BEATRIZ GARBELOTTI MATIAS

CONTAMINACAO MICROBIANA DE CARCACAS DE FRANGOS OBTIDAS
EM DOIS SISTEMAS DE ABATE E AVALIA(;AO DE UM PROTOCOLO DE
REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DE
Salmonella SPP.

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagéo em Medicina
Veterinaria, para a obtencéo do titulo de
mestre Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ficha catalogrifica preparada pela Se¢ao de Catalogacio e
Classificacio da Biblioteca Central da UFV

T

Matias, Beatriz Garbelotti, 1980-
M433¢ Contaminagdo microbiana de carcagas de frangos obtidas
2008 em dois sistemas de abate e avaliagdio de um protocolo de

Reag¢do em Cadeia de Polimerase (PCR) para detecgao de
Salmonella spp. / Beatriz Garbelotti Matias.
—Vigosa, MG, 2008.

ix, 67f: 1l. ; 29cm.

Inclui anexos.

Orientador: Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Carne de ave - Controle de qualidade. 2. Salmonella spp.
3. Reagdo em cadeia de polimerase. 4. Microrganismo -
Indicadores. 5. Alimentos - Microbiologia. 6. Carne -
Inspeg¢do. 7. Industria avicola. 8. Matadouros - Inspegao.
I. Universidade Federal de Vigosa. I1. Titulo.

CDD 22.ed.




BEATRIZ GARBELOTTI MATIAS

CONTAMINACAO MICROBIANA DE CARCAGAS DE FRANGOS OBTIDAS
EM DOIS SISTEMAS DE ABATE E AVALIACAO DE UM PROTOCOLO DE
REAGCAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR) PARA DETECGAO DE
Salmonella SPP.

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagao em Medicina
Veterinaria, para obten¢ao do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 19 de dezembro de 2008.

s e fo B

f
|

“” Prof Kuis Augustd Nero
“(Co-orientador)

?@Lu{&o“}i% .

Prof. Renaldo Travassos Kartins

vpufh OO st
Qﬂgf.a. Maria Cristina D. Vanetti
' (Co-orientadora)

7
(RerTed

Prof. Laércio dos Anjos Benjamin

at

Prof. Paulo Sérgio de Arruda Pinto
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

E mais dois anos se foram...
....e tantas pessoas me acompanharam nesta jornada...
....algumas apenas atravessaram, outras sonharam junto comigo desde o inicio e outras,
se tornaram companheiras ao longo desse caminho...
Obrigada,
Papito e Mamita pelo eterno amor...
Pisci, Deido, Carol, Cris, Oscarito, Jodozito, Fernanda, Abe, Orlando, Andrezao, Sérgio e
Albanno, pela maravilhosa amizade...
Professores do DVT que contribuiram na minha formacao profissional...
Orientador e co-orientador Paulo e Nero, pelo apoio, paciéncia e pelos
ensinamentos...
Professora e co- orientadora Cristina Vanetti, pela oportunidade de conhecer uma
valiosa professora e pelo incentivo profissional...
Funcionarios do DVT, Dag0, Luis, Marquinho, Monteiro que me socorreram em
algumas horas...
Meus estagiarios, Aline, Leticia, Fran, Mococa que foram indispensaveis e
exemplares...
Colegas do laboratorio de Inspecéo, Gabriela, Japa, Bia, Luana, Paulinha, Rodrigo
e Michelle pela colaboracéo e convivéncia...
Professora Marcia Rogéria, pelo incentivo e pela disponibilidade do Laboratoério de
Infectologia Molecular Animal...
Colegas do LIMA, pela atenc¢éo e apoio...
Motoca, por me levar a todos os lugares a qualquer hora que precisei...
Minha gata Quitéria, por sempre me fazer companhia...
Beth, pela amizade e pelas aulas divertidas de Inglés...
Vanilda, por me dar suporte psicoldgico todos esses anos...
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao do suporte financeiro...

UFV e a Vicosa, por me proporcionarem toda essa conquista...

il



INDICE

LISTA DE FIGURAS ......oooovivieeeeeeeeeeeeee et nee s anene v
LISTA DE QUADROS E TABELAS .......oooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e vi
RESUMO ...ttt ena s nanes s s eenensnees vii
ABSTRACT ...t en s n s naenees viii
REVISAO BIBLIOGRAFICA.........oooovoueeieeeeeeeeeeeeeeee e 1
1. INTRODUGAO ... 1

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .........o.coomiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 2
2.1. Controle de qualidade............cocueeiiriiiiiniiniii e 2

2.2, SAIMONEIIA SPP. .veeieiieie ettt ettt et b e e e re e neenes 7

2.3. Métodos de diagnOStICO.....cuieruiieiieriiieiieeiieeteeeiie et e eete e e eeeeereessaeeseessaeesseessseensaens 12

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooviiuiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeee e 15
OBJIETIVOS.....ooooeeeeeeeee e s 23

CAPITULO 1. Salmonella spp. ¢ microrganismos indicadores de higiene em carcagas de

frangos obtidas em diferentes etapas de processamento em dois abatedouros. ....................... 24
RESUMO ...ttt sttt ettt ettt s h ettt sbt e bt et sae et et e saeenneas 25
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et s e e bt et e e st e bt entesaeenbeenseeneenaeas 26
L. INTRODUGCAO ...t 27
2. MATERIAL E METODOS .....ovvvvuuiimmeimrimeeesseeseseisesssessssssssesssssssssssessssesssesssessenes 28

2.1. Coleta de amostras € dilUIGOES ........cccvreeuieeeiieecieeeciee et et et et e e e earee e ens 28
2.2. Pesquisa de SalmMONElla SPP.......coueevieiiiiieieceeeee e 28
2.3. Pesquisa de indicadores de higiene ..........cceeeveieiiieeiiieeiieceeeeee e 29
2.4. Monitoramento de temperatura e concentragdes de cloro no processamento........... 30
2.5. Andlise dos 1eSUItAdOS ....c..eruviriiiiieiiiieieee e 30
3. RESULTADOS E DISCUSSAD .......oevumiiiirierierierineiieeiesiesiesisseseseeseesieseassieenes 30
4. AGRADECIMENTOS. ... .ooieitiiee ettt ettt sttt esae s e st enseeneesseenneas 36
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccooiviuiirreirriireeeiesesesssessssesssesessssssesssessenas 37

il



CAPITULO 2. Avaliagao de um protocolo de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para

detecg@o de Salmonella spp. diretamente de amostras superficiais de carcacas de frangos ¢ de

caldo de Pré-enriqUECIMENTO. . ....ievieieieeiieeiieeieerite et ettt e tte et e et e enbeebeessbeeseesnseenseessseenseens 41
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e ettt e e st et e entesaee bt enteeneenneas 42
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt et e b e e s e bt enseene e seeneesaeenseenseeneanseas 43
1. INTRODUGAO ... 44
2. MATERIAL E METODOS .....covviuiiiniiniiieseeiseisesseses st et sss s sssesens 45

2.1. Amostragem e delineamento experimental.............cccceeeevierieiiiienieeniienie e 45

2.2 Microbiologia Convencional - SAIMonella spp. .......ccveevevieviieiecieieceeceeeeeeeee 45

2.3. Metodologia alternativa - Reagdo em Cadeia da Polimerase...........ccccceeveeeevveennnnenn. 46

2.4. Analise dos TeSUILAdOS .......veiieuiieeciiieeciie ettt et ere e e e e ereeesaaee s 47

3. RESULTADOS E DISCUSSAO ...t sesesessssseessesese oo, 48

4. REFERENCIAS ...ttt ettt 55
CONCLUSOES.....ccouetitiriicitiseee sttt sttt 60
ANEXOS .ttt ettt et h ettt eb e ettt e a e e bt e n e e bt e teenteeneenteas 61

Anexo 1. Resultados de anélises microbiologicas de amostras superficiais de carcagas de
frangos coletadas em abatedouro de pequeno porte (Ab2). .......ceoeervierieriieiienieeeesie e 62
Anexo 2. Concentragdes de cloro livre residual em conteudo de tanques de resfriamento
avaliados em abatedouro de aves de pequeno porte (Ab2). ......ccvevvieviierieenienieeieeeee e 67
Anexo 3. Temperaturas (°C) em diferentes etapas do processamento de carcagas de frangos

em abatedouro de aves de pequeno Porte (AD2). ....cceeeeieriiiiienieeiee e 67

iv



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1.

Figura 1. Gel de eletroforese com os produtos de amplificagdo obtidos pela Reagdo em Cadeia
da Polimerase de seis culturas de Salmonella spp. (1 a 6) isoladas de amostras superficiais de
carcagas de frangos obtidas em diferentes etapas de processamento de um abatedouro de
pequeno porte (Ab2). Marcador molecular de 100-bp da Promega (Promega Co., Madison,
WI, USA) (M); Salmonella Enteritidis ATCC 13076 como controle positivo (+) com um
segmento de 284-pb; agua Milli-Q como controle Negativo (=).......ccccveervrerieeireenieerieenieeneans 31
Figura 2. Variagdo da concentragdo de cloro residual livre em tanques de pré-resfriamento

(pré-chiller, A) e do resfriamento (chiller, ©) obtidos no abatedouro de pequeno porte (Ab2).

Figura 3. Variagdo de temperaturas mensuradas em diferentes etapas do processamento (A:
escaldagem, B: pré-resfriamento e C: resfriamento) e interior de carcagas de frangos (D)
durante coletas de amostras em abatedouro de pequeno porte (Ab2). Em cada grafico, pontos
indicam as temperaturas mensuradas e a linhas continuas indicam os valores minimos (em A)

e maximos (em B, C e D) de referéncia (Brasil, 1998b). .......c.ccccvevviiriieiieniieiieeieeeeeeeen 35

CAPITULO 2.

Figura 1. Gel de eletroforose com produtos de amplificacdo obtidos pela Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) de caldos de pré-enriquecimento semeados com amostras superficiais de
carcacas de frangos, antes (1A e 22A) e apos (4C, 18A, 18B, 18C, 19A, 19B, 19C, 20B, 21A,
23A, 24A, 24B, 24C, 25B, 25C, 25D) incubag¢do a 37 °C por 20 h. Marcador molecular de
100-bp da Promega (Promega Co., Madison, WI, USA) (M); Salmonella Enteritidis ATCC
13076 como controle positivo (+) com um segmento de 284-pb; agua Milli-Q como controle

NEGATIVO (=) cuvteeeureeeetieesteeeitee e tteeetteesteeessteeesssaeeassaeessseeasssaeassseeassseeassseenssseeasseeensseeensseesnsseenns 49



LISTA DE QUADROS E TABELAS

CAPITULO 1.

Tabela 1. Freqliéncias de Salmonella spp. em diferentes ectapas de processamento em
abatedouro de grande (Ab1l) e pequeno porte (AD2)......ccceeeciieeiiieeiiieeiie et 31
Tabela 2. Médias (= desvio padrdo) dos valores de contaminac¢do por aerdbios mesofilos,
coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli em quatro etapas do processamento de

frangos no abatedouro de grande (Abl) e pequeno (Ab2) Porte........ccceevueevcieenierieenienieeieens 32

CAPITULO 2.

Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados na Reacdo em Cadeia da Polimerase para detec¢do de
Salmonella spp. em amostras superficiais de carcacas de frangos e confirmagao de isolados de
Salmonella spp. obtidos pela metodologia convencional..............ccoeeevvieierienieeieeieiie e, 47
Tabela 1. Freqiiéncias de resultados positivos para Salmonella spp. em amostras superficiais
de carcacas de frangos obtidos pela metodologia convencional de isolamento (MC) e um
protocolo de Reagdo em Cadeia da Polimerase diretamente das amostras (PCR-A) e do caldo
de pré-enriquecimento antes (PCR-PE) e ap6s (PCR-PEI) incubagdo a 37 °C por 20 h. ........ 48
Tabela 2. Niveis de significancia (P) obtidos pelo teste de McNemar para verificagdo de
diferengas significativas entre metodologias de detec¢do de Salmonella spp. (Metodologia
convencional, MC, e reacdo da cadeia de polimerase diretamente das amostras, PCR-A, e de
caldos de enriquecimento antes, PCR-PE, ¢ apds, PCR-PEI, incubagdo a 37 °C por 20 h) em
amostras superficiais de carcagas de frangos. .........cccvvveeriieriiieciiieee e 49
Tabela 3. Resultados positivos para Salmonella spp. em amostras superficiais de carcagas de
frangos por um protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) diretamente das
amostras (PCR-A) e de caldos de pré-enriquecimento antes (PCR-PE) e apds (PCR-PEI)
incubagdo a 37°C por 20h, considerando a metodologia convencional (MC) como referéncia

para calculo de taxas de desempPenho. ...........coeiuieiiiiiiiiiiii e 50

vi



RESUMO

MATIAS, Beatriz Garbelotti, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2008. Contaminacdo microbiana de carcacas de frangos obtidas em dois sistemas de
abate e avaliagdo de uma metodologia de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para
deteccdo de Salmonella spp. Orientador: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Co-orientadores:
Maria Cristina Dantas Vanetti e Luis Augusto Nero.

O controle de qualidade em industrias alimenticias ¢ uma exigéncia mundial, e em
abatedouros de aves ¢ conduzido basicamente pelo monitoramento de microrganismos
indicadores de higiene e patdgenos em pontos especificos da linha de processamento. Essa
necessidade demanda o desenvolvimento e aplicagdo de metodologias rapidas e confiaveis a
fim de serem utilizadas no controle de qualidade. Neste estudo foram avaliadas as diferencas
na contamina¢cdo microbiana em carcagas de frangos obtidas em diferentes etapas do
processamento em dois abatedouros (Abl, classificados como de grande porte e Ab2, de
pequeno porte). Ainda, uma metodologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccdo de Salmonella spp. foi comparada com a metodologia convencional (MC). Amostras
superficiais de carcacas de frangos foram coletadas nas seguintes etapas: A) imediatamente
antes da evisceragdo, B) apos a evisceragdo, C) apds o chuveiro, e D) apés o tanque de
resfriamento (chiller). Todas as amostras coletadas foram submetidas a pesquisa de bactérias
indicadoras de higiene (aerébios mesodfilos - AM, coliformes totais - CT, coliformes
termotolerantes - CTT e Escherichia coli - EC) e Salmonella spp. A pesquisa de Salmonella
spp. por PCR foi realizada diretamente das amostras (PCR-A), do caldo do pré-
enriquecimento recém-semeado (PCR-PE) e do caldo de pré-enriquecimento apds incubagao
(PCR-PEI). Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqliéncias de
Salmonella spp. obtidas pela MC em diferentes etapas do processamento em Abl e Ab2 (P >
0,05). Verificou-se maior contamina¢do em Ab2 em relacdo a Abl por AM (nas etapas B e
D), CT e CTT (etapa D) e EC (todas as etapas) (P < 0,05). Em relagdo a metodologia de PCR
avaliada, verificou-se maior sensibilidade da PCR-PEI em relagdo as demais variagdes (PCR-
A e PCR-PE), porém ndo se constatou diferenca significativa com a MC (P > 0,05). Os
resultados obtidos indicam a importancia de diferentes etapas do processamento na
contamina¢gdo microbiana de carcacas de frangos em diferentes sistemas de abate e a
necessidade de avaliagdo de metodologias alternativas a serem utilizadas na pesquisa de

Salmonella spp.
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ABSTRACT

MATIAS, Beatriz Garbelotti, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, december,
2008. Microbiological control in chicken carcasses from two slaughter systems and
evaluation of a Polymerase Chain Reaction (PCR) methodology for Salmonella spp.
detection. Adviser: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Co-advisers: Maria Cristina Dantas Vanetti
and Luis Augusto Nero.

The quality control in food industries is a global requirement, and in chicken
slaughtering is conducted primarily through monitoring of hygiene indicator microorganisms
and pathogens in specific processing steps. This need requires the development and
application of rapid and reliable methods to be used in quality control. This study evaluated
the differences in the microbiological contamination of chicken carcasses obtained at different
processing steps from two distinct slaughterhouses (Abl, classified as large-scale, and Ab2,
small-scale). Still, a PCR methodology for detection of Salmonella spp. was compared to the
conventional method (CM). Surface samples of chicken carcasses were collected in the
following sequential steps: A) immediately before evisceration, B) after evisceration, C) after
showering and D) after a cooling tank (chiller). All samples were tested for microbiological
hygiene indicators (mesophilic aerobes - MA, total coliforms - TC, thermotolerant coliforms -
TTC and Escherichia coli - EC) and Salmonella spp. In addition, Salmonella spp. was
detected by PCR directly from the sample (PCR-S), from the pre-enrichment broth
immediately after inoculation (PCR-PE) and from pre-enrichment broth after incubation
(PCR-PEI). No significant differences were observed between the frequencies of Salmonella
spp. obtained at different steps in Abl and Ab2 (P > 0.05). Ab2 showed higher levels of
microbiological contamination in different steps of processing when compared to Abl, for
MA (in B and D steps), TC and TTC (D step) and EC (all steps) (P < 0.05). Regarding PCR,
PCR-PEI showed higher sensitivity when compared to PCR-S and PCR-PE, despite the
absence of significant difference when compared to the CM (P > 0.05). The results indicate
the significance of different processing steps during slaughter in the microbiological
contamination of chicken carcasses, and the necessity of development and evaluation of

alternative methods for Salmonella spp. detection.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. INTRODUCAO

O agronegdcio ¢ hoje o principal setor gerador de divisas para a economia Brasileira e
responde por um em cada trés reais gerados no pais. E uma atividade prospera, segura e
rentavel. No ano de 2007, o Brasil produziu 9,3 mil toneladas de carne de frango,
qualificando-o como o terceiro maior produtor mundial. Neste mesmo ano, as exportacdes do
pais superaram as norte-americanas e, atualmente, o Brasil ¢ o maior exportador mundial de
carne de frango. Em 2008 a exportacao desse produto gerou uma arrecadacdo em torno de
USS 3 bilhdes de ddlares para o Brasil, sendo que cerca de US$ 3 milhdes foram provenientes
do mercado interno. Complementando este panorama, o Brasil possui um grande mercado
consumidor interno, composto por mais de 180 milhdes de habitantes e que representa um
consumo per capita anual de aproximadamente 35,8 kg.

Diante da importancia econdmica e social da carne de frango para o agronegocio
nacional, ¢ necessaria a adocdo de medidas rigorosas e eficientes de controle da qualidade
microbiana da carne produzida, visando o abastecimento de um mercado cada vez mais
exigente e competitivo. Atualmente, o sistema de “Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle” (APPCC) constitui um programa eficiente de controle de qualidade do
processamento e do produto final.

O controle microbiano em abatedouros de aves € importante pela presenga de varias
etapas criticas ao longo da linha de processamento. O monitoramento destas etapas ¢
realizado pela pesquisa de indicadores microbianos, e estes, em altas contagens, podem
sugerir a presenga de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp. Entretanto, para
afericdo adequada da contamina¢do durante o processamento, ¢ necessaria a verificagdo
sistematica desses parametros de qualidade a fim de garantir a seguranga sanitaria do produto
final. Para o éxito do sistema, ¢ imprescindivel o uso de técnicas de diagndstico rapidas,

econdmicas e eficientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Controle de qualidade

Os produtos alimenticios de origem animal, em especial a carne de aves, sdo facilmente
contaminados antes, durante e apos o abate. Etapas como sangria, escaldamento e evisceragao
favorecem a colonizagao dos tecidos por microrganismos deteriorantes e patogénicos (JAY et
al., 2005). Um dos atuais desafios da industria de alimentos ¢ ampliar a vida de prateleira
destes produtos, que pode ser comprometida por algumas de suas caracteristicas naturais de
produtos carneos: primeiro, os tecidos animais passam por constantes reagdes bioquimicas
(enzimaticas), e segundo, pelo desenvolvimento de microrganismos deteriorantes. Os
programas de controle de qualidade tém sido uma alternativa para contornar esse problema.

A aplicagdo de sistemas de controle de qualidade na industria de alimentos é uma
exigéncia oficial em diversos paises, inclusive no Brasil, que além do APPCC (Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle) (BRASIL, 1998a) também exige a ado¢do de Boas
Praticas de Fabricagdo (BPF) (BRASIL, 1997) e o Programa de Redugdo de Patégenos
(BRASIL, 2003c). Estes programas, associados a outros, como BPF, Procedimento Padrao de
Higiene Operacional (PPHO), APPCC ISO 9.000 e ISO 22.000 sao os pilares do controle da
qualidade em alimentos. BPF e PPHO funcionam como suporte para o programa APPCC, e
tém requisitos importantes que devem ser seguidos para a implementagdo de novos
programas. Os requisitos das BPF se baseiam na higiene do estabelecimento, higiene pessoal
e higiene na produgdo (BRASIL, 1997), enquanto os principios do PPHO sao higienizagao
das instalagdes, equipamentos e utensilios, controle da potabilidade da 4gua, higiene e satde
dos manipuladores, manejo dos residuos, manutencdo preventiva e calibragdo de
equipamentos, controle integrado de vetores e pragas urbanas, selecdo das matérias-primas,
ingredientes e embalagens e um programa de recolhimento de alimentos (BRASIL, 2003a).

Em complementagdo, programas mais direcionados estdo em desenvolvimento, com
objetivos especificos para garantir qualidade e seguranga dos alimentos. O Programa de
Reducdo de Patogenos é um deles, e visa 0 monitoramento microbiano de Salmonella spp. em
carcacas de frangos e perus a fim de construir um sistema de informacdo sobre a
contaminagdo desses produtos. Esse monitoramento ¢ realizado por meio de andlises
laboratoriais continuas dos produtos "in natura" provenientes de estabelecimentos de abate

registrados no Servigo de Inspecao Federal (SIF) (BRASIL, 2003¢c, BRASIL, 2008b).



Microrganismos indicadores sdo utilizados para avaliar o nivel de higiene durante o
abate e processamento. Ainda, podem sugerir a presenca de microrganismos patogénicos nos
alimentos avaliados, apesar de ndo representarem risco direto a saude humana (SCOTT et al.,
2001). Um grupo de microrganismos indicadores amplamente utilizado no controle de
qualidade de alimentos ¢ o dos coliformes, que pode ser facilmente detectado e usado como
sugestivo da presenga de microrganismos patogénicos de origem entérica, presentes no
ambiente de processamento ou oriundos dos proprios animais e nos humanos. Dentro do
grupo dos coliformes, existem familia, géneros e espécies que podem ser utilizadas como
indicadores de problemas sanitarios mais especificos, como a possivel contaminagdo com
matéria de origem fecal, sugerida pela presenca de microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, mais especificamente Escherichia coli (KORNACKI ¢ JOHNSON,
2001). O indicador de contaminagdo fecal ideal deve ter a mesma taxa de multiplicagdo do
patogeno, estar presente nas fezes em alto nimero, ndo ser patogénico, ser facil e rapidamente
detectavel ¢ ter correlagdo com a presenca do patdgeno, caracteristicas que E. coli possui
(GHAFIR et al., 2008).

Além dos coliformes, os aerdbios mesoéfilos também sdo freqiientemente utilizados
como indicadores microbioldgicos. Diferente dos coliformes, seu uso como indicador de
seguranca ¢ limitado, ou seja, sua associacdo com patdgenos nao ¢ bem estabelecida. Porém,
sdo utilizados com freqiiéncia no monitoramento de higiene sanitdria para verificar o correto
emprego das Boas Praticas de Fabricagdo por parte das industrias, além de serem utilizados
para monitoramento microbiologico na etapa de validacdo do sistema APPCC (MARTINS e
GERMANO, 2007).

O sistema APPCC ¢ reconhecido como o método mais eficiente de garantia de
qualidade e seguranga de alimentos, que permite identificar riscos especificos e medidas
preventivas para seu controle (KVENBERG et al., 2000). O APPCC foi inicialmente
desenvolvido pela Pillsbury Company como um meio de garantir a seguranga dos alimentos
produzidos para o Programa Espacial dos Estados Unidos. A National Aeronautic and Space
Administration (NASA) precisava de um programa “defeito zero” para garantir a seguranca
dos alimentos que os astronautas iriam consumir no espago. Assim, foi proposto o sistema
APPCC a Conferéncia Nacional de Protecao dos Alimentos dos Estados Unidos em 1971, e
desde entdo o programa tornou-se gradualmente reconhecido como um valioso método para o
controle de qualidade em industrias de alimentos (HULEBACK e SCHLOSSER, 2002).

O APPCC baseia-se numa analise sistematica para identificar os perigos, avaliar a

probabilidade de acontecerem durante o processamento, a distribuicdo ou o uso do produto,



além de definir os métodos para controla-los. Trata-se de um método baseado na aplicagao de
principios técnicos e cientificos de prevengdo, que tem por finalidade, garantir a inocuidade
dos processos de produgdo, manipulacdo, transporte, distribui¢do e consumo dos alimentos.
Segundo o “Codex Alimentarius”, o sistema APPCC consiste em seguir os seguintes
principios: analise de perigos ¢ medidas preventivas, identificacdo dos pontos criticos de
controle (PCCs), estabelecimento dos limites criticos, procedimentos de monitoramento,
acoes corretivas, procedimentos de verificagdo, e por fim, estabelecimento dos procedimentos
de registro (WHO, 1997; BRASIL, 1998a)).

Um PCC ¢ definido como um ponto da linha de produ¢ao no qual um controle pode ser
aplicado, sendo essencial prevenir ou eliminar um perigo critico a seguranga dos alimentos,
reduzi-lo ou manté-lo a um nivel aceitavel (WHO, 1997). O monitoramento tem o proposito
de assegurar que as medidas de controle operem como planejado nos PCCs, e detectem
qualquer perda de controle. Os métodos de controle devem ser rapidos para serem efetivos,
sendo primordial a defini¢do precisa do que deve ser monitorado, quando, como e quem sera
o responsavel pela tarefa (WHO, 1997; BRASIL, 1998a).

A verificagdo ¢ uma fase na qual tudo que foi realizado anteriormente passa por uma
revisdo de adequagdo para total seguranga do processo. A verificagdo consiste na utilizagao de
procedimentos complementares aos de monitoramento, que pode ser feita por meio de
analises microbioldgicas tradicionais de amostras obtidas ao longo do processamento. Apesar
de demoradas, essas andlises microbioldgicas possuem respaldo da legislacdo. Nos relatdrios
de verificagdo devem constar todos os registros ja efetuados, os de monitoramento, de desvios
ocorridos, de agdes corretivas e de treinamento de funcionarios (WHO, 1997; BRASIL,
1998a).

Cada induastria de alimentos, inclusive as de processamento de aves, possui
caracteristicas  especificas que determinam particularidades no sistema APPCC
implementado. Caracteristicas como estrutura do estabelecimento, equipamentos utilizados,
mao-de-obra, processo de abate e origem da matéria-prima sdo fundamentais para o
desenvolvimento de um sistema APPCC adequado, que auxiliardo na obtencdo de produtos
com qualidade e seguranca. O ICMSF (1995) destaca possiveis PCCs no processamento de
aves, que podem servir como suporte na implementagao do APPCC em cada estabelecimento,
tais como: origem da matéria-prima, escaldagem, depenagem, evisceracao e resfriamento. No
Brasil, o abate de aves estd regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento de acordo com a Portaria n® 210 de 10 de novembro de 1998 (BRASIL,



1998b). Nesta portaria estdo destacadas as principais etapas do abate de aves com suas
devidas regulamentacdes.

A origem das aves pode ser definida como um PCC, pois é a principal fonte de
contaminagdo de Salmonella spp. para o abatedouro, sendo considerado como perigo a
contaminagdo fecal cruzada por agentes patogénicos como Salmonella spp., Campylobacter
spp., Yersinia spp., Listeria spp. e linhagens especificas de E. coli (RASSCHAERT et al.,
2007). A entrada desses patdgenos nos abatedouros pode ser controlada pela aquisi¢do de
animais livres dos mesmos, controle de pragas, destino adequado de aves mortas, garantia de
qualidade de agua e ragdo, além de controle efetivo de visitas de pessoas a granja sem as
devidas medidas de biosseguranca. Na expedicao dos animais, devem ser utilizados caixas e
caminhdes devidamente higienizados e, por fim, respeitar o jejum estabelecido de 6 a 8 horas
antes do abate (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998Db).

Na recep¢ao dos animais, o perigo de contaminagdo por matéria fecal ¢ devido ao jejum
insuficiente e também, a contaminagdo cruzada. Nesta fase, a atengdo deve se dirigir a
fiscalizacdo das condi¢des de chegada dos animais, como nimero de animais por caixa,
periodo de jejum, quantidade de aves mortas e condi¢cdes sanitarias das aves (“status”
sanitario, residuos de antibioticos e coccidiostaticos) (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

Na insensibilizagdo e sangria ¢ dificil manter uma higiene individual devido a rapidez
do processo de abate, o que facilita a disseminagdo de patdgenos. O tempo minimo exigido
para uma sangria total ¢ de até trés minutos, assim, a possibilidade de multiplicagdo de
microrganismos ¢ minimizada. Durante todas essas etapas, os esterilizadores de facas devem
ser calibrados de forma adequada e a temperatura atingida ser constantemente monitorada
(ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

A escaldagem também ¢ considerada um PCC, pois ha a possibilidade de disseminacao
de patdégenos na agua. As aves poderdo ser escaldadas por pulverizacdo de adgua quente e
vapor, ou por imersdo em tanque com agua aquecida através de vapor; ou outro processo
aprovado previamente pelo Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA). O sistema de controle da temperatura e a renovacao continua de dgua devem ser
constantemente observados, de maneira que em cada turno de trabalho seja renovado o
correspondente ao seu volume total, € que a temperatura da agua esteja entre 60 ¢ 62 °C
(ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

Outro PCC na linha de processamento de aves tem sido a depenagem, sendo
considerada como perigo a possibilidade de contaminagdo cruzada pelos dedos de borracha.

Idealmente, a depenagem deve ser mecanizada, executada com as aves suspensas pelos pés e



processadas logo apds a escaldagem, sendo proibido o seu retardamento. Devem ser
monitorados os dedos de borracha, fazendo o ajuste correto da maquina de depenagem e a
higienizacdo apds o abate (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

A evisceracao tem sido o PCC mais importante na linha de processamento de aves, pois
o perigo em potencial ¢ a contaminagdo da carcaga por matéria fecal e, conseqlientemente,
microrganismos patogénicos entéricos. Pode haver ruptura das algas intestinais quando a
evisceragdo ¢ manual, provocada por erro operacional, ou também quando a evisceragdo ¢
automatizada, devido a velocidade de abate ou ao mau funcionamento dos equipamentos.
Portanto, varios fatores nessa etapa devem ser constantemente monitorados, como a execugao
da operacdo, o funcionamento dos equipamentos € a inspe¢do visual das carcagas para
verificagdo de possivel contaminacdo fecal. As medidas de controle consistem em
treinamento adequado dos operadores, regulariza¢do da velocidade do abate de acordo com a
capacidade operacional e a manutengdo freqiiente dos equipamentos utilizados (ICMSF,
1995; BRASIL, 1998b).

A lavagem tem como finalidade remover as sujidades aderidas superficialmente nas
carcacas, ¢ ¢ freqiientemente realizada com jatos de agua por chuveiros. O perigo reside na
permanéncia dos microrganismos apés essa lavagem, e devem ser monitorados sujidades e
material fecal das aves, volume e pressao da agua, teor de cloro, pressao e volume dos
chuveiros (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

O pré-resfriamento e o resfriamento tém como finalidade conter a multiplicacdo dos
microrganismos e reduzir a velocidade de reagdes quimicas e enzimaticas. Esse procedimento
pode ser feito por aspersdao de agua gelada, imersdo em agua por resfriadores continuos
(contracorrente) e resfriamento por ar (camaras frigorificas). O sistema mais utilizado nos
abatedouros ¢ do tipo imersdo em agua com cloro e gelo (chiller). Por sua vez, teores
inadequados de cloro e temperatura elevadas nos tanques propiciam a multiplicagdao
bacteriana e, portanto, a disseminagdo dos patdogenos nas carcagas imersas no tanque. A
facilidade de disseminagdo de microrganismos nessas etapas ¢ o que as torna importantes
PCC no processamento de aves. No resfriamento deve-se monitorar temperatura da agua e
tempo de permanéncia das carcagas nos tanques. No primeiro tanque a temperatura deve ser
menor que 16 °C por 30 min e no segundo, menor que 4 °C por 30 a 40 min, ambos com
concentragdo de cloro residual ndo superior a 5 mg/L residual. Apds passagem pelos tanques,
o excesso de dgua das carcacgas deve ser drenado por gotejamento (a absor¢do ndo pode ser

superior a 8% do peso da ave), fase na qual a temperatura das carcacas deve ser monitorada e



nao deve ultrapassar os 4 °C nos miudos, 7 °C nas carcagas refrigeradas ou 10 °C nas carcacgas
congeladas (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

Aves congeladas devem ser conservadas em camaras frias a -18 °C, mantendo a
temperatura no interior do musculo a -12 °C, enquanto as refrigeradas devem ser mantidas em
camaras frias entre -1 °C e 4 °C. A temperatura dos tineis de resfriamento e congelamento
deve ser monitorada constantemente (ICMSF, 1995; BRASIL, 1998b).

No abate de aves ¢ imprescindivel o controle microbiano nas etapas consideradas

importantes fontes de contaminagéo, principalmente de patogenos como Salmonella spp.

2.2. Salmonella spp.

2.2.1. Caracteristicas gerais

O género Salmonella spp. foi inicialmente caracterizado em 1885, sendo sua
denominacdo uma homenagem ao patologista que a descobriu, Daniel Salmon. Sua
nomenclatura ¢ complexa e controversa, sendo baseada principalmente em caracteristicas dos
antigenos somaticos (O, que define sorogrupos), flagelares (H, que definem sorotipos) e
capsulares (K). Alguns sorotipos como Salmonella Typhi e Salmonella Dublin apresentam o
antigeno Vi (antigeno de viruléncia). Atualmente 2.463 sorotipos de Salmonella spp. sdo
descritos, sendo suas formulas antigénicas definidas pelo “World Health Organization”
(WHO) e pelo “Centre Recherche de Salmonella spp.” do Instituto Pasteur em Paris, Franga
(BRENNER et al., 2000).

Nos anos 1970, analises moleculares demonstraram que todos os integrantes conhecidos
do género Salmonella spp. possuiam entre 85 ¢ 100% das caracteristicas genéticas bastante
correlacionadas entre si. Assim, em 1980 foi proposta a definicdo de apenas uma espécie, S.
cholerasuis, designagdo previamente definida para um sorotipo especifico. Em 1983, Le
Minor ¢ Popoff propuseram designar S. enterica como uma espécie Unica do género
Salmonella, em substituicdo a S. cholerasuis. Desde entdo, essa nomenclatura vem sendo
largamente utilizada em vérios paises e adotada por diversas organizacdes (BRENNER et al.,
2000). Posteriormente, mais duas outras espécies foram sugeridas, S. bongori (REEVES et al.,
1989) e S. subterranea (SHELOBOLINA et al., 2004). Ainda, foi proposta a divisdo da
espécie S. enterica em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp.
salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
houtenae e S. enterica subsp. indica (HEYNDRICKX et al., 2005)



Considerando a divisdo proposta, a denominagdo dos diferentes sorotipos deve ser
realizada levando-se em consideragdo a formula antigénica (antigenos O, H e K) do
microrganismo, ou pela determina¢do de um nome caracteristico, usualmente adotado para
diferenciar os sorotipos de S. enterica subsp. enterica. Assim, convencionou-se denominar os
diferentes sorotipos apenas pela descrigdo do género (Salmonella), seguido diretamente de sua
denominacdo antigénica (formula ou nome caracteristico) (POPOFF et al., 2000). S. Typhi e
S. Paratyphy, portanto, sdo sorotipos da subespécie enterica. Na espécie S. enterica ¢é
encontrada a grande parte de sorotipos causadores de salmonelose em mamiferos incluindo a
espécie humana (BRASIL, 2008b).

Salmonella spp. também pode ser dividida de acordo com especificidade do hospedeiro
e caracteristicas clinicas da infec¢do. Portanto, podem-se considerar trés categorias, sendo
elas: Salmonella spp. altamente adaptadas ao homem (incluindo os sorotipos Typhi e
Paratyphi A,B,C, agentes da febre tifoide ¢ paratifoide, respectivamente), Salmonella spp.
adaptadas aos animais como os sorotipos Dublin, Cholerasuis, Pullorum e Gallinarum e
Salmonella spp. zoondticas, que atingem indiscriminadamente tanto homens como animais,
sendo responsaveis por gastrenterite e patdogenos veiculados por alimentos como S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg e S. Hadar (LAX et al., 1995).

Esses microrganismos sdo bastonetes Gram - negativos, ndo esporulados, anaerébios
facultativos, produtores de acido e gas a partir da glicose e acido sulfidrico, com excec¢do da S.
Typhi que ndo produz gas, S. Pullorum e S. Gallinarum (5% das cepas sdo produtoras de gas).
Geralmente sio moveis, com exce¢do de S. Pullorum e S. Gallinarum. E um microrganismo
pertencente a familia Enterobacteriaceae, com pH de crescimento variando entre 4 ¢ 9 com
otimo em 7, faixa de temperatura de crescimento esta entre 7 °C e 47 °C com 6timo entre 35
°C e 37 °C, atividade de 4gua minima de 0,94, ndo tolerando concentracdes de sal acima de
9%. A maioria dos sorotipos ¢ produtora de gas, acido sulfidrico, lisina e ornitina e
descarboxilase positiva. Salmonella spp. ainda sdo urease e indol negativos e reduzem o
nitrato a nitrito (JAY et al., 2005).

Esse patdgeno pode ser encontrado no trato intestinal de mamiferos, aves, anfibios e
répteis. Alguns sorotipos de Salmonella spp. podem causar infec¢des com sintomas clinicos
bem definidos. A dose infectante para humanos varia entre 10° a 10° células, porém, em
pacientes imunocomprometidos tém sido observadas doses menores que 10° células para
alguns sorotipos envolvidos em doencas de origem alimentar, o que depende de fatores
particulares dos susceptiveis, tipo de alimento, fatores extrinsecos e intrinsecos (BRASIL,

2008b).



Salmonella spp. produz diversas sintomatologias como enterocolite, bacteremia, febre
entérica e infecgdes focais. O sinal mais comum ¢ a enterocolite, que ¢ tipicamente
caracterizada por dor abdominal, ndusea, vomito, diarréia e dor de cabeca (PELZER, 1989).
Os sinais tipicos de enterocolite desenvolvem dentro de 12 a 36 horas apds a ingestdo do
microrganismo. Em adultos saudéveis, a infec¢do normalmente ¢ auto-limitante, resolvendo
completamente dentro de uma semana. A patogenia de enterites por Salmonella spp. segue
trés fases: colonizagdo, invasao do epitélio intestinal e a diarréia. Ha evidéncias de que uma
enterotoxina codificada pelo gene stn seja produzida por algumas cepas, provocando um
aumento na producdo de fluidos (CHOPRA et al., 1999). S. Typhimurium, particularmente o
fagotipo DT 104, ¢ o que mais acomete os humanos. Este fagotipo é reconhecido como um
patogeno virulento e tem sido isolado com cada vez mais freqiiéncia (MOLBAK et al., 1999).

A maioria dos surtos de infec¢ao alimentar em humanos tem sido associada ao consumo
de ovos, alimentos preparados com ovos crus ou cozidos e carnes de frango contaminados
com Salmonella spp. (POPPE, 1994). A contaminagdo cruzada ¢ o principal fator de
transmissao devido a elaboracdo ou preparo de carnes cruas que tiveram contato com
alimentos crus, como no caso de superficies contaminadas em cozinhas ou industrias
(PANISELLO et al., 2000). Historicamente, o sorotipo Typhimurium sempre foi o mais
associado e prevalente em surtos e casos de infec¢do alimentar; entretanto, nos ultimos 20
anos, o sorotipo Enteritidis tem sido o mais freqiientemente isolado e associado a essas
enfermidades.

Nos Estados Unidos da América (EUA) o niimero de casos de salmoneloses tem
aumentando consistentemente desde a segunda guerra mundial. O Centers for Disease Control
and Prevention (CDC, 2006) afirma que as doengas de origem alimentar podem estar
aumentando, porém o numero de mortes vem diminuindo. E relatado que Salmonella spp.
nao-tifoidal sdo responsaveis por 3.640 surtos e 1.412.498 casos. Nos EUA, Salmonella spp. ¢
responsavel por 26% de todas as infec¢des causadas por patdogenos presentes em alimentos.
Estima-se que 95% dos casos de salmonelose humana estdo associados com o consumo de
alimentos contaminados (MEAD et al., 1999). O custo econdémico anual de infecg¢des
associadas a Salmonella spp. nos EUA tem sido estimado entre 2,3 milhdes e 3,6 milhdes de
dolares. Este grande impacto econdmico ¢ devido a perda de trabalho, assisténcia médica e
perda de vida associada a salmonelose (FRENZEN et al., 1999).

Um estudo realizado em Sado Paulo, Brasil, entre os anos 1996 e 2000 relatou os
sorotipos de Salmonella spp. mais comuns em fontes ndo humanas. Dentre os 123 isolados

identificados, S. Enteritidis foi o mais prevalente (32,7%), seguido de S. Senftenberg (10,3%),



S. Hadar (6,8%), S. Agona (5,1%), e S. Typhimurium (2,4%). No mesmo estudo, os géneros
alimenticios mais contaminados com Salmonella spp. foram a carne de frango (40%), carne
bovina (11%), sobremesas (8%), maionese (6%), salsicha (5%) e casca de ovos nao
pasteurizados (4%), além de varias outras fontes de alimentagdo (26%) (TAVECHIO et al.,
2002).

O conhecimento adequado do perfil epidemiologico de Salmonella spp. ¢ fundamental
para o controle efetivo de salmoneloses. Porém, esse perfil ¢ influenciado por diversos
fatores, como diferenca entre habitos alimentares, praticas de elaborag¢do de alimentos, criagao
de animais ¢ padrdes de higiene e saneamento, o que dificulta sua completa compreensao.
Poucos estados e municipios dispdem de estatisticas e dados sobre os sorotipos causadores de
salmoneloses de origem alimentar, além dos alimentos mais freqiientemente envolvidos e
fatores intrinsecos e extrinsecos que contribuem para o desenvolvimento do patéogeno, o que
dificulta o reconhecimento da emergéncia de novos sorotipos e seu controle efetivo (AMSON

et al., 2006).

2.2.2. Salmonella spp. e indicadores em carne de frangos

A transmissao de Salmonella spp. em aves pode ser do tipo vertical ou horizontal. A
transmissdo horizontal envolve todos os tipos de sorotipos, e se d4 através do meio ambiente,
onde roedores sdo portadores assintomaticos disseminando assim, o patégeno por diversos
anos. As ragdes também podem servir como fonte de infec¢do para as aves, porém, na
literatura nacional, durante o século XX entre as décadas de 80 ¢ 90, ndo havia sorotipos
adaptados as aves registrados como contaminantes em ragdes ou matérias-primas de origem
animal (BRASIL, 2008b). Mesmo assim, medidas tém sido adotadas por criadores a fim de
minimizar os riscos como a adog¢do do Programa Nacional de Sanidade Avicola (BRASIL,
2006). Na transmissao vertical, os ovos podem ser contaminados com Salmonella spp. como
resultado de uma infeccdo do oviduto da ave ou, como ocorre frequentemente, pela
contaminag¢do da casca com fezes no momento da postura (GUARD-PETTER, 2001).

As salmonelas potencialmente reconhecidas como patogénicas ao ser humano sdo
encontradas no trato digestorio de aves sadias, assumindo, portanto, o papel de
disseminadoras do agente no meio ambiente por meio das fezes que contaminam outras aves
(BRASIL, 2008b). As aves contaminadas podem carrear o agente nas penas € pés para o
abatedouro e, portanto, disseminar o agente na planta de processamento, contaminando a

carcaca e os equipamentos (RASSCHAERT et al., 2007). O Servigo de Inspecao e Seguranca
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Alimentar dos EUA demonstrou que apenas 3% a 4% das aves que entram num abatedouro
sdo positivas para Salmonella spp., enquanto que 35% das carcagas ao final do processo de
abate apresentam o patogeno (GREEN, 1987).

Num estudo realizado em Maua, Sdo Paulo, em 60 abatedouros com condi¢des
rudimentares de abate, FUZIHARA et al. (2000) analisaram a freqiiéncia de Salmonella spp.
O patdgeno foi detectado em 42% das carcagas, 71,4% em caixas d’agua, 23,1% das amostras
em facas e camaras e 71,4% em congeladores e geladeiras. Segundo os autores, estes
resultados indicam que Salmonella spp. possui alta capacidade de disseminagdo em
abatedouros, sendo capaz de sobreviver mesmo em ambientes hostis, tais como geladeiras e
congeladores. Nesse mesmo estudo, a freqiiéncia de Salmonella spp. variou ao longo dos
seguintes pontos: tanques de resfriamento (90%), em caixas plasticas (84%), apos a
depenagem (83,3%), apés a evisceracdo (66,7%), primeiro tanque de pré-resfriamento
(83,3%), segundo tanque (66,7%), coxa (100%), peito (100%), pés e pescogo (66,7%), figado
(100%), coracao e moela (100%).

Em outro estudo realizado no Brasil, regido Sul, amostras de carcacas e cortes de
frango, além de superficies de utensilios e equipamentos, foram coletadas em varios pontos
em um abatedouro de aves. Salmonella spp. foi isolada em 6% do total de amostras, sendo
que os principais pontos de contaminagdo foram as gaiolas de transportes (16,7%), boxes
(10%), 4gua de escaldagem (16,7%), tanques de resfriamento (6,7%), carcaga antes da
evisceragdo (6,7%), carcaca apos resfriamento (3,3%), peito “in natura” (3,3%), coxa “in
natura” (10%), asa congelada (13,3%), coxa congelada (13,3%), intestinos (6,7%), na pele do
peito e das pernas (10%) e pele do pescogo (6,7%) (REITER et al., 2007).

Soares et al. (2002) realizaram um estudo em um abatedouro do Rio Grande do Sul,
Brasil, para analisar PCCs no abate de aves pela pesquisa de diferentes indicadores
microbioldgicos. Coliformes e E. coli variaram ao longo dos principais pontos analisados,
como gaiolas antes da desinfecgio (3,2 e 3,3 logio NMP/cm?, respectivamente), gaiolas depois
da desinfeccdo (2,4 ¢ 2,5 NMP/cm?), swab de facas de sangria (2,0 e 2,0 NMP/cm?), 4gua de
escaldagem (1,0 e 1,1 NMP/cmz), carcaga na depenagem (2,1 e 2,2 NMP/crnz), carcaga apos
evisceragio (2,3 e 2,6 NMP/cm?), agua do pré-chiller (2,4 ¢ 2,3 NMP/cm?), 4gua do chiller
(2,1 e 2,1 NMP/cm®), carcaga no pré-chiller (2,1 e 2,1 NMP/cm?) e carcaga no chiller (1,7 e
1,8 NMP/cm?). Segundo os autores, as gaiolas apresentaram alta contaminag¢io por ser um
ambiente naturalmente contaminado. A etapa ap6s a evisceragdo foi o ponto mais
contaminado devido as falhas no procedimento de abate, e a passagem pelo chiller reduziu as

contagens de indicadores.
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Mikolajczyk e Radkowski (2002) pesquisaram Salmonella spp. em carcagas ao longo da
linha de abate de frangos num abatedouro na Polonia em pontos importantes de
contaminagdo. O patogeno foi isolado em 23,75% das amostras analisadas, sendo que os
principais pontos de contaminagdo foram: apds o atordoamento (6%), apds a evisceragao
(24%), antes do chiller (52%) e apds o chiller (13%).

Num estudo realizado na Bélgica entre os anos 2000 e 2003, Salmonella spp. foi isolada
em 25,6 % dos frangos, sendo 22,3% nas carcacas das poedeiras, 13,0% em filés e 25,6% em
embutidos (GHAFIR et al., 2008).

Um levantamento realizado no Pais de Gales no ano de 2003 em frangos frescos e
congelados mostrou que 5,7% das carcagas estavam contaminadas com Salmonella spp., das
quais 24 (4,4%) eram produtos frescos e 18 (9,4%) congelados (MELDRUM et al., 2005).

Vaidya et al. (2005) realizaram um estudo sobre indicadores microbioldgicos no
processamento de frango. As contagens médias de aerobios mesofilos variaram ao longo dos
principais pontos analisados: apds pendura (5,18 logyy UFC/cm?®), apés a sangria (5,24
UFC/em?), ap6s a escaldagem, depenagem e lavagem (3,95 UFC/cm?), apds a evisceragdo
(5,29 UFC/cm?), apos a lavagem (4,98 UFC/cm?) e apos a refrigeracao (4,22 UFC/cm?). A
prevaléncia de E. coli foi de 14,57%, e Salmonella spp. ndo foi detectada. Segundo os autores,
as etapas de sangria e a evisceragdo foram consideradas como pontos criticos de controle. As
pernas apresentaram contaminacdo maxima e alta prevaléncia de organismos indicadores,

considerado portanto, um local critico para a contaminacao.
2.3. Métodos de diagnostico

O impacto econdmico e o aumento de doencas de origem alimentar tem resultado em
esforgos para desenvolver métodos de deteccdo mais sensiveis na identificacdo de patdégenos
como Salmonella spp.

Varios aspectos devem ser considerados no diagnostico de Salmonella spp.
Rotineiramente, a pesquisa desse patdogeno ¢ realizada pela sua caracterizagao fenotipica, que
se baseia em identificagdo de produtos de expressdo de certos genes, como a resisténcia aos
antibioticos, sorotipagem e fagotipagem (BRENNER et al., 2000).

Os métodos genotipicos, por outro lado, tém uma grande capacidade de diferenciar os
sorotipos de Salmonella spp., mesmo entre as linhagens mais intimamente relacionadas. As
técnicas estudadas atualmente se baseiam em métodos de digestdo enzimatica, reacdo da

polimerase em cadeia (PCR) e métodos baseados em seqiiéncia de acido nucléico.
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Para a escolha do método ideal, uma série de fatores importantes precisa ser avaliada,
incluindo o poder discriminatorio, sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (FOLEY
et al., 2007). Muitas técnicas tém sido estudadas quanto a sensibilidade, tempo de duragdo e
custo da analise, como a PCR, ensaios imunoenzimaticos (VON RUCKERT et al., 2008;
WALKER et al., 2001), separacdo imunomagnética (IMS), amplificacdo de bacteriofagos,
entre outros.

Entretanto, os métodos convencionais de detecgdo de Salmonella spp. em alimentos sdo
ainda considerados como oficiais em diversos paises (ISO, 2002; FDA, 2008), inclusive o
Brasil (BRASIL, 2003b). Essas metodologias s3o extremamente demoradas e podem
apresentar falhas, principalmente quando o patdgeno esta presente no alimento em baixas
concentragdes. Apesar de representarem alternativas mais rapidas, as metodologias mais
modernas ainda requerem etapas de pré-enriquecimento e os resultados positivos devem ser

confirmados pelo método convencional (AGARWAL et al., 2002).

2.3.1. Metodologias convencionais

A metodologia convencional de isolamento, juntamente com a separagdo
imunomagnética, sdo os unicos métodos de detec¢do de Salmonella spp. atualmente
reconhecidos pelos 6rgdos oficiais no Brasil (BRASIL, 2003b). A metodologia convencional
inclui as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, plaqueamento em meios de
cultura seletivos, identificagdo bioquimica e a provas de soroaglutinacdo. Este método tem
como objetivo a detecgdo de Salmonella spp. em alimentos com microbiota competitiva, ou
quando as células se encontram em niimero reduzido ou injuriadas pelos processos industriais,
como o calor, congelamento, secagem, salga e cura (SOUSA et al., 2007).

Embora oficialmente recomendada, essa metodologia requer varios dias até que um
resultado conclusivo seja atingido. Além disso, as propriedades fenotipicas pelas quais
Salmonella spp. sao identificadas podem ndo ser expressas, ¢ quando sdo, podem ser de dificil
interpretacdo, além das células poderem estar num estado viavel ndo cultivavel (VNC) e nao
serem detectadas (MALORNY et al., 2003). Outra questdo importante é que alguns alimentos
como carne de aves, leite e derivados, apresentam alta contaminagdo por diferentes tipos de
microrganismos e por substincias quimicas que podem interferir no desenvolvimento do

patdgeno pesquisado, nas etapas de isolamento ou no proprio alimento (NERO et al., 2007).
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2.3.2 Metodologia alternativa: Reacdo em Cadeia da Polimerase

Nos tltimos anos, varios métodos alternativos para a detec¢ao da Salmonella spp. nos
alimentos foram desenvolvidos, incluindo ensaios imunologicos, hibridizagdo do dacido
nucléico e a PCR (CANDRIAN, 1995; LI et al., 2000; VON RUCKERT et al., 2008). O
método PCR ¢ aplicado com éxito para detectar varios patogenos, incluindo Salmonella spp.
em alimentos (MANDRELL e WACHTEL, 1999). As vantagens desta técnica incluem maior
sensibilidade e menor tempo requerido para processar amostras no laboratorio, quando
comparada ao método padrao de diagnostico (LAMPEL et al., 2000).

A técnica da PCR ¢ eficaz para solugdes puras de acidos nucléicos. Entretanto, a
sensibilidade pode ser reduzida quando o alimento contém sais, lipidios, proteinas e outros
microrganismos que ndo sdo o alvo da deteccdo (LANTZ et al., 2000). O uso do pré-
enriquecimento antes da analise da PCR tem finalidades distintas, incluindo a diluicao de
substancias inibidoras e células ndo viaveis, além de multiplicacdo do microrganismo-alvo
(OLSEN, 2000; SHARMA e CARLSON, 2000). Considerando as caracteristicas dessa
metodologia, sugere-se que a pesquisa de patégenos por PCR diretamente das amostras
coletadas seria inviavel pela baixa concentragdo natural dos mesmos, comum em alimentos, €
pelo baixo volume a ser testado laboratorialmente (CANDRIAN, 1995).

A anadlise direta de Salmonella spp. em alimentos por PCR, sem as etapas de pré-
enriquecimento, representaria uma importante alternativa para obteng¢do de resultados de
forma bastante rapida, fundamental para programas de controle de qualidade. Entretanto, as
limitagdes apontadas por CANDRIAN (1995), OLSEN (2000), SHARMA e CARLSON
(2000), podem comprometer a confiabilidade dos resultados. MYINT et al. (2006) chegaram
a conclusdes similares e ndo conseguiram identificar Salmonella spp. em amostras de frango
sem pré-enriquecimento, considerando uma quantidade minima de 100 células para deteccao.
Mesmo com as etapas de pré-enriquecimento, a analise direta do DNA de Salmonella spp. no
proprio alimento poderia ser feita em menos de dois dias, indicando a praticidade da PCR

como ferramenta no monitoramento de patdgenos numa industria de alimentos.
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OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram comparar dois abatedouros de aves com
sistemas de abate distintos quanto a indicadores microbiologicos de higiene e Salmonella
spp., € avaliar um protocolo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de
Salmonella spp. em carcagas de frangos, a fim de fornecer dados cientificos consistentes e
ferramentas metodoldgicas a serem considerados na elabora¢do de programas de controle de
qualidade, como a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

Especificamente, a comparacdo entre os abatedouros foi realizada analisando-se
microrganismos indicadores de higiene (aerdbios mesofilos, coliformes totais, coliformes
termotolerantes ¢ Escherichia coli) e Salmonella spp. em amostras superficiais de carcagas de
frangos em diferentes etapas do abate, a fim de se identificar diferengas entre processamentos
e efeitos de cada etapa na contaminagdo por microrganismos.

Ainda, um protocolo de PCR para detecgdo de Salmonella spp. foi desenvolvido a partir
das amostras superficiais, caldo de pré-enriquecimento nio incubado e caldo de pré-
enriquecimento apds incubagdo, e comparado com a metodologia convencional de isolamento

desse patogeno.
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CAPITULO 1

Salmonella spp. e microrganismos indicadores de higiene em carcagas de frangos obtidas

em diferentes etapas de processamento em dois abatedouros.
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RESUMO

Salmonella spp. e microrganismos indicadores de higiene em carcacas de frangos obtidas
em diferentes etapas de processamento em dois abatedouros. A carne de frango ¢
considerada um importante veiculo de agentes causadores de infec¢des alimentares, como a
Salmonella spp., o que demanda um controle efetivo de sua contaminagdo nas diferentes
etapas de processamento. Este estudo teve como objetivo analisar a presenga de Salmonella
spp. ¢ microrganismos indicadores de higiene em diferentes etapas do processamento de
frangos em dois abatedouros, Abl, considerado como de grande porte, e Ab2, pequeno porte.
Amostras superficiais de carcagas de frangos foram coletadas nas seguintes etapas: A)
imediatamente antes da evisceragdo, B) apos evisceracdo, C) apds chuveiro de lavagem e D)
apos chiller. Todas as amostras foram submetidas a pesquisa de Salmonella spp., aerébios
mesofilos (AM), coliformes totais (CT), coliformes termotolerantes (CTT) ¢ E. coli (EC). As
médias e freqiiéncias obtidas foram comparadas por ANOVA e Qui-Quadrado (P < 0,05)
considerando diferentes abatedouros e etapas do processamento. Nao houve diferenca
significativa entre as freqiiéncias de Salmonella spp. obtidas em diferentes etapas do abate em
Abl ou Ab2 (P > 0,05).Verificou-se maior contamina¢do em Ab2 em relagdo a Abl por AM
nas etapas B e D, CT e CTT na etapa D e EC em todas as etapas (P < 0,05). A variagdo da
contaminagdo por microrganismos indicadores ao longo do processo de abate indicou a
importancia de diferentes procedimentos adotados pelos abatedouros na qualidade microbiana

das carcacas de frangos.

Palavras—chave: Salmonella spp., indicadores microbiologicos, APPCC, abate de frangos.
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ABSTRACT

Salmonella spp. and hygiene indicators microorganisms in chicken carcasses obtained in
different steps of processing in two slaughterhouses. Chicken meat is considered as an
important vehicle of foodborne pathogens, such as Salmonella spp., demanding an effective
control of its contamination during the industrial processing. This study aimed to investigate
the presence of Salmonella spp. and microbiological indicators at different steps of processing
from two slaughterhouses (Abl, large-scale, and Ab2, small-scale). Surface samples of
chicken carcasses were collected in following sequential steps: A) immediately before
evisceration, B) after evisceration, C) after showering and D) after chiller. All samples were
submitted to detection of Salmonella spp. and enumeration of mesophilic aerobes (MA), total
coliforms (TC), thermotolerant coliforms (TTC), Escherichia coli (EC). The obtained means
and frequencies were compared by ANOVA and Chi-square (P < 0.05) considering different
slaughterhouses and steps of processing. No significant differences were observed between
the frequencies of Salmonella spp. obtained at different steps in Abl and Ab2 (P > 0.05). Ab2
showed higher levels of microbiological contamination when compared to Abl for MA (in B
and D steps), TC and TTC (D step) and EC (all steps) (P < 0.05). The variation in levels of
contamination from microbiological indicators through the processing indicated the
significance of different procedures adopted by slaughterhouses in the microbiological quality

of chicken carcasses.

Keywords: Salmonella spp., microbiological indicators, HACCP, chicken slaughtering.
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1. INTRODUCAO

A produgdo de carne de aves no Brasil vem aumentando de forma significativa, tanto
pela demanda do mercado interno como pelo crescimento das exportagdes que vem ocorrendo
desde a década de 1990 (BRASIL, 2008). No primeiro semestre de 2008, as exportagdes de
carne de frango foram de 1,8 milhdo de toneladas, representando cerca de US$ 3,4 bilhoes,
além de 3 milhdes de toneladas destinadas ao mercado interno (ABEF, 2008).

Devido a grande exigéncia dos paises importadores por produtos com melhor qualidade,
incluindo aspectos higiénicos na obtencdo de carcacas de aves, cada vez mais metodologias
de controle sistematico sdo adotadas por frigorificos. Uma forma efetiva de se realizar esse
controle ¢ pelo monitoramento de indicadores de higiene, como preconizado na Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (ICMSF, 1988). Apesar de nio representarem
risco aos consumidores, os microrganismos indicadores de higiene sdo freqlientemente
utilizados como sinalizadores de patdogenos, como Salmonella spp. e Campylobacter spp.
(SCOTT et al., 2001). Aerdbios mesofilos sdo freqiientemente usados como indicadores de
higiene do processo de produgdo de carnes, assim como a presen¢a de E. coli é considerada
como sugestiva de contaminacdo fecal (GHAFIR et al., 2008). Outros indicadores como
enterobactérias, podem sugerir a presenca de patdogenos especificos no ambiente de produgao
ou no produto final (MARTINS e GERMANO, 2007).

O controle da contaminagdo de patdgenos nos alimentos ¢ a principal forma de
prevengdo de toxinfecgdes alimentares. Salmonella spp. ¢ considerado como um importante
causador dessas enfermidades, sendo responsavel por 10 a 15% dos casos de gastroenterites
agudas em humanos e freqlientemente associados a carne de aves e ovos (JAY et al., 2005). A
presenca de Salmonella spp. em carcagas depende das condigdes as quais as aves foram
expostas durante a producdo até o final do abate, incluindo condi¢des sanitirias nas
propriedades rurais, transporte e processamento no abatedouro (FLUCKEY et al., 2003). No
Brasil, existe uma grande variedade de frigorificos e abatedouros de aves, com capacidades,
volumes, procedimentos, equipamentos e utensilios distintos, variaveis que podem interferir
diretamente na contaminagdo por Salmonella spp. ¢ indicadores microbiologicos de higiene
(DICKEL et al., 2005b).

Este trabalho teve como objetivo comparar dois abatedouros, com diferentes
capacidades e caracteristicas de processamento quanto a presenga de Salmonella spp. ¢ de

indicadores microbiologicos de higiene em importantes etapas da linha de abate.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de amostras e dilui¢bes

Um abatedouro com capacidade de abate 4.000 aves/dia (Ab2) foi selecionado para
coleta de amostras. Foram definidas quatro etapas seqiienciais, previamente consideradas
como importantes fontes de contaminagdo (RODRIGUES et al., 2008): A) imediatamente
antes da evisceracdo, B) apds a evisceragdo, C) apos o chuveiro, e D) apds o tanque de
resfriamento (chiller). Os resultados obtidos neste estudo foram analisados e comparados aos
obtidos de amostras provenientes de um frigorifico de médio a grande porte localizado no
estado de Minas Gerais, Brasil, com capacidade de abate de aproximadamente 165.000
aves/dia (Ab 1), objeto de estudo de RODRIGUES et al. (2008). Em cada etapa foram
coletadas amostras superficiais de carcagas de frangos (Abl: 27 amostras por ponto, ¢ Ab2:
30), sendo que cada unidade amostral foi obtida por esfregacos de 50 cm? utilizados em dois
locais diferentes na carcaga: no peito, proximo ao pescogo; € na regido dorsal, adjacente a
cloaca coletados com o auxilio de esponjas estéreis de poliuretano previamente embebidas em
10 mL de agua peptonada (H,Op) 0,1 % (ICMSF, 1986).

Apo6s a coleta, as esponjas foram acondicionadas em sacos estéreis € homogeneizadas
em “Stomacher” (400 circulador Seward, West Sussex, U.K.) por 1 min com 40 mL de H,Op
0,1%, a fim de se obter homogenatos com um equivalente volumétrico da area amostrada
(1 mL = 1 cm®). As amostras foram submetidas a dilui¢io seriada em escala decimal a partir

do homogenato inicial até 1:10.000.

2.2. Pesquisa de Salmonella spp.

Uma aliquota de 25 mL do homogenato foi adicionada a 225 mL de H,Op tamponada
1%, seguindo de incubacdo a 37 °C por 20 h (pré-enriquecimento). Em seguida, 1 mL foi
semeado em caldo Selenito Cistina (SC) (incubacdo a 37 °C por 24 h) e 0,1 mL em caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) (42,5 °C por 24 h, em banho-maria) (enriquecimento seletivo). As
culturas obtidas foram estriadas em agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose (BPLS) e em dgar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), com incubagdo a 37 °C por 24
h. Uma vez identificadas colonias tipicas (BPLS: coldnias incolores ou rosadas e XLD:
coldnias opacas, com ou sem producgdo de H,S), as mesmas foram submetidas a identificagao

bioquimica preliminar em agar Triplice Agucar Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA), incubados a
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37 °C por 24 h. A confirmacao final foi realizada por testes soroldgicos de aglutinacdo com
anti-soros polivalentes somatico (O) e flagelar (H) (Probac do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil).
Foram consideradas como positivas, as amostras com reagdes bioquimicas caracteristicas e
com reagdes positivas nos dois testes soroldogicos (BRASIL, 2003a).

Todas as culturas que apresentaram resultados positivos nos testes sorologicos com
antigenos polivalentes foram também submetidas a confirmag¢do de pertenceram ao género
Salmonella por PCR (OLIVEIRA et al., 2002) e sorotipagem pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(Rio de Janeiro, RJ). Todas as andlises foram conduzidas em paralelo com S. Enteritidis
ATCC 13076, como controle positivo e todos os meios de cultura utilizados foram da marca

Oxoid (Oxoid Ltda., Basingstoke, UK).
2.3. Pesquisa de indicadores de higiene

As amostras coletadas foram submetidas a enumeracao de microrganismos indicadores
de higiene (Brasil, 2003a). Aerobios mesofilos (AM) foram enumerados por plaqueamento
direto em Agar Padrido de Contagem (APC) (pour plate) e incubagio a 35 °C por 48 h. As
coldonias formadas foram enumeradas e os resultados expressos em Unidades Formadoras de
Colénias/cm® (UFC/cm?).

Coliformes totais (CT) foram quantificados pela técnica dos tubos multiplos em
triplicata, utilizando o teste presuntivo em caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (35 °C por 24 a
48 h) e confirmados em caldo Verde Brilhante Bile 2% (BRILA) (35 °C por 24 a 48 h).
Considerando o numero de resultados positivos em cada triplicata, foi obtido um valor de
numero mais provavel (NMP) e o resultado final foi expresso em NMP/cm®. A partir dos
resultados positivos de CT, Coliformes termotolerantes (CTT) foram pesquisados em caldo
EC (44,5 °C por 24 h, em banho-maria), com resultados finais expressos em NMP/cm’.

A partir dos resultados positivos para CTT, E. coli (EC) foi pesquisado de acordo com
Kornacki e Johnson (2001). Aliquotas dos tubos de EC com resultado positivo foram estriadas
em placas de agar Eosina Azul de Metileno (EMB), e incubadas a 35 °C por 24 h. Quando
presentes, colonias tipicas de E. coli com aspecto metalico foram estriadas em PCA com
incubacgao a 35 °C por 24 h e, em seguida, repicadas pontualmente em placas Petrifilm™ EC
(3M Microbiology, St. Paul, MN, USA) previamente hidratadas com 1 mL de NaCl 0,85% e
com incubacdo a 35 °C por 24 h, para verificagdo da atividade glucuronidasica (colonias
azuis) e confirmagdo da espécie. Culturas ainda suspeitas foram identificadas

bioquimicamente utilizando-se BACTRAY 1 e 2 (Laborclin Produtos para Laboratorio Ltda.,
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Pinhais, PR, Brasil). Todas as andlises foram realizadas em paralelo com um controle
positivo, que consistiu de uma cultura de E. coli isolada de leite mastitico. Os resultados finais

foram expressos em NMP/cm®.

2.4. Monitoramento de temperatura e concentragdes de cloro no processamento

Durante algumas coletas de amostras em Ab2, foram realizadas mensuragdes das
temperaturas de escaldagem, pré-chiller, chiller e carcagas utilizando termémetro digital por
raios infravermelhos. A quantidade de cloro residual livre no pré-chiller e chiller foi
verificada usando equipamento eletronico digital (LaMotte 1200 Colorimeter, Chertertown,

MD, USA) com amplitude de leitura de 0,00 a 5,0 mg/L.

2.5. Andlise dos resultados

As freqiiéncias de amostras positivas para Salmonella spp. em cada ponto e em cada
abatedouro foram comparadas pelo teste Qui-Quadrado (P < 0,05). As médias de AM, CT,
CTT e EC foram comparadas por ANOVA em cada etapa do processamento e abatedouro (P
< 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, EUA) e XLStat 2009.1.02 (Addinsoft, New York, NY, EUA). As
temperaturas em diferentes etapas e carcagas e a concentragdo de cloro mensurados foram
comparados com os valores estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1998b).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de nove amostras das 108 analisadas no Ab 1 estavam contaminadas com
Salmonella spp. (8,3%), enquanto seis das 119 amostras provenientes do Ab 2 apresentaram-
se contaminadas por este patdégeno (5,0%) (Tabela 1). Embora cada abatedouro tenha
apresentado freqiiéncias distintas de Salmonella spp. nas etapas pesquisadas, ndo foram
verificadas diferencas significativas entre essas freqiiéncias considerando tanto etapas de
processamento quanto abatedouros. (Tabela 1) Todos os isolados de Salmonella spp. obtidos
de Ab2 foram confirmados pela PCR empregada (Figura 1) e sorotipados como S. Enteritidis.

Lopes et al. (2007), encontraram uma baixa freqiiéncia de Salmonella spp. em

abatedouro de aves, uma vez que em apenas 1,6% das carcacas de frangos analisadas foram
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detectadas a presenca do patdgeno, uma antes da entrada e outra apos a saida dos tanques de

resfriamento.

Tabela 1. Freqliéncias de Salmonella spp. em diferentes ectapas de processamento em

abatedouro de grande (Abl) e pequeno porte (Ab2).

Etapa* AbI** Ab2 Teste

A 1/27 0/29 v 1,09, gl: 1; P> 0,05
B 3/27 2/30 ¥’ 0,35, gl: 1, P> 0,05
C 4/27 2/30 ¥*: 1,00, gl: 1; P> 0,05
D 1127 2/30 v*: 0,25, gl: 1, P> 0,05

Teste XZ: 3,27; gl: 3; P> 0,05 xz: 2,03; gl: 3; P> 0,05
*A: imediatamente antes da evisceragdo, B: apos evisceragdo, C: ap6s chuveiro, D: apds tanque de resfriamento.

** Dados de RODRIGUES et al. (2008)

Figura 1. Gel de eletroforese com os produtos de amplificagdo obtidos pela Reagao em Cadeia
da Polimerase de seis culturas de Salmonella spp. (1 a 6) isoladas de amostras superficiais de
carcagas de frangos obtidas em diferentes etapas de processamento de um abatedouro de
pequeno porte (Ab2). Marcador molecular de 100-bp da Promega (Promega Co., Madison,
WI, USA) (M); Salmonella Enteritidis ATCC 13076 como controle positivo (+) com um

segmento de 284-pb; agua Milli-Q como controle negativo (-).

Resultados diferentes foram encontrados por Dickel et al. (2005a), quando compararam
a presenga de Salmonella spp. em abatedouros com capacidades de abate diferentes: ndo
houve isolamento de Salmonella spp. no abatedouro de menor porte, enquanto que no

abatedouro de maior porte, 50% das amostras foram positivas, com oscilagdo ao longo do
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processamento e predominio de contaminacao apos a evisceragdo. Essa etapa, em especial, foi
considerada como significante na contaminagdo por Salmonella spp. por ser realizada de
forma mecanizada e facilitar a ruptura de algas intestinais de animais de tamanho nao
padronizado (DICKEL et al., 2005b). As freqiiéncias de Salmonella spp. em ambos os
abatedouros atendeu as exigéncias do Programa de Reducao de Patogenos, com valores
inferiores a 23,5% (BRASIL, 2003b).

Os valores médios e a analise dos resultados da contaminagao microbiana em cada etapa

de processamento e de cada abatedouro amostrado sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias (= desvio padrao) dos valores de contaminagdo por aerdbios mesofilos,
coliformes totais, coliformes termotolerantes e E. coli em quatro etapas do processamento de

frangos no abatedouro de grande (Abl) e pequeno (Ab2) porte.

Microrganismo Indicador Etapa* Abatedouro**
Abl#%%* Ab2
Aerdbios mesofilos A 4,07 +0,50 >4 441 +047%4
B 3,75 +£0,54 >4 4,53 +0,60 >4
C 3,65+0,38 %4 3,90 + 0,45 %8
D 2,16+0,75>8 428 +0,72 M8
Coliformes totais A 3,100,674 3,40 +0,51 %%
B 3,284+ 0,50 *4 3,36 +0,44 4
C 3,12+0,60 >4 3,08 +0,57 %4
D 1,52 £ 0,46 ™8 2,49 £0,51 *8B
Coliformes termotolerantes A 2,94+ 0,65 >4 3,40 +£0,50 >4
B 3,12+£0,68 %4 3,19+0,61%4
C 2,92 +0,60*4 3,03 +0,59 4
D 1,38 +0,44>8 2,42 40,49 >8B
E. coli A 1,71 0,76 >4 3,35+0,50 %4
B 2,10+£1,1154 3,19+0,62 %4
C 1,57 £0,45 >4 3,01 £0,58 >4
D 0,85+ 0,47 >4 2,41 +0,49 8

*A: imediatamente antes da evisceragdo, B: apds evisceracdo, C: ap6s chuveiro, D: apds tanque de resfriamento.
**Médias seguidas por letras maiusculas distintas na coluna ou mintsculas distintas na linha, por cada
microrganismo indicador, diferem entre si por Analise de Variancia (P < 0,05).

*** Segundo RODRIGUES et al. (2008).

Considerando os resultados obtidos, em Abl foi verificada redugdo significativa de
AM, CT e CTT apenas entre as etapas C e D (P < 0,05), enquanto as médias de EC nao

apresentaram diferencas significativas nas etapas de processamento (P > 0,05). Em Ab2, AM
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apresentaram reducao significativa entre as etapas B e C, enquanto CT, CTT e EC entre as
etapas C e D (P <0,05). Esses resultados indicam a importancia do chuveiro (C) no Ab 2 e do
tanque de resfriamento (D) em ambos os abatedouros, na redugdo da contaminagdo de
microrganismos indicadores de higiene. Esses resultados sdo similares aos observados por
Gill et al. (2006), que sugerem que AM estdo associados nao apenas a pele da carcaca das
aves, mas também a sujidades superficiais e pouco aderidas, sendo facilmente eliminadas por
chuveiros como observado em Ab2 (Tabela 2). Falhas no ajuste da pressdao de agua desses
chuveiros podem comprometer sua eficiéncia na reducdo da contaminacdo microbiana
superficial (BOLDER, 1997), como foi observado em relagdo a AM em Abl (Tabela 2).
Ainda entre essas etapas, nao foi verificada reducdo significativa da contaminagdo por
coliformes (CT, CTT e EC) em ambos os abatedouros, provavelmente pela maior capacidade
de adesdo desses microrganismos (GILL et al., 2006). Cason et al. (2004) afirmaram que
muitos microrganismos se aderem fortemente a carcacas por ficarem alojados nas dobras da
pele, ndo sendo removidas facilmente.

A passagem pelo tanque de resfriamento foi importante para promover redugdo
significativa de CT e CTT em carcagas processadas em ambos os abatedouros, além de AM
em Abl e EC em Ab2. Esse efeito de redugdo promovido por essa etapa ja foi descrita por
Allen et al. (2000), que realizaram um estudo sobre a eficiéncia dos tanques de resfriamento
por imersdo e constataram redu¢do significativa da contaminag@o por coliformes em carcagas
de frangos. Huezo et al. (2007), em estudo similar, observaram que, ap6s a passagem pelos
tanques de resfriamento, 90% da popula¢dao de coliformes, principalmente de E. coli, ¢é
reduzida.

Na comparacdo entre os resultados obtidos nos dois abatedouros nas diferentes etapas
de processamento, observa-se contagens maiores nas amostras coletadas em Ab2 por todos os
microrganismos indicadores pesquisados na etapa D, apds a passagem pelo tanque de
resfriamento (P < 0,05) (Tabela 2). O tanque de resfriamento de Ab2 apresentou grande
varia¢do de temperatura (Figura 3), em desacordo com os padrdes estabelecidos pelo MAPA
(BRASIL, 1998b). As concentragdes de cloro nos tanques de pré-resfriamento e resfriamento
(Figura 2) também apresentaram grande variacdo, mas se mantiveram dentro do limite de 1 a
5 mg/L, recomendado pelo MAPA (BRASIL, 1998b) o que pode ter compensado parte do
efeito negativo da temperatura sobre a contaminagdo das carcagas. Essas variagdes em Ab2
podem explicar a menor reducdo dos microrganismos indicadores na ultima etapa de
processamento, uma vez que a agua de tanques de resfriamento pode contribuir com a

contamina¢cdo microbiana de carcagas de frangos (GILL et al.,, 2006). Em Abl, as
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mensuragdes de temperatura e cloro residual foram realizadas pelo Servico de Inspegdo
Federal do abatedouro, e foram registradas dentro dos valores estabelecidos pelo MAPA

(BRASIL, 1998b).

Cloro residual (mg/L)
w

2,
o A
Lt o
o} o
o o) o)
0 o}

18 22 23 25 26 27 29 30

Coleta

Figura 2. Variacdo da concentracdo de cloro residual livre em tanques de pré-resfriamento

(pré-chiller, A) e do resfriamento (chiller, o) obtidos no abatedouro de pequeno porte (Ab2).

Observou-se que as médias de AM foram significativamente maiores na etapa B, de
evisceragdo, e de EC em todas as etapas (P < 0,05) (Tabela 2). A maior contamina¢do das
carcagas apOs a evisceragdo no Ab2 deve-se a estrutura deficiente de abate deste
estabelecimento. Por Ab2 ser um abatedouro de pequeno porte, as exigéncias quanto a
higienizacdo de equipamentos, ambiente e operadores no processo de abate, sio menos
rigorosas, além da operacdo ser realizada manualmente, o que pode ocasionar maior risco de
contaminag¢do pelo manuseio do operador ou por utensilios mal higienizados. Russel ¢ Walker
(1997) afirmaram que o aumento da contaminacao por AM apo0s a evisceragao de carcagas de
frangos ¢ inevitavel. Goksoy et al. (2004), entretanto, ndo verificaram interferéncia da
evisceragdo na contamina¢do de AM no mesmo produto.

A relevancia da pesquisa de EC em ambos os abatedouros foi diferente. Em Ab1, EC foi
caracterizado em apenas 61% dos CTT (Tabela 2). Como afirmado por Voidarou et al. (2007),
EC ndo pode ser usado como um cléssico indicador em tanques de resfriamento uma vez que
EC foi encontrado em apenas 30% dos CTT. Entretanto, EC estava presente em 99,5% dos
CTT em Ab2, indicando que nesse caso esse grupo foi um bom indicador de higiene. Esses

resultados sugerem que mesmo que a microbiota original fosse a mesma, houve, ao longo do
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abate, mudancas no seu comportamento devido as diferentes tecnologias empregadas em cada

abatedouro.
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Figura 3. Varia¢do de temperaturas mensuradas em diferentes etapas do processamento (A:
escaldagem, B: pré-resfriamento e C: resfriamento) e interior de carcagas de frangos (D)
durante coletas de amostras em abatedouro de pequeno porte (Ab2). Em cada grafico, pontos
indicam as temperaturas mensuradas e a linhas continuas indicam os valores minimos (em A)

e maximos (em B, C e D) de referéncia (Brasil, 1998b).

Ha poucos estudos a respeito das diferencas de contaminacdo em abatedouros de
pequeno e grande porte. De uma forma geral, comparando os dois estabelecimentos, mesmo
Ab2 sendo um estabelecimento de pequeno porte, onde o sistema de controle de qualidade
ainda ¢ inexistente, a contamina¢ao ao longo das etapas de abate apresentou diferencas
pontuais. Ab2 ¢ um estabelecimento novo, com baixa velocidade de abate o que pode
contribuir para o controle da contaminag@o no processo. Abl, entretanto, possui um programa
de APPCC consolidado, mas o grande volume de abate pode comprometer a execu¢ao

adequada de procedimentos para o controle de qualidade. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Tsola et al. (2008), que analisaram o impacto da moderniza¢ao nos principais
pontos criticos de controle num abatedouro automatizado utilizando indicadores
microbioldgicos. Foi observado que apds a modernizagdo, houve uma redugdo significativa da
contaminagdo microbiana ao longo da linha de abate, apesar de ndo ocorrer alteragdo dos
principais Pontos Criticos de Controle destacados no APPCC.

Os resultados deste estudo mostraram que o uso de indicadores na identificagdo e
monitoramento das principais etapas de contamina¢do microbiana no abate de aves pode ser
valioso, permitindo também uma avaliagdo da eficiéncia do controle de qualidade
estabelecida em cada abatedouro. Quanto ao patdégeno estudado, concluiu-se que o tipo de
abatedouro ndo interferiu nas freqiiéncias de Salmonella spp. encontradas. As variagdes nos
niveis de contaminagdo em diferentes sistemas de abate refor¢am os conceitos de APPCC
enquanto planos especificos de implantagdo do sistema para produtos e processos diferentes

inclusive no abate de frangos.
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CAPITULO 2

Avaliacao de um protocolo de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccéo de
Salmonella spp. diretamente de amostras superficiais de carcacas de frangos e de caldo

de pré-enriquecimento.
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RESUMO

Avaliacdo de um protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccéo de
Salmonella spp. diretamente de amostras superficiais de carcacas de frangos e de caldo
de pré-enriquecimento. A carne de frango ¢ um importante veiculo de agentes causadores de
infecgdes alimentares, como Salmonella spp., o que justifica um controle sistematico da
contamina¢do microbiana durante o seu processamento industrial. Para isso, programas de
qualidade sdo aplicados em abatedouros baseados em investiga¢cao microbiana de indicadores
e patdgenos, exigindo o desenvolvimento de metodologias rapidas, confidveis e precisas. Este
estudo teve como objetivo comparar a metodologia convencional (MC) de isolamento de
Salmonella spp. com um protocolo de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras
superficiais de carcacas de frangos. O protocolo de PCR foi realizado diretamente das
amostras coletadas (PCR-A), do caldo de pré-enriquecimento recém semeado (PCR-PE) e
caldo de pré-enriquecimento apds incubacdo (PCR-PEI). Os resultados obtidos foram
comparados pelo teste Qui-Quadrado e McNemar (P < 0,05). Os valores de concordancia,
sensibilidade e especificidade das variagcdes de PCR avaliadas foram calculados considerando
a MC como parametro. Os resultados obtidos indicaram que apesar de serem observadas
algumas similaridades entre as metodologias pelas freqiiéncias de resultados positivos (P >
0,05), a PCR-PEI apresentou diferencas significativas em rela¢do as demais (P < 0,05), além
de maior sensibilidade. Foram observadas grandes variagdes no desempenho da PCR no
diagnostico de Salmonella spp. em carcagas de frangos, que podem ser derivadas de fatores
inerentes a obtengdo desse alimento. Estudos adicionais devem ser conduzidos para avaliar a
aplicabilidade dessa metodologia como ferramenta de monitoramento microbiologico para

sistemas de controle de qualidade em abate de frango.

Palavras-chave: Salmonella spp., PCR, método convencional, abate de frangos.
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ABSTRACT

Evaluation of a Polymerase Chain Reaction (PCR) procedure for Salmonella spp.
detection directly from chicken carcasses surface samples and pre-enrichment broth.
Chicken meat is an important vehicle of foodborne pathogens, such as Salmonella spp.,
demanding a systematic control of the microbiological contamination during the industrial
processing. This control occurs by the adoption of quality control systems in slaughters based
on microbiological investigation of hygiene indicators and pathogens, requiring the
development of fast, trustable and precise methodologies. The objective of this study was to
compare the Salmonella spp. conventional methodology (CM) to a protocol of Polymerase
Chain Reaction (PCR) in chicken carcasses surface sample. The PCR protocol was developed
directly from the collected samples (PCR-S), from pre-enrichment broth before (PCR-PE) and
after (PCR-PEI) incubation. The obtained results were compared by Chi-Square and
McNemar tests (P < 0.05), and also the values of concordance, sensitivity and specificity of
PCR variations were calculated considering the CM as parameter. The obtained results
indicated some similarities between the methodologies when positive results were considered
(P > 0.05), despite PCR-PEI presenting significant differences to all methodologies (P < 0.05)
and higher sensitivity. It was observed wide variations in PCR performance for Salmonella
spp. detection in chicken carcasses, which can be derivate of intrinsic factors of this food.
Further studies are necessary in order to elucidate the applicability of PCR as a tool for

microbiological monitoring in quality control systems for chicken processing.

Keywords: Salmonella spp. PCR, conventional method, chicken slaughtering.
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1. INTRODUCAO

Salmonelose ¢ uma das doengas de origem alimentar mais comuns do mundo. As aves
sdo os principais reservatorios de Salmonella spp., cuja transmissdo aos humanos
frequentemente se da através de produtos avicolas (OLIVEIRA et al., 2003). Isso determina a
necessidade de implantagdo de programas de controle de qualidade em abatedouros, como a
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), baseados em andlises
microbioldgicas em diferentes etapas do processamento (ICMSF, 1988). Assim, hd uma
crescente demanda por metodologias aplicaveis na identificagdo de Salmonella spp.
empregando testes rapidos de alto desempenho e internacionalmente aceitos (HALATSI et al.,
2006).

At¢ o momento, a metodologia baseada em microbiologia convencional ¢
universalmente reconhecida como o método padrdo para a detecgdo de Salmonella spp. em
alimentos, que em teoria ¢ capaz de detectar até¢ uma célula viavel presente na amostra
(BUSSE, 1995). Entretanto, ¢ uma metodologia laboriosa, que demanda preparo prévio de
grande quantidade de material e meios de cultura, e requer entre cinso e sete dias para um
resultado conclusivo.

Mais recentemente, métodos alternativos para a detecgdo de Salmonella spp. em
alimentos tem sido avaliados, incluindo imunoensaios (WALKER et al., 2001; ALCOCER ¢
OLIVEIRA, 2003; VON RUCKERT et al., 2008) ¢ hibridizagdo de acidos nucléicos e reagao
em cadeia da polimerase (PCR) (LI et al., 2000; CORTEZ et al., 2006; MYINT et al., 2006).
As principais vantagens da PCR ¢ a capacidade de detectar seqiiéncias-alvo, independente da
expressdo de antigenos das células-alvo, além da maior sensibilidade e menor tempo para
processar as amostras em laboratdrio, quando comparada as metodologias convencionais de
isolamento do patégeno (BENNETT et al., 1998; RYCHLIK et al., 1999).

O objetivo desse estudo foi analisar o desempenho de um protocolo de PCR para
detec¢@o de Salmonella spp. diretamente de amostras de carcaga de frango e a partir do caldo
de pré-enriquecimento antes e apds a incubacdo, a fim de se verificar sua viabilidade como

ferramenta em programas de controle de qualidade, como APPCC.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem e delineamento experimental

Esse estudo foi conduzido em um abatedouro com capacidade de processamento de
4.000 aves/dia em diferentes etapas do processamento (antes e apos evisceracdo, € antes €
apds passagens por tanques de resfriamento) foram coletadas amostras superficiais de 120
carcacas de frangos, sendo que cada unidade amostral foi obtida por esfregagos de 50 cm?,
coletados com o auxilio de esponjas estéreis previamente embebidos em 10 mL de agua
peptonada (H2Op) 0,1 %. Apds a coleta, as esponjas foram acondicionadas em sacos estéreis e
homogeneizadas em “Stomacher” (400 circulador Seward, West Sussex, U.K.) por 1 min com
40 mL de H,Op 0,1%, a fim de se obterem homogenatos com um equivalente volumétrico da
area amostrada (1 mL = 1 cm?).

Todas as amostras foram submetidas a metodologia convencional (MC) para detecg¢ao
de Salmonella spp.Um protocolo de PCR foi utilizado para deteccdo do mesmo patogeno
diretamente de todas as amostras (PCR-A), além dos caldos de pré-enriquecimento da MC

antes (PCR-PE) e ap6s (PCR-PEI) a fase de incubagao a 37 °C por 20 h.

2.2 Microbiologia Convencional - Salmonella spp.

O pré-enriquecimento foi feito em uma aliquota de 25 mL do homogenato em 225 mL
de Agua peptonada tamponada 1%, com incubagio a 37 °C por 20 h. Em seguida, 1 mL foi
semeado em caldo Selenito Cistina (SC) seguindo-se de incubagdo a 37 °C por 24 h e 0,1 mL
em caldo Rappaport Vassiliadis (RV) com incubagdo a 42,5 °C por 24 h, em banho-maria,
constituindo o enriquecimento seletivo. As culturas obtidas foram estriadas em 4gar Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (BPLS) e agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD), com incubagdo a 37 °C por 24 h. Uma vez identificadas colonias tipicas (BPLS:
coldnias incolores ou rosadas e XLD: colonias opacas com ou sem produgdo de H,S), as
mesmas foram submetidas a identificacdo bioquimica preliminar em agar Triplice Acucar
Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA), incubados a 37°C por 24h. A confirmacao final foi realizada
por testes sorologicos de aglutinagdo com anti-soros polivalentes somatico (O) e flagelar (H)
(Probac do Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil). Consideraram-se como positivas, as amostras com
reacdes bioquimicas caracteristicas ¢ com reagdes positivas nos dois testes sorologicos

(BRASIL, 2003).
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Todas as culturas que apresentaram resultados positivos nos testes sorologicos com
antigenos polivalentes foram também submetidas a confirmagdo do género por PCR
(conforme descrito a seguir, e de acordo com GALAN et al., 1992, e OLIVEIRA et al., 2002)
e sorotipagem pela Fundagao Oswaldo Cruz. Todas as analises foram conduzidas em paralelo
com S. Enteritidis ATCC 13076, como controle positivo e todos os meios de cultura utilizados

foram da Oxoid (Oxoid Ltda., Basingstoke, UK).

2.3. Metodologia alternativa - Reagdo em Cadeia da Polimerase

Extracdo do DNA. O DNA presente nas amostras analisadas e nas culturas usadas como
controle foi extraido pela técnica fenol-cloroféormio (OLIVEIRA et al., 2003). A extra¢do de
DNA seguiu as seguintes etapas: 1 mL do homogenato contendo a amostra superficial ou dos
caldos de pré-enriquecimento antes e apos incubacdo e culturas isoladas pela MC semeadas
em agua peptonada 1% e incubadas a 37 °C por 24 h foi centrifugado a 894 g por 4 min a
temperatura ambiente; o centrifugado foi ressuspendido em 444 ul de TE (10 mmol/L tris-
HCI1 pH 8 1 mmol/L de EDTA); 30 puL de lisozima (50 mg/mL) foi adicionado e incubado a 4
°C por 30 mim; 25 puL de SDS (duodecil sulfato de sédio) a 10% e 1,25 uL de proteinase K
(20 mg/mL) foram adicionados e incubados a 55 °C por 30 min; 500 pL de fenol-cloroférmio
(1:1) foi adicionado e centrifugado por 4 min a 8.050 g em duas repeti¢cdes, ¢ entdo foi
realizado uma lavagem final apenas com cloroférmio; o material obtido foi centrifugado
novamente a 8.050 g por 4 min a temperatura ambiente; 35 uL de acetato de sddio (3 mol/L) e
350uL de isopropanol refrigerado foi adicionado e a mistura incubada a -20 °C por 30 min; o
DNA foi centrifugado a 10.956 g por 10 min a 4 °C; o centrifugado foi lavado com 1 mL de
etanol refrigerado a 80% e ressuspendido em 20 pL. de dgua MilliQ autoclavada para uso

imediato ou estocado a -20 °C.

Amplificacdo do DNA. A mistura para a reagdo da PCR foi preparada em agua estéril MilliQ
autoclavada, Tris-Cl 10 mM (pH 9,0 a 25 °C), KC1 50 mM, MgCl, 1,5 mM, 0,3 mM de cada
um dos dNTPs, 0,3 M de cada oligonucleotideo e 1 U/uL Taq DNA polimerase. Aliquotas de
21 pL da mistura de reacdo foram colocadas em tubos de 0,2 mL (modificado de OLIVEIRA
et al., 2002). Apos a adi¢do do DNA (4 pL), a mistura foi transferida para um termociclador
(MJC, Inc. PTC-100). Os oligonucleotideos foram projetados para detectar e amplificar um

fragmento de DNA de 284 pb do gene invA de Salmonella spp. (Quadro 1, GALAN et al.,
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1992). O termociclador foi programado para uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 1 min,
seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 30 s, anelamento a 60 °C por 30 s e
extensdo a 72 °C por 30 s, seguido por uma extensdo final a 72 °C por 7 min. Os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com brometo
de etideo e visualizadas em um transluminador. Todos os reagentes utilizados foram da marca

Phoneutria (Phoneutria Biotecnologia e Servigos Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil).

Todas as analises moleculares foram realizadas utilizando-se uma cultura de S.

Enteritidis ATCC 13076 como controle positivo.

Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados na Reacdo em Cadeia da Polimerase para detecc¢do de
Salmonella spp. em amostras superficiais de carcacas de frangos e confirmagao de isolados de

Salmonella spp. obtidos pela metodologia convencional

. . Gene N . Produto de
Oligonucleotideo alvo Tamanho Sequéncia (5" — 3%) Amplificacio

139 (Forward) invA 26 5'-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3' 284 bp

141 (Reverse) invA 22 5'-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3' 284 bp

Fonte: GALAN et al., 1992.

Limite de deteccdo da PCR. Um produto de PCR do controle positivo (S. Enteritidis ATCC
13076) foi previamente clonado utilizando-se o kit Vector pGEM T Easy® (Promega Co.,
Madison, WI, USA), purificado utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) e quantificado por espectrofotometria (DOx¢p). Este plasmideo
foi utilizado como DNA molde em testes de deteccdo, sendo diluido para as concentragdes
finais de 10" a 10" copias de plasmideo PCV2/uL e utilizado como padrio para quantificacio
das amostras. O calculo da massa do genoma foi realizado pelo software ABI Prism 7500

User’s Manual (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.4. Andlise dos resultados

As freqliéncias de Salmonella spp. obtidas pela MC e pelas variagdes da PCR foram
comparadas pelo teste Qui-Quadrado, sendo as diferencas significativas identificadas pelo
procedimento de Marascuilo (P < 0,05) utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA) e XLStat 2009.1.02 (Addinsoft, New York, NY, EUA). O teste McNemar

foi utilizado para verificar a ocorréncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos
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(positivos e negativos) por todas as metodologias avaliadas (P < 0,05). As taxas de
desempenho (sensibilidade, especificidade e concordancia) das variagdes de PCR foram
calculadas considerando a MC como referéncia, de acordo com as seguintes formulas

(DOOHOO et al., 2003; MADE et al., 2004; GERMANO & GERMANO, 2008):

NPS-irNNS><
NP + NN

I NPS
Sensibilidade = = x100  Especificidade = NNS 100 Concordancia = 100

Onde:
NPS: Numero de resultados positivos simultaneamente na metodologia convencional
(referéncia) e testada (variagdes de PCR);
NP: Numero de resultados positivos na metodologia convencional (referéncia);
NNS: Numero de resultados negativos simultaneamente na metodologia convencional
(referéncia) e testada (variagdes de PCR);

NN: Numero de resultados negativos na metodologia convencional (referéncia);

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As freqiiéncias de resultados positivos para Salmonella spp. em amostras superficiais de
carcacas de frangos obtidas pela MC e pelas variagdes da PCR sdo apresentadas na Tabela 1.
As reagoes de PCR positivas sdo ilustradas na Figura 1. Todas as culturas de Salmonella spp.
isoladas pela metodologia convencional foram confirmadas pela PCR e identificadas

sorologicamente como S. Enteritidis.

Tabela 1. Freqiiéncias de resultados positivos para Salmonella spp. em amostras superficiais
de carcacas de frangos obtidos pela metodologia convencional de isolamento (MC) e um
protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase diretamente das amostras (PCR-A) e do caldo

de pré-enriquecimento antes (PCR-PE) e apds (PCR-PEI) incubagao a 37 °C por 20 h.

Numero de amostras MC PCR Qui-Quadrado
PCR-A  PCR-PE  PCR-PEI

Analisadas 119 120 120 120

Resultados positivos* 6™ 0" 2 16° 26,61; gl =3; P <0,0001

* Letras distintas indicam diferenca significativa pelo procedimento de Marascuilo (P > 0,05). gl: grau de

liberdade.
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Analisando os resultados da Tabela 1, observa-se a MC nao diferiu estatisticamente de
PCR-A, PCR-PE e PCR-PEI. Entre os procedimentos de PCR, houve diferenca estatistica
entre PCR-A e PCR-PEI e entre PCR-PE e PCR-PEI. Entre PCR-A ¢ PCR-PE ndo houve
diferenca estatistica. Considerando apenas os resultados positivos, foram observadas
similaridades entre as metodologias avaliadas, entretanto, considerando os resultados

positivos e negativos, diferencas significativas foram identificadas (Tabela 2).

1A 4C 18A 18B 18C 19A 19B 19C 20B 21A 22A 23A 24A 24B 24C 25B 25C 25D +

Figura 1. Gel de eletroforose com produtos de amplificacao obtidos pela Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) de caldos de pré-enriquecimento semeados com amostras superficiais de
carcagas de frangos, antes (1A e 22A) e apds (4C, 18A, 18B, 18C, 19A, 19B, 19C, 20B, 21A,
23A, 24A, 24B, 24C, 25B, 25C, 25D) incubagdo a 37 °C por 20 h. Marcador molecular de
100-bp da Promega (Promega Co., Madison, WI, USA) (M); Salmonella Enteritidis ATCC
13076 como controle positivo (+) com um segmento de 284-pb; dgua Milli-Q como controle

negativo (-).

Tabela 2. Niveis de significancia (P) obtidos pelo teste de McNemar para verificagao de
diferencas significativas entre metodologias de detec¢do de Salmonella spp. (Metodologia
convencional, MC, e reacdo da cadeia de polimerase diretamente das amostras, PCR-A, e de
caldos de enriquecimento antes, PCR-PE, ¢ apds, PCR-PEI, incubagdo a 37 °C por 20 h) em

amostras superficiais de carcagas de frangos.

Metodologias p*
MC x PCR-A 0,031
MC x PCR-PE 0,289
MC x PCR-PEI 0,031
PCR-A x PCR-PE 0,500
PCR-A x PCR-PEI <0,0001
PCR-PE x PCR-PEI 0,001

* Valores inferiores a 0,05 indicam diferencas significativas entre as metodologias comparadas.
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A MC apresentou diferenga significativa apenas em relacio ao PCR-A e PCR-PEI
Considerando as variagcdes da PCR, diferencgas significativas foram observadas entre PCR-PEI
e PCR-A e entre PCR-PEI e PCR-PE (Tabela 2). Esses resultados indicam que a similaridade
e equivaléncia entre as metodologias ndo devem ser avaliadas levando em considerag¢ao
apenas os resultados positivos para Salmonella spp.

Outros pardmetros também devem ser considerados na avaliagdo de metodologias
alternativas de isolamento de microrganismos, como sensibilidade, especificidade e
concordancia (DOOHOO et al., 2003). Considerando a MC como referéncia, os valores de

sensibilidade, especificidade e concordancia foram calculados e sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados positivos para Salmonella spp. em amostras superficiais de carcagas de
frangos por um protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) diretamente das
amostras (PCR-A) e de caldos de pré-enriquecimento antes (PCR-PE) e apds (PCR-PEI)
incubagao a 37°C por 20h, considerando a metodologia convencional (MC) como referéncia

para célculo de taxas de desempenho.

Numeros de amostras Metodologia alternativa
PCR-A  PCR-PE PCR-PEI

Testadas 119 119 119
Positivo pela MC 6 6 6
Positivo pela metodologia testada 0 2 16
Positivo pela MC exclusivamente 6 6 4
Positivo pela metodologia testada exclusivamente 0 2 14
Positivo pela MC e testada simultaneamente 0 0 2
Sensibilidade 0,0% 0,0% 33,3%
Especificidade 100,0% 98,2% 87,6%
Concordancia 95,0% 93,3% 83,1%

Diversas técnicas de diagndstico rapido vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos,
sendo a PCR umas das mais promissoras. Varios autores relatam sua alta sensibilidade e
especificidade (SOUMET et al., 1997; UYTTENDAELE et al., 2003; SHABARINATH et al.,
2007), porém poucos estudos sdo realizados em amostras contaminadas naturalmente
(OLIVEIRA et al., 2003). A PCR ¢ usualmente empregada na andlise de patdogenos em
alimentos a partir de amostras enriquecidas, apos etapas de pré-enriquecimento da MC,

quando teoricamente o microrganismo alvo atinge uma alta concentracdo, permitindo a
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deteccao de forma adequada (DICKINSON et al., 1995; MYINT et al., 2006). A PCR-PEI foi
avaliada considerando essas observagdes, mas comparada com a MC, apresentou baixa
sensibilidade (33,3%) (Tabela 3) e auséncia de equivaléncia (Tabela 2), apesar de apresentar
freqliéncias de resultados positivos estatisticamente similares (Tabela 1). Esses resultados
podem ser explicados por fatores inerentes a amostragem em alimentos contaminados
naturalmente. Gouws et al. (1998), afirmaram que a viabilidade dos microrganismos de
amostras contaminadas artificialmente pode diferir das contaminadas naturalmente devido a
diversidade da microbiota presente, o que pode interferir de forma significativa no
desempenho da metodologia avaliada. Candrian (1995) afirmou que microrganismos cultivados
naturalmente estdo mais aderidos as particulas dos alimentos do que os microrganismos
inoculados, interferindo na sua recuperag@o nos meios de enriquecimento.

Observando a Tabela 1 nota-se que ndo foi possivel o isolamento de Salmonella spp. pela
PCR-A. O pré-enriquecimento da amostra (PCR-PEI) propiciou uma maior sensibilidade no
diagnostico de Salmonella spp. (Tabela 3). A PCR a partir de amostras sem enriquecer, ou seja,
diretamente do alimento, seria uma alternativa vidvel pela maior praticidade e rapidez. Essa
metodologia ¢ eficaz para solugdes puras de acidos nucléicos, sendo que a sua sensibilidade
pode ser reduzida quando o alimento contém sais, lipidios, proteinas e outros
microrganismos,diferentes do pesquisado (LANTZ et al., 2000), o que pode ter afetado o
desempenho da PCR-A (Tabela 1). Resultados similares foram encontrados por Candrian (1995)
e Myint et al. (2006), que ndo obtiveram éxito no isolamento de Salmonella spp. diretamente do
alimento. Para contornar esse problema, uma variedade de tratamentos tem sido proposta para a
extracdo do DNA, além de introducdo de uma etapa de pré-enriquecimento na amostra
(DICKINSON et al., 1995). Myint et al. (2006) afirmaram que o pré-enriquecimento traria mais
seguranga ao diagnostico, ja que reduziria a concentragdo de possiveis células ndo-vidveis, além
de recuperar células estressadas, permitindo sua multiplicacdo e detecgao.

Candrian (1995) e Salomonsson et al. (1999) afirmaram ser dificil a deteccdo de
microrganismos pela PCR diretamente a partir de amostras de alimentos, porque além dos
constituintes do alimento interferirem na PCR, o volume da amostra ¢ relativamente pequeno.
Ainda, a menor possibilidade de diagnosticar células “vidveis ndo-cultivaveis” (VNC) que
poderiam estar presentes no homogenato também ¢ uma desvantagem. Dickinson et al. (1995)
realizaram PCR diretamente de amostras de alimentos e tiveram éxito no isolamento de Yersinia
enterocolitica e Listeria monocytogenes, porém ressaltaram a importancia de se obter DNA livre

de residuos para o funcionamento adequado da técnica de PCR. Agarwal et al. (2002)
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conseguiram também detectar Salmonella spp. por PCR diretamente de alimentos, porém,
artificialmente contaminados.

A sensibilidade da PCR depois do pré-enriquecimento foi de 33,3%, inferior ao
encontrado por Myint et al. (2006), que determinaram uma sensibilidade de 80% no
diagnostico de Salmonella spp. a partir de amostras de frango contaminadas naturalmente e
apos o pré-enriquecimento. Quando as mesmas foram submetidas ao enriquecimento seletivo,
a sensibilidade foi de 100%, indicando que para amostras contaminadas naturalmente ¢
imprescindivel essa etapa para um diagndstico confiavel.

Possivelmente, uma PCR mais sensivel, como o Nested PCR, poderia ser eficaz em
amostras sem a fase de pré-enriquecimento. Rychlik et al. (1999) realizaram Nested PCR em
fezes contaminadas naturalmente e concluiram que, mesmo sem o pré-enriquecimento, o
limite de detecgdo da técnica PCR foi de 10° UFC/g. Ja4 Waage et al. (1999) ndo isolaram
Salmonella spp. diretamente do alimento naturalmente contaminado mesmo com o Nested
PCR.

A metodologia convencional ¢ preconizada em muitos paises como método oficial
(ISO, 2002; FDA, 2008) de diagndstico de Salmonella spp., inclusive no Brasil (BRASIL,
2003). Por esta razdo ¢ considerada como método de referéncia para avaliar o desempenho de
novas técnicas de diagnostico. Nesse contexto, observou-se que a PCR-PEI apresentou a
maior sensibilidade e menor especificidade entre as demais metodologias analisadas, embora
ainda apresentasse alta taxa de especificidade (87,6%).

O limite obtido de detecgdo do protocolo de PCR analisado foi de 3,3 x 10" UFC/mL.
Considerando esse limite, o protocolo de PCR analisado requer um valor muito alto de
bactérias (> 3,3 x 10’ UFC/mL), o que geralmente so ¢ atingido apos enriquecimento da
amostra. Resultados similares foram relatados por Oliveira et al. (2002), que encontraram
uma grande variagdo no limite de detecgdo entre diversos sorotipos de Salmonella spp.,
sugerindo que particularidades da microbiota de cada alimento podem interferir
substancialmente na PCR. Kim et al. (2007) encontraram um limite de detecgdo de 10’
UFC/mL utilizando o mesmo gene alvo (invA), mas com oligonucleotideos diferentes. Os
limites de deteccdo de protocolos de PCR sdo usualmente realizados a partir de amostras
experimentalmente contaminadas, o que pode subestimar a quantidade minima do
microrganismo alvo presente no alimento.

Contudo nota-se que 14 amostras foram identificadas pela PCR-PEI e nao pela MC,
sugerindo que a PCR-PEI apresenta maior sensibilidade, como ja observado por Von Riickert

et al. (2008). Essas 14 amostras ndo foram detectadas pela PCR-A possivelmente porque nao
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houve amplificagdo em quantidades suficientes para atingir a concentracdo minima exigida
pelo protocolo utilizado, além da presenga de fatores interferentes. Muito se discute a respeito
da sensibilidade da MC e sua validade como metodologia padrdo. Neste aspecto, ha varios
fatores relevantes que afetam a sensibilidade da metodologia convencional. A microbiota
competidora ¢ o principal interferente, uma vez que ela pode gerar condigdes desfavoraveis
para a sobrevivéncia e detec¢do do patogeno de interesse, como redug¢do do pH e toxicidade
do meio por liberagdo de metabdlitos, além de residuos quimicos presentes no alimento,
fatores que podem inibir o desenvolvimento da Salmonella spp. nas diferentes etapas de
isolamento (D’AOUST et al., 1992; BUSSE, 1995). Esses fatores associados as especificas
condigdes de injuria, como sanitizantes e variagdes de temperatura, podem determinar estresse
nas células de Salmonella spp., prejudicando seu desenvolvimento e recuperagdo (NERO et
al., 2007).

A selegdo das seqliéncias que flanqueiam os segmentos de DNA que se pretende
amplificar pela PCR ¢ um ponto critico da técnica. A especificidade da PCR decorre da
precisdo com que os iniciadores hibridizam com o DNA alvo. Para a detec¢do de Salmonella
spp., a regido escolhida deve ser comum a maioria das cepas, codificar para proteinas com
importancia na patogenicidade da bactéria e ndo apresentar homologia com outros
microrganismos (BAUNLER et al., 1997). O gene invA, utilizado neste estudo, codifica
proteinas relacionadas a invasdo e esta presente na maioria das cepas de Salmonella spp.,
portanto, ¢ o escolhido na maioria dos estudos (RAHN et al., 1992; WAAGE et al., 1999;
SANTOS et al., 2001). Porém, Shabarinatah et al. (2007) comprovaram a baixa eficiéncia
deste gene quando comparado ao gene hns. Ginocchio et al. (1997) afirmaram que o gene
INVA pertence a uma ilha de patogenicidade e, portanto, pode ser instavel em alguns sorotipos
de Salmonella spp. A PCR visando detecg¢do de genes pertencentes a ilhas de patogenicidade
pode gerar resultados falso negativos (SAROJ et al., 2008).

Kumar et al. (2008) realizaram um estudo comparando a sensibilidade da PCR e da MC em
frutos do mar. Os outros autores mostraram que houve uma variagdo na sensibilidade da PCR
entre os diferentes animais, que foi atribuida principalmente a natureza da amostra, uma vez que
cefalopodes contém varios fatores inibitorios para a PCR. Oliveira et al. (2002) encontraram
diferentes sensibilidades da PCR para detec¢ao de um mesmo sorotipo de Salmonella spp., o
que foi atribuido as condigdes diversas de amplificacdo ou as diferencas entre as linhagens do
sorotipo em questao.

Possivelmente, as diferencas observadas entre as metodologias de isolamento de

Salmonella spp. podem ser atribuidas a fatores intrinsecos entre os sorotipos e entre as
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linhagens desse patogeno encontrados em cada estudo, gerando perfis distintos de PCR. Um
delineamento prévio sobre a microbiota contaminante em cada estabelecimento poderia
contornar esse problema. A PCR diretamente do alimento traria grandes vantagens frente 8 PCR
de amostras pré-enriquecidas, como a possibilidade de diagnosticar células VNC, maior
praticidade na execucao das andlises € menor tempo para obtencdo de resultados finais.
Entretanto, foram observadas varias deficiéncias dessa variagao da PCR.

Apesar de apresentarem valores de concordancia relativamente altos, as variagdes de PCR
analisadas apresentaram deficiéncias que comprometerem seus desempenhos. As mesmas
observagdes podem ser feitas em relagdo a MC. Dessa forma, estudos adicionais devem ser
conduzidos para avaliar a aplicabilidade das variagdes de PCR analisadas como ferramentas

de monitoramento de Salmonella spp. em abate de frango.
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CONCLUSOES

Os resultados das contagens dos indicadores permitiram a identificacdo das principais
etapas de contaminagdo e controle no processamento de frangos em sistemas de abate
distintos. A procedéncia da matéria-prima e as etapas de resfriamento determinaram a
variabilidade na contaminagdo entre os diferentes estabelecimentos, porém em ambos o
resfriamento foi eficiente na reducdo dos indicadores. O tipo de abatedouro ndo influenciou
na contaminagdo por Salmonella spp. Concluiu-se que ha necessidade da implantagdo de
programas de controle de qualidade especificos de acordo com as caracteristicas de cada
estabelecimento.

A freqiiéncia de resultados positivos de Salmonella spp. pela PCR foi similar a
microbiologia convencional. Nao foi possivel identificar Salmonella spp. a partir de amostras nao
enriquecidas e o enriquecimento propiciou um aumento significativo na positividade de
Salmonella spp. Ha ainda variabilidade quanto ao desempenho da PCR ¢ da MC e devido a isto,
sdo necessarios estudos complementares para avaliagdo de metodologias de diagnostico

confiaveis para monitoramento microbioldgico na industria de alimento.
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Anexo 1. Resultados de analises microbiologicas de amostras superficiais de carcagas de frangos coletadas em abatedouro de pequeno porte (Ab2).

Coleta | Etapa AM CT CTT EC Salmonella spp. | PCR-A | PCR-PE | PCR- PEI
1 A 4,04 4,04 4,04 4,04 - - + -
1 B 4,66 4,04 4,04 4,04 - - - -
1 C 3,88 3,66 3,66 3,66 - - - -
1 D 3,45 2,36 2,36 2,36 - - - -
2 A 3,84 2,97 2,97 2,97 - - - -
2 B 4,59 3,38 2,36 2,32 - - - -
2 C 3,23 2,58 2,58 2,58 - - - -
2 D 3,08 1,96 2,56 2,56 - - - -
3 A 4,04 3,18 3,18 3,18 - - - -
3 B 4,59 3,38 3,38 3,38 - - - -
3 C 3,40 3,38 3,38 3,38 - - - -
3 D 3,64 1,96 1,96 1,96 - - - -
4 A 4,43 3,66 3,66 3,66 - - - -
4 B 4,46 3,66 3,66 3,66 - - - -
4 C 3,79 3,38 3,38 3,38 - - - +
4 D 4,51 1,79 1,79 1,79 - - - -
5 A 5,41 4,04 4,04 4,04 - - - -
5 B 5,53 4,04 3,66 3,66 - - - -
5 C 5,08 4,04 4,04 4,04 - - - -
5 D 5,71 4,04 4,04 4,04 - - - -
6 A 5,04 3,38 3,38 3,38 - - - -
6 B 5,11 2,97 2,97 2,97 - - - -
6 C 4,43 4,04 4,04 4,04 - - - -
6 D 3,43 2,18 2,18 2,18 - - - -
7 A 3,92 3,38 3,38 3,38 - - - -
7 B 4.4 4,04 4,04 4,04 - - - -
7 C 3,71 4,04 4,04 4,04 - - - -
7 D 5,15 4,04 4,04 4,04 - - - -
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Continuacéo do Anexo 1.

Coleta | Etapa AM CT CTT EC Salmonella spp. | PCR-A | PCR-PE | PCR- PEI
8 A 3,73 4,04 3,32 2,97 + - - -
8 B 4,15 4,04 4,04 4,04 - - - -
8 C 3,79 3,66 3,66 3,66 - - - -
8 D 4,56 3,32 4,04 4,04 - - - -
9 A 4,11 4,04 4,04 4,04 - - - -
9 B 3,58 4,04 4,04 4,04 - - - -
9 C 3,38 3,38 3,18 3,18 - - - -
9 D 4,08 1,96 1,96 1,96 - - - -
10 A 3,89 4,04 4,04 4,04 - - - -
10 B 3,52 2,63 2,63 2,63 - - - -
10 C 34 2,36 2,36 2,36 - - - -
10 D 2,86 2,36 2,36 2,36 - - - -
11 A 3,83 4,04 4,04 4,04 - - - -
11 B 3,58 2,97 2,63 2,63 - - - -
11 C 3,2 3,38 3,38 3,38 - - - -
11 D 3,87 2,36 2,36 2,36 - - - -
12 A 4,45 4,04 4,04 4,04 - - - -
12 B 3,93 2,97 3,38 3,38 - - - -
12 C 4,04 3,46 3,46 2,97 - - - -
12 D 4,04 2,3 2,58 2,58 - - - -
13 A 5,08 3,66 3,66 3,66 - - - -
13 B 4,04 2,63 2,63 2,63 - - - -
13 C 3,99 2,36 2,36 2,36 - - - -
13 D 34 2,36 2,36 2,36 - - - -
14 A 5,48 4,04 4,04 4,04 - - - -
14 B 5,53 4,04 4,04 4,04 - - - -
14 C 3,67 4,04 4,04 4,04 - - - -
14 D 3,62 2,15 1,48 1,48 - - - -
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Continuacéo do Anexo 1.

Coleta | Etapa AM CT CTT EC Salmonella spp. | PCR-A | PCR-PE | PCR- PEI
15 A 4,46 2,46 2,97 2,97 - - - -
15 B 4,64 4,04 1,72 1,72 - - - -
15 C 4,26 3,66 3,18 3,18 - - - -
15 D 4,3 2,36 2,36 2,36 - - - -
16 A 3,65 3,66 3,66 3,66 - - - -
16 B 5,28 4,04 4,04 4,04 - - - -
16 C 3,18 2,97 2,97 2,97 - - - -
16 D 3,38 2,86 2,86 2,88 - - - -
17 A 4,76 3,38 3,38 3,38 - - - -
17 B 5,43 4,04 4,04 4,04 - - - -
17 C 3,65 2,63 2,63 2,63 - - - -
17 D 4,57 2,97 2,63 2,58 - - - -
18 A 4,43 2,97 2,63 2,63 - - - +
18 B 3,79 3,38 3,38 3,38 - - - +
18 C 3,58 2,63 2,63 2,63 - - - +
18 D 3,85 2,36 0,48 0,48 - - - -
19 A 4,65 2,97 2,97 2,97 - - - +
19 B 4,96 3,32 3,32 3,32 - - - +
19 C 3,95 1,96 1,96 1,96 - - - +
19 D 4,04 2,36 2,36 2,36 - - - -
20 A 4,88 2,97 2,97 2,97 - - - -
20 B 4,23 2,97 2,63 2,63 - - -

20 C 3,97 2,97 2,97 2,97 - - - -
20 D 4,82 2,97 2,32 2,32 - - - -
21 A 3,96 3,38 3,38 3,38 - - - +
21 B 3,97 2,97 2,18 2,18 - - - -
21 C 4,15 2,63 1,87 1,87 - - - -
21 D 4,79 3,66 3,18 3,18 - - - -




<9

Continuacéo do Anexo 1.

Coleta | Etapa AM CT CTT EC Salmonella spp. | PCR-A | PCR-PE | PCR- PEI
22 A 4,26 4,04 4,04 4,04 - - + -
22 B 4,20 3,66 3,66 3,66 - - - -
22 C 3,89 2,97 2,97 2,97 - - - -
22 D 5,38 2,63 2,63 2,63 - - - -
23 A 4.4 4,04 4,04 3,32 - - -

23 B 4,43 3,38 3,38 3,38 - - - -
23 C 4,23 2,97 2,97 2,97 - - - -
23 D 43 2,18 1,96 1,96 - - - -
24 A 4,6 2,97 2,97 2,63 + - - +
24 B 4,85 3,66 3,66 3,66 - - - +
24 C 4,11 3,66 3,66 3,66 + - - +
24 D 4,6 2,36 2,36 2,36 - - - -
25 A 5,2 3,38 3,38 3,38 - - - -
25 B 4,78 3,38 3,38 3,38 - - - +
25 C 4,81 3,66 3,66 3,66 - - - +
25 D 4,73 2,63 2,63 2,63 - - - +
26 A 5,04 3,66 3,66 3,66 - - - -
26 B 5,08 4,04 4,04 4,04 - - - -
26 C 3,99 2,97 2,97 2,97 - - - -
26 D 5,45 4,04 3,18 3,18 - - - -
27 A 4,78 2,18 2,18 2,18 - - - -
27 B 4,75 2,86 2,86 2,86 + - - -
27 C 4,2 1,96 1,96 1,96 - - - -
27 D 4,72 2,63 2,18 2,18 + - - -
28 A 4,61 2,97 2,97 2,97 - - - -
28 B 5,41 3,66 3,66 3,66 - - - -
28 C 4,36 3,38 3,38 3,38 - - - -
28 D 4,6 2,18 2,56 2,56 - - - -
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Continuacéo do Anexo 1.

Coleta | Etapa AM CT CTT EC Salmonella spp. | PCR-A | PCR-PE | PCR- PEI
29 A 428 3,66 3,66 3,66 - - - -
29 B 3,77 3,38 3,38 3,38 - - - -
29 C 3,66 2,63 2,63 2,63 - - - -
29 D 4,45 2,36 1,96 1,96 + - - -
30 A 4.4 4,04 4,04 4,04 - - - -
30 B 4,94 4,04 4,04 4,04 - - - -
30 C 4,11 2,97 2,97 2,97 - - - -
30 D 4,92 2,18 2,18 2,18 - - - -
No anexo 1:

Etapa: A: imediatamente antes da evisceracao, B: apds evisceracdo, C: apds chuveiro, D: ap6s tanques de resfriamento (chiller)

AM: Aerédbios mesofilos (log UFC/ecm?), CT: Coliformes totais (log NMP/cm?), CTT: Coliformes termotolerantes (log NMP/cm?), EC: Escherichia
coli, (log NMP/cm?), Salmonella spp: deteccido por metodologia convencional, +: resultados positivos, -: resultados negativos, #: amostras
descartadas.

No anexo 2:

PCR-A: Reagdo em Cadeia da Polimerase diretamente das amostras, PCR-PE: Reacdo em Cadeia da Polimerase do caldo de pré-enriquecimento

antes da incubacao, PCR-PEI Reacao em Cadeia da Polimerase apds incubagao a 37°C por 20h.



Anexo 2. Concentracdes de cloro livre residual em contetdo de tanques de resfriamento

avaliados em abatedouro de aves de pequeno porte (Ab2).

Coleta Cloro livre residual (mg/L)
Pré-chiller Chiller
18 4,17 1,49
22 # 0,49
23 1,52 0,34
25 # 0,52
26 # 0,26
27 4,18 0,25
29 5,02 0,74
30 # 0,19

#: parametro ndo mensurado.

Anexo 3. Temperaturas (°C) em diferentes etapas do processamento de carcagas de frangos

em abatedouro de aves de pequeno porte (Ab2).

Coleta Tanque de escaldagem | Pré - chiller Chiller Interior da carcaca
18 56 26 16 19

19 # 23 9,5 15

22 54,5 26 11,5 14,5

23 53 25 8 12

25 55 23,5 10 14,5

26 50 30 11 14

28 55 27 11 14,5

29 56 27 10 13

31 52,5 25 13 17

#: parametro ndo mensurado.
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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