de C. jejuni variaram de < 4,0 a 7,20
Log UFC/g com uma média de 5,46 + 0,99 Log UFC/g. Nestas amostras, 0s niveis de
C. coli foram maiores e variaram de 5,70 até 8,98 Log UFC/g com uma média de 7,95 +
0,98 Log UFC/g.

Com relacdo as contagens de Campylobacter nas amostras de carcacas positivas,
os resultados estdo apresentados na Tabela Ill.2. Estes mostraram nao haver
diferencas estatisticas significativas (Teste de Tukey, p = 0,05) entre as carcagas com
diferentes condicbes de CFA. A média das contagens de C. jejuni nas carcacas com
CFA foi de 4,67 + 0,57 Log UFC/g e a média das contagens de C. coli foi de 5,46 +
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0,92 Log UFC/g (Tabela 111.2). Em relacéo as carcacas apos o refile das partes com
CFA, todas as amostras testadas continham menos do que 4,0 Log UFC/g de C. jejuni.
Nestas carcacas, o nivel médio de C. coli foi maior (5,07 £ 0,67 Log UFC/g). Carcacas
sem CFA apresentaram uma média de 4,66 + 0,23 e 4,96 + 0,75 UFC/g para C. jejuni e
C. coli, respectivamente (Tabela 1l1.2).

Tabela Ill.2. Niveis de Campylobacter jejuni e C. coli em carcacas com diferentes
condi¢cbes de contaminacao fecal aparente

Logip UFC/mL

Carcagas C. jejuni C. coli

Média®* DP* Maximo  Média® DP* Maximo
Com CFA 4,67 0,57 5,63 5,46 0,92 6,49
Apo6s refile da CFA 3,99 0,00 3,99 5,07 0,67 5,90
Sem CFA 4,66 0,23 4,88 4,96 0,76 6,30

CFA = contaminacéo fecal aparente * Os resultados de média e desvio padrdo (DP) foram calculados
com um valor de Log de 3,99 para carcacas quando o valor de contagem de < 4,0 Log UFC/mL foi
encontrado.

Nas amostras analisadas, foi observado que os niveis médios de C. coli foram
maiores do que os de C. jejuni (Tabela Ill.2), apesar da prevaléncia de C. coli ter sido
menor em relacédo a C. jejuni (Figura 1ll.1). CHRYSTAL et al. (2008) encontraram uma
media de 3,60 Log UFC/carcaca para amostras positivas em estudo realizado com sete
plantas processadoras de frangos. Durante o ano de 2008, amostras de carcaca de
frango analisadas pelos paises membros da Unido Europeia mostraram que quase a
metade (47,0%) das amostras analisadas continham menos do que 10 UFC/g de
Campylobacter e apenas 5,8% continham mais do que 4,0 Log UFC/g (EFSA, 2010b).
No geral, foi observada a tendéncia de se encontrar altas contagens em paises com
alta prevaléncia de Campylobacter (EFSA, 2010b). BERRANG et al. (2009)
constataram que, em carcacas resfriadas, a quantidade de Campylobacter encontrada
foi de 1,81 + 0,27 Log UFC/mL. Na Australia, KING & ADAMS (2007) encontraram
niveis de Campylobacter de 163 UFC/cm? na superficie de carcacas de frango com
uma variacdo de 5 a 1.850 UFC/cm?. BERRANG et al. (2009) avaliaram a quantidade
de Campylobacter em carcacgas antes do resfriamento em 20 abatedouros dos EUA e
constataram que as contagens média variaram de 0,78 a 4,49 Log UFC/mL com média
de 2,66 Log UFC/mL.
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A EFSA recomenda que os programas de controle de Campylobacter sejam
baseados em uma abordagem integrada entre a granja e o abatedouro (EFSA, 2010b).
Lotes de frango contaminados com Campylobacter possuem 30 vezes mais
probabilidade de resultar em carcagas contaminadas com alta prevaléncia e altas
contagens de Campylobacter (EFSA, 2010b). Durante o abate de lotes positivos,
Campylobacter se espalha no ambiente, equipamentos e &gua utilizados no processo
de abate. Para BERNDTSON et al. (1996), para diminuir a contaminagdo por
Campylobacter durante a fase de abate, o processo usado atualmente precisa ser
totalmente modificado, com reducdo da contaminacdo fecal das carcacas e
equipamentos. Segundo 0s autores, 0 usO excessivo de agua durante o abate de
frangos espalha e mantém a bactéria em melhores condi¢cdes de sobrevivéncia e este
fator € visto como o0 mais importante e relevante para diminuir a entrada e
disseminacao de Campylobacter proveniente da granja.

A identificacdo de Campylobacter em nivel de espécie mostrou que C. jejuni foi a
espécie mais comumente isolada das amostras positivas (66,4%) seguido de C. coli
(33,6%). Outros estudos tém mostrado resultados similares, nos quais, C. jejuni € a
espécie mais frequentemente isolada entre as espécies de Campylobacter (KING &
ADAMS, 2007; MORAN et al., 2009; PEPE et al., 2009; MARAMAE et al., 2010). Na
Unido Europeia, C. jejuni também tem sido a espécie mais encontrada em lotes de
frangos com a presenca em 60,8% das amostras positivas em 2008, seguido de C. coli
com 41,5% e C. lari com 0,2%. Em carcagas de frango, C. jejuni, C. coli e C. lari foram
encontradas em 67,9%; 39,4% e 0,3%, respectivamente, nas amostras positivas em
2008 (EFSA, 2010b). Na Australia, KING & ADAMS (2007) encontraram 84,1% das
amostras positivas como C. jejuni e 9,6% de outras espécies.

Em resumo, os resultados encontrados neste estudo mostram que C. jejuni e C.
coli estdo presentes em alta prevaléncia nas granjas e no conteudo intestinal dos
animais. Durante o abate, a contaminagdo aumenta pelas condi¢cdes do processo, pela
manipulacdo das carcacas ou por outras vias. Outro fator relevante € que nao ha
correlacdo entre a prevaléncia de Campylobacter com a prevaléncia de Salmonella. As
mesmas medidas que sao eficientes para controlar Salmonella ao longo da cadeia de

producéo de frango de corte parecem néo ser efetivas para controlar Campylobacter.
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32 NIVEIS DE E. COLI, COLIFORMES TOTAIS E
ENTEROBACTERIACEAE EM CARCACAS DE FRANGO COM
DIFERENTES CONDICOES DE CONTAMINACAO FECAL APARENTE E
EFICIENCIA DA AGUA EM COMPARACAO COM O REFILE PARA
REMOVER A CONTAMINACAO

A presenca de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae foi detectada em
100% das amostras de carcacas de frango analisadas através da técnica de contagem
de UFC/g. Os resultados das contagens encontrados nas carcacas de frango em
diferentes condi¢des de CFA, colhidas antes do resfriamento, sdo mostradas na Tabela
[11.3. Nao foi observado diferenca significativa nas contagens de E. coli, coliformes
totais e Enterobacteriaceae encontradas nas diferentes carcacas analisadas (teste de
Tukey, p > 0,05). As carcacas com CFA apresentaram contagem média de E. coli de
5,00 = 0,63 Log UFC/g, contagem de coliformes totais de 5,24 + 0,58 Log UFC/g e
contagens de Enterobacteriaceae de 5,14 + 0,79 Log UFC/g. Nas carcacas com CFA
submetidas ao refile da(s) parte(s) contaminada(s), a média de E. coli, coliformes totais
e Enterobacteriaceae foram similares - 4,82 + 0,49; 5,15 + 0,51; e 5,13 + 0,55 Log
UFCl/g, respectivamente. As carcacas sem CFA mostraram uma média de 4,73 + 0,75
Log UFC/g de E. coli, 5,18 + 0,62 Log UFC/g de coliformes totais e 5,27 + 0,59 Log
UFC/g de Enterobacteriaceae.

Baseado nos resultados obtidos, a presenca de CFA nas carcagcas nao afetou
significativamente as contagens de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae entre
os trés diferentes grupos de carcacas analisados. No entanto, a Portaria N° 210 do
MAPA, em seu anexo IX, define os destinos e critérios de julgamento das aves, sendo
passiveis de condenagfes as carcagas na inspecao pos-mortem com contaminagdes
(MAPA, 1998). Segundo o Artigo 165 do RIISPOA, as carcacas que se contaminarem
com fezes durante a evisceragcdo ou, em qualquer outra fase do abate, devem ser
condenadas (MAPA, 1952). A preocupac¢do com o controle da contaminacao fecal nas

carcacas de frango esta relacionada com a presenca de patdgenos entéricos, o que &
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um problema para as industrias, agéncias reguladoras e consumidores (MAPA, 2006;
MAINALI et al., 2009).

Tabela 1l1.3. Contagem de E. coli (EC), coliformes totais (CT) e Enterobacteriaceae
(EB) em carcacas de frango com diferentes condi¢cdes de contaminacéo fecal aparente

Carcacas Média + desvio padrao de Log;0 UFC/g

E. coli Coliformes totais Enterobacteriaceae
Com CFA 5,00 + 0,63 5,24 £ 0,58 5,14 + 0,79
Apos refile da CFA 4,82 +0,49 515+0,51 5,13+0,55
Sem CFA 4,73 +0,75 5,18 £ 0,62 5,27 + 0,59

CFA = contaminacéao fecal aparente.

Em estudo realizado por GIOTTO (2008) em um abatedouro de frangos do sul do
Brasil, foi detectado que 2,80% das carcacas eram condenadas parcialmente em
decorréncia de algum tipo de contaminacdo. Segundo o autor, a contaminacao das
carcacas foi a segunda maior causa da condenacéo total e a primeira entre as causas
de condenacdo parcial. NASCIMENTO et al. (2012) encontraram niveis de
contaminacao fecal em carcacgas de frango que variaram de 0,1 a 1,3%. No entanto,
outros tipos de contaminac¢des também podem ocorrer em carcacas de frango como
contaminacdes gastrica e biliar. Para SILVA (2004), as contamina¢des constituem uma
das principais perdas de carcacas de frangos por causas nao patoldgicas. As carcacas
de frangos podem ser contaminadas com o conteddo gastrointestinal durante o
processo de abate.

A abertura da cavidade abdominal e a retirada das visceras durante o abate de
aves € uma das etapas onde ocorre 0 maior niumero de contaminacfes e neste caso,
pelas fezes. Porém, segundo HERENDA e FRANCO (1996), durante todo o abate
também pode ocorrer contaminacdo decorrente do extravasamento de contetdo do
papo, a qual é tdo grave quanto a contaminacao fecal.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com outros relatos cientificos,
apesar de diferengcas nas metodologias aplicadas aos estudos (BLANKENSHIP et al.,
1975; BILGILI et al., 2002; CASON et al., 2004; SMITH et al., 2005; FRANCHIN et al.,
2007). BILGIL et al. (2002) ndo encontraram evidéncias de que a presenca de

conteudo digestivo em carcacas de frango antes do resfriamento esteja associada com
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a diminuicdo da qualidade microbioldgica das carcacas apods o resfriamento. CASON
et al. (2004) também ndo encontraram evidéncias de que o numero médio de
Enterobacteriaceae, E. coli e coliformes totais em carcacas apos o resfriamento
pudesse ser afetado pela contaminagédo fecal causada durante o abate em etapas
anteriores ao resfriamento. Estes autores constataram que a contaminacao fecal das
carcacas antes do resfriamento n&do afeta sua qualidade microbiolégica apds o
resfriamento. SMITH et al. (2005) observaram que n&o houve diferengas nas
contagens de coliformes e E. coli em carcacas contaminadas com fezes antes do
resfriamento comparadas com as carcacas apos o resfriamento. FRANCHIN et al.
(2007) compararam a influéncia do refile em carcacas com contaminacédo fecal e
observaram que a remoc¢do da mesma, através deste procedimento, ndo € o Unico
capaz de eliminar eficazmente este tipo de contaminagéo em carcacas de frango.

Na tabela 111.4 estdo apresentados os resultados do estudo piloto comparando o
refile das partes contaminadas das carcacas com o procedimento de lavagem com
agua potavel para remover a CFA. Os resultados das contagens nas carcacas dos
diferentes grupos testados (com CFA, apos o refile da CFA e sem CFA) submetidas a
lavagem em &gua potéavel, mostraram niveis menores de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae quando comparado com carcacas nas mesmas condicdes de
contaminagcdo mas nao lavadas. Diferencas significativas foram observadas nas
contagens antes e apoés a lavagem dos diferentes grupos de carcacas analisadas (teste
de Tukey, p < 0,05).

O uso de agua para remover contaminacdo em carcacas de frango bem como
reduzir os niveis microbianos tem sido motivo de muitos estudos ao longo dos ultimos
anos (BLANKENSHIP et al.,, 1975; BILGILI et al., 2002; CASON et al., 2004;
FRANCHIN et al., 2007). Por isso, o uso desta pratica € permitida por lei ha véarios
anos em paises como EUA (FSIS, 2011), Unido Europeia (EC, 2004), Canada (CFIA,
2010). No Brasil, este procedimento foi autorizado recentemente (MAPA, 2011b) e tem
sido utilizado por grande partes das industrias de abate de aves.

BLANKENSHIP et al. (1975) conduziram um estudo para comparar carcagas nao
condenadas pela presenca de fezes com carcagas contaminadas e lavadas. Os

resultados obtidos por estes autores mostraram que nao havia diferenca significativa
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entre as contagens de aerobios mesofilos e Enterobacteriaceae das carcagas nao
condenadas, condenadas, condenadas pela presenca de fezes e condenadas mas
lavadas. NOTERMANS et al. (1980) observaram que um importante ponto para
controlar a contaminacdo microbiolégica de carcacas de frango durante o abate é a
lavagem imediata das mesmas. Desta forma, segundo os autores, 0 uso de chuveiros
para lavagem das carcacas devem estar em pontos da linha de abate onde as

contaminacdes sdo mais provaveis de ocorrer.

Tabela Ill.4. Contagem de E. coli (EC), coliformes totais (CT) e Enterobacteriaceae
(EB) em carcacas de frango com contaminacdo fecal aparente, apos o refile da
contaminacdo fecal aparente e sem contaminacdo fecal aparente antes e apos a
lavagem com &gua em chuveiro com 5-6 kgf/cm? de presséo — teste piloto

Carcacas Média = desvio padrao de Log;o UFC/g
EC CT EB
Com CFA antes de lavar 500+063% 524+058% 514+0,79°%
Com CFA depois de lavar 3,96+0,83° 432+063° 4,26+061°
Ap0s refile da CFA antes de lavar 482+049% 515+051% 5,13+0,55°
Apos refile da CFA depois de lavar 4,04+ 0,67 4,45+0,72° 452+ 0,62°
Sem CFA antes de lavar 473+0,75% 518+0,62% 527+059?2
Sem CFA depois de lavar 3,74+1,08° 434+ 068" 437+069°

2P Médias em uma mesma coluna seguidas de diferentes letras séo estatisticamente diferentes (p = 0,05%) baseado no
teste de Tukey.

BERRANG & BAILLEY (2009) observaram que o uso de lavagens sucessivas das
carcacas ao longo da linha de abate tem beneficio sobre a reducédo nos niveis de E.
coli, porém, segundo os autores, estes beneficios ndo sdo observados quando estas
mesmas lavagens séo feitas de forma individual. Em uma reviséo bibliografica sobre
intervencdes com agua durante as diferentes etapas de abate de frangos para reduzir a
contaminacao microbiana em carcacas de frango, FRANCHIN et al. (2010) concluiram
gue a lavagem combinada com outros controles permitem um eficiente e confiavel
controle microbiolégico nas mesmas.

No Brasil, a contaminacdo gastrointestinal em carcacas de frango é um PCC
obrigatério para todos os abatedouros de aves (MAPA, 2006). Com isso, apés a
evisceracdo completa e antes do resfriamento, todas as carcacas devem passar por

uma etapa de revisdo (PC) antes de serem verificadas no PCC. A etapa de revisado
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consiste em um local onde funcionarios treinados observam interna e externamente
100% das carcacas completamente evisceradas. Caso seja identificado visualmente a
presenca de contaminagdo gastrointestinal e/ou biliar nas carcacas, estas
contaminacdes devem ser retiradas (MAPA, 2006). Até outubro de 2011 a
contaminacao gastrointestinal e/ou biliar nas carcacas de frangos devia ser removida
apenas pelo refile, sendo este um procedimento orientativo do MAPA. Outra
intervencédo para esta finalidade, como por exemplo a lavagem das carcagas com agua
potavel, ndo era permitido, apesar de nada contrario estar previsto nas leis pertinentes
ao abate de frangos (MAPA, 1952; MAPA, 1998; MAPA, 2006).

Em 2008 a UBABEF solicitou ao DIPOA a substituicdo do sistema de refile de
carcagas pelo procedimento de lavagem com a finalidade de remoc¢é&o da contaminacao
gastrointestinal visivel antes da etapa de pré-resfriamento. Posteriormente, a UBABEF
apresentou ao DIPOA uma série de informacfes de testes referente ao assunto
(MAPA, 2011a). Os resultados deste estudo piloto foram apresentados na ocasido
como parte do argumento para uso da lavagem como alternativa ao refile da CFA.

Em 2011 o MAPA publicou a Resolucédo 4, na qual foi permitido o uso de lavagem
com agua potavel como alternativa ao refile para a remocédo de CFA. De acordo com
esta resolucdo, as empresas interessadas em adotar este procedimento devem
apresentar ao MAPA o protocolo com todos os parametros mensuraveis relacionados
ao processo de lavagem de forma a comprovar os requisitos requeridos (MAPA,
2011b).

Desta forma, apds a publicacdo da Resolucdo 4 (MAPA, 2011b) um estudo foi
conduzido para avaliar, em condicdes normais de abate, o efeito da lavagem para
remover a CFA em comparacdo com o refile em relagdo aos niveis de E. coli,
coliformes totais e Enterobacteriaceae. Os resultados deste estudo sdo mostrados na
Tabela Ill.5.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que as carcagas com CFA e as que
a CFA foi removida pelo refile manual e que representam as condi¢cdes previstas na
Circular 668 (MAPA, 2006), bem como as orientacbes do MAPA sao significativamente
similares (teste de Tukey, p = 0,05) em relag&o aos niveis de E. coli, coliformes totais e

Enterobacteriaceae. Nos demais tipos de carcacas avaliadas, os resultados mostraram
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gue a lavagem com &gua diminuiu 0s niveis microbianos dos micro-organismos
indicadores de qualidade e higiene, sendo em alguns casos com diferencas

significativas e em outros nao (Tabela I11.5).

Tabela Ill.5. Contagem de E. coli (EC), coliformes totais (CT) e Enterobacteriaceae
(EB) em carcacas de frango com contaminacdo fecal aparente, apds o refile da
contaminacao fecal aparente e sem contaminacdo fecal aparente antes e apds a
lavagem com &gua em chuveiro com 10 kgf/cm? de presséo durante o processo

Carcacas Média + desvio padréo de Log;o UFC/g
EC CT EB

Com CFA 4,85+1,11° 5,29 +0,93° 5,88+0,95°
Apos corte da CFA 453+1,09*° 509+0,96%" 5,79+0,822
Com CFA antes de lavar 4,85+ 0,67 2 4,94 +0,63 %" 5,20 +0,72°
Com CFA depois de lavar 429+068° 4,43+0,64°%¢ 4,75+ 0,66 ©°
Sem CFA antes de lavar 468+0,49%° 475+0,45"%¢ 5,08+0,70 >°
Sem CFA depois de lavar 425+0,62° 4,34+059¢ 4,63 +0,65°

CFA = contaminacdo fecal aparente
a b e d Medias em uma mesma coluna seguidas de diferentes letras so estatisticamente diferentes (p = 0,05%)
baseado no teste de Tukey.

Atualmente, a lavagem de carcagas com agua € uma alternativa para a remocéao de
contaminacdo CFA em carcacas de frango no Brasil (MAPA, 2011b). De acordo com
FRANCHIN et al. (2007), o procedimento de lavagem nao requer mao de obra adicional
e diminui a possibilidade de contaminacdo cruzada pelos utensilios e méaos dos
manipuladores. Segundo BILGILI et al. (2002), ndo h& base cientifica para usar a
presenca de conteudo digestivo em carcacas de frango como um padrdo de avaliacao
do desempenho do processo de abate. A prevencdo da contaminacdo do trato
digestivo das aves deve ser uma importante meta durante o abate dos animais mas
sua presenca nao tem valor preditivo para a qualidade microbiolégica das carcacas
BILGIL et al. (2002).

4 CONCLUSOES

A prevaléncia de Salmonella foi baixa e sua presenca nas camas onde 0s animais

vivem, antes do abate nao foi relacionada com a sua presenca no intestino dos frangos
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e nas carcacas apo0s o abate, mesmo naquelas que sofreram contaminacdo fecal
aparente. Por outro lado, a prevaléncia de Campylobacter jejuni e C. coli foi elevada
nas camas das granjas e no intestino dos animais, bem como nas carcacas com
contaminacao fecal aparente. Nas carcacas apoés o refile da contaminagéo e naquelas
sem contaminacgao fecal, a prevaléncia de C. jejuni e C. coli diminuiu. Uma prevaléncia
mais elevada de C. jejuni em comparagédo com C. coli foi observada nas amostras, mas
os niveis de C. coli foram maiores quando comparados com os de C. jejuni. No geral,
as medidas durante a criagdo dos animais, bem como durante o abate que parecem
ser eficientes para controlar a presenca de Salmonella, ndo possuem o mesmo efeito
para controlar C. jejuni e C. coli. Os estudos em escala piloto e em condigbes normais
de abate para comparar a lavagem com agua em comparacdo com o refile para
remover a contaminacédo fecal aparente das carcacas de frango mostraram que a
lavagem € uma alternativa viavel para remover a contaminacdo aparente e também

para diminuir os niveis de E. coli, coliformes totais e Enterobacteriaceae.
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CAPITULO IV - COMPARACAO DE QUATRO TECNICAS PARA
IDENTIFICACAO DE DIFERENTES TIPOS DE SALMONELLA

1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi comparar diferentes técnicas para identificar e
diferenciar isolados de Salmonella spp. Os objetivos especificos foram: i) usar a
técnica sorolégica classica, bioquimica automatizada com sistema VITEK 2™
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca), espectrometria de massas e um sistema de
biologia molecular baseado em ribotipagem (Riboprinter®, DuPont Qualicon,
Whilmington, DE, EUA) para identificagdo de isolados de Salmonella; e ii) avaliar o

poder discriminatdrio de uma das técnicas utilizadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Isolados de Salmonella

Para comparar as diferentes técnicas foram utilizados 35 isolados de Salmonella
previamente detectados e identificados conforme metodologia 1ISO 6579 (ISO, 2002) e
mantidas em agar nutriente (Merck, Darmstad, Alemanha) entre 2 e 8 °C. Os isolados
foram obtidos de amostras positivas de Salmonella previamente analisadas em outros
capitulos desta tese e também de outras amostras de origem avicolas para obter uma
maior variabilidade entre os isolados. As amostras foram identificadas de 1 a 35. A
distribuicdo dos isolados esta apresentada na Tabela IV.1.
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Tabela IV.1. Isolados de Salmonella utilizados na comparacgéo das diferentes técnicas de
identificacdo da bactéria

Sorotipos No. de isolados
S. Saintpaul 2
S. Muenchen 1
S. Mbandaka 2
S. Newport 2
S. Infantis 2
S. Senftember 2
S. Enteritidis 24
Total 35
2.2 METODOS

Os isolados de Salmonella foram submetidos aos seguintes testes de identificagao:
sorologia classica, bioquimica automatizada com sistema VITEK 2™ (bioMérieux SA,
Marcy-I'Etoile, Franca) espectrometria de massas - MALDI-TOF Bio Typer (Bruker
Daltonik GmbH™) e andlise genética através de ribotipagem com sistema de

caracterizacéo microbiana Riboprinter® (DuPont Qualicon, Whilmington, DE, EUA).

2.2.1 Identificacdo sorologica classica

A identificac@o sorolégica dos isolados foi feita pelo laboratério de referéncia em
Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As amostras foram enviadas
ao laboratério em agar nutriente inclinado (Merck, Darmstad, Alemanha) e a
identificacdo soroldgica foi feita de acordo com os procedimentos do laboratério,
seguindo os critérios de identificacdo propostos por GRIMONT & WEILL (2007).

2.2.2 Identificagdo bioguimica com sistema automatizado

A identificacdo bioquimica dos isolados de Salmonella foi feita com sistema VITEK
2™ (Figura IV.1) do laboratério de biologia molecular do SENAI, Chapecé, SC. Os
isolados de Salmonella foram preparados conforme orientacdo do fabricante do

sistema (BIOMERIEUX, 2008). Os isolados foram estriados em agar verde brilhante
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(Merck, Darmstad, Alemanha) e, posteriormente, incubados a temperatura de 36 £ 1 °C
por ndo mais do que 24 h e observado a pureza das culturas. As culturas puras foram
usadas para preparar uma suspensao com solucao salina até obter uma turbidez de

0,5 a 0,63 em decimetro Densicheck® (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Francga).

.| ..
»
oy

Figura IV.1. Equipamento VITEK 2™ (bioMérieux).

Fonte: www.bioMériéux.com.br.

Para a identificacdo dos isolados pelo sistema VITEK 2™ foram utilizados os

cartdes de identificacdo de Gram negativos (GN Test Kit VTK 2™

do fabricante (bioMérieux SA., Marcy-I'Etoile, Franca). Cada cartdo GN Test Kit VTK

), conforme instrucdes

2™ continha 64 testes com substratos liofilizados para reacéo (Figura 1V.2).

Os cartdes GN Test Kit VTK 2™ foram automaticamente inoculados com a
suspensao da cultura preparada por um sistema a vacuo do préprio equipamento e
inseridos no modulo de incubacéo e leitura. Cada cartdo foi submetido a uma medida
cinética fluorescente a cada 15 min de incubacdo até o sistema ter condi¢cdes de
identificar a reacdo do teste, o que geralmente ocorreu em até 6 h.

Os resultados foram registrados pelo sistema computadorizado do proprio
equipamento sendo que, ao final da analise o0 mesmo emitiu um relatério com os
resultados dos 64 testes bioquimicos, descriminando o género e espécie do micro-
organismo identificado, o percentual de probabilidade na identificacdo, o tempo de
analise e, quando necessario, foram recomendadas avaliacdes adicionais. O

percentual de similaridade com o padrao foi definido pelo sistema VITEK 2™ de acordo
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com o0 seguinte critério: excelente de 96 a 99%; muito bom de 93 a 95%; bom de 89 a
92%; aceitavel de 85 a 88%; e baixa discriminacdo ou micro-organismo néo identificado

guando o percentual foi inferior a 85%.
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Figura IV.2. Cartdo usado sistema VITEK para a identificacédo de

Salmonella.
Fonte: WWW .pda.org/bookstore.

2.2.3 Identificacdo por espectrometria de massas

2.2.3.1 Preparo das culturas para analise

A identificacdo dos isolados de Salmonella por espectrometria de massas foi feita
no laboratdrio de Biofisica do Instituto de Farméacia da Universidade Federal de S&o
Paulo (UNIFESP) em Séao Paulo. O procedimento de preparo das culturas foi feito
conforme a orientacdo do fabricante do equipamento de espectrometria de massas
(BRUKER DALTONIK, 2008) com modificagbes. As culturas de Salmonella foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo BHI (Merck, Darmstad, Alemanha) e
incubados a 36 = 1 °C por ndo mais do que 18 h. Posteriormente, 700 puL de cada
cultura foram transferidos para micro tubo de centrifugacdo tipo Eppendorf e
centrifugados por 2 min. a 11.000 g, sendo o sobrenadante descartado.
Posteriormente, 300 uL de agua destilada estéril foram adicionados ao tubo contendo a
cultura. O material foi agitado em vortex até a completa resuspensao das células
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bacteriana. Em seguida, 900 pL de etanol p.a. (Merck, Darmstad, Alemanha) foram
adicionados no tubo e agitado em vortex cuidadosamente. O tubo contendo a solucao
foi centrifugado por 2 min. a 11.000 g e em seguida, o sobrenadante foi descartado,
tomando o cuidado para as células permanecerem no tubo. O tubo foi colocado sobre
papel dentro de camara de fluxo laminar até a secagem completa da sua parte interna.
Quando a secagem foi completada, 50 pyL de acido férmico (JTBaker, México, México)
em solucédo a 70% foram adicionados no tubo e as células resuspensas com agitacao
em vortex 0 mais rapido possivel. Em seguida, 50 pL de acetonitrila (Merck, Darmstad,
Alemanha) pura foram adicionados ao tubo e entdo o mesmo foi homogeneizado. O
tubo contendo o material foi entdo centrifugado por 2 min. a 11.000 g. O material foi

mantido sob congelamento a -18 °C até o momento da analise.

2.2.3.2 Anédlise
As andlises das culturas preparadas foram feitas no Laboratério de Biofisica da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) em Sao Paulo. O procedimento de
preparo das amostras para analise foi seguido conforme a orientacéo do fabricante do
equipamento (BRUKER DALTONIK, 2008). No dia da andlise o material foi retirado do
congelador e mantido em temperatura ambiente (18 a 25 °C) por aproximadamente 30
min. O tubo contendo a amostra foi entdo centrifugado por 2 min. a 11.000 g. Sobre
uma placa de MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, # 224990) limpa e seca foi
adicionado em triplicata 1 pL do sobrenadante de cada amostra preparada. A placa foi
deixada em temperatura ambiente até a completa secagem do material. Apds a
secagem completa foi adicionado sobre cada uma das amostras 1 pL de solugéo de
matriz e a placa permaneceu em temperatura ambiente até a completa secagem
(Figura IV.3)
A placa de MALDI-TOF foi colocada no compartimento do equipamento (Figura
IV.4) de espectrometria de massas Bruker Daltonik Microflex LT (Figura IV.5) para a
analise e identificagdo bacteriana. As medi¢bes foram realizadas usando o software
FlexControl (versao 3.0, Bruker Daltonics) de acordo com as configuragdes usadas por
LEUSCHMER et al. (2003). Os espectros foram registrados no modo positivo linear

(frequiéncia de laser, 20 Hz; com voltagem da fonte de ions 1 de 20 kV e da fonte de
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ions 2 de 18,6 kV; voltagem da lente de 7,5 kV; faixa de massa, de 2000 a 20 000 Da).

o e r— e

Figura IV.3. Placa MALDI-TOF contendo amostra e matriz.
Fonte: Laboratério de Biofisica UNIFESP.

Para cada espectro, 240 tiros em etapas de 50 tiros de diferentes posi¢cbes do
ponto de destino (modo automatico) foram colhidos e analisados. Os espectros foram
internamente calibrados usando proteinas ribossomais de Escherichia coli (DH5alpha)
gue apresentam um pico de 10299,09 Da foi usada, conforme orientacdo do fabricante
(BRUKER DALTONIK, 2008). Os espectros obtidos foram importados para o software
Biotyper (versdo 2.0, Bruker Daltonics) e processados com modelo combinando com
configuracbes padrdo, e o0s resultados reportados na tabela de classificacao.
Resultados do processo de correspondéncia de padrdo foram expressos como
proposto pelo fabricante Biotyper MALDI-TOF (MT) com pontuac¢des variando de 0 a 3.
Scores com pontuacao de 1,70 foram consideradas ndo ter uma identificacéo confiavel,
uma pontuacdo de 1,7 a 1,9 foi considerada com boa identificacdo do género e uma

pontuacdo maior do que 1,9 foi considerada como identificacdo de espécie confiavel.

2.2.3.3 Reagentes e solventes
Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Toda a agua utilizada foi ultrapura

obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Solucao de matriz
Cristais de a-HCCA (cyano-4-hidroxyl ciano acido) (Bruker Daltonik GmbH,
#201344) foram transferidos para um tubo tipo Eppendorf e posteriormente, adicionado
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200 pL de uma solucdo composta de 50% de acetonitrila (Merck, Darmstad, Alemanha)
e 2,5% de acido tricloroacético. A solucao foi misturada em vortex por 1 min e mantida
em temperatura ambiente (18 — 25 °C) até a solucdo se tornar saturada (BRUKER
DALTONIK, 2008).

Solucéo de acido férmico 70%

Um volume de 70 mL de acido formico (Merck, Darmstad, Alemanha) foi adicionado
cuidadosamente a 30 mL de agua ultra pura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA). A solucdo foi homogeneizada cuidadosamente e
acondicionada em frasco ambar (BRUKER DALTONIK, 2008).

Figura IV.4. Placa MALDI-TOF no compartimento do equipamento de espectrometria

de massas Bruber Daltonik Microflex LT.
Fonte: Laboratério de Biofisica UNIFESP.

Figura IV.5. Equipamento de espectrometria de massas Bruber Daltonik Microflex LT.
Fonte: Laboratério de Biofisica UNIFESP.
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2.2.4 ldentificacdo genética por Ribotipagem

Para esta analise, 15 dos 35 isolados de Salmonella foram enviados ao Laboratorio
Especial de Microbiologia Clinica (LEMC), da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP) em Sé&o Paulo, em tubos de ensaio contendo agar nutriente (Merck,
Darmstad, Alemanha). As culturas foram analisadas pelo sistema de caracterizacao
microbiana Riboprinter® (DuPont, Qualicon, Wilmington, DE, EUA) (Figura 1V.6), e os

resultados foram utilizados para estabelecer as relagfes genéticas entre os isolados.

Figura IV.6. Sistema de caracterizacdo microbiana - RiboPrinter® (DuPont, Qualicon).

Fonte: http://www.kryptonbio.com/food_m_ribo.html.

Para a analise no RiboPrinter®, as colbnias a partir do &gar nutriente foram
estriadas em placas de Xylose lysine deoxycholate (XLD) (Merck, Darmstad,
Alemanha) para confirmacéo da pureza da cultura. Do crescimento bacteriano obtido
foi selecionada uma colbnia tipica de Salmonella, com auxilio de um bastao esterilizado
e descartavel fornecido pelo fabricante e transferida para a solugdo tampao (Qualicon,
Wilmington, DE, EUA) fornecida pelo fabricante. Esta suspensdo composta pelas
células de Salmonella e 200 pL de solugado tampéao foi homogeneizada com auxilio de
um agitador e 30 pL deste inoculo foi transferido para um tubo cénico, apropriado para
introduzir as amostras no aparelho.

Posteriormente, foi realizado o tratamento da cultura para inativar as nucleases
presentes bem como a preparacdo das células para a lise. Para a realizagdo deste
tratamento, ciclos de aquecimento e resfriamento foram realizados segundo o
programa da unidade de tratamento térmico (Heat Treatment Station) que acompanha

o RiboPrinter®. Apos o tratamento térmico, 5 pL dos reagentes de lise A e B (Qualicon,
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Wilmington, DE, EUA) foram adicionados a cada amostra para iniciar a ruptura da
membrana das células. Em seguida as amostras foram inseridas no aparelho
RiboPrinter® e processadas. No aparelho, as seguintes etapas automatizadas foram
realizadas: (1) extragdo do DNA das células com posterior fragmentacdo com a enzima
de restricdo Pvull (Proteus vulgaris, ATCC 13315); (2) separacao e transferéncia,
caracterizada por uma corrida em gel de eletroforese, que separa os fragmentos de
DNA por gradiente de peso molecular e pela transferéncia destes fragmentos que
foram imobilizados em uma membrana de nitrocelulose, utilizando a técnica de
“Southern blotting” modificado; (3) processamento da membrana, onde os fragmentos
do DNA foram expostos a um tratamento quimico-enzimatico com uma sonda de DNA,
derivada do rRNA de uma E. coli e um marcador quimioluminescente, que revelou os
fragmentos hibridizados; e (4) deteccédo, onde a imagem padrdo da banda de DNA
gerada pelos fragmentos quimiluminescentes é capturada por uma maquina fotografica,
inserida no sistema e transferidas eletronicamente para o computador acoplado ao
aparelho. No computador, a imagem de cada gel foi tratada e comparada com o banco
de dados para a caracterizacdo dos isolados. Cinco marcadores de peso molecular
foram distribuidos no gel, permitindo que cada coluna (representando os dados da
amostra) fosse normalizada de acordo com um marcador padrédo, baseado na posicao
e intensidade das bandas (HOLLIS et al., 1999). Em seguida, ocorreu o
processamento da imagem digitalizada e comparacéo dos padrdes obtidos pela enzima
de restricdo. Essa imagem digitalizada ficou armazenada na memaria do computador e
os resultados foram analisados usando o software e o banco de dados do RiboPrinter®
gue contém as informacbes e os padrdes. Esses padrbes foram utilizados para
identificacdo e caracterizacdo de todas as amostras analisadas em nivel de género,
espécie, subespécie e sorotipo. Como parte do processo de caracterizagdo, o padréo
riboprinter (amostra processada) foi automaticamente analisado e o0s padrdes
agrupados pela similaridade existente entre eles. Uma coleg&o de padrdes riboprinter
€ chamada de padréo ribogrupo. Coeficientes de similaridade foram calculados pelo
sistema de computacado acoplado ao aparelho, baseando-se na posicdo e no peso
relativo das bandas. Todos os isolados que apresentaram coeficientes de similaridade

iguais ou maiores que 0,93 (93%) foram classificados como do mesmo ribogrupo.
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Aqueles que apresentaram coeficientes de similaridade < 0,92, foram considerados

isolados diferentes com padrdes de ribotipagem distintos (BRUCE et al., 1996).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as diferentes técnicas avaliadas foram comparados
entre si de acordo com o poder discriminatorio de cada uma das técnicas, através de

estatistica descritiva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 35 isolados previamente detectados e confirmados como Salmonella spp. pela
analise microbiolégica com método ISO 6579 (ISO, 2002), 100% foram identificados
por todas as técnicas testadas como sendo bactérias do género Salmonella spp. Do
total avaliado, 24 (68,6%) foram identificados pela técnica de sorologia classica
conforme esquema de White-Kauffmann-Le Minor (GRIMONT & WEILL, 2007), como
sendo de Salmonella Enteritidis. S. Sainpaul, S. Mbandaka, S. Sefttemberg, S.
Newport e S. Infantis foram identificados em dois isolados para cada sorotipo, 0 que
corresponde a 5,7% dos isolados para cada um deles. Salmonella Muenchen foi
identificada em um isolado (2,9%), conforme mostrado na Tabela IV.2.

Quando a técnica soroldgica foi comparada com a técnica bioguimica automatizada

em sistema VITEK 2™

todos os isolados foram identificados como sendo do género
Salmonella. Quando avaliado o poder discriminatério do sistema VITEK 2™, 9 (25,7%)
isolados foram identificados apenas em nivel de espécie e subespécie ou seja, S.
enterica subspécie enterica. 1sso ocorreu com um dos isolados de S. Saintpaul, dois
de S. Mbandaka, um de S. Sefttemberg, dois de S. Infantis, um de S. Enteritidis e dois
de S. Newport. Por outro lado, quando a comparacao dos resultados foi feita em nivel
de sorotipo, comparando com os resultados da analise sorologica, a correlagéo obtida
foi de 65,7%. Esta correlagdo em nivel de sorotipo somente foi obtida com isolados de

S. Enteritidis (Tabela IV.2). Trés erros (8,6%) de identificacdo no sistema VITEK 2™
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foram identificados em comparacdo com a sorologia. Para dois isolados identificados
pela técnica de sorotipagem como sendo de S. Saintpaul e S. Senftemberg, o sistema
VITEK 2™ identificou como sendo de S. Typhimurium. Da mesma forma, o isolado
identificado como S. Muenchen pela sorologia foi detectado como sendo S. Enteritidis
no sistema VITEK 2™ (Tabela IV.2).

Estes resultados mostram que a andlise bioquimica no sistema VITEK 2™
apresenta um bom poder discriminatorio em nivel de sorogrupo para S. Enteritidis mas
€ limitado para outros sorotipos quando comparado com a técnica soroldgica de
identificacdo de Salmonella.

Entre os isolados identificados pelo sistema VITEK 2™, 80% apresentaram
probabilidade = 96% (excelente identificagdo), 17,1% apresentaram probabilidade entre
93 e 95% (muito boa identificacdo) e 2,9% apresentaram probabilidade entre 89 e 92%,
0 que caracteriza uma boa identificacéo.

Por outro lado, usando a técnica de espectrofotometria de massa (MALDI-TOF)
para identificar isolados de Salmonella spp. todos os isolados testados foram
identificados de forma correta em nivel de género (Tabela IV.2). No entanto, o sistema
nao foi capaz de discriminar os diferentes sorogrupos da bactéria, apesar de existir no
seu banco de dados do software FlexControl (versdo 3.0, Bruker Daltonics) padrbes
para tipos de Salmonella como S. Enteritidis, S. Anatum, S. Dublin, S. Indica, entre
outras (BRUKER DALTONIK GmbH, 2008).

Durante o experimento foi selecionado um isolado de cada um dos tipos de
Salmonella usados neste estudo e inserido no banco de dados do software FlexControl
(versao 3.0, Bruker Daltonics) como sendo o padrédo de referéncia. Em seguida, os
outros isolados do mesmo sorotipo foram submetidos a uma nova avaliagdo pelo
sistema, mas o software ndo foi capaz de identificar os isolados de forma correta
(resultados ndo mostrados). Todos os isolados identificados como Salmonella spp.
pela técnica de espectrofotometria de massa apresentaram score > 1,9, 0 que

caracteriza uma identificagcdo de espécie confiavel.
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Tabela IV.2. Resultados da identificacdo de Salmonella usando diferentes técnicas

Identificacdo de Salmonella

No. Sorologia Bioquimica automatizada Espectrometria de Analise genética
(VITEK 2TM) massa (MALDI-TOF) (Ribotipagem em RiboPrinter®)

Tipo % Tipo Score Tipo Ribo-grupo %
1 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,039 NA NA NA
2 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,240 NA NA NA
3 Saintpaul S enterica subsp Entérica 98 Salmonellasp 2,245 NA NA NA
4 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,227 NA NA NA
5 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,268 NA NA NA
6 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 1,994 NA NA NA
7 Enteritidis Enteritidis 90 Salmonellasp 2,299 NA NA NA
8 Saintpaul Typhimurium 98 Salmonellasp 2,282 NA NA NA
9 Muenchen Enteritidis 98 Salmonellasp 2,327 NA NA NA
10  Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,311 NA NA NA
11 Enteritidis Enteritidis 95 Salmonellasp 2,362 NA NA NA
12 Enteritidis Enteritidis 95 Salmonellasp 2,187 NA NA NA
13 Mbandaka S enterica subsp. Entérica 99 Salmonellasp 2,242 NA NA NA
14 Senftemberg S enterica subsp. Entérica 98 Salmonellasp 2,259 NA NA NA
15  Newport S enterica subsp. Entérica 98 Salmonellasp 2,005 NA NA NA
16 Infantis S enterica subsp. Entérica 99 Salmonellasp 2,293 NA NA NA
17  Newport S enterica subsp. Entérica 98 Salmonellasp 2,312 NA NA NA

NA = Nao analisado.



Capitulo IV — Comparacao de quatro técnicas para identificacédo de diferentes tipos de Salmonella 144

Tabela IV.2. (continuagdo) Resultados da identificacdo de Salmonella usando diferentes técnicas

Identificacdo de Salmonella

No. Sorologia Bioquimica Automatizada Espectrometria de Anaadlise Genética

(VITEK 2™) Massa (MALDI-TOF) (Ribotipagem em RiboPrinter®)

Tipo % Tipo Score Tipo Ribo grupo %
18 Infantis S enterica subsp. Entérica 99 Salmonellasp 2,227 NA NA NA
19 Mbandaka S enterica subsp. Entérica 97 Salmonellasp 2,194 NA NA NA
20  Senftemberg Typhimurium 97 Salmonellasp 2,190 NA NA NA
21 Enteritidis Enteritidis 94 Salmonellasp 2,304 Enteritidis 222-202-S-1 95
22 Enteritidis Enteritidis 94 Salmonellasp 2,260 Enteritidis 222-202-S-1 95
23 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,316 Enteritidis 222-202-S-1 99
24 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,232 Enteritidis 222-202-S-1 98
25  Enteritidis Enteritidis 94 Salmonellasp 2,353 Enteritidis 222-202-S-1 98
26  Enteritidis Enteritidis 99 Salmonellasp 2,356 Enteritidis 222-202-S-1 96
27  Enteritidis Enteritidis 94 Salmonellasp 2,228 Enteritidis 222-202-S-1 98
28 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,268 Enteritidis 222-202-S-1 97
29 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,268 Enteritidis 222-259-S-3 92
30 Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,272 Enteritidis 222-259-S-3 92
31 Enteritidis S enterica subsp. Entérica 98 Salmonellasp 2,284 Enteritidis 222-259-S-3 93
32  Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,275 Enteritidis 222-259-S-3 94
33  Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,391 Enteritidis 222-202-S-1 94
34  Enteritidis Enteritidis 98 Salmonellasp 2,229 Enteritidis 222-259-S-3 94
35  Enteritidis Enteritidis 99 Salmonellasp 2,208 Enteritidis 222-259-S-3 92

NA = Nao analisado
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Usando a técnica genética de ribotipagem com equipamento Riboprinter®, a qual
utiliza a enzima de restricdo Pvull para separar os fragmentos de DNA, os 15 isolados
testados foram identificados como sendo S. Enteritidis, apresentando 100% de
correlagdo com a técnica de sorologia (Tabela 1V.2). O Riboprinter® identifica género,
a espécie e o sorovar dos micro-organismos quando a similaridade do perfil de
restricdo obtido é igual ou superior a 87% em comparacdo com a biblioteca do
software. Quando a similaridade obtida pelo perfil de restricdo € igual ou superior a
93% o Riboprinter® identifica 0 micro-organismo dentro de um ribogrupo. Entre as 15
culturas de Salmonella spp. ribotipadas foram identificados dois ribogrupos, o 222-202-
S-1 (60%) e o 222-202-S-3 (40%). Para os isolados do ribogrupo 222-202-S-1 foi
observado uma similaridade no perfil de restricdo que variou de 94 a 99% e entre 0s
isolados do ribogrupo 222-202-S-3 esta similaridade foi menor, variando de 92 a 94%
(Tabela 1V.2).

Todos as quatro técnicas comparadas foram capazes de identificar Salmonella em
nivel de género, o que permite afirmar que estas técnicas sdo confidveis na
identificacdo quando se deseja obter tal identificacdo. No entanto, quando é
necessario um poder discriminatério maior, como por exemplo em nivel de sorotipo,
nem todas as técnicas foram capazes de fornecer tal informacdo. Na Tabela IV.3
observa-se que a correlacdo do poder discriminatério entre as técnicas de sorologia,
bioquimica automatizada e ribotipagem para identificar os isolados de Salmonella em
nivel de sorotipo.

A técnica bioguimica com sistema VITEK 2™ apresentou 65,7% de correlagdo com
a técnica de identificacdo soroldgica classica, baseada no esquema de White-
Kauffmann-Le Minor (GRIMONT & WEILL, 2007), sendo que esta correlacéo foi obtida
apenas com isolados de S. Enteritidis. Quando comparada a técnica bioquimica
(VITEK 2™) com a técnica genética de ribotipagem, a correlacéo foi de 93,3%, sendo
esta obtida também apenas com isolados de S. Enteritidis. Por outro lado a correlacdo
entre a técnica soroldgica e genética a correlacéo foi de 100%.

A técnica de identificacdo sorolégica baseada no esquema de White-Kauffmann-Le
Minor é amplamente aceita como padrdo internacional para a diferenciacdo de
salmonelas abaixo do nivel de subespécies (GRIMONT & WEILL, 2007). Esta técnica

tem sido amplamente citada na literatura como a técnica usada para identificar tipos de
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Salmonella (SCHLOSSER et al., 2000; SUMMER et al., 2004; BOSCAN-DUQUE et al.,
2007; ANVISA, 2008; EFSA, 2012). Na legislacdo da Unido Europeia, a identificacdo
de Salmonella em produtos avicolas in natura deve ser identificada pela técnica padréo

de sorologia, baseada no esquema de White-Kauffmann-Le Minor (EC, 2011).

Tabela IV.3. Correlacao entre as técnicas testadas capazes de identificar os isolados
de Salmonella spp. em nivel de sorotipo

% de Correlacao entre as técnicas

Técnicas Sorologia Bioquimica (VITEK 2™) Genética
(RiboPrinter®)
Sorologia - 65,7 100
Bioquimica (VITEK 2™) 65,7 - 93,3
Genética (RiboPrinter®) 100 93,3 -

A identificacdo microbiana por testes bioquimicos automatizados, como o sistema
VITEK 2™ (BIOMERIEUX, 2008; BIOMERIEUX, 2010), tem sido usada para identificar
micro-organismos de interesse em alimentos (SCHITTLER, 2012). Os cartdes para
identificar bactérias Gram negativas utilizam 64 testes bioquimicos simultaneos que
permitem identificar uma ampla gama de géneros e espécies de bactérias, incluindo
alguns tipos de Salmonella (PINCUS, 2012). Possivelmente, as reacdes bioquimicas
disponiveis para identificacdo ndo permitem uma completa diferenciacao dos tipos de
Salmonella uma vez que entre os isolados somente foi possivel diferenciar S.
Enteritidis. Os demais tipos de Salmonella, como S. Senftemberg, S. Saintpaul, S.
Mbandaka, S. Infantis e S. Newport s6 foram identificados pelo sistema VITEK 2™ até
o nivel de espécie e subespécie.

A utilizacdo da espectrometria de massas em laboratorios clinicos da Europa ja €
uma realidade. No Brasil, 0 primeiro espectrometro de massas com esta aplicacao foi
instalado em 2010 e esta ferramenta ja esta sendo utilizada por alguns grupos de
pesquisa voltados para estudos clinicos (PASCON et al., 2011). No entanto, estudos
com isolados de importancia em alimentos ainda ndo tem sido amplamente realizados

no Brasil, apesar do grande potencial da técnica. Neste estudo, a espectrometria de
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massas possibilitou a identificacdo do género Salmonella, mas ndo dos diferentes tipos
da bactéria.

Segundo DIECKMANN et al. (2008), espécies bacterianas podem ser prontamente
identificadas pela técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF usando células
inteiras da bactéria. Nestas condi¢des, cinco a dez picos de massa molecular variando
de 2.000 a 11.000 Da séao suficientes para discriminar bactérias em nivel de espécie.
Diferentes protocolos estédo disponiveis para a prepara¢gdo das amostras, bem como os
tipos de matriz usada e os parametros medidos. Experimentos iniciais de DIECKMANN
et al. (2008) mostraram que a identificacdo de bactérias abaixo do nivel de espécie,
como os de identificacdo de tipos de Salmonella, os requerimentos relacionados com o
conteudo da informacao, reprodutibilidade, precisdo e qualidade dos espectros sao
significativamente maiores do que aqueles para identificacdo de espécies com andlise
direta das células. O tipo e a concentracdo da matriz utilizada, a preparacdo das
amostras, a mistura da matriz com o solvente, a concentracdo do acido adicionado na
matriz e o0 meio de crescimento da bactéria, bem como os parametros de medidas e a
energia e o numero de tiros do laser podem influenciar nos resultados. Neste estudo,
as amostras foram preparadas em caldo BHI e concentradas por centrifugacdo com
posterior preparacdo, conforme descrito no manual do fabricante do equipamento
(BRUKER DALTONIK, 2008). Os reagentes e concentracbes também seguiram os
procedimentos descritos pelo fabricante do equipamento e eram 0s mesmos utilizados
na rotina do laboratério de Biofisica da UNIFESP. Os parametros para a obtencdo dos
picos foram os adotados pelo laboratério para identificar as bactérias de interesse
clinico, conforme preconizado por LEUSCHMER et al. (2003). Possivelmente, mais
estudos, considerando diferentes tipos de meios de cultura, diferentes protocolos de
preparacdo de amostras, outros parametros de medidas sdo necessarios para se obter
um adequado poder discriminatério da técnica de espectrometria de massas
MALDITOF para isolados de Salmonella.

DIECKMANN e MALORNY (2011) usaram a técnica de espectrometria de massas
MALDI-TOF para identificar diferentes tipos de Salmonella. Os autores concluiram que
a analise direta das células de Salmonella ndo permite identificar adequadamente
todos os tipos de Salmonella mas que a mesma pode ser um teste rapido para

identificar epidemiologicamente isolados de Salmonella enterica subsp. enterica,
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reduzindo o numero de amostras que precisam ser confirmadas pela técnica
sorologica. Segundo os autores, a técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF
pode ser uma importante ferramenta para uma rapida triagem dos isolados de
Salmonella, mas € necessario a subsequente identificacdo sorologica. O uso da
espectrometria de massas para identificar tipos de Salmonella depende mais da
identificacdo de biomarcadores especificos de cada um dos tipos de Salmonella do que
a identificagOes de padrdes.

A espectrometria de massas € uma técnica promissora para identificar diferentes
tipos de micro-organismos (ASSIS et al.,, 2011). Para identificar diferentes tipos de
Salmonella de interesse em alimentos, mais estudos precisam ser feitos considerando
o cultivo dos isolados em diferentes tipos de meios de cultura, protocolos de preparo
das amostras, parametros de medida e, principalmente, a identificagcbes de
biomarcadores sorotipos especificos capazes de serem identificados pela técnica.

Por outro lado, a técnica genética de ribotipagem mostrou um elevado poder
discriminatorio, identificando género e tipos de Salmonella, bem como o ribogrupo.
Este grau de discriminacao é extremamente importante em estudos epidemiolégicos e
também na rastreabilidade de fontes de contaminagcdo nas industrias de alimentos.
BAILEY et al. (2002) analisaram 259 isolados de Salmonella pertencentes a 32
sorotipos diferentes e encontraram 80% de corre¢céo da técnica de ribotipagem com a
técnica de sorologia. O sistema de identificacdo de isolados de Salmonella pelo
Riboprinter® ofereceu vantagem de rapidez e simplicidade na operacéo (BAILEY et al.,
2002; FONTANA et al.,, 2003). MENDONCA (2011) analisou pela técnica de
ribotipagem, 39 isolados de Salmonella previamente identificados como sendo dos
sorogrupos Minessota, Infantis, Schwarzengrund e Newport, provenientes de dois
abatedouros de frangos. Segundo a autora, a ribotipagem dos isolados de Salmonella
permitiu fazer ligacbes precisas das fontes de contaminacao, identificando onde um
ribogrupo aparece ou desaparece, podendo desta forma identificar a etapa da cadeia
de producéo industrial de frango de corte que contribui para a contaminagéao do produto
final.

Segundo BARROS DE FREITAS (2011), a ribotipagem € a técnica escolhida pelo
MAPA para identificar os isolados de Salmonella obtidos em carcacas de frangos

relacionadas com o programa de redugédo de Salmonella (MAPA, 2003). Entre 2.293
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isolados de Salmonella ribotipados foram identificados 14 diferentes tipos da bactéria,
sendo que S. Enteritidis foi a mais prevalente com 47,7%, seguida de S. Typhimurium
com 9,03% e de S. Agona com 5,32%. Os demais sorotipos de Salmonella
encontrados tiveram prevaléncias abaixo de 5,0% (BARROS DE FREITAS, 2011). As
informacgdes sobre os ribogrupos e suas distribuicdo ainda ndo foram divulgadas pelo
MAPA.

Porém, nos ultimos anos alguns paises tém imposto restricdo de alguns tipos de
Salmonella em produtos avicolas como, por exemplo na Unido Europeia onde S.
Enteritidis e S. Typhimurium n&o podem estar presentes em carnes de aves in natura
(EC, 2011). Estes tipos de Salmonella sdo os de maior impacto em saude publica
(EFSA, 2012) e, portanto, caso seja detectado a bactéria no produto final a bactéria
deve ser isolada e identificada para comprovar ou ndo a presenca destes sorotipos.
Para a industria de alimentos o tempo necessario para esta identificacdo pode ser
crucial uma vez que o produto deve permanecer retido até a conclusao final da anélise.
Na legislacdo da Unido Europeia, a identificacdo de Salmonella em produtos avicolas in
natura deve ser identificada pela técnica padrao de sorologia, baseada no esquema de
White-Kauffmann-Le Minor, a qual é conhecida como padréo internacional. Entretanto,
outras técnicas podem ser utilizadas, desde que previamente validadas (EC, 2011). A
identificacdo de Salmonella com elevado poder discriminatorio € um aspecto relevante
para as industrias de alimentos e, em especial, as do setor avicola para identificar as
fontes de contaminacédo e a disseminacao da bactéria ao longo da cadeia de producéo.
Desta forma a busca por técnicas confiaveis e modernas é necessario para melhorar os

programas de producéo de alimento seguro.

4 CONCLUSOES

A técnica sorolégica classica foi usada para comparar outras técnicas de
identificacdo de tipos de Salmonella. A técnica bioquimica automatizada em sistema
VITEK 2™ apresentou um bom poder discriminatério para identificar S. Enteritidis, mas

para outros tipos de Salmonella apenas identificou em nivel de espécie e subspécie,
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além de apresentar erros na identificacdo. A técnica de espectrometria de massas
MALD-TOF foi capaz de identificar os isolados apenas em nivel de género e mais
estudos precisam ser feitos para melhorar a aplicagdo desta técnica que demonstra ser
promissora na identificacdo de tipos de Salmonella de interesse em alimentos. A
técnica de ribotipagem feita em equipamento RiboPrinter® que utiliza a enzima de
restricdo Pvull apresentou o melhor poder discriminatério para identificar e diferenciar
isolados de Salmonella. Esta técnica permite identificar além do tipo o ribogrupo de
Salmonella, o que oferece detalhamento das fontes de contaminacédo dos tipos de
Salmonella ao longo da cadeia de producgéo, permitindo a tomada de ac¢les voltadas

para a garantia da qualidade e producédo de alimentos seguro aos consumidores.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

Os procedimentos de preparo de amostras de carcacas de frango para analise de
Salmonella usados pelo Brasil, Unido Europeia e EUA séo equivalentes. Com relacao
as analises de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene, o procedimento
dos EUA permitiu encontrar as maiores quantidades de E. coli, coliformes totais e
Enterobacteriaceae, mas foi equivalente aos demais procedimentos para a andlise de
aerobios mesofilos.

A técnica de ribotipagem com sistema Riboprinter® foi a que apresentou o melhor
poder discriminatério para identificar e diferenciar tipos de Salmonella. A técnica
bioquimica automatizada com sistema VITEK 2™ foi eficiente para identificar S.
Enteritidis quando comparada com a técnica sorolégica. Por outro lado, a técnica de
espectrometria de massas, apesar de promissora, identificou os isolados de Salmonella
somente em nivel de género.

Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari ndo foram encontradas em nenhuma das
amostras de carcacas e de agua analisadas nas diferentes etapas do processo de
abate de frangos avaliadas. Por outro lado, Salmonella foi encontrada em etapas
aleatdrias do processo de abate e diferentes tipos da bactéria podem ser encontrados
em um mesmo lote de frangos. A etapa de escaldagem reduziu o percentual de
contaminacao e os niveis de de micro-organismos nas carcacgas, apesar da etapa de
revisdo ser uma potencial fonte de contaminacdo das carcacas. O resfriamento em
chiller com agua aumentou os niveis de Salmonella, mas foi eficiente em relacdo ao
niveis de micro-organismos indicadores de qualidade e higiene, pois foi a etapa onde
0S menores niveis microbianos foram encontrados.

A prevaléncia de Salmonella nas etapas de criacdo e abate foi baixa e sua
presenca nao foi relacionada com a ocorréncia no intestino dos frangos e nas carcagas
apos o abate, mesmo naquelas carcagas que sofreram contaminacéo fecal aparente.
Por outro lado, a prevaléncia de Campylobacter jejuni e C. coli foi elevada nas camas

das granjas e no intestino dos animais, bem como nas carcagcas com contaminacao
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fecal aparente e, ao contrario de Salmonella a sua prevaléncia esta relacionada com a
presenca de contaminacéao fecal aparente.

As medidas de controle que demonstram ser eficazes para manter baixos niveis de
Salmonella nas granjas de criacdo dos animais, no conteddo intestinal e em carcaca de
frango com e sem contaminacdo fecal ndo apresentam os mesmos efeitos sobre os
resultados de Campylobacter jejuni e C. coli. No entanto, a prevaléncia de
Campylobacter e Salmonella pode variar sazonalmente em uma mesma planta e iSso
pode ser observado entre os resultados obtidos nos diferentes capitulos desenvolvidos.

A lavagem com agua potavel das carcacas contendo contaminacéo fecal aparente
foi microbiologicamente eficiente e pode ser usada como uma alternativa ao refile das

partes contaminadas.
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