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RESUMO

VON RUCKERT, Dimitri Aleksander Saldanha, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2006. Comparacdo dos métodos microbiologico convencional,
imunoanalise e reacdo da polimerase em cadeia (PCR) no monitoramento de
Salmonella sp. em frangos durante o abate. Orientador: Paulo Sérgio de Arruda
Pinto. Co-orientadores: Maria Cristina Dantas Vanetti ¢ Mauro Pires Moraes.

Foram avaliados neste estudo os métodos convencional, imunoanalitico e por
reagao de polimerase em cadeia — PCR para a pesquisa de Salmonella sp. em,
respectivamente, 135, 70 e 90 amostras de carcacas de frangos, distribuidas em cinco
diferentes etapas de abate em um abatedouro. Procedeu-se a comparagdo da freqiiéncia
de detecgdo de Salmonella sp. das carcagas nas diferentes ctapas de abate, ¢ da
eficiéncia de detecgdo dos trés métodos, visando a indicagdo de método alternativo para
0 monitoramento no programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC). Os resultados foram comparados pelo teste do Qui-quadrado (Xz), obtendo
um valor 18,51 (p < 0,01) na anélise conjunta dos trés métodos avaliados. Tais métodos
também foram comparados, dois a dois, para a quantificagdo das chances de deteccdo de
cada um pela Razdo de Chances ou “Odds Ratio” (OR). Obteve-se um y* = 8,72 (p <
0,01), comparando-se os resultados positivos obtidos pelo sistema imunoanalitico com
os do método microbioldgico convencional, sendo a OR igual a 3,34 e Intervalo de
Confianga (IC) entre 1,36 ¢ 8,32. Também houve diferenca estatistica com um y* de
18,37 (p <0,01) entre os resultados positivos totais da PCR e do método microbioldgico
convencional, sendo a OR igual a 4,83 (IC: 2,13 - 11,15). O mesmo ndo ocorreu entre
os métodos PCR e imunoanalitico. Estes dois, quando comparados com a microbiologia
convencional, foram considerados mais eficientes e adequados para a utilizagdo em
monitoramento no APPCC. A etapa de abate localizada apods o pré-resfriamento (ponto
E) foi considerada a mais adequada como ponto critico de controle por apresentar a

menor contaminagdo € por assumir uma posicao estratégica no final da linha de abate.



ABSTRACT

VON RUCKERT, Dimitri Aleksander Saldanha, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
july, 2006. Comparison of the standard microbiological method, immuno-
analysis and polymerase chain reaction (PCR) for monitoring Salmonella sp. in
chicken during the slaughter. Advisor: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. Co-advisers:
Maria Cristina Dantas Vanetti and Mauro Pires Moraes.

In this study, the standard microbiological method, immuno-analysis and
polymerase chain reaction - PCR were evaluated using, respectively, 135, 70 and 90
carcass samples, distributed into five different slaughter stages of a poultry
slaughterhouse. The comparison of the Salmonella sp. contamination frequency among
the different slaughter stages and the comparison of the detection efficiency among the
three methods were evaluated, considering the possible use as a monitoring tool for the
Hazard Analysis and Critical control Points program (HACCP). The whole three
methods were compared by the Qui-Squared test (y°), obtaining a value of 18.51 (p <
0.01). These methods also were compared two by two, to quantify the Odds Ratio (OR).
Was obtained a x> = 8.72 (p < 0.01), when were compared the positive results of the
immuno-analysis and the Standard Microbiological ones; and the OR calculated was
3.34 (IC: 1.36 — 8.32). When comparing the positive results of PCR and the standard
microbiological ones, were obtained 5 of 18.37 (p < 0.01) and OR = 4.83 (IC: 2.13 —
11.15). The same didn’t happen when comparing the PCR and immuno-analysis
methods. These, comparing to the standard microbiological technique, were considered
more efficient e suitable methods for utilization as monitoring tools for HACCP. The
slaughter stage localized after the chiller (Point E) shows itself as the most suitable as a
critical control point, because it was less contaminated and takes over a strategic

position at the end of the slaughter line.
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1-INTRODUCAO

Salmonella sp. é considerada por alguns pesquisadores no mundo como uma das
bactérias mais importantes envolvidas em contaminac¢des de alimentos a base de frango,
sendo também o frango uma das mais importantes fontes deste microrganismo.

Esta bactéria ¢ de fundamental importancia em satde publica pelo fato de ser
patogénica ao ser humano e de representar um dos principais parametros de
determinagdo dos padrdes microbioldgicos, de reconhecimento mundial, para alimentos.

A demanda por testes de pesquisa de Salmonella sp. em aves vem aumentando,
sobretudo por aqueles mais rapidos, economicos e eficientes; tudo isso com o objetivo
de atender as exigéncias recentes em controle de qualidade e pressdes do mercado, que
se apresenta cada vez mais avido por volume de producao e por qualidade. Desta forma,
a seguranca e a satisfagdo, tanto do consumidor final quanto dos demais elos da cadeia
produtiva da carne de frango, sdo alcancados.

E interessante ressaltar que, conforme a ABEF (2006), o Brasil produziu, em
2005, 9,2 milhdes de toneladas de carne de frango, qualificando-o como o terceiro
maior produtor mundial, s6 perdendo para os EUA e a China. Neste mesmo ano, as
exportagdes do pais superaram as norte-americanas e atualmente, o Brasil ¢ o maior
exportador mundial de carne de frango. O pais exportou nada menos que 2,9 milhdes de
toneladas do produto, superando os 2,5 milhdes dos EUA. Segundo o AVISITE (2006),
neste ano, a exportacdo gerou uma arrecadacdo de aproximadamente 3,5 milhdes de
dolares. Complementando este panorama, o Brasil possui um grande mercado
consumidor, composto por aproximadamente, 180 milhdes de habitantes e que

representa um consumo per capita de aproximadamente, 40,9 kg (UBA, 2006).
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Este grande mercado consumidor exige alto padriao de qualidade e seguranga dos
produtos fornecidos. Para tanto, programas e ferramentas de controle de qualidade
desenvolvidos para atingir tais objetivos t€ém despertado o interesse de pesquisadores.

No controle da qualidade no abate das aves, a implantagdo de programas como o
de Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 1998a), o de
Boas Praticas de Fabricagao (BPF ou GMP) (BRASIL, 1997) e o Programa de Redugao
de Patdgenos (BRASIL, 2003b) tém sido uma necessidade e exigéncia das autoridades
governamentais. O Programa de Reduc¢do de Patogenos esta sendo implementado pelo
Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal - DIPOA, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA, abrangendo a analise laboratorial
sistematica e continua de carcagas de frangos e perus in natura, para a pesquisa de
Salmonella sp., envolvendo os estabelecimentos de abate de aves registrados no Servigo
de Inspecdo Federal - SIF. O programa faz vinculagdes com os avangos tecnoldgicos e
com os resultados obtidos pelo monitoramento, sendo, portanto, factivel de alteragdes, a
critério do DIPOA.

Assim, os objetivos do presente trabalho foram o de comparar os métodos
microbioldgico convencional e rapidos, na deteccdo de Salmonella sp. em frangos
durante o abate, visando a indicagdo de possiveis ferramentas para o monitoramento de
Salmonella sp. no programa de qualidade APPCC; avaliar diferentes etapas do processo
de abate quanto a presenca da bactéria e determinar os possiveis pontos criticos de

controle.



2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Salmonella sp.

As salmonelas s3o pequenos bastonetes Gram-negativos, ndo-esporulados
anaerdbios facultativos, lactose, uréase e oxidase negativas, ¢ medem de 0,7 a 1,5 um
por 2,5 a 5,0 um. A bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo a maioria dos
sorotipos movel devido a presenga de flagelos peritriquios. O pH de crescimento varia
entre 4 ¢ 9, sendo um 6timo de 7, a faixa de temperatura de crescimento esta entre 7 e
47 °C, com 6timo entre 35 e 37 °C, e atividade de 4gua minima para crescimento ¢ de
0,94. Produzem gés a partir da fermentagdo da glicose e acido sulfidrico, sdo capazes de
descarboxilar os aminoacidos lisina e ornitina, reduzir nitratos a nitritos e utilizar citrato
como fonte de carbono. Sdo bactérias indistinguiveis da Escherichia coli pelo
microscopio Optico ou por meio de cultivo em agar nutriente (BERGEY, 1984).

O género Salmonella foi nomeado como tal em 1885 pelo Médico Veterinario e
patologista, Salmon (Y AN et al., 2003).

A identificacdo do microrganismo ao nivel do género ndo ¢ dificil pelo fato de
que seus integrantes compartilham certas caracteristicas bioquimicas comuns e
apresentam um alto nivel de similaridade genética. A classificacdo desta bactéria
evoluiu ao longo do tempo. Historicamente, sua classificacdo era baseada pela
epidemiologia, gama de hospedeiros, manifestagdes clinicas, reacdes bioquimicas e
padroes antigénicos de superficie. A nomenclatura se tornou muito confusa,

parcialmente em decorréncia das designacdes de espécies e sorotipos serem
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intercambiaveis. Nos anos 70 do ultimo século, analises moleculares demonstraram que
todos os integrantes do género eram de 85 a 100 % geneticamente correlacionados, o
que difere completamente do que ocorre em outros géneros da familia
Enterobacteriaceae. Por causa dessa intima relagdo genética, uma espécie Unica, a
Salmonella cholerasuis, foi proposta. Entretanto, o nome da espécie causou confusio
uma vez que cholerasuis era usada tanto como nome de espécie quanto designacdo de
sorotipo. Além disso, o sorotipo Cholerasuis ndo ¢ representativo da maioria dos
sorotipos. Em 1999 foi discutida a implementacdo das idéias de Le Minor e
colaboradores, que haviam sugerido o uso de S. enterica para substituir S. cholerasuis
como Unica espécie. Baseados em propriedades de hibridizacdo de DNA, esta proposta
reconhece as espécies S. enterica subsp. enterica; S. enterica subsp. salamae; S.
enterica subsp. arizonae; S. enterica subsp. diarizonae; S. enterica subsp. houtenae; S.
enterica subsp. bongor e S. enterica subsp. indica. Esta proposta até agora ainda nao foi
aceita pela Comissao Judicial do Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica,
entretanto, tem sido amplamente utilizada pelo Centro de Referéncia e Pesquisa de
Salmonella da Organizagcdo Mundial da Satde, localizado no Instituto Pasteur em Paris
e pelo Centro de Prevengao e Controle de Doengas (CDC) em Atlanta, EUA (YAN et
al., 2003).

A proposta de POPOFF et al. (1998), tem sido aceita por parte da comunidade
cientifica e classifica o género Salmonella em duas espécies, S. bongori e S. enterica. A
primeira possui 21 sorotipos que sdo usualmente isolados de animais de sangue frio do
ambiente, mas raramente de mamiferos, incluindo o homem. A segunda espécie contém
seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, and S.
enterica subsp. indica. S. Typhi e S. Paratyphy sdo atualmente agrupadas dentro da
subespécie enterica (CASTILLA, 2003). A classificagdo em subespécies ¢
primariamente baseada em hibridizacdes de DNA cromossomal (YAN et al., 2003).

Ja houve propostas de se agrupar E. coli e Salmonella sp. em um tnico género
dadas as semelhancas de, aproximadamente, 90% de homologia DNA-DNA (YAN et
al., 2003). Acredita-se que ambas as bactérias surgiram de um ancestral comum (JAY,
2005).

Muitos microbiologistas concordam com a op¢do de nomenclatura que divide o
género em trés espécies: Salmonella typhi (causadora da febre tifoide); Salmonella
choleraesuis (patéogeno primario de suinos e que ocasionalmente causa infecgdes

sistémicas em humanos) ¢ Salmonella enteritidis (causadora de infec¢des diarréicas em
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humanos e animais), destacando que estd possui mais de 2.000 sorotipos (YAN et al.,
2003).

Taxonomicamente, a classificacdo proposta por POPOFF e LE MINOR (1997)
consiste de: gé€nero, espécie, subespécie e sorotipo. Como exemplo, pode se citar a
grafia do sorotipo Enteritidis, como: S. enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis.
Contudo, comumente utiliza-se a designacao de género e sorotipo, abreviando, portanto,
para S. Enteritidis (CASTILLA, 2003). Podem-se citar outros exemplos como o caso da
S. enteritidis sorotipo Typhimurium, que na maioria das vezes ¢ referida apenas como S.
Typhimurium. Da mesma forma, outros sorotipos de S. enteritidis sdo frequentemente
designadas como se fossem espécies ao invés de sorotipos da S. enteritidis (SALYERS
& WHITT, 1994).

A identifica¢@o da espécie ou sorotipo de Salmonella ¢ realizada por meio de
métodos de perfil bioquimico e soroldgico, resisténcia a antimicrobianos, produciao ou
sensibilidade a bacteriocinas, fagotipagem, perfil plasmidial e de restricdo a
endonucleases (DOYLE, 1990). A sorotipagem ¢ baseada nas caracteristicas dos
antigenos somaticos (O), que define o sorogrupo; flagelares (H), que define o sorotipo e
capsulares (K); consistindo na base de classificagdo das Salmonella sp. Quando a
classificagdo ¢ feita pelo uso dos padrdes antigénicos; espécies € sorotipos sao
classificados em grupos designados A, B, C, e assim por diante, de acordo com
similaridades de um ou mais antigenos “O” (YAN et al., 2003).

A importancia clinica deste microrganismo foi reconhecida muito tempo antes
dos modernos métodos de especificacdo baseados em homologia de DNA (SALYERS
& WHITT, 1994). O género Salmonella é considerado um dos mais importantes
envolvidos em doengas relacionadas ao consumo de alimentos (HOGUE et al., 1998;
WHO, 2002). Segundo JAY (2005), todos os integrantes do género Salmonella sdo
considerados patogénicos para humanos.

Dados epidemiologicos sobre infecgdes em humanos por Salmonella sp. nos
varios paises sdo diversificados. De uma forma geral, percebe-se grande numero de
notificagdes em paises altamente desenvolvidos e poucas notificagdes em paises mais
pobres. Tal fato ¢ em decorréncia de possiveis diferengas na eficiéncia dos 6rgaos
oficiais de saude de cada pais na notificacdo das enfermidades alimentares.

A prevaléncia de salmoneloses aumentou significativamente durante as décadas
de 80 e 90, em todo o mundo. Geralmente, os humanos sdo infectados por salmonela

através de agua e alimentos contaminados, podendo ocorrer transmissdo também via



contato direto com animais afetados, sendo aves e bovinos indicados como as principais
origens da bactéria (KWANG et al., 1996).

A susceptibilidade do homem a salmonela ¢ dependente de fatores como a dose
infectante, estado imune e idade do hospedeiro, entre outros fatores. Em individuos
sadios, a doenca ndo ¢é considerada grave, porém, em individuos imunocomprometidos
como aqueles com AIDS, em tratamento quimioterapico, criangas e idosos, a doenga
pode evoluir para caso grave, podendo levar a morte (MILDVAN et al., 1982;
GRUENEWALD et al., 1994). Nestes casos, a enfermidade pode evoluir para
septicemia e causar varias seqlielas como pericardite, doencas neuroldgicas e
neuromusculares, artrites, espondilites e osteomielites (POPPE, 1999).

Salmonelas sdo normalmente patogénicas para os seres humanos ou para os
animais quando ingeridas por via oral, possuindo um periodo de incubagao médio de 12
a 36 horas. Essas bactérias sdo transmitidas de animais e produtos de animais para os
seres humanos, onde provocam enterite, infec¢cdo sistémica e febre entérica (BROOKS
et al., 1998).

As infec¢cdes humanas sdo frequentemente associadas ao consumo de carne de
frango e ovos, crus ou mal cozidos (DUGUID & NORTH, 1991; BICHLER et al, 1994;
SCHIMID & BAUMGARTNER, 1999; SCUDERI, 1999; THIEL, 1999). A
contaminagdo de carne crua de frango com Salmonella sp. ndo ¢é usualmente
considerada um risco ao consumidor, uma vez que este alimento ¢ proprio para o
consumo apos cocgdo. O verdadeiro problema reside no contato de um alimento pronto
para o consumo (cozido) com um alimento cru, levando a contaminacdo cruzada
(CAPITA et al., 2003). Os casos mais freqiientes de infeccdo por Salmonella sp
reportados em humanos foram em decorréncia do manuseio de carne de frango crua e
produtos crus, junto com o consumo de carne de frango mal cozida (PANISELLO et al.,
2000).

Estes microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza, com humanos
e animais sendo seus reservatdrios primdrios. Por ser uma enterobactéria, o habitat
primario de Salmonella sp. é o trato intestinal de animais como passaros, répteis,
animais de criagdo, humanos e ocasionalmente insetos. A bactéria também pode ser
encontrada em outras partes do corpo de tempos em tempos (JAY, 2005).

Epidemiologicamente, alguns sorotipos estdo associados com maior freqiiéncia
ou mais adaptados a determinados hospedeiros. Cita-se S. Cholerasuis, que causa
septicemia, pneumonia e enterocolite em suinos; S. Dublin, enterite mucohemorragica,

septicemia, pneumonia e¢ aborto em bovinos; S. Abortusequi, aborto em eqiiinos; S.
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Abortusovis, aborto em ovinos; S. Gallinarum, febre tiféide em galinhas e S. Pullorum,
pulorose em galinhas e perus. Os sorotipos adaptados ao homem incluem S. Typhi que
causa febre tiféide e S. Paratyphi, agente causador da febre paratifoide. A S. enteritidis
faz parte dos mais de 2.000 sorotipos de salmonelas que ndo sdo adaptadas a
hospedeiros especificos (paratificas), e que causam salmonelose em humanos e em
ampla variedade de animais (POPPE, 1999).

As aves comerciais constituiem um dos mais importantes reservatorios de
salmonelas e sdo responsdveis pela introdu¢do da mesma na alimentagdo humana,
através da contaminag@o da carne e dos ovos, principalmente por S. enteritidis (GAST,
1997).

Nas granjas, a bactéria ¢ introduzida através de ragdes contaminadas por
matérias primas de origem animal, como farinha de carne, 0ssos, peixe penas e visceras
(HOFER et al., 1998). O patégeno também pode ser introduzido pela dgua, contato com
aves ou outros animais portadores, insetos, roedores, pessoas € equipamentos
(BORLAND, 1975; GAST, 1998).

Durante o abate e processamento dos frangos, a presenga de Salmonella sp., no
intestino, pele e penas das aves, resulta em contamina¢do da carne e seus subprodutos
(BRYAN & DOYLE, 1995). A contaminacao cruzada pode ocorrer principalmente em
mercados e em cozinhas industriais e a refrigeracdo impropria do produto leva a
bactéria a multiplicar-se rapidamente (DUGUID & NORTH, 1991).

A Salmonella sp. invade as células dos mamiferos no trato intestinal por meio da
inducdo de rearranjos de actina do enterdcito, o que resulta na formagao de pseudopodes
que engolfam a bactéria ocasionando a gastroenterite cujos sintomas resultam,
provavelmente, da invasdo das células da mucosa. A S. typhi causa infecgdo sistémica,
enquanto S. Typhimurium raramente penetra além dos tecidos submucosos
(FORSYTHE, 2002). A dose infecciosa minima de Salmonella sp. para o homem varia
de 10 a milhdes de células e esta relacionada com fatores inerentes ao individuo, ao
sorotipo da Salmonella e ao tipo de alimento contaminado (VANETTI, 2003).

Os sorotipos de S. enterica compdem os principais agentes responsaveis por surtos
de gastroenterite humana. Entre as diferentes espécies, os sorotipos S. Enteritidis e S.
Thyphimurium sdo de grande importancia clinica. Produtos de frango tém sido
freqiientemente envolvidos como fonte de sorotipos de S. enterica (COHEN et al., 1994;
NGUYEN et al., 1994).

Segundo LEON-VELARDEA et al. (2004), S. enterica sorotipo Typhimurium é

uma causa comum de salmoneloses entre humanos e animais em muitos paises. S.
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Typhimurium ¢é responsavel por 40 a 70 % dos casos de salmoneloses humanas,
apresentando como principais sintomas a diarréia, febre, dor de cabeca, ndusea, dor
abdominal, vOomito e, menos frequentemente, sangue nas fezes. As infeccdes em
humanos geralmente ocorrem pelo consumo de alimentos contaminados de origem
vegetal ou animal. S. Typhimurium DT 104 e outros fagotipos relacionados t€m, desde
1990, emergido como problemas mundiais de saude associados ao consumo de
alimentos de origem animal. Este fagotipo ¢ largamente reconhecido com um patdgeno
virulento e tem sido isolado com cada vez mais freqiiéncia. Além disso, este fagotipo
provoca também infec¢cdes em uma ampla variedade de animais como gado, frangos,
perus, ovelhas, cavalos e cabras.

Segundo LANDERAS et al. (1998) a S. Enteritidis ¢ atualmente a maior causa
de salmonelose humana na maioria dos paises industrializados. O sorotipo Enteritidis é
zoondtico e tem como principal reservatério as aves de produgdo, abrangendo desde
ovos a carne destas aves. Trés fatos desempenham um papel importante na dispersao e
emergéncia desse sorotipo: (1) o aumento da intensidade na produgdo de frangos e ovos;
(2) o aumento no fornecimento de alimentos para grande nimero de pessoas como o0s
“fast foods” e restaurantes coletivos; (3) o rapido crescimento no comercio internacional
de alimentos entre paises com condigdes diferentes de higiene na producao de alimentos
tanto para humanos quanto para animais (D’AOUST, 1994). Outro problema adicional ¢
a difusdo do sorotipo Enteritidis no ambiente via fezes de humanos e animais, assim
como pelo destino do esgoto.

Nos Estados Unidos sdo estimados 1,5 milhdo de novos casos de salmoneloses
nao tifoidais por ano (ANGULO et al., 1998; MEAD et al., 1999). Segundo
TAKAHASHI et al. 2004, as infecgdes por Salmonella lideram os casos de surtos
bacterianos de origem alimentar nos Estados Unidos.

Na Inglaterra e Pais de Gales, a carne de frango foi origem de surtos e casos
esporadicos (RAMPLING et al., 1989) e por aproximadamente, 30.000 casos/ano de
infeccdo alimentar por Salmonella sp. em seres humanos (WARD & THRELFALL,
1997). De janeiro de 1992 a 31 de dezembro de 1994, o Centro de Vigilancia e Notificacao
de Doencas (CDSC) identificou 1.594 surtos de infec¢des intestinais na Inglaterra e Pais de
Gales; sendo que dos 282 surtos que ocorreram em residéncias, 17% foram causados por
Salmonella sp., sendo a S. Enteritidis a principal responsavel (71%) (RYAN et al, 1997).

MOORE et al. (2003) relataram um surto de gastrenterite causada por S.
Bredney, envolvendo dez pessoas no Norte da Irlanda, associado ao consumo de frango

cozido contaminado.



Na Italia, de 1991 a 1994, dos 1.699 surtos de origem alimentar, a salmonela foi
responsavel por 81%, dos quais 34% foram S. Enteritidis (SCUDERI et al., 1996).

Diferencas nas taxas de contaminagdo por Salmonella sp. quando se comparam
carcagas inteiras de frango com cortes de frango ¢ muito controvertida. As taxas de
contaminagdo de carcacas (55 %) foram maiores que dos cortes de frango (40 %),
segundo SHACKELFORD (1988). Os achados de PLUMMER et al. (1995) também
confirmam contaminag¢des maiores em carcagas inteiras quando comparado com cortes
de frango, como asas e coxas. Entretanto, pesquisadores como UYTTENDAELE et al.
(1998) encontraram contaminagdes maiores por Salmonella sp. em cortes de frango.
Estes autores sugeriram a importancia da contaminacdo cruzada, durante o preparo e
manipulagdo desses produtos.

Segundo CAPITA et al. (2003), o género Salmonella foi detectado em 49% das
amostras de produtos de frango obtidos de supermercados da Espanha. Nessa pesquisa,
a incidéncia de 40% de Salmonella sp. em produtos processados de frango foi a mesma
da achada em cortes de frango, ou seja, menor que a contaminagdo de carcagas inteiras.
Mesmo assim, a produgdo de produtos como salsichas e hamburgueres requerem
bastante manipulagdo, aumentando assim, o risco de contaminac¢do cruzada. Contudo,
isto ¢ atenuado em virtude da utilizacdo dos varios temperos, pimentas e ervas que
possuem atividade antimicrobiana (JAY, 2005). O autor destaca ainda os sorotipos das
Salmonella que foram encontradas nos produtos: S. Enteritidis, S. Pooma, S. Paratyphi
B e S. Worthington.

Na Albania, um total de 31 salmonelas, pertencentes a quatro sorogrupos
diferentes e nove sorotipos foram isoladas de 30 das 461 (6,5 %) amostras de carne de
frango. O sorotipo mais encontrado foi S. Enteritidis, isolada em 16 das 30 amostras
positivas para salmonela (53,3 %). Os outros sorotipos isolados foram S. Senftenberg
(trés isoldados), S. Newport (dois isolados) e S. Abony, S. Agona, S. Banana, S.
Brancaster, S. Infantis e S. Oslo, com apenas um isolado cada (BELI et al., 2001).

RODRIGUE et al. (1990) detectaram um aumento das infecgdes por Salmonella
sp. da década de 80 no ultimo século, o que poderia estar relacionado ao consumo de
ovos ¢ subprodutos contaminados por S. Enteritidis. Todavia, a presenga de Salmonella
sp. em carcacgas de frangos ndo pode ser ignorada (RAMPLING et al., 1989; BOER &
ZEE, 1992; GIESSEN et al., 1992; POPPE, 1994; SCUDERI et al., 1996; COSTA,
1996; SAKAI & CHALERMCHAIKIT, 1996; WARD & THRELFALL, 1997).

Os dados oficiais que indicam a ocorréncia de sorotipos de Salmonella no Brasil

sdo exiguos, tanto em relagdo as situagdes clinicas, quanto as epidemiologicas (HOFER
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et al., 1997). Contudo alguns dados podem ser encontrados. TAVECHIO et al. (1996)
reportaram um aumento do isolamento de S. Enteritidis a partir de 1993. Em Sao Paulo,
no periodo de 1950 a 1990, um total de 45.862 isolados de Salmonella sp. foram
identificados, sendo 31.517 de infecgdes humanas e 14.345 de material ndo humano

(TAUNAY et al., 1996).

2.2-Abate e Processamento de Frangos

O abate de frangos no Brasil é regulamentado pela Portaria n® 210 do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1998b) e pelo Regulamento de
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL,
1980). A seguir, sd3o mencionadas algumas das respectivas normas € outras
recomendacdes técnicas para o abate de frangos.

Segundo COTTA (2003), um abatedouro moderno de frangos ¢ um conjunto de
instalagcdes dotadas de equipamentos de tecnologia avangada. O processamento pode ser
tanto automatico ou semi-automatico, quanto manual. Geralmente a capacidade maxima
de abate ¢ de cerca de 5.000 aves/hora.

Quando o veiculo carregado de aves chega ao patio do abatedouro, as aves
permanecem em repouso durante duas horas até o abate. Neste periodo, o servico de
inspe¢do veterinaria examina o estado ante-mortem das aves. A espera se faz numa
instalacdo tipo hangar, dotada de potentes ventiladores de teto para garantir uma
circulacdo correta de ar entre as caixas de aves. Estas sdo retiradas das caixas, individual
e manualmente, e penduradas pelos pés nos ganchos da trilhagem movel de abate,
conhecida como ndria. Com a progressao desta linha, as aves sdo obrigadas a mergulhar
a cabeca em tanque contendo agua sob corrente elétrica, desta forma, cada ave ¢
insensibilizada, facilitando a operacdo seguinte, a sangria. A insensibilizacdo tem sido
justificada pelo fato de permitir um tratamento menos cruel ao animal e reduzir a
ocorréncia de fraturas, pois a ave fica imobilizada. Nestas condigdes a sangria fica
otimizada. O choque elétrico, aplicado por cerca de sete segundos deve apenas causar
insensibilizacdo momentanea, a0 mesmo tempo, causa elevacdo da pressdo arterial, o
que também facilita a perda se sangue. Também ocorre vasoconstri¢ao periférica, que

evita as hemorragias subcutaneas, capazes de depreciar a qualidade da carcaca. Quando
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as aves sdo destinadas a mercados especificos, o abate pode ocorrer sem
insensibilizacao.

A sangria pode ser realizada manual ou mecanicamente e consiste na sec¢do das
veias jugulares e artérias cardtidas, podendo ser obtido por um corte dentro da cavidade
bucal ou por um corte profundo no pescoco. O sangue ¢é escorrido por um tempo de 90
segundos a, no maximo, trés minutos, sendo este, recolhido para posterior
processamento e producdo de farinha de sangue e visceras.

ApOs a sangria as aves vao para o escaldamento em agua quente, onde ficam
imersas por cerca de trés minutos. A respiracao da ave devera ter cessado por completo,
impossibilitando a aspiragao de agua pelos pulmdes. A temperatura da agua pode ser de
50 °C, quando o produto for destinado a comercializagdo apenas resfriado, pois neste
caso a aparéncia ¢ muito importante ¢ a depenagem ¢ mais lenta e onerosa. Quando a
ave ¢ destinada ao congelamento, emprega-se a temperatura de 60 °C, que torna a
retirada de penas mais facil, aumentando o rendimento e velocidade da linha, mas a pele
pode sofrer dilaceracdes e despigmentacdo. Isto adquire importancia menor no produto
congelado uma vez que este ¢ embalado em embalagem opaca, ao contrario do produto
resfriado. A 4gua do escaldador deve permanecer em agitacdo ou borbulhamento pela
injecdo de ar de baixo para cima, permitindo assim, que a agua penetre entre as penas
até a pele da ave. O tempo de imersado ¢ de cerca de dois minutos.

Seguindo a linha de abate, as aves vao para a depenagem, executada por uma
depenadeira automadtica, equipamento dotado de cilindros munidos de dedos rugosos e
flexiveis de borracha, que giram sobre as penas, que sdo removidas e recolhidas para
posterior processamento (farinha de penas). As aves depenadas caem numa mesa de aco
inoxidéavel por onde passam por um exame de controle de qualidade. Este ¢ o fim da
area chamada “suja” da linha de abate.

O frango, ao sair da area suja, ¢ pendurado em outra linha, independente da
anterior e ¢ conduzido para a area “limpa” do abate, onde ocorrera a secg¢ao dos pés € as
operacdes de evisceracdo. Antes da evisceragdo, ocorre a sec¢do do pescogo e
desprendimento do papo, faz-se também uma incisdo na regido da cloaca, seguindo sua
retirada. Deve-se atentar para nao ocorrer perfuracdo intestinal, evitando assim,
contaminagdo da carcaca. A seguir, ¢ feita a eventracdo - exposi¢ao dos orgdos da
cavidade abdominal. Os técnicos do servigo de inspecdo veterindria inspecionam as
visceras, eliminando total ou parcialmente as partes que apresentarem irregularidades. O

coragdo ¢ a moela sdo retirados para processamento a parte. Em seguida a carcaca deve
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ser esvaziada de todos os seus 6rgdos internos, como pulmoes e rins, ¢ ¢ executada a
lavagem final com ducha.

Os miudos como coragdo, moela e figado, podem ser usados para a fabricacdo
de produtos enlatados, ou comercializados in natura. O figado ndo deve ser congelado,
pois torna-se muito fridvel apds descongelamento. As visceras ndo comestiveis sdo
destinadas a seccdo de graxaria, para serem adicionadas aos produtos que serao
transformados em farinha de carne.

A proxima etapa ¢ o pré-resfriamento, meio eficiente de reduzir rapida e
economicamente a temperatura da carcaca, e ¢ feito pela imersao desta em agua gelada.
O frango vivo, ao ser pendurado na ndria, possui uma temperatura corporal em torno de
40 °C. Apos a ducha que segue a inspegdo, a temperatura cai para cerca de 30 °C, ainda
muito alta para um produto tdo perecivel. O pré-resfriamento consiste na imersao das
carcagas por 20 a 30 minutos, numa mistura de adgua ¢ gelo em um equipamento
retangular, de aco inoxiddvel, € com um sistema de rosca sem fim interno, que conduz
as aves de uma extremidade a outra, conhecido como resfriador ou “chiller”. Alguns
abatedouros utilizam dois resfriadores. Existem varios modelos desses equipamentos no
mercado, mas qualquer que seja, deve permitir a queda da temperatura das aves para 4
°C quando da sua saida. Seguindo a linha, as carcagas sdo colocadas sobre peneiras ou
trilhos, para que sofram o gotejamento, perdendo o excesso de dgua superficial. Isto ¢
importante, pois a dgua depositada no fundo das embalagens plasticas causa prejuizos
econdmicos por comprometimento da aparéncia do produto.

Apbs a classificagdo por peso, as carcacas siao devidamente embaladas
individualmente e acondicionadas em caixas de papeldo ou sacos plasticos com cerca de
12 carcagas e sdo conduzidas a camara de congelamento a -30 °C, onde permanecem até
a temperatura no interior do peito atingir — 18 °C. A legislagdo prevé o seu consumo em
no maximo um ano. A carcaga a ser comercializada resfriada, deve ser mantida a 4 °C,
sendo o prazo de vida comercial de, no méximo, sete dias.

As mudangas de habito do consumidor acabaram por desenvolver a
comercializacdo de produtos mais acabados e processados. Podem ser encontrados no
varejo um grande numero de produtos como cortes de frango congelados, filés,
hamburgueres embutidos, salsichas, mortadelas, entre outros. Para elaborar tais
produtos, o abatedouro dispde de salas apropriadas, para onde as carcacas sdo
conduzidas e processadas.

A avaliacdo da eficiéncia do sistema de abate ¢ efetuada por meio de analises

laboratoriais, principalmente as microbioldgicas. O monitoramento das condigdes
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higiénico-sanitarias de abate, por meio de exames microbioldgicos, ¢ realizado tanto no
ambiente quanto na carcaga. A carga microbiana das carcacas de frangos e seus
derivados ¢ representada por uma microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas, e
outra parte, incorporada em qualquer uma das fases do abate ou processamento. A
microbiota da ave viva se encontra, essencialmente, na sua superficie externa (penas,
espago interdigital e tegumentos cutaneos), no trato digestivo e, em menor grau, no trato
respiratorio (ALMEIDA & SILVA, 1992).

As aves chegam aos abatedouros com bactérias firmemente aderidas na pele
(LILLARD, 1989) e estas, inclusive salmonelas, ndo sdo facilmente removidas por um
unico enxague com agua (TOMAS & McMEEKIN, 1982; LILLARD, 1988; LILLARD,
1989).

Estudos mostram que a taxa mais alta de contaminagdo das carcacgas de frangos
ocorre nas primeiras operagdes do abate como pendura, sangria, escaldamento e
depenagem (LAHELLEC & COLIN, 1984).

A 4gua do tanque de escaldamento atua disseminando bactérias da pele e
tegumentos cutaneos para outras partes da carcaga, principalmente pulmdes
(SCHINEIDER, 1973). Segundo MAY (1974), a lavagem final das carcacas reduz as
contagens microbianas total e patogénica em frangos eviscerados.

Embora a temperatura da agua de escaldamento entre 52 °C e 60 °C tenha agao
antimicrobiana, a contamina¢cdo desta 4gua por representantes da familia
Enterobacteriaceae, inclusive salmonelas pode ocorrer, e esses contaminantes podem
persistir (MULDER et al., 1978; LAHELLEC & COLIN, 1984). Segundo ALMEIDA
& SILVA (1992), a contaminagao de carcacas de frango por bactérias reduz
progressivamente durante as operagdes de abate e realcam a depenagem e evisceragao
como pontos criticos de contaminacdo, principalmente para as bactérias presentes no
trato digestivo. ApoOs as operagdes de sangria e escaldamento, cerca de 100 % das
carcagas apresentam-se contaminadas. Este percentual cai para 90 % nas operacdes de
depenacdo e para 30 % na evisceragdo, em seguida, aumenta para 40 % nas operagoes
de pré-resfriamento e novamente cai para 30 % no resfriamento propriamente dito. De
uma forma geral, todas as operagdes de abate podem resultar em contaminagao
microbiologica cruzada, sendo a contaminagao intestinal uma fonte mais comum do que
a cutanea.

O tanque de resfriamento participa na contaminag¢do cruzada das carcagas. A
carga microbiana das carcagas, ao sair do tanque, depende da contaminagdo inicial

destas antes do resfriamento, da vazao da agua e da relagdo de aves por volume de agua
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(PERIC et al., 1971). A ocorréncia de salmonelas em carcagas ¢ sempre maior apds o
resfriamento com agua fria (LILLARD, 1990). Segundo o Servi¢o de Inspe¢ao Federal
dos Estados Unidos, a porcentagem de carcagas contaminadas por salmonelas aumenta
de 5 % para 36 %, nos momentos antes e apds o resfriamento, respectivamente (apud
LILLARD, 1990).

O tratamento das carcagas com acido fosforico a 0,01% durante o resfriamento
exerce controle bacteriano efetivo, segundo ALMEIDA & SILVA (1992). Os mesmos
autores relataram que esta eficdcia ¢ maior quando a concentragdo de cloro residual ¢ de
2,0 mg/L em comparagdo com 0,3 mg/L; a eficiéncia também ¢ maior contra
enterobactérias, principalmente salmonelas, comparado a bactérias heterotroficas
aerdbias. Embora seja pouco pratica, observou-se que a obstru¢do da cloaca de frangos
com tampdes introduzidos imediatamente apds a sangria e o tratamento das carcagas
com dacido fosférico no estagio final de resfriamento tém influéncia na reducdo da
contaminagdo das carcagas por bactérias heterotroficas aerobias e enterobactérias
(ALMEIDA & SILVA, 1992).

Segundo ELLERBROEK (1997), as mais altas contagens ambientais de
enterobactérias em abatedouro de frango foram detectadas na area da recepgao,
enquanto nas areas de cortes e desossa as contagens foram baixas. A microbiota da area
de recepcao, evisceracdo e camaras frias diferiram em suas composi¢des. A microbiota
da area de entrada consistiu principalmente de bactérias Gram-positivas como:
Micrococcus sp., Corynebacterium sp., Staphylococcus sp., além de leveduras. As
bactérias predominantes na area de evisceragdo foram também Gram-positivas,
destacando Staphylococcus sp., mas se mostraram presentes também, bactérias Gram-
negativas como: Moraxella sp. e Actinobacter. A microbiota predominante na area de
pré-resfriamento foi composta de Corynebacterium sp., Acinetobacter sp. e Moraxella
sp., assim como Micrococcus sp. ¢ Alcaligenes sp. A identificagcdo dos isolados de

enterobactérias, ndo revelou a presenga de Salmonella sp.

2.3-Métodos microbioldgicos convencionais

Segundo a Comissdao Internacional de Especificagdo Microbioldgica em
Alimentos - ICMSF (1982) e a Instrucdo Normativa n°® 62 de 26 de agosto de 2003 do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2003a), os métodos para
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isolamento ¢ identificacdo de salmonelas a partir dos alimentos usualmente sao

divididos em seis etapas sucessivas:

1-Enriquecimento nao-seletivo.

2-Enriquecimento seletivo.

3-Semeadura em placa de meios solidos seletivos e diferenciais.

4-Determinagdo das caracteristicas bioquimicas das colonias suspeitas, em meios
adequados.

5-Analise antigénica, em duas fases: emprego do antisoro polivalente O e do
antisoro polivalente H.

6-Tipificagdo por meio de bacteridfagos.

O primeiro passo tem como finalidade a revitalizacdo das salmonelas injuriadas
pelas diferentes condigdes de tratamentos industriais e armazenamento. E realizado
tradicionalmente pelo cultivo das amostras em Caldo Lactosado ou Agua Peptonada
para proporcionar crescimento microbiano.

O segundo passo € o enriquecimento seletivo e serve para favorecer o
crescimento das salmonelas frente a outros microrganismos competidores como,
coliformes, Proteus e Pseudomonas. Recomenda-se, para este propésito, o uso do Caldo
Selenito-Cistina (SC) e do Caldo Tetrationato (TT) ou, atualmente, o Rappaport
Vassiliadis (RV).

O terceiro passo permite a visualizacdo das coldnias com caracteristicas
morfologicas suspeitas pelo seu aspecto caracteristico. Recomenda-se que cada
laboratério utilize um meio diferencial de sua escolha, como o 4gar verde brilhante
vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS), 4gar Rambach, agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD), agar Bismuto Sulfito (BS), ou 4gar Verde Brilhante (VB).

O quarto passo consiste na identificagao bioquimica. As colonias tipicas passam
por uma identificagdo bioquimica preliminar em agar Triplice Acucar Ferro (TSI) e
Lisina Ferro (LIA). Aqueles isolados que apresentarem reagdes tipicas em qualquer um
dos meios, TSI ou LIA, sdo submetidos a analise bioquimica complementar com os
testes de hidrdlise da uréia, fermentagdo de carboidratos (dulcitol, lactose e sacarose),
reacdes de IMViC (indol, vermelho de metila, Voges-Proskauer e citrato), degradacao
do malonato e descarboxilagao da lisina.

Os isolados que apresentarem reag¢des bioquimicas caracteristicas de Salmonella

sao submetidos analise antigénica, que consiste no quinto passo. Sdo consideradas
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positivas as amostras com reacdes bioquimicas caracteristicas € com reagdes positivas
nos dois testes sorologicos por aglutinacao, utilizando antisoros polivalentes somatico
(O) e flagelar (H).

O sexto passo, a tipificacdo por bacteridfagos, leva a uma identificagdo mais
exata dos microrganismos isolados, de particular interesse para propositos
epidemiologicos.

A pesquisa normalmente se atém ao nivel qualitativo (presenga ou auséncia) e
do género (Salmonella) uma vez que pela Instrugdo Normativa n° 62, que rege os
métodos oficiais de analise microbiologica de produtos de origem animal e agua; a
pesquisa se limita ao género, e este deve estar ausente em 25 g ou mL de amostra
(BRASIL, 2003a).

As técnicas de cultura sdo mundialmente reconhecidas como o método padrao
para a deteccdo de patdogenos bacterianos como a Salmonella em amostras de alimentos.
Em teoria, estes métodos sdo capazes de detectar uma Unica célula viavel em uma
amostra de alimento seguindo os estagios de pré-enriquecimento e enriquecimento
seletivo (BENETT et al., 1998).

Apesar da técnica de andlise microbiologica convencional ser a mais utilizada e
consagrada como método referéncia, ¢ constituida por protocolos demorados, que
podem ocupar entre cinco e até sete dias; e trabalhosos, devido a necessidade de muitos
reagentes e vidraria, principalmente se for processado um grande niimero de amostras,
como as que sdo exigidas na industria de alimentos. Neste caso, a técnica, apesar de
confidvel, se mostra pouco pratica e eficiente, principalmente para a rotina de inspe¢ao
sanitaria, que necessita de resultados rapidos e seguros, para liberar ou ndo os lotes de
aves para consumo.

Segundo DE MEDICI et al. (1998), a técnica microbiolégica convencional é
muito demorada e ndo ¢ adequada a rotina de monitoramento para grande niimero de
amostras. A industria do frango tém rotineiramente aplicado métodos para a deteccdo de
salmonelas para se obter dados de riscos de contaminacdo em sua cadeia produtiva e ¢é
desejavel que o método de monitoramento possa ser aplicado para um grande niimero
de amostras a custos baixos. Assim, métodos mais rapidos e sensiveis s30 necessarios.
Muitas técnicas alternativas e aprimoradas como hibridizagdo de DNA (STONE et al.,
1994), anticorpos fluorescentes e ELISA (THOMASON, 1971; DUFFEY et al., 1992)
foram desenvolvidas. Entretanto, problemas na eficiéncia de detec¢do destes métodos

tém limitado seu uso em rotina (GARRETT et al., 1993).
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O desenvolvimento de ensaios de detec¢do rapidos para Salmonella sp. irdo
propiciar as agéncias oficiais e as industrias de alimentos, num futuro proximo, a
identificacdo de alimentos contaminados de uma maneira muito mais eficiente e rapida.
Além disso, essas novas ferramentas permitirdo a tomada de decisdes em tempo real,

que consiste em um fator crucial quando se trata de produtos altamente pereciveis.

2.4-Deteccdo de Salmonella sp. por Imunoanalise

O principio de detec¢do de microrganismos por meio de imunoanalise se baseia
na interagdo entre antigenos e anticorpos e pode ser encontrado comercialmente no
sistema de reagdes imunoenziméticas VIDAS®. Este sistema é patenteado pelo
Laboratério Biolab-Mérieux S.A. (BIOLAB-MERIEUX S.A. s.d.). Segundo o
fornecedor do referido sistema, a deteccdo de Salmonella por protocolos tradicionais ¢
fastidiosos, pode levar até cinco dias ou mais para assegurar a sua auséncia em uma
amostra, assim os imunoensaios enzimaticos podem contribuir para acelerar e
simplificar esta deteccao.

O teste VIDAS®™ para Samonella ¢ um teste imunoensaio automatizado para a
deteccao das salmonelas nos produtos alimentares e nas amostras ambientais. O sistema
utiliza uma mistura de anticorpos monoclonais de captura de grande afinidade, dirigidos
contra os antigenos O e H, que permite a detec¢do de sorotipos moveis e imédveis de
Salmonella sp. Os resultados sdo obtidos em cerca de 45 minutos apds o inicio do teste,
sem contar o processamento prévio das amostras, que consiste em ferver, por 15
minutos uma aliquota contendo 1 ml de cada caldo de enriquecimento seletivo utilizado
no método convencional. Contando este tempo total, a técnica oferece resultados em,
aproximadamente, 48 horas. Uma vantagem que este processamento prévio de cultivo
proporciona ¢ o aumento da sensibilidade e a seguranca de que as possiveis bactérias
analisadas estejam viaveis, pois seu crescimento foi necessario no pré-enriquecimento e
no enriquecimento seletivo.

O teste ¢ qualitativo e permite a detec¢do de antigenos de Salmonella pela
técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay), que ¢ derivada do ELISA (Enzyme
Linked Imunno Assay), apresentando como diferenga o substrato metil-umbeliferil
fosfato, responsavel pela revelacdo. Este, depois de hidrolisado pela fosfatase alcalina,

torna-se fluorescente.
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O cone de utilizagdo serve tanto de fase solida como de sistema de pipetagem
para o teste. O interior do cone estd revestido com anticorpos anti-Salmonella sp.
adsorvidos em sua superficie. Os outros reagentes se encontram prontos para utilizagdo
no barrete. Todas as etapas do teste sdo realizadas automaticamente no aparelho.

Uma aliquota do caldo de enriquecimento seletivo ¢ colocada no barrete e a
amostra ¢ submetida a um ciclo de afluxo e refluxo, através do cone, cuja duragdo foi
especificamente calculada para ativar a reagdo. Os antigenos presentes no meio vao
fixar-se aos anticorpos monoclonais anti-Salmonella sp. fixados no interior do cone. As
etapas de lavagem eliminam os elementos livres. Em seguida, os anticorpos conjugados
marcados com fosfatase alcalina sdo aspirados e rejeitados pelos cones e vao fixar-se
aos antigenos de Salmonella sp., que ja se encontram fixados aos anticorpos da parede
do cone. Novas etapas de lavagem eliminam o conjugado ndo fixado. Durante a etapa
final de revelacdo, o substrato metil-umbeliferil fosfato ¢ aspirado e rejeitado pelo cone;
a enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrélise deste substrato no produto 4-metil-
umbeliferona, cuja fluorescéncia emitida ¢ medida a 450 nm.

O sistema, que pode ser utilizado no diagnostico de uma série de
microrganismos e algumas toxinas, ¢ reconhecido por entidades internacionais de satde
publica e qualidade alimentar e funciona, atualmente, em mais de 5.100
estabelecimentos no mundo (BIOLAB-MERIEUX S.A. s.d.), contudo sua utilizagdo
ainda ¢ pouco relatada na literatura cientifica.

Podem-se citar alguns trabalhos que utilizaram o referido sistema na pesquisa de
microrganismos como o de BOURLET et al. (2005), que o utilizou no diagndstico do
virus HIV humano; o de VAZ-VELHO et al. (2000), que o utilizou na pesquisa de
Listeria monocytogenes em alimentos como o peixe; e o de ISLAM et al. (2006), que
utilizou o sistema na pesquisa de toxina “shiga-like” de Escherichia coli O157:H7 em
amostras de carne e fezes de animais.

No trabalho de WALKER et al. (2001) foi feita a pesquisa de Salmonella sp. de
amostras de leite de vacas da California, Estados Unidos, utilizando a técnica
microbioldgica convencional e o sistema VIDAS®. O trabalho demonstrou correlagdes
de 95,57 % e 97,5 % entre os resultados das duas técnicas. O autor destaca as vantagens
do sistema frente a microbiologia convencional como maior rapidez, facilidade e
praticidade.

Segundo DE MEDICI et al. (1998), em se tratando de amostras de campo,
aparentemente a técnica microbiologica convencional ¢ moderadamente mais sensivel

que métodos mais rapidos, como o VIDAS®, entretanto, os dados obtidos neste ultimo
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sistema ¢ da microbiologia convencional apresentaram-se praticamente idénticos, tanto
em condi¢des experimentais, quanto de campo. Os autores sugerem que o VIDAS®
poderia ser utilizado como um substituto viavel para o método tradicional, por ser mais
rapido e pratico na execucdo, sendo particularmente vantajoso para a utilizagdo em
produtos com periodo de validade reduzido, ou quando resultados rapidos sdo
necessarios. Além disso, o sistema se mostra adequado para a aplicagdo no APPCC. Os
mesmos autores também concluiram que ndo existem maiores diferengas quanto a
eficiéncia de deteccdo quando se compara o VIDAS® e os métodos convencionais de
analise microbiologica, quando as amostras a serem processadas apresentam mais que
10 células de Salmonella, independente da presenga de bactérias concorrentes na

suspensao (DE MEDICI et al., 1998).

2.5-Reacgdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Segundo CARVALHO & PIMENTEL (2001), a técnica da reacdo da
polimerase em cadeia foi idealizada por Kary Mullis e Randall Saiki na década de 1980
e desde entdo, revolucionou a genética molecular por ter possibilitado uma abordagem
completamente nova para o estudo dos genes. Com a PCR, ¢é possivel produzir um
nimero enorme de copias de uma seqiiéncia especifica de DNA sem necessidade de
clonagem. A PCR permite a replicagdo in vitro de seqiiéncias definidas de DNA, néo
sendo necessario, para isto, conhecer a estrutura completa do DNA alvo, mas apenas
aquelas que flanqueiam a regido a ser amplificada, definida por iniciadores, que
hibridizam com estas regides (MULLIS et al., 1986).

Apos a extragdo da amostra de DNA de organismos ou células, um processo no
termociclador ¢ iniciado por um aquecimento de 95 °C por 5 minutos. Nessa
temperatura, a fita dupla de DNA ¢ completamente separada, formando as fitas simples
que servirdo de molde para os iniciadores ¢ a DNA polimerase. Em seguida, a
temperatura ¢ diminuida para uma temperatura de anelamento, que permite a ligacao
dos iniciadores a seqiiéncia reconhecida. Essa regido delimitada serd a regido
amplificada ao final do processo. A temperatura de anelamento ¢ um ponto variavel
para determinar a especificidade de uma reacdo de PCR. Temperatura e tempo
utilizados variam dependendo da seqiiéncia a ser amplificada. Nessa fase, gera-se o

hibrido molde-iniciador necessario para a reacdo catalisada pela DNA polimerase. O
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préoximo passo € aumentar a temperatura para 72 °C por um tempo médio de 2 minutos.
Em seguida, coletam-se as amostras amplificadas para se executar a eletroforese em gel
de agarose ou poliacrilamida, juntamente com um controle positivo, um negativo ¢ um
marcador molecular de referéncia (MW), para se verificar a amplificacdo do segmento.

A amplificag@o de seqiiéncias de DNA tnicas de um organismo, usando a PCR,
melhora tanto a velocidade de detec¢dao quanto a sensibilidade a que organismos podem
ser detectados (BUFFONE et al., 1991; RAMAMURTHY et al., 1993) e tem sido cada
vez mais utilizado para identificar varias bactérias de alimentos e amostras clinicas
(STONE et al., 1994). A PCR se tornou uma ferramenta poderosa e popular na
identificacao de microrganismos (PERSING, 1991) e vem sendo empregada com éxito
para detec¢do de L. monocytogenes, Campylobacter sp., Yersinia enterocolitica, Vibrio
cholerae, Shigella flexneri e E. coli, além de Salmonella sp., em diferentes alimentos,
como carnes ¢ leite (SANTOS et al., 2001).

A selecdo das seqiiéncias que flanqueiam os segmentos de DNA que se pretende
amplificar por PCR ¢ um ponto critico da técnica. A especificidade da PCR decorre da
precisdo com que os iniciadores desempenham esta tarefa, ou seja, hibridizam com o
DNA alvo. Para a detec¢do de salmonelas, a regido escolhida deve ser comum a maioria
dos sorotipos, codificar proteinas com importancia na patogenicidade da bactéria e nao
apresentar homologia com outros microrganismos, o que poderia fornecer resultados
falso-positivos (STONE et al., 1994). BAUMLER et al. (1997) relataram varios
iniciadores utilizados para detec¢do de salmonelas, como os especificos para as
regides/genes INVA, agfA, 1S200, hin, H-li, iagAB, spvR, viaB, mkfA, ompC, oriC, e
citam como principal diferenga entre eles a especificidade.

GALAN et al. (1992) efetuaram a caracterizagdo molecular de um dos genes de
invasdo de Salmonella e identificaram um locus genético, denominado inv, como o
primeiro de um operon (unidade operacional responsavel pela expressao e regulagido de
genes) de genes arranjados na mesma unidade transcricional, que codificaria proteinas
relacionadas com penetragdo celular, sendo considerado um componente essencial para
a patogénese da doenga. Os grupos de genes inv, denominados A, B, C, D ¢ E estdo
presentes na maioria das salmonelas e ausentes na regido correspondente de E. coli,
sendo considerados eficientes para distinguir Salmonella de outras espécies bacterianas
através de hibridiza¢do com sondas especificas ou amplificagdo por PCR. O gene invA
de Salmonella sp. ¢ bastante utilizado para a detecgdo deste patégeno uma vez que esta
relacionado com a invasdo celular da bactéria e portanto, detecta praticamente todos os

sorotipos (SANTOS et al., 2001).
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Foi possivel amplificar um fragmento de DNA de 284 pares de base (bp),
utilizando os oligonucleotideos 139-141, especifico para o gene InvA, em nove
sorotipos de Salmonella testados, ndo sendo observada amplificagdo de outros 18
microrganismos ndo Salmonella analisados, exceto da amostra de DNA de E. coli,
facilmente distinta das amostras de Salmonella por gerar um produto de amplificagao
em torno de 300 pb. Nao foi verificada amplificagdes inespecificas como as de DNA
humano ou de galinha presentes nas amostras (SANTOS et al., 2001).

Técnicas recentes de PCR para a detec¢ao de Salmonella tém sido desenvolvidos
com as vantagens de apresentar maior sensibilidade e velocidade (MANDRELL &
WACHTEL, 1999). Protocolos cada vez mais sensiveis de PCR vém sendo
desenvolvidos (BENETT et al., 1998; RYCHLIK et al., 1999; AMAVISIT et al., 2001)
A alta eficiéncia da PCR ¢ atribuida ao fato desta técnica detectar seqiiéncias alvo, ndo
sendo influenciada por potenciais de crescimento de células, como ocorre na
microbiologia convencional (WHYTE, et al., 2002). Outra vantagem do procedimento
de PCR ¢ que ele pode ser aplicado a amostras com varios espécimes microbianos sem
necessidade de isolamento prévio de espécies de bactérias. Com isso, a economia em
termos de tempo de execucdo ¢ grande, quando comparada a microbiologia
convencional.

As técnicas atuais de PCR podem identificar Salmonella sp. em menos de 24
horas, podendo o pré-enriquecimento ser de apenas 6 horas (WHYTE et al., 2002). A
técnica apresentou maior sensibilidade quando utilizada em amostras artificialmente
contaminadas do que em amostras naturalmente contaminadas. Esta diferenca deve ser
em decorréncia de uma extracdo de DNA menos efetiva na amostra natural em
decorréncia de agregamentos ou sequestramentos celulares. A presenca de alguns
agentes tipicamente inibidores da reagdo de PCR, como sais biliares, bilirrubina,
hemoglobina, uréia, polissacarideos e fezes, também podem comprometer alguns
resultados. Amostras testadas diretamente, sem o pré-enriquecimento de 6 horas,
falharam na identificacdo de Salmonella (MANDRELL & WACHTEL, 1999).

Uma limitagdo para a adog@o da PCR na deteccao de Salmonella sp. ¢ que apesar
do nimero de estudos de validagdo reportados na literatura, existem poucos que
determinam a sensibilidade ¢ especificidade da PCR para a detec¢do de Salmonella em
amostras naturalmente contaminadas (SOUMET et al., 1994, 1997; OLIVEIRA et al.,
2003). A maioria dos trabalhos utilizaram amostras artificialmente contaminadas
(AABO et al., 1993; GOUWS et al., 1998; SCHRANK et al., 2001; LI & MUSTAPHA,
2002; WANG & YEH, 2002; UYTTENDAELE et al., 2003). A viabilidade de bactérias
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em amostras artificialmente contaminadas pode diferir daquelas presentes em amostras
naturalmente contaminadas, que podem ter sido expostas a uma variedade de condigdes
desfavoraveis e que apresentam alguns graus de injuria em razdo de procedimentos
adotados no transporte, estocagem e processamento (SOUMET et al., 1994; GOUWS et
al., 1998). Além disso, a sensibilidade de um teste quando aplicado a amostras
artificialmente contaminadas pode diferir significantemente da sua capacidade de
detectar as cargas bacterianas comumente bem menores das amostras naturalmente
contaminadas (GOUWS et al., 1998).

A prevaléncia de Salmonella sp. obtida de 90 amostras de carne de frango
durante os trabalhos de MYINT et al. (2006), pela técnica microbiologica convencional
onde foi utilizado o pré-enriquecimento com agua peptonada e enriquecimento seletivo
com o Rappaport Vassiliadis foi de 22%. Quando no enriquecimento seletivo foi
utilizado o Caldo Tetrationato, houve 28% de prevaléncia. Nesse mesmo estudo, o teste
de PCR sem pré-enriquecimento resultou em 0% de prevaléncia; e a ado¢do do pré-
enriquecimento com agua peptonada aumentou para 20% a prevaléncia de Salmonella
sp. nas amostras analisadas. Quando esses mesmos autores utilizaram o pré-
enriquecimento e enriquecimento seletivo com caldo Rappaport Vassiliadis a
prevaléncia encontrada foi de 22%; e finalmente, quando o caldo de enriquecimento
seletivo foi o Tetrationato, o resultado obtido foi 28%. A sensibilidade da técnica de
PCR obtida pela extracdo de amostras naturalmente contaminadas sem pré-
enriquecimento foi de 0%; apos pré-enriquecimento com agua peptonada, a
sensibilidade foi de 79%; apds pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo com caldo
Rappaport Vassiliadis, a sensibilidade foi de 83%; e quando o caldo de enriquecimento
seletivo foi o Tetrationato, a sensibilidade foi de 100%. Nao houve diferenga estatistica
na sensibilidade obtida quando se comparou as trés ultimas técnicas (p =0,7405).

A contaminag@o minima em que ocorreu deteccdo de Salmonella sp. por PCR
foi de 128 UFC/ml de amostra (MYINT et al., 2006). As amostras positivas desse
estudo requereram um pré-enriquecimento minimo de 8 horas para que pudessem ser
detectadas.

Os resultados de SCHRANK et al. (2001) também corroboram os achados de
MYINT et al. (2006), uma vez que demonstraram maior eficiéncia na pesquisa de
Salmonella sp. por PCR quando a amostra analisada foi obtida do enriquecimento

seletivo de caldo Tetrationato quando comparado ao caldo Selenito Cistina.
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Segundo Cohen et al. (1994), o fato da PCR detectar uma regido unica de um
genoma bacteriano confere a esta técnica maior especificidade quando comparada com
os métodos microbioldgicos convencionais.

A presenca de Salmonella sp. em carne de frango quando da utilizagdo da
técnica de microbiologia convencional ficou em 16% (WHYTE et al., 2002). A técnica
de PCR, partindo do pré-enriquecimento em agua peptonada 37 °C por 24 h, foi mais
sensivel ao detectar a presenca do patdgeno em 19% das amostras. Quando as técnicas
foram combinadas, o patégeno foi encontrado em 23% das amostras.

Os protocolos utilizados na detec¢do de Salmonella sp. em carne de frango por
PCR sdo vastos e numerosos, contudo, existe uma unanimidade: todas as técnicas
falham na detec¢do de amostras se estas ndo passarem, no minimo, pelo pré-
enriquecimento das amostras em meio de cultura (MANDRELL & WACHTEL, 1999;
MYINT et al, 2006).

A andlise por PCR pode ser utilizada como tnica técnica em testes de triagem de
rotina quando a contaminagdo por Salmonella sp. nas aves ¢ suspeita de ser baixa. Em
situacdes de surtos ou aumento da prevaléncia, a combinacdo das técnicas de
microbiologia convencional e PCR poderia ser aplicada para se ter um acesso mais real
dos indices de contaminagdo nas aves ¢ do potencial de transmissdo do patdgeno
(WHYTE et al., 2002).

SCHRANK et al. (2001), também afirmaram que a técnica de PCR foi mais
sensivel na deteccdo de Salmonella sp., em animais infectados, do que o método
convencional, que confirmou apenas 47% de todos os resultados positivos por PCR.

Contudo, existem trabalhos que demonstram uma maior eficiéncia da
microbiologia convencional como no trabalho de DICKEL et al. (2005), em que houve
comparag¢ao das técnicas de microbiologia convencional, ELISA e PCR para a detecgdo
de Salmonella em amostras de frango. A primeira técnica apresentou 26% de
prevaléncia, a segunda, 17,8% e a ultima 12,2%, sendo que entre as duas ultimas nao
houve diferenca estatistica. Os autores destacaram a possibilidade de resultados falso
positivos na técnica de ELISA pela ocorréncia de reacdes cruzadas com outras
enterobactérias. Quanto a técnica de PCR, os autores discutiram a interferéncia pela
presenca de inibidores como cloro que poderiam ter prejudicado a eficacia da técnica.

Segundo CERRO et al. (2002), ja foram descritas variantes da técnica de PCR
padrao para a deteccao de Salmonella como Multiplex-PCR (WAY et al., 1993, CHIU
& OU 1999), Nested-PCR (RYCHLIK et al., 1999) e TagMan (KIMURA et al., 1999).
Kits comerciais de PCR também ja foram relatados (FACH et al., 1999).
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2.6-Sistema APPCC

Segundo a ICMSF (1995), o conceito de Analises dos Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) ou Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) é uma
proposta sistematizada de identificagdo, determinagcdo e controle de perigos. Foi
apresentada e delineada pela primeira vez na Conferéncia Nacional sobre Protecdo de
Alimentos em 1971 (APHA, 1972). Este sistema oferece uma abordagem racional para
o controle dos perigos microbiologicos dos alimentos, evita as falhas inerentes a
proposta tradicional de inspe¢do e ndo depende, necessariamente, da espera da analise
microbioldgica. Por focalizar a ateng¢do nos fatores que afetam diretamente a seguranca
e qualidade microbiolégica dos alimentos, elimina o emprego de recursos e
consideragdes sofisticados.

O sistema é semelhante ao conceito de “Analise de Falhas, Modos e Efeitos” da
engenharia, em que se observa, em cada etapa produtiva, os erros que podem ocorrer,
suas provaveis causas e efeitos. ApoOs estas defini¢des, os mecanismos de controle
podem ser estabelecidos (RASZL et al., 2001).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio da Portaria n°
46 de 10 de fevereiro de 1998 (BRASIL, 1998a), instituiu o APPCC no Brasil, a ser
implantado, gradativamente, nas indistrias de produtos de origem animal sob regime do
Servigo de Inspecao Federal — SIF.

Se um alimento foi produzido, processado ¢ usado de acordo com o sistema
APPCC, conclui-se que este possui alto grau de segurancga sanitaria.

O sistema ¢ aplicavel em todas as etapas da cadeia produtiva de alimentos, desde
a matéria prima, incluindo processamento, transporte, comercializagao e, por fim, o uso

em estabelecimentos de alimentagdo ou residéncias.

Termos e componentes do APPCC

O Sistema APPCC compreende as seguintes etapas seqiienciais, também
denominadas principios do APPCC:
1. Identificacdo dos perigos e determinacdo da gravidade destes perigos e seus
riscos. O perigo significa uma contaminag¢do inaceitavel, desenvolvimento
inaceitavel e, ou sobrevivéncia inaceitavel de organismos relacionados com a

seguranca ou deterioragdo e, ou produgdo, € permanéncia inaceitavel de produtos
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do metabolismo microbiano ou outros de natureza quimica ou fisica. O risco ¢é
uma estimativa da possibilidade de ocorréncia do perigo.

2. Determinagdo do Ponto Critico para Controle (PCC), pelo qual um perigo
identificado pode ser controlado. Um PCC representa uma situacdo,
procedimento ou processo no qual pode ser exercido o controle de um ou mais
fatores que, se controlados, podem diminuir ou eliminar um perigo.

3. Estabelecimento e critérios que poderiam indicar se uma operacdo estd sob
controle em um PCC em particular. Critérios sd3o as bases para o
estabelecimento dos limites relacionados aos perigos.

4. Estabelecimento e implementacdao de processos para monitorar cada PCC a fim
de verificar se este estd sob controle, ou seja, dentro dos limites. Monitoramento
¢ a comprovacdo de que o processo ou manipulacdo de cada PCC estd sendo
conduzido adequadamente e que esta sob controle. Envolve a observagdo
sistematizada, medida e, ou registro dos fatores significantes necessarios para o
controle. As técnicas de monitoramento escolhidas devem ser capazes de agdes a
serem tomadas para retificar uma situacdo fora de controle, mesmo depois de
seu inicio ou durante a operacionalizagdo de um processo. Sao usadas cinco
formas principais de monitoramento: a observacdo visual, avaliacdo sensorial,
medidas fisicas, testes quimicos e analises microbiologicas rapidas. Como a
eficacia do monitoramento em termos de PCC esta relacionada com a rapidez na
obtencao de resultados, a observagdo visual é, com freqiiéncia, a mais util.

5. A tomada de qualquer acdo corretiva é necessaria quando o resultado do
monitoramento indicar que um determinado PCC nao est4 sob controle.

6. Verificacdo, que ¢ o uso de informagdes suplementares para assegurar que o

sistema APPCC ¢ efetivo.

Segundo LEITAO (1999), quando se foca a produgdo de alimentos de origem
animal, grande importincia tem sido dada aos perigos de origem biologica,
principalmente pelo fato desses perigos serem os de ocorréncia mais freqiiente nos
produtos de origem animal.

WALDROUP (1996) e RASZL et al. (2001) destacaram os maiores € mais
citados perigos bioldgicos veiculados por produtos de aves, como Campylobacter jejuni,

Salmonella sp., S. aureus, L. monocytogenes e Clostridium perfringens.
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O Sistema APPCC na cadeia produtiva de aves

A produgdo e processamento de aves para o consumo humano ocorrem em
pequenas fazendas ou criagdes de fundo de quintal, até grandes empresas. A producao
intensiva comum em muitos paises desenvolvidos abrange reprodugdo, incubacao,
criacdo, postura de ovos, alimentagdo e abate de grandes quantidades de aves. As
grandes quantidades e a estreita proximidade das aves tornam dificil o cumprimento de
medidas de controle eficientes e exacerba os efeitos perniciosos da introdugdo de
patégenos num grupo de aves. Por isso, ndo causa surpresa que a carne de frango seja
freqiientemente origem de patdgenos veiculados por alimentos.

A ICMSF (1995) destaca que cada plano APPCC deve ser especifico para cada
produto e cada processo produtivo. Cada industria deverd definir, de acordo com a sua
estrutura, equipamentos e mao-de-obra, onde estdo suas principais falhas e entdo
estabelecer seus pontos de controle. Esta comissdao destaca algumas etapas (Figura 1) e
alguns possiveis pontos criticos de controle (PCC) na cadeia produtiva de aves, que
podem servir como base e orientagdo na implementagdo dos pontos criticos de cada

empresa.

Producéo

Nas granjas, sdo feitas varias tentativas para minimizar a contaminagao das aves
por microrganismos patogénicos. Estas incluem a criagdo de lotes livres de Salmonella,
o uso de racdo livre de Salmonella sp., de alojamentos a prova de roedores e de
passaros, a destinacdo adequada de aves doentes ou mortas, o uso de vestuario protetor e
desinfetado, o manejo adequado e a correta higienizagdo dos galpdes. Apesar destas
medidas, aves vivas que nao apresentam sintomas de doenga podem carrear pequenas

quantidades de Salmonella sp. ¢ excreta-las, contaminando assim, o ambiente.

Abate

As operagdes dos mais modernos abatedouros de aves sdo vastamente
automatizados com insensibilizagcdo elétrica e corte mecanico dos vasos sanguineos do
pescoco. Geralmente a linha de processamento desloca-se com tamanha rapidez que se
torna impossivel conseguir uma independéncia higiénica entre as carcagas. Isto significa

que a salmonela de uma ave infectada podera espalhar-se em muitas carcagas através da
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contaminagdo das varias pegas de equipamentos que entram em contato com cada
carcaca. Sem retardar a linha de processamento, tudo que pode ser feito ¢ prestar uma
atencdo especial as operagdes que mais provavelmente provocardo a difusdo da
contaminagao.

Controle: O controle na granja depende da aplicacdo de boas praticas agricolas e
¢ afetado adicionalmente pelas medidas tomadas nas granjas de reprodugdo e
incubatorios.

Monitoramento: Sao observadas as condi¢des higi€nicas na granja e revisados os
registros de doengas.

Verificagdo: Podem ser feitas analises em busca de Salmonella sp. em amostras

de racdo, como também em amostras de ambiente.

Produgﬁo Alta Contaminagdo

A

Transporte Baixa Contaminagao

A

Abate

Escaldamento

Depenagem Alta Contaminagdo

Lavagem

EViSCGI'aQﬁO Alta Contaminagdo

Lavagem

Resfriamento

Embalagem

Figura 1. Fluxograma da produgdo de carne crua de aves e graus de contaminagao.

Fonte: ICMSF (1995)
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Escaldamento

As carcagas sdo escaldadas para facilitar a remocdo das penas. O método mais
comum ¢ o escaldamento por imersdo, que geralmente constitui um PCC (Figura 1),
devido a oportunidade de disseminar patégenos de uma ave a outra. A contaminagao da
superficie externa e dos tratos intestinal e respiratdrio € liberada continuamente dentro
da 4gua de imersdo. Outros métodos como, os jatos de dgua quente, jatos de vapor e
simultaneos de vapor e de agua quente podem ser encontrados, mas quase nunca sao
usados.

Controle: A multiplicagdo da contaminagao pode ser evitada junto com os
efeitos da alta temperatura pela vazdo de agua e substituicdo da dgua do tanque. O
Departamento de Agricultura Norte Americano determina como medida de controle
higiénico-sanitario, uma vazao de 1 litro por ave. As altas temperaturas do escaldador
(superiores a 60 °C) sao mais eficientes na eliminacdo de microrganismos na forma
vegetativa do que as temperaturas mais baixas comumente usadas (50 °C). Destaca-se
que, as vezes, sdo preferidas temperaturas menores porque, estas, ndo prejudicam a pele
e oferecem vantagens aos produtos finais, como aparéncia e conservacgao.

Monitoramento: Devem ser monitoradas a temperatura da adgua e a taxa de
vazao.

Depenagem

A depenagem ¢ uma operacdo em que muitas vezes estd envolvida a
contaminag¢do cruzada entre carcacas. Através desta contaminagao pode-se investigar a
eficiéncia da limpeza da maquina de depenar, uma vez que neste estdgio do
processamento, muitas bactérias podem aderir firmemente as superficies internas da
maquina ou mesmo penetrar nas penas das aves. A depenagem é uma fonte importante
de contaminagdo, embora, teoricamente, nenhum novo organismo esteja sendo
introduzido neste processo. A limpeza eficiente das méaquinas depenadoras, sobretudo
dos dedos arrancadores, evita a difusdo de contaminantes de um dia de producdo para

outro, evitando assim, a contaminacao de diferentes lotes de aves.
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Lavagem

A lavagem a jato das carcacas apds a depenagem e nos outros estagios do
processamento remove o material contaminante fracamente aderido juntamente com
uma parte da microbiota, mas muitos microrganismos permanecem ligados aos tecidos
superficiais.

Monitoramento: Examinam-se as carcacas em busca de evidéncias de matéria

fecal ou de outras sujidades.

Evisceracéo

Muitas vezes a evisceragdo produz contaminacdo adicional das carcagas,
especialmente por organismos da microbiota intestinal. Nas varias operagdes envolvidas
na remog¢ao de miudos comestiveis € ndo comestiveis, existem muitas oportunidades de
contamina¢do cruzada da cavidade visceral e do exterior da carcaga, por organismos
entéricos, como a Salmonella sp. A introdugdo de sistemas mecanicos para a
evisceragdao diminui a difusdo da contaminagdo por parte dos operadores, mas, a menos
que estejam funcionando perfeitamente, a ruptura mecanica dos intestinos pode resultar
em grande contaminagao.

Controle: A habilidade do operador e o uso de técnicas corretas sdo tdo
importantes quanto a velocidade da operagao.

Monitoramento: Observar as carcagas a procura de sinais de contaminagdo. As
carcacas contaminadas com fezes devem ser condenadas. Verificar, freqiientemente, o

ajuste das maquinas de evisceragdo automatica.

Lavagem

Apos a evisceracdo e a inspecao, as carcagas normalmente sdo lavadas a fim de
diminuir a contaminagdo que ocorre durante essas operacdes. Como, com o tempo, a
contaminagdo microbiana torna-se mais firmemente ligada a pele, a lavagem deve
ocorrer tao rapidamente quanto possivel e abranger tanto a cavidade abdominal quanto a
superficie externa da carcaca.

Monitoramento: Certificar-se, pela observacdo, que a superficie da carcaca e a

cavidade abdominal estdo sendo completamente lavadas.
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Resfriamento

Se por um lado, o resfriamento retarda a multiplicacdo de bactérias
deterioradoras e inibe o crescimento de patdgenos, por outro atua na contaminagdo
cruzada das carcacas. Por este motivo, o resfriamento quase sempre ¢ um importante
PCC. O método mais utilizado ¢ o de imersdo, em contracorrente, com agua fria,
clorada, com ou sem gelo.

Controle: Os resfriadores de imersdo continua podem promover reducdo da
contaminagdo bacteriana, contanto que as condi¢gdes de uso e de temperatura da agua
sejam convenientemente controladas. O cloro, na concentragao de até 50 mg/L residual,
(ICMSF, 1995) pode ser acrescentado a agua do resfriador e reduz eficientemente
qualquer contaminag¢do cruzada. O resfriamento em tanques estaticos, usados
principalmente em pequenas instalagdes processadoras usa, aproximadamente,
quantidades iguais de gelo, 4gua e carcagas, mantidas por 4 a 24 horas.

Monitoramento: Medem-se a vazdo da agua, sua temperatura e concentragdes de

cloro.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Amostragem e delineamento experimental

Esta pesquisa foi desenvolvida em um abatedouro de aves, localizado no estado
de Minas Gerais, Brasil. Com capacidade de abate de aproximadamente 165.000
aves/dia; este abatedouro estd processando a plena capacidade e atualmente, abastece os
mercados interno e internacional.

O servigo de Inspecdo Federal faz o acompanhamento do abate no referido
estabelecimento com medicdo de varios pardmetros previstos pela Portaria Ministerial
n® 210 (BRASIL, 1998b), como, o teor de cloro, a temperatura da agua do pré-
resfriamento e a renovagdo de 4gua nos tanques de pré-resfriamento. Durante o
experimento, o teor de cloro residual livre manteve-se entre 0,5 mg/L e 1,0 mg/L na
agua de abastecimento utilizada nos chuveiros de lavagem de carcaga e 3,0 mg/L ¢ 4,0
mg/L na 4dgua dos tanques de pré-resfriamento. A renovag¢ao de agua nos tanques de
pré-resfriamento manteve-se em torno de 1,5 L/carcaca no primeiro estdgio e 1,0
L/carcaga no segundo estagio, e temperatura da d4gua no ponto de entrada da carcaga em
cada um dos estagios foi de 16 °C e 4 °C respectivamente. A temperatura das carcacas
na saida do sistema de pré-enriquecimento variou de 5 °C a 10 °C. Esses dados estdo em
conformidade com a legislagdo nacional que regulamenta o processo de abate e
produgdo de carne de aves no Brasil (BRASIL, 1998b).

No processo de abate, 135 carcagas foram analisadas em cinco fases diferentes

do fluxograma de abate (Figura 2), perfazendo um total de 27 amostras por fase
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analisadas pela microbiologia convencional, 14 pela imunoanalise e 18 pela PCR. As
135 amostras deram origem as amostras utilizadas nos trés métodos de pesquisa.

Os pontos de coleta selecionados na pesquisa foram (Figura 2):

A: Antes do chuveiro de higienizagdo, ap6s a depenagem.
B: Apds o chuveiro de higienizagao.

C: Ap0s a evisceragao manual.

D: Apo6s o chuveiro de lavagem final.

E: Na saida do pré-resfriamento.

Pendura

Insensibilizagao

Corte de Pescoco Area suja

Sangria

Escaldagem

Depenagem

Transferéncia

Ponto A

Chuveiro

Ponto B

Eventragao Mecanica

Inspecgdo

Evisceragao Manual

Ponto C Area limpa

Retirada de Papo

Retirada de Traquéia

Chuveiro

Ponto D

Pré-resfriamento

Ponto E

Pendura-gotejamento

Figura 2. Fluxograma do abate de frangos e os pontos de coleta das amostras.
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Cada unidade amostral foi composta de esfregagos superficiais equivalentes a 50
cm’ de 4rea de carcacas, obtida com o auxilio de esponjas estéreis cubicas de
poliuretano com quatro centimetros de aresta, previamente embebidos em dagua
peptonada tamponada 0,1 %. Cada area de coleta foi delimitada por molde estéril com
area interna de 25 cm’, utilizados em dois locais diferentes na carcaga: no peito,
proximo ao pescogo; € na regido dorsal, adjacente a cloaca.

Apos a coleta, as esponjas foram transferidas em condi¢des assépticas para sacos
estéreis tipo “Wirl-Parker”. O material coletado foi acondicionado em recipientes
isotérmicos com gelo e conduzido imediatamente ao Laboratério de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal, do Departamento de Veterindria, da Universidade Federal

de Vigosa, para as andlises bacterioldgicas.

3.2-Ensaios Laboratoriais

No mesmo dia da coleta as amostras foram homogeneizadas em 50 mL de agua
peptonada tamponada a 0,1 %, durante 1 minuto, em homogeneizador peristaltico

(Stomacher), para o preparo do homogenato destinado aos ensaios microbiologicos.

3.2.1-Microbiologia Convencional

A pesquisa de Salmonella sp. seguiu a metodologia descrita pela Comissdo
Internacional para Especificagdes Microbioldgicas em Alimentos (ICMSF, 1982.) e
adapatada segundo a Instrucdo Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (BRASIL, 2003a). A partir do homogenato obtido, 25 mL de amostra
foi usado para a detecgdo de Salmonella em 135 amostras, sendo 27 por ponto de coleta.

Para o isolamento e identificagdo de Salmonella sp., as amostras inicialmente
foram submetidas ao pré-enriquecimento em Agua Peptona Tamponada 1% com
incubagdo a 37°C por 20 horas, seguida do enriquecimento seletivo em Caldo Rappaport
Vassiliadis (RV) e Selenito Cistina (SC), respectivamente a 42 °C ¢ 37 °C, por 24 horas
em banho-maria. O isolamento foi feito em &gar verde brilhante vermelho de fenol

lactose sacarose (BPLS) e Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), a 37 °C por 24 horas. As
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coldnias tipicas passaram por uma identificacdo bioquimica preliminar em agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) e Lisina Ferro (LIA), incubados a 37 °C por 24 horas. Aqueles
isolados que apresentaram reagdes tipicas em qualquer um dos meios anteriores foram
submetidos a andlise bioquimica complementar com os testes de hidrolise da uréia,
fermentagdo de carboidratos (dulcitol, lactose e sacarose), IMViC (indol, vermelho de
metila, Voges-Proskauer e citrato), degradagdo do malonato e descarboxilacao da lisina.

Complementarmente, realizaram-se os testes sorologicos de aglutinagdo com
anti-soros polivalentes somatico (O) e flagelar (H) de referéncia (PROBAC, Sao
Paulo/Brasil). Consideraram-se como positivas, as amostras com reagdes bioquimicas

caracteristicas e com reagdes positivas nos dois testes sorologicos.

3.2.2-Imunoanalise

A detecgdo de Salmonella pelo método imunoanalitico foi conduzido utilizando-
se o sistema VIDAS®, no laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento
de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa. Foram destinadas 70 amostras
para as analises, sendo 14 por ponto de coleta.

Aliquotas de 1 mL de cada caldo de enriquecimento seletivo de cada amostra
foram submetidos a fervura em banho-maria por 15 minutos para a exposi¢do dos
antigenos. Este material foi usado para o ensaio imunoenzimatico seguindo as

recomendacoes do fabricante.

3.2.3-Reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

Todas as reacdes de PCR foram conduzidas no Laboratério de Virologia
Molecular Animal localizado no BIOAGRO na Universidade Federal de Vigosa.
Noventa amostras foram destinadas a estas analises, sendo 18 por ponto de coleta. Estas
amostras foram aliquotadas a partir do caldo pré-enriquecido da analise convencional e
mantidas congeladas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL até a realizacdo das

analises de PCR.
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O controle positivo utilizado foi S. cholerasuis ATCC 13076 fornecido pela
Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz).

O DNA presente nas amostras analisadas e nas culturas usadas como controle foi
extraido pela técnica fenol-cloroférmio (OLIVEIRA et al., 2003).

Os pares de oligonucleotideos utilizados foram o 139-141, especificos para o
gene invA de Salmonella sp. (GALAN et al., 1992; RAHN et al., 1992), conforme a
Tabela 1.

Tabela 1. Pares de oligonucleotideos utilizados para a reagdo da polimerase em cadeia

na pesquisa de Salmonella sp.

Oligonucleotideo  Gene alvo ~ Comprimento Seqiiéncia Produto de
5°—>3) amplifica¢do (pb)
139 (forward) invA 26 5’-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3’ 284 pb
141 (reverse) invA 22 5’-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’ 284 pb

A mistura para a reagdo de PCR foi preparada em agua estéril MILLI Q;
consistindo de 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 Taq DNA polimerase 1 U/uL.
Aliquotas de 21 pL da mistura de reagdo foram colocados em tubos de 0,2 mL
(modificado de OLIVEIRA et al., 2002). Apds a adigdo do DNA (4 pL), a mistura foi
transferida para um termociclador (MJC, Inc. PTC-100).

A programagdo do termociclador consistiu de uma desnaturacao inicial a 95 °C
por 1 minuto, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, seguido por
uma extensado final a 72 °C por 7 minutos (modificado de OLIVEIRA et al., 2003).

ApoOs o término de cada reacao de PCR, as amostras foram separadas, junto com
o marcador molecular de 100 pb (GIBCOBRL), um controle positivo e um controle
negativo; em gel de agarose 1,5 %, contento brometo de etidio 0,5 pg/mL. Apos o
termino das eletroforeses, os géis foram visualizados sob luz ultravioleta.

Foi selecionada para clonagem, uma amostra positiva na PCR utilizando-se o Kit
de clonagem p-GEM — T Easy Vector System I (PROMEGA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Posteriormente, colonias brancas foram selecionadas
como positivas ¢ as amostras de DNA plasmidiais foram purificados utilizando o “Kit
GFX™ PCR and DNA purification” (AMERSHAM BIOSCIENCES), seguindo
recomendacdes do fabricante. Em seguida, a amostra foi enviada ao Laboratério de

Genomica/BIOAGRO/UFV para seqiienciamento da cadeia de nucleotideos. As
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seqiiéncias de nucleotideos foram comparadas com demais seqiiéncias de
microrganismos relacionados no GenBank utilizando o programa “Basic Alignment

Search Tool” (BLAST).

3.3-Andlise Estatistica

Por maio da estatistica descritiva foram analisadas as taxas de freqliéncia de
deteccdo de Salmonella sp. nas carcagas separadas pelas diferentes etapas de abate ¢
pelos métodos de pesquisa.

O teste do Qui-Quadrado foi utilizado para a analise das possiveis diferencas de
deteccdo por Salmonella sp. entre os métodos microbioldgico convencional,
imunoanalitico ¢ PCR. Os dados obtidos ainda foram utilizados para identificar e
quantificar as chances de detec¢@o entre os diferentes métodos. A quantificacdo destas
chances foi determinada pela Razao de Chances ou “Odds Ratio” (OR) e a significancia
foi testada pelo intervalo de confianga (IC) minimo de 95%.

Os procedimentos estatisticos como o calculo do Qui-quadrado (y°) e da “Odds
Ratio” (OR) foram efetuados, utilizando-se o programa Epi Info, do Centro de
Prevencdo e Controle de Doencas (CDC) da Organizagdo Mundial de Saude (WHO,
2004).

36



4-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na pesquisa de Salmonella sp. segundo as diferentes fases

de abate e os métodos utilizados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Freqiiéncia (%) de detecgdo de Salmonella sp. em carcagas de frangos em

diferentes etapas de abate por método de analise.

Etapa de abate Método Imunoanélise PCR
Convencional VIDAS®
N: 135, n: 27 N: 70, n: 14 N:90, n: 18
A 1(3,7) 4 (28,6) 527,7)
B 2(7,4) 4 (28,6) 6 (33,3)
C 3(11,1) 2 (14,3) 6 (33,3)
D 4 (14,8) 6 (48,6) 7 (38,9)
E 1(3,7) 0(0) 3(16,7)
Total 11 (8,1) 16 (22,8) 27 (30,0)

N: numero total de amostras para cada método de analise.
n: niimero de amostras por etapa de abate.
Etapas de abate
A: Antes do chuveiro de higienizagdo, apos a depenagem.
B: Apos o chuveiro de higienizagao.
C: Apds a evisceracdo manual.
D: Apos o chuveiro de lavagem final.
E: Na saida do pré-resfriamento.
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Uma ilustracdo dos resultados obtidos pela analise de PCR pode ser visualizada

na Figura 3.

C+ ©C- 15a 1B 15C 15D 1SE 18A 188 18C 16D
300 pb — — E— —
200 pb

100 pb

|1 {11

— --—-—-.--

M
e
-

= 18E 17A 17B 17C 17D 17E 18K 188 18C 18D 18BE
300 pb

200 pb . —-— —
100 pb pp—— - .
Figura 3. Ilustracdo da reacdo da PCR, utilizando as amostras positivas (15A, 15D, 16C,

18A ¢ 18D) e negativas (15B, 15C, 15E, 16A, 16B, 16D, 16E, 17A, 17B, 17C, 17D,
17E, 18B, 18C ¢ 18E), o marcador (M) de 100 pb (GIBCOBRL), um controle positivo

de Salmonella cholerasuis ATCC 13076 (C+), representado pelo segmento de 284 pb ¢

um controle negativo de 4gua MILLI Q autoclavada (C-).

Compararam-se as freqii€ncias totais de resultados positivos pelos métodos de
microbiologia convencional, imunoanalise e por PCR, observando-se diferenca
estatistica com um y* = 18,51 (p < 0,01) entre os trés métodos analiticos.

Para a quantificagdo da chance de deteccdo por cada método foram feitas
comparagdes dois a dois, partindo como referéncia da andlise microbioldgica
convencional, por ser o método tradicionalmente empregado na pesquisa de Salmonella
sp. (Tabela 3).

Houve diferenga estatistica com um x> = 8,72 (p < 0,01) entre os resultados
obtidos pelo método imunoanalitico e pelo método microbiolégico convencional. Foi
quantificada esta diferenca e o valor obtido foi OR = 3,34 (Intervalo de Confianga-IC:
1,36 - 8,32); ou seja, a chance de uma amostra contaminada ser detectada pelo método
imunoanalitico ¢ 3,34 vezes maior do que pelo método convencional.

Também houve diferenga estatistica com um > = 18,37 (p < 0,01) entre os
resultados positivos totais da técnica de PCR e do método microbioldgico convencional.

Foi quantificada esta diferenca e o valor obtido foi OR = 4,83 (IC: 2,13 - 11,15); o que
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significa que a chance de uma amostra contaminada ser detectada pela técnica de PCR ¢
4,83 vezes maior do que pelo método convencional.

Contudo, quando foram comparados os resultados positivos totais do método
imunoanalitico ¢ da técnica de PCR nao foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa.

O calculo do custo de execucao de cada um dos métodos, por amostra, também
foi efetuado, considerando apenas os reagentes e meios de cultura necessarios. O
método convencional apresentou um custo aproximado de US$ 3,67/amostra; o método

imunoanalitico, US$ 7,26/amostra e a PCR, US$ 3,52/amostra.

Tabela 3. Freqiiéncias de deteccdo de Salmonella sp. em carcagas de frangos nas
diferentes etapas de abate obtidas pelos métodos microbiologia convencional,

imunoanalise ¢ PCR, niveis de significancia (p) pelo teste Qui-Quadrado ( %) e Razio

de Chances (OR).
Método Positivo*  Negativo x p OR (IC: 95%)
Microbiologico 11° 124 - - 1,00
Convencional
Imunoanalise 16° 54 8,72  0,00314 3,34 (1,36 <OR <8,32)
PCR 27° 63 18,37  0,00002 4,83 (2,13<0OR<11,15)

* Medidas seguidas da mesma letra nio apresentaram diferenca significativa pelo método do Qui-
Quadrado (p<0,01).

Os resultados das Tabelas 2 e 3 mostram a menor sensibilidade do método
microbioldgico convencional na deteccdo de Salmonella sp. frente aos métodos
alternativos de imunoanalise e PCR.

Para se obter uma melhor comparagao dos resultados da pesquisa de Salmonella
sp. pelos trés métodos analiticos, os dados foram agrupados em tabelas de freqiiéncia
dos resultados coincidentes, tanto positivos quanto negativos, ¢ dos ndo coincidentes
(Tabelas, 4, 5 e 6). Um dado importante de se observar nas trés tabelas citadas, ¢ que as
maiores porcentagens de resultados coincidentes sdo encontradas nos resultados
negativos, o que, provavelmente se remete a relativa baixa freqiiéncia de Salmonella sp.,
encontrada ao longo da linha de abate.

Quanto aos resultados ndo coincidentes, percebe-se pela Tabela 4, que o numero
de resultados positivos para a PCR, mas negativos para a microbiologia convencional

(24%), supera o contrario, ou seja, resultados negativos para a PCR, mas positivos para
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a microbiologia convencional (3%). Este ¢ um dado que reforga a sensibilidade maior

da PCR na detecgao de Salmonella sp. quando comparada com o método convencional.

Tabela 4. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. pelos métodos PCR ¢

microbiologia convencional.

Etapas de Abate
Resultados Total

A B C D E

Ambos negativos (%) 60 (67) 12(67) 12(67) 12(67) 10(55) 14(78)
Ambos positivos (%) 5(6) 0(0) 1(5) 2(11) 2(11) 0 (0)

Negativo PCR, positivo
303) 1(5) 00) 00 1 105

convencional (%)

Positivo PCR, negativo
22 (24) 5(28) 5(28) 422 528 317
convencional (%)

Na Tabela 5, a analise dos dados evidencia que o método de imunoanélise foi
mais sensivel quando comparado ao método convencional com 14 % de resultados
positivos para este, mas negativos para o método convencional. A situagdo oposta, ou
seja, resultados positivos para o método convencional, mas negativos para a
imunoanalise ocorreu em apenas 1 % das amostras analisadas. Entretanto, ¢ importante
destacar que, nos trabalhos de RAES & HENKEN (2000), utilizando amostras fecais
derivadas de galinhas, frangos, bezerros e vacas leiteiras, os resultados obtidos pelo
sistema immunoanalitico VIDAS® apresentaram cerca de 40% de resultados falsos

positivos, que nao puderam ser confirmados pelo método convencional.

Tabela 5. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. pelo método de

imunoanalise e microbiologia convencional.

Etapas de Abate
Resultados Total

A B C D E

Ambos negativos (%) 53(76) 10(71) 9(64) 12(86) 8(57) 14(100)
Ambos positivos (%) 6 (9) 1(7) 1(7) 1(7) 3(21) 0 (0)

Negativo imunoanalise,
' 1(1) 0(0) 1(7) 0(0) 0(0) 0(0)
positivo convencional (%)

Positivo imunoanalise,
_ _ 10 (14) 3 (21) 3(21) 1(7) 3(21) 0(0)
negativo convencional (%)
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O método PCR, quando comparado ao imunoanalitico (Tabela 6), se mostrou
mais sensivel na detec¢do de Salmonella em carcagas de frango, ao apresentar 23 % de
resultados positivos para a PCR, mas negativos para a imunoandlise e 10 % de

resultados positivos para este ultimo, mas negativos para a PCR.

Tabela 6. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. pelo método PCR e

imunoanalise.

Etapas de Abate
Resultados Total

A B C D E

Ambos negativos (%) 34(57) 542 7(58) 8(67) 5(42) 9(75)
Ambos positivos (%) 6 (10) 217y 217 0(0) 2(17) 0(0)

Negativo PCR, positivo
6 (10) 1 (8) 2(17) 1(8) 2(17) 0 (0)
imunoanalise (%)

Positivo PCR, negativo
14 (23) 4(33) 1(8) 325 325 329
imunoanalise (%)

A maior sensibilidade da PCR na detec¢do de Salmonella sp. em diferentes
amostras de animais e alimentos, quando comparada a andlise microbioldgica
convencional, ja ¢ descrita na literatura, como se pode constatar nos trabalhos de AABO
et al. (1993); COHEN et al. (1994); SOUMET et al. (1994 e 1997); BENNETT et al.
(1998); GOUWS et al. (1998); MANDRELL & WACHTEL (1999); RYCHLIK et al.
(1999); AMAVISIT et al. (2001); SCHRANK et al. (2001); LI & MUSTAPHA (2002);
WANG & YEH (2002); WHYTE et al. (2002); OLIVEIRA et al. (2003);
UYTTENDAELE et al. (2003) e MYINT et al. (2006). Contudo, poucos trabalhos,
como o de DICKEL et al. (2005), relataram uma maior eficiéncia da microbiologia
convencional se comparada a PCR.

Para a confirmag¢do do produto de amplificagdo, uma das amostras positivas para
Salmonella pela técnica de PCR, a amostra 27D, foi escolhida para seqiienciamento ¢
comparacdo com demais seqiiéncias disponiveis no GenBank. Este procedimento foi
realizado com o objetivo de demonstrar que os produtos de amplificagdo se
correspondiam a seqiiéncias de nucleotideos pertencentes a microrganismos do género
Salmonella. O alinhamento individual das seqiiéncias apresentou uma identidade que
variou de 92% a 99% com as demais seqiiéncias de nucleotideos pertencentes ao género
Salmonella. No Quadro 1 ¢é mostrada a seqiiéncia parcial de nucleotideos,

correspondente ao gene iNVA de Salmonella sp., amplificada por reagao de PCR.

41



Tamanho da sequéncia: 200 bp;
Composicdo: 38 A; 43 C; 61 G; 58 T; 0 Outro
Porcentagem: 19% A; 22% C; 31% G; 29% T; 0%Outro

Peso Molecular (kDa): ssDNA: 62.02 dsDNA: 123.3
Sequéncia

1 AGCCTGGCGG TGGGTTTTGT TGTCTTCTCT ATTGTCACCG TGGTCCAGTT TATCGTTATT
61 ACCAAAGGTT CAGAACGCGT CGCGGAAGTC GCGGCCCGAT TTTCTCTGGA TGGTATGCCC
121GGTAAACAGA TGAGTATTGA TGCCGATTTG AAGGCCGGTA TTATTGATGC GGATGCCGCG
181CGCGAACGGC GAAGTGTACT

Quadro 1. Seqiiéncia parcial de nucleotideos do gene invA do isolado de Salmonella sp.,

amostra 27D.

O método imunoanalitico também apresentou maior sensibilidade de deteccao
de Salmonella sp. quando comparado ao método microbioldgico convencional. Apesar
dos escassos trabalhos na literatura que realizaram esta comparagdo, WALKER et al
(2001), pesquisando amostras de leite, ¢ DE MEDICI et al (1998), pesquisando
amostras de carne de frango, relataram altas correlagdes entre os resultados do sistema
imunoanalitico VIDAS® e a microbiologia convencional. Os autores destacaram
algumas vantagens do referido sistema frente a microbiologia convencional como maior
rapidez, facilidade e praticidade. DE MEDICI et al (1998), destacaram ainda que o
sistema imunoanalitico pode ser utilizado como um substituto viavel para o método
tradicional, particularmente para o processamento de produtos de prazo de vida
comercial curto, ou quando resultados rapidos sdo necessarios; assim, o sistema poderia
ser particularmente vantajoso para a aplicacdo do APPCC. Os autores ainda
consideraram a técnica microbioldgica convencional muito demorada e pouco adequada
a rotina de monitoramento de grande nimero de amostras.

Uma outra grande vantagem do sistema imunoanalitico, apesar do relativo maior
custo de execugdo, US$ 7,26/amostra, ¢ a sua praticidade. Por se tratar de um sistema
automatizado, sua operacdo ¢ muito simples e rapida, o que resulta em economia com
mao de obra. A técnica propriamente dita, desconsiderando o pré-enriquecimento e
enriquecimento seletivo, despende somente 45 minutos. Portanto, este método se ajusta
a rotina de andlise de um grande numero de amostras como as que podem ser
necessarias para um monitoramento correto e efetivo de microrganismos em sistemas de

controle de qualidade como o APPCC. A imunoanalise apresenta ainda a vantagem de
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analisar de 12 a 60 amostras simultaneamente, proporcionando economia adicional de
tempo e trabalho.

Com o intuito de avaliar a contaminagdo ao longo da linha de abate foram
realizadas comparagoes entre as freqiiéncias de deteccdo de Salmonella sp.,
simultaneamente, entre cada um dos pontos de coleta e entre cada método de pesquisa.
De uma forma geral, percebe-se um comportamento de detec¢do com tendéncias

semelhantes entre os trés métodos ao longo da linha de abate (Figura 4).
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Figura 4. Freqiiéncias de detec¢do de Salmonella sp. obtidas pelos trés métodos

utilizados, ao longo das cinco etapas de abate de frangos.

Etapas de abate
A: Antes do chuveiro de higienizacgdo, apos a depenagem.
B: Apos o chuveiro de higienizagao.
C: Apds a evisceragdo manual.
D: Apds o chuveiro de lavagem final.
E: Na saida do pré-resfriamento.

Foi observada uma tendéncia das amostras analisadas pelos trés métodos
avaliados apresentarem os maiores valores de contaminagdo até o ponto D, representado
pela etapa apos o chuveiro de lavagem final (Figura 4). Excecao foi observada para as
amostras coletadas no ponto C, apds evisceragdo manual analisadas pelo sistema
imunoanalitico (Figura 4). Estes resultados observados se assemelham aos de
LAHELLEC & COLIN (1984) que, utilizando o método convencional, perceberam esta
mesma tendéncia de contaminacdo ao longo da linha de abate. A freqiiéncia alta de

Salmonella sp. encontrada no ponto D se opde aos achados de MAY (1974), que
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afirmou que a lavagem final, que corresponderia ao ponto D, reduziria as contagens
microbianas em frangos.

Os menores valores de freqiiéncia de contaminacdo foram observados no ponto
E, que representa amostras coletadas ao final da saida do pré-resfriamento,
independente do método de andlise utilizado (Figura 4). Este resultado também pode ser
constatado ao se observar as Tabelas 4, 5 ¢ 6; uma vez que os resultados negativos
coincidentes no ponto E, foram os mais freqiientes para cada método de analise.

O maior nimero de amostras contaminadas observadas nas primeiras fases do
abate ocorreram provavelmente em decorréncia da manipulacdo intensa, contaminagdes
cruzadas e provavel ineficiéncia das lavagens intermediarias, conforme destacam
SCHINEIDER (1973), TOMAS & MCMEEKIN (1982) e LILLARD (1989). O declinio
nas contaminagdes no ponto E se opde aos achados de PERIC et al. (1971) e LILLARD
(1990), que afirmam que as contaminagdes microbioldgicas apos o pré-resfriamento sdo
sempre maiores.

Os resultados também contrariam de uma forma geral, os encontrados por
ALMEIDA & SILVA, (1992), que afirmaram que as contaminagdes bacterianas
declinam com a progressao da linha de abate ¢ aumentam no pré-resfriamento.

Esta grande variagdo de resultados de contaminagdo por Salmonella sp., ao
longo da linha de abate se deve sobretudo, a grande variacao de padrdes de higiene entre
os diferentes estabelecimentos de abate de frangos.

A proposito, o sistema APPCC recomenda para que cada estabelecimento
industrial defina seus proprios PCC de acordo com as caracteristicas de instalagdes,
custo, equipamentos e analises microbiologicas efetuadas pelo sistema de controle de
qualidade interno do estabelecimento. O ICMSF (1995) define como PCC gerais e
recomendados para o abate de frangos, os seguintes: escaldamento; lavagem, apds a
depenagem; evisceracao; lavagem, apos a evisceracao e o pré-resfriamento.

Com base nos resultados encontrados (Figura 4), conclui-se que, no
estabelecimento avaliado, talvez o Unico ponto que exerca controle sobre o indicador
Salmonella sp. seja o pré-resfriamento (Ponto E), provavelmente pela manutengio das
baixas temperaturas e pela presenca de cloro, que ¢ um forte inibidor de crescimento
bacteriano. Também por se localizar no final da linha de abate, este ponto representa
uma posicao estratégica por controlar eventuais falhas de pontos de controle anteriores,
tornando um plano APPCC mais viavel e econdmico, descaracterizando dessa forma os
pontos de controle anteriores como criticos. Esta estratégia ¢ muito valorizada na

implantacao de um plano APPCC.
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Existem, no meio cientifico, discussdes controversas a respeito da validade e
aplicabilidade da pesquisa de Salmonella sp. utilizando-se métodos alternativos como a
PCR. Acredita-se que os resultados obtidos por PCR nao seriam validos uma vez que a
técnica detecta bactérias do género Salmonella viaveis ou nao. Ou seja, em algumas
situacdes, o método PCR poderia estar detectando bactérias mortas ou injuriadas e que,
provavelmente nao poderiam causar infec¢ao em um hospedeiro. Contudo, ¢ destacado
aqui que o conceito de viabilidade utilizado seria o relacionado a capacidade das
bactérias de se multiplicarem em meios de cultura simples. Mas, deve-se considerar que
a técnica de PCR utilizada para a pesquisa de Salmonella sp., geralmente envolve, um
pré-enriquecimento, como no caso do presente trabalho, ou mesmo um enriquecimento
seletivo; caracteristicas que conferem, pelo menos em parte, crescimento bacteriano
prévio, conotando viabilidade microbiana. Esta particularidade também ¢ compartilhada
pelo método imunoanalitico, uma vez que para a execugdo deste, s30 necessarios o pré-
enriquecimento e enriquecimento seletivo.

As técnicas de PCR para a detec¢do de Salmonella geralmente envolvem, no
minimo, um pré-enriquecimento para favorecer a recuperacdo das células com injarias
subletais e aumentar sua populacdo. A etapa de pré-enriquecimento representa aspecto
negativo em casos de andlises quantitativas (MANDRELL & WACHTEL, 1999).
Porém, em se tratando de andlises qualitativas, o pré-enriquecimento se constitui em
grande vantagem, uma vez que ird aumentar a sensibilidade da técnica, pois a
quantidade inicial de DNA alvo estara aumentada. A utilizagdo da técnica de PCR com
amostra pré-enriquecida, apesar de apresentar uma sensibilidade um pouco menor
quando comparada a amostra advinda do enriquecimento seletivo, apresenta uma
sensibilidade superior ao método microbioldgico convencional e proporciona vantagens
como reduc¢do de custo e no tempo de execucao da técnica. A técnica de PCR conduzida
com amostras submetidas ao pré-enriquecimento seguido de enriquecimento seletivo
ganham um incremento no tempo de execugdo. Segundo o ICMSF (1982), o
enriquecimento seletivo ¢ um processo que demanda 24 horas para a execugdo, que,
somados as 24 horas preconizadas para o pré-enriquecimento, somariam 48 horas
somente para o preparo das amostras. A extracdo de DNA pode demorar por volta de 5
horas e a execugdo propriamente dita da técnica de PCR pode demandar cerca de 4
horas. Partindo de um protocolo que utiliza amostras pré-enriquecidas obtém-se também
redu¢do no custo total com reagentes, vidraria e mao de obra. Vale destacar que a

principal vantagem da execucdo de técnicas alternativas como PCR se reside no fato de
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esta fornecer resultados, em curto intervalo de tempo, como relatado nos trabalhos de
MYINT et al. (20006).

Um outro fator que reforca a aplicabilidade da utilizagdo da PCR na rotina de
monitoramento € seu custo, US$ 3,52/amostra, que € praticamente o mesmo do método
convencional oficial, US$ 3,67/amostra.

Por serem métodos alternativos, os métodos PCR e imunoanalitico sempre serao
comparados a microbiologia convencional, que ¢ considerada a referéncia de
diagnostico de sorotipos viaveis de Salmonella sp., uma vez que somente pelo
crescimento e multiplicagdo ¢ que sao detectadas as colonias e ¢ obtido o resultado.

Varios trabalhos ja descreveram a utilizagdo da PCR como método para pesquisa
de patogenos em industrias manipuladoras de alimentos e sua utilizagdo ¢ cada vez mais
aceita pela comunidade cientifica. Acredita-se que o grande entrave para a utilizagao de
métodos alternativos como a PCR e o imunoanalitico, seja o legal, uma vez que hoje, o
unico método reconhecido como oficial pelo Ministério da Agricultura para a pesquisa

de Salmonella sp. é a microbiologia convencional.
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5- CONCLUSAO

Os métodos alternativos, PCR e imunoandlise foram mais sensiveis, praticos e
rapidos na deteccdo de Salmonella sp. no abate de frangos se mostrando vantajosos em
relacio ao convencional, podendo serem selecionados como ferramenta de
monitoramento para o programa de qualidade APPCC. O método imunoanalitico
apresentou a desvantagem de possuir um custo relativamente maior, mas isso poderia
ser compensado pela economia de tempo, trabalho e pela grande escala amostral. A
PCR apresentou custo praticamente idéntico ao método convencional.

Verificou-se um comportamento de contaminagdo semelhante entre as primeiras
quatro fases de abate, destacando a diminui¢do da contaminagdo na ultima fase, situada
na saida do pré-resfriamento. A baixa freqiiéncia do patdgeno encontrada neste ponto
caracterizou-o como um ponto critico de controle (PCC) na implementacdo de um
eventual plano APPCC no estabelecimento pesquisado. Este ponto também foi
considerado como tal, por apresentar uma caracteristica estratégica, a de se localizar no
final da linha de abate, o que dispensaria a existéncia de outros PCC anteriores.

Os resultados encontrados pelos métodos PCR e imunoanalitico, foram
considerados aprovados pela maior sensibilidade destes e por requererem pelo menos
um pré-enriquecimento prévio das amostras, indicando viabilidade de Salmonella sp

nestas.
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ANEXO

Anexo 1. Resultados da pesquisa de Salmonella sp. obtidos pelo método microbioldgico

convencional por amostra e etapas de abate.

Etapas de Abate
Amostra A B C D E

O 0 9 SN W kA WD =
1
1
+
1
1

N NN N N NN —_ —_ = —_ —_— [ [
AN N R WD =, O OO XN Y R WD~ O
1 ! 1 1 1 ! 1 1 1 ! 1 1 1 ! 1 1 1
+ ! ! ! ! + ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
+ ! + ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

! ! + ! + ! ! + ! ! ! ! ! ! ! ! !

! ' + ! ' ' ! ! ' ' ! ! ' ' ! !

N
~
+
1
1
+
1

Total 1 2 3 4 1
% 3,7 7,4 11,1 14,8 3,7




Anexo 2. Resultados da pesquisa de Salmonella sp. obtidos pelo método imunoanalitico

por amostra e etapas de abate.

Etapas de Abate

Amostra A B C D E
1 - - - - -
14 - - - - -
15 - - - - -
16 - - - - -
17 + - + +
18 - - - + -

19 - - - +
20 - - - - -
21 + + - - -

22 - + - + -
23 - - - - -
25 + + - + _
26 - - + - -

27 + + - + -

Total 4 4 2 6 0
% 28,6 28,6 14,3 42.8 0
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Anexo 3. Resultados da pesquisa de Salmonella sp. obtidos pela reagdo da polimerase

em cadeia (PCR) por amostra e etapas de abate.

Etapas de Abate
Amostra A B C D E
1 - - - - -
6 - - + + i
7 - + + + -
11 - + - - -
12 - + - - -
13 - - - - -
14 - + - - -
15 + - - + -
16 - - + - -
17 - - - - -
18 + - - + .
20 - - - - -
21 + + + + +
22 - - - - -
23 + - - - -
24 - - + + -
25 + + - - +
27 - - + + +
Total 5 6 6 7 3
% 27,7 33,3 3,33 38,9 16,7
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Anexo 4. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. por amostra ¢ pelos

métodos PCR e microbiologia convencional.

Amostra Etapas de Abate

A B C D 5
: i B - - i
6 ] ] ) . _
7 ] . . N _
11 ] . _ _ _
12 ] . _ _ _
13 ] ] _ _ _
14 ] . _ _ _
15 .. ) _ . _
16 ) ] . _ _
17 ] ] _ _ _
I8 ‘. ] _ . _
20 ) ) _ _ _
! o * * +,- +-
> i - - -+ i
23 ‘. ) _ _ _
24 ] ] N . .
25 .. . _ _ N
27 " ) . i N
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Anexo 5. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. por amostra ¢ pelos

métodos imunoanalitico e microbiologia convencional.

Amostra Etapas de Abate

A B C D 5
: ) B - - i
14 i ] _ _ _
15 ] ] _ _ _
16 ] ) _ _ _
17 y ] oL _
18 ] ] _ . _
19 ] ] _ ; _
20 ] ) _ _ _
21 y .\ _ _ _
22 ] . _ ) _
23 ] ] _ _ _
25 + . _ . _
26 ] . . _ _
27 N . _ ) _
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Anexo 6. Resultados coincidentes da pesquisa de Salmonella sp. por amostra ¢ pelos

métodos PCR e imunonalitico.

Amostra Etapas de Abate
A B C D 5
: ) B - - i
14 ] . _ _ _
15 + ) _ . _
16 ) ] . _ _
v B - -+ -+ i
18 ‘. ] _ ) _
20 ] ] _ _ _
21 + + e e ‘-
> ) -t - i+ _
23 ‘. ] _ _ _
25 N . _ . N
Y o -t iy + +-
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