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RESUMO

DIAS, Mariane Rezende, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2015.
Rastreamento molecular de Salmonella spp. e contaminagcdo microbiolégica na
linha de abate e processamento de frangos de cor@rientador: Luis Augusto Nero.

A obtencdo de alimentos com padrées de inocuidade e qualidade microbiologica é
essencial, uma vez que alimentos contaminados estdo frequentemente envolvidos em
casos de enfermidades de origem alimentar. Nesse contexto, destaca-se a importancia da
pesquisa de micro-organismos indicadores de higiene e também de patdégenos nas
diferentes etapas da linha de abate e processamento. A pesquisa de Salmonella spp. é
fundamental na cadeia produtiva de frangos, pelo fatesed@atdégeno ser
frequentemente associado a esse alimento e a grande maioria das gastroenterites. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica das caecacas
cortes de frango e do ambiente de abate em diferentes pontos das linhas de
processamento de dois estabelecimentos industriais, através da pesquisa de micro-
organismos indicadores de higiene e da pesquisa de Salmonella spp., bem como tracar
as principais rotas de contaminacdo por esse patdgeno através da identificacdo dos
perfis genéticos dos isolados obtidos. Foram obtidas 277 amostras em dois matadouros
de aves (Mtl-grande porte e Mt2-pequeno porte) localizados em Minas Gerais, Brasil, e
consistiam de carcacas de frangos em trés etapas distintas do abate (apés depenagem:-
C1, apos evisceracdo-C2, apos pré-resfriamento-C3) e cortes finais (coxa, asa, peito)
usando a metodologia de enxague, e amostras de superficie (400cm?2) de caixas de
transportes de aves, esteiras de cortes, maos de funcionarios e facas. As amostras foram
submetidas a andlises laboratoriais para pesquisa de aerdbios mesdofilos, enterobactérias,
coliformes totais e Escherichia coli, e também a detec¢do de Salmonella spp. de acordo
com a ISO 6975, e os isolados suspeitos foram confirmados por PCR pela identificagéo

dos genes ompC e sifB. Ainda, todos os isolados confirmados como Salmonella spp.
Xi



foram submetidos a macro-restricdo por Xbal e eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE). Para as caixas de transporte, as contagens médias obtidas para todos os
indicadores de higiene e a frequéncia de amostras positivas para Salmonella spp. néo
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre os matadouros estudados.
Observou-se também que nao houve diferenca significativa (p < 0,05) de contaminagéo
entre as carcacas coletadas nas etapas C1 e C2 para nenhum dos indicadores estudado:s
nem para Salmonella spp. No entanto, constatou-se que as médias de contaminacdo bem
como a frequéncia de amostras positivas para Salmonella spp. encontradas nas duas
primeiras etapas no Mtl foram significativamente (p < 0,05) maiores do que aquelas
encontradas no Mt2, e ainda houve uma reducdo significativa dos niveis de
contaminac¢ao de todos os indicadores de higiene e do patégeno entre as etapas C1-C2 e
C3 em ambos os matadouros (p < 0,05). As médias de contaminag¢do para 0s cortes
amostrados foram significantemente maiores em Mt2 do que em Mtl (p < 0,05), o
mesmo ocorrendo para as superficies amostraté®tanto, para essas amostras nao
foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo a frequéncias de
amostras positivas para Salmonella spp. Os resultados obtidos demonstraram a maior
contaminagao nas etapas iniciais de abate, bem como o maior controle na etapa de pré-
resfriamento. Os resultados da macro-restricdo para os isolados obtidos de caixas de
transporte permitem observar diferentes perfis genéticos, indicando uma continua
inclusdo de novas cepas de Salmonella spp. no matadouro proveniente das granjas de
producéo das aves. Nas etapas de abate, observou-se que isolados obtidos em diferentes
etapas e/oem diferentes lotes apresentaram perfis genéticos idénticos, evidenciando a
persisténcia desses isolados entre os animais obtidos de diferentes granjas. Além disso,
demonstrou-se que isolados obtidos na etapa de recepcdo (caixas de transporte)
apresentaram perfis genéticos idénticos a isolados obtidos na etapa de abate e cortes

finais. Assim, foi possivel identificar as principais etapas da linha de abate e

Xii



processamento de frangos envolvidas na contaminagdo por micro-organismos
indicadores, e também tracar as possiveis rotas de contaminacao por Salmonella spp., 0

que pode ser util na determinacdo de medidas de controle por esses estabelecimentos.
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ABSTRACT

DIAS, Mariane Rezende, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2015.
Molecular tracking of Salmonella spp. and microbiological contamination during
slaughtering and processing of poultry Advisor: Luis Augusto Nero.

Obtaining feedstuffs with high safety and high microbiological standards is essential
since contaminated feedstuffs are commonly involved in cases of foodborne diseases. In
this context, the importance of studies regarding hygiene indicator microorganisms is
highlighted, as well as pathogens in different stages of the production chain. Research
about Salmonella spp. is fundamental during slaughtering and processing of pailtry du
to the fact that these pathogens are often associated with feed and most cases of
gastroenteritis. The aim of this study was to evaluate the microbiological quality of
carcasses and cuts of chickens and the slaughtering environment at different points in
the processing line at two industrial establishments through the study of hygiene
indicator microorganisms and Salmonella spp., as well as to trace the main
contamination routes by this pathogen through the identification of the gene profile
from the isolates. 277 samples were obtained from two poultry slaughter hilites (

large size andMit2 - small size) located in the Minas Gerais state, Brazil, and they
consisted of poultry carcasses at three distinct slaughter steps (after de-feathering - C1,
after evisceration - C2, after pre-cooling - C3) and final cuts (thigh, wing, breast) using
the rinsing methodology; samples were also obtained from the surface (400 cm?) of the
shipping boxes of chickens, cutting mats, hands of employees, and knives. The samples
were subjected to laboratory analyses for the evaluation of mesophiles, enterobacteria,
total coliforms, and Escherichia coli, as well as the detection of Salmonella spp.
according to ISO 6975; the suspect isolates were confirmed by PCR through
identification of genes ompC and sifB. Furthermore, all isolates that were confirmed as

Salmonella spp. were subjected to macro-restriction by Xbal and pulsed-field gel
Xiv



electrophoresis (PFGE). For shipping boxes, the average counts that were obtained for
all hygiene indicators and the frequency of positive samples for Salmonella spp. did not
present with significant differences (P < 0.05) among the slaughterhouses that were
studied. Also, there were no significant differences (P < 0.05) of contamination
observed among carcasses that were collected in steps C1 and C2 for any indicator that
was studied; the same result was observed for Salmonella spp. However, the average
contamination as well as the frequency of positive samples for Salmonella spp. that was
found in the two first steps fdBll were greater (P < 0.05) than those foundSia,

also, there was a significant reduction in the contamination levels from all hygiene and
pathogen indicators between steps C1-C2 and C3 for both slaughterhouses (P < 0.05).
The average contamination for the sampled cuts was great®tZothanMtl (P <

0.05), which was similarly observed for the sampled surfaces; although, for these
samples, significant differences were not found (P < 0.05) in relation to the frequencies
of positive samples for Salmonella spp. The results showed that there was greater
contamination in the initial slaughter steps, such that greater control is necessary for the
pre-cooling step. PFGE of the isolates that were obtained from the transport cages
allowed us to observe different gene profiles, thereby indicating a continuous inclusion
of new strains of Salmonella spp. in slaughterhouses from poultry production farms. In
the slaughtering steps, the isolates that were obtained in different steps and/or different
lots presented with identical PFGE profiles, which was evidence of the persistence of
these isolates among animals obtained from different farms. Moreover, the isolates that
were obtained in the reception step (shipping boxes) presented with identical PFGE
profiles to those that were obtained in the slaughtering steps and end cuts. Therefore, it
was possible to identify the main steps during slaughtering and processing of poultry

that were involved in the contamination based on the indicator microorganisms and to

XV



trace the possible routes of contamination by Salmonella spp., which can be useful to

determine control measures for these establishments.
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INTRODUCAO GERAL

A avicultura brasileira apresenta grande destaque no cenario mundial,
posicionando o Brasil como o terceiro maior produtor e maior exportador de carne de
frango. Para garantir que a avicultura continue sendo uma atividade econdmica de
destague no pais, é importante que os produtos carneos oriundos das aves sejam obtidos
de acordo com padrBes de qualidade e inocuidade, o que pode ser feito através do
monitoramento de parametros de qualidade e higiene nas diversas etapas de producéo,
com o objetivo de garantir um alimento seguro ao consumidor, destacando-se a pesquisa
de micro-organismos indicadores de higiene e de patdgenos.

Diferentes grupos microbianos podem ser utilizados como indicadores de
higiene, como o0s micro-organismos aerdbios mesofilos que indicam as condi¢cbes
higiénicas durante todas as etapas do abate e processamento das aves, e 0s coliformes
enterobactérias &scherichia coli que indicam contaminacdo de origem entérica.
Assim, ressalta-se a importancia dos micro-organismos indicadores como forma de
monitorar 0s niveis de higiene durante toda a produ¢do, uma vez que a sua presenca em
altas quantidades sugere deficiéncia nos procedimentos higiénicos, bem como nos
procedimentos tecnolégicos adotados.

Em relacdo a micro-organismos patogénicos, Salmonella spp. merece uma
maior atencdo por ser uma das principais causadoras de infeccdo alimentar, sendo
muitas vezes relacionada ao consumo de carne de frango contaminada. Nesse contexto,
a caracterizacdo precisa das fontes originais de contaminacdo por Salmonefla spp.
fundamental para aplicacdo de medidas de controle. Varias etapas da cadeia produtiva
de frangos de corte podem ser consideradas como pontos de contaminacao por esse
patogeno. Na etapa de criacdo existem varias fontes de contaminacéao das aves vivas por

Salmonella spp., incluindo os animais portadores assintomaticos, agua e alimentos,



insetos, roedores, animais domésticos, dentre outros. No abate, praticamente todas as
etapas podem contribuir para a contaminacdo de carcacas de aves por Salmonella spp.
com destaque para as etapas de evisceracdo, onde rupturas de algas intestinais poderr
ocorrer e consequente contaminacéo. Adicionalmente, a etapa de pré-resfriamento em
tanques facilita a contaminagdo cruzada entre carcacas. Mesmo apdés o abate,
contaminagéao cruzada de Salmonella spp. pode ocorrer durante a manipulagéo e preparo
das carcacas e cortes carneos, passando a apresentar relevante papel na transferénci
desse patdgeno para alimentos nas residéncias dos consumidores.

Dessa forma, a identificacdo desses pontos de contaminacdo por Salmonella
spp. ha cadeia produtiva de frangos é fundamental para garantia de obtencdo de
produtos finais in6cuos, e permitir acées direcionadas de profissionais durante as
diferentes etapas da cadeia produtiva com o objetivo de minimizar os riscos de
contaminacgao. Nesse aspecto, as ferramentas moleculares vém ganhando destaque, ume
vez que as técnicas tradicionais apresentam algumas dificuldades, e as técnicas
moleculares apresentam a vantagem de serem mais rapidas, e algumas vezes, mais
precisas, podendo ser utilizadas para caracterizacdo de um grande numero de isolados.
Assim, essas técnicas podem ser usadas em estudos comparativos que visam identificar
as caracteristicas em isolados de Salmonella spp. obtidos em cadeias produtivas de
frango de corte com diferentes condi¢cdes de producao, auxiliando na identificacdo das

principais fontes de contaminagéo em cada uma delas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. IMPORTANCIA ECONOMICA DA CARNE DE FRANGO

A pecuaria mundial vem passando por mudancas significativas em sua
composicdo, enquanto observa-se um declinio gradual do crescimento do setor de
bovinos e suinos, a producdo de aves apresenta-se como uma atividade em expansao,
crescendo numa média de 3% ao ano (FAO, 2014). Segundo proje¢cdes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), esse crescimento deve continuar nos
proximos anos, tendo sido projetada uma taxa de crescimento para a carne de frango no
pais de 3,9% ano, no periodo de 2013 a 2023 (Brasil, 2013a).

A partir das décadas d®60 e 1970, a avicultura brasileira passou por diversas
modificagcfes em seu processo produtivo, deixando de ser predominantemente artesanal
e passando a figurar uma avicultura moderna, comparada a avicultura artesanal
existente. A modernizacéo foi alcancada através das mudancas na estrutura produtiva de
frangos, com avancos significativos do melhoramento genético dos animais, manejo
adequado, sanidade, alimentacdo balanceada, automatizacdo das atividades, além da
integracdo da producao (Belusso & Hespanhol, 2010; Brasil, 2014; Fernandes Filho &
Queiroz, 2002; Lazzari, 2004). Essa integracdo, denominada vertical, foi considerada o
primeiro passo para a modernizacao da avicultura, e consiste da integradora (empresa)
fornecer ao integrado (produtor rural) a ave de um dia, a ragdo para alimentacéo das
aves e assisténcia técnica. Em contrapartida, o integrado se compromete & constru
aviario, instalar os equipamentos necessarios, e a enae@ees a integradora quando
as mesmas apresentarem o peso apropriado para o abate, de acordo com as normas dk
bem-estar animal, biosseguridade e sanidade. Todas as etapas desse processo devem se

monitorads pelas empresas integradoras, o que permite a rastreabilidade do produto da



granja a mesa do consumidor. Assim, ocorre uma cooperacado entre os produtores
integrados e a industria na etapa de recria das aves (ABPA, 2014; Fernandes Filho &
Queiroz, 2002; Richetti et al., 2002; Rodrigues et al., 2014).

A Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) estima que 90% da
avicultura industrial brasileira estejam sob o sistema integrado (ABPA, 2014). E essa
parceria entre industria e avicultores contribuiu para a exceléncia técnica em todas as
etapas da cadeia produtiva, resultando em reduzidos custos de transacgéo e na qualidade,
que atende as demandas de todo o mundo, e faz com que o Brasil conquiste os mais
exigentes mercados (Brasil, 2014).

Com todos esses avancos e melhorias apresentadas pelo setor, a ABPA
divulgou que a produgéo brasileira de carne de frango em 2013 foi de 12,3 milhdes de
toneladas, mantendo o Brasil como um dos trés maiores produtores mundiais de carne
de frango, com Estados Unidos e China (UBABEF, 2014). Desse total, cerca de 69%
permanecem no mercado interno, o que confirma o potencial dessa atividade para
fortalecer a economia do pais. Em complementacdo, o Brasil mantém desde 2004
posicdo de maior exportador mundial, tendo terminado 2013 com a marca de 3,9
milhbes de toneladas embarcadas para mais de 150 paises. Esse crescimento da
producédo de carne de frango brasileira é impulsionado principalmente pelo aumento do
consumo de carne de frango no pais, e pelo aumento nas exportacdes (Rodrigues et al.,
2014). O MAPA ainda prevé uma taxa de crescimento nas exportacdes de 1,6% para a
carne de frango nos préximos anos (Brasil, 2013a).

Dentre os estados brasileiros, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul sdo
0S maiores produtores e exportadores de carne de frango; o estado de Minas Gerais
também apresenta destaque, sendo responsavel por 7,56% dos frangos abatidos no
territorio nacional, e 4,78% das exportacoes em 2013. Os principais paises importadores

da carne de frango brasileira encontram-se no Oriente Médio (com destaque para a



Arébia Saudita), na Asia (com destaque para o Japdo e Hong &oaghfrica, ao
apresentarem em 2013 os volumes de importacdo de 1,447 milhdo de toneladas, 1,118
milhdo de toneladas e 524 mil toneladas, respectivamente (UBABEF, 2014).

Segundo dados da ABPA, a avicultura emprega no Brasil mais de 3,6 milhdes
de pessoas, direta e indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto
(PIB) nacional. Além disso, a avicultura apresenta uma grande importancia social, ja
que se observa sua presenca macica no interior do pais, principalmente nos estados das
regides Sul e Sudeste, sendo a principal atividade econbmica em muitas cidades. Com
esse desempenho, a carne de frango brasileira aumentou ainda mais sua presenga ng
mesa dos consumidores no Brasil e no mundo, sendo o consumo per capita no pais
aproximadamente de 41f8g/ano (ABPA, 2014). Em comparacdo, 0 consumo per
capita de carne bovina foi de aproximadamente 39, 2 Kg no ano de 2014, e o de carne

suina de aproximadamente 14,5 Kg no ano de 2013 (ABIEC, 2015; ABPA, 2015).

2. FLUXOGRAMA DE ABATE DE FRANGOS

Apesar de pequenas variagbes poderem ocorrer de acordo com a realidade de
cada estabelecimento, em geral, a linha de abate e processamento de frangos segue as
diretrizes apresentadas pela Portaria n°® 210 de 1998 do MAPA, que estabelece o
Regulamento técnico da inspecao tecnoldgica e higiénico-sanitaria de carne de aves. De
modo geral, o abate de frangos pode ser resumido nas etapas apresentadas no
Fluxograma a seguir (Figura 1). Outras etapas como processamento de miludos e pés,
bem como corte e desossas das carcacas também estdo presente na maioria dos

estabelecimentos.
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Figura 1: Fluxograma geral do abate de aves.



3. CONTROLE DE QUALIDADE E INOCUIDADE NO PROCESSAMENTO DE CARNE DE

FRANGO

A fim de garantir que a avicultura continue sendo uma atividade economica de
destague no Brasil, € importante que os produtos oriundos dessa atividade sejam
produzidos de acordo com padrbes de qualidade e inocuidade, o que pode ser feito
através do monitoramento de parametros de qualidade e higiene nas diversas etapas de
producdo, com o objetivo de garantir um alimento seguro ao consumidor. Apesar de
diversos fatores poderem afetar a seguranca alimentar, a discussdo concentra-se em
micro-organismos patogénicos que estdo associados com doencas de origem alimentar,
que sdo responsaveis anualmente por inUmeros casos de enfermidades eamodies
0 mundo.

Os principais sintomas decorrentes das doencas de origem alimentar incluem
nausea, vomito, diarreia, febre, podendo ocorrer minutos ou até semanas depois da
ingestdo do alimento contaminado. Muitas vezes é uma doenca auto limitante, na qual
os individuos acometidos se curam em poucos dias; no entanto, podem surgir
complicacdes, principalmente em criancas, idosos, gestantes e pessoas com 0 sistema
imunolégico comprometido (Donnenberg & Narayanan, 2013; Kirk et al., 2014; USDA,
2014).

Dessa forma, a inocuidade alimentar € uma questdo importante de saude
publica, e as doencas de origem alimentar geram um consideravel gasto publico. Como
exemplo, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima que a cada ano
cerca de um em cada seis norte-americanos (ou 48 milh6es de pessoas) ficam doentes,
128 mil sdo hospitalizadas e 3.000 morrem em decorréncia de doencas de origem
alimentar (CDC, 2014). No Brasil, segundo dados do Ministério da Sedd2011

ocorreram 795 surtos de enfermidades de origem alimentar, resultando em quase 20.000



pessoas doentes (Brasil, 2013b). Entretanto, esses indicadores certamente sao
subestimados, principalmente quando comparado aos dados provenientes dos Estados
Unidos, o que pode ser explicado pelas limitagdes do Sistema de Vigilancia em Saude
apresentado no Brasil.

Para evitar, ou pelo menos diminuir, a incidéncia de casos de doencas de
origem alimentar, é fundamental que os érgdos de saude publica, assim como as
industrias e os consumidores, conhegam os principais alimentos envolvidos na
veiculacdo de micro-organismos patogénicos. Além disso, o conhecimento das
principais etapas que podem contaminar o alimento durante toda a cadeia de producgéo €
fundamental para a adocao de medidas preventivas eficazes, a fim de evitar ou diminuir
a recorréncia desse problema.

Considerando que existem medidas preventivas para a maioria das doencas de
origem alimentar, um sistema eficiente de investigacdo e notificacdo de surtos de
origem alimentar pode fornecer informacdes importantes a fim de ajudar a reduzir
ocorréncia dessas enfermidades, uma vez que podem oferecer informagbes sobre
patégenos e alimentos envolvidos, além de outros fatores que contribuem para sua
ocorréncia, e assim auxiliar o sistema de vigilancia no estabelecimento de medidas
preventivas (CDC, 2014; Donnenberg & Narayanan, 2013).

Entretanto, por ser uma doenca auto limitante, muitos casos nao sao reportados
ou investigados, e por isso podem ser encontrados estudos em diversos paises nos quais
sao realizadas estimativas de casos de doencas de origem alimentar, hospitalizagdes e
mortes ocorridas em decorréncia desse problema, sendo os mesmos importantes para
estimar a dimenséo real do problema e assim estabelecer medidas preventivas eficazes
(Havelaar et al., 2012; Kim et al., 2015; Kirk et al., 2014). Uma forma de garantir um

alimento com qualidade e risco microbiolégico reduzido € pelo monitoramento



realizado na cadeia produtiva, podendo destacar a pesquisa de micro-organismos
indicadores de higiene e também a pesquisa de micro-organismos patogénicos.

Varios micro-organismos podem ser usados para indicar os niveis de higiene
durante as etapas da producdo, como o0s aerObios mesdfilos, coliformes totais,
enterobactérias e Escherichia coli. Os micro-organismos aerobios podem ser utilizados
como indicadores das condi¢des higiénicas gerais durante todo o processo de producao,
enquanto enterobactérias, coliforneek. coli podem ser usadas como indicadores de
contaminagcdo de origem entérica (Ghafir et al., 2008; Milios et al., 2014). Apesar de
usualmente se fazer a associacdo de micro-organismos indicadores de higiene a
presenca de patdgenos, essa correlacdo ndo € comprovada, devendo os dados de
indicadores microbiolégicos serem usados para avaliar as tendéncias gerais no processo
de higiene do abate, a fim de tomar as medidas corretivas, e avaliar os controles de
qualidade do estabelecimento (Milios et al., 2014). Nesse contexto, considerando que
varias etapas do abate podem promover a contaminacao das aves, e que a reducéo dess;
contaminacdo é um desafio para os estabelecimentos, as melhorias implantadas em cada
um podem ser monitoradas através dos indicadores bacterianos (Ghafir et al., 2008).

O Unico parametro relacionado a micro-organismos indicadores existente para
carne de aves no Brasil é descrito na RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que determina que carnes resfriadas, ou
congeladas, "in natura”, de aves (carcacas inteiras, fracionadas ou cortes) apresente 0s
seguintes parametros para Coliformes a 45%g: n = 5, ¢ = 3, m 200y, M = 16
UFC/g (Brasil, 2001a). Devido a auséncia de critérios mais especificos, o0s
estabelecimentos industriais usualmente consideram como referéncia parametros
internacionais, muitas vezes dos paises importadores, como critérios de qualidade e
seguranca de seus produtos. Dessa forma, os critérios de seus principais clientes sao

atendidosg é possivel a manutencao de acordos comerciais firmados.



Considerando que os micro-organismos indicadores de higiene ndo séo bons
indicativos da presenca de patégenos, a pesquisa desses ultimos também é fundamental
para a garantia da seguranca microbiologica de produtos cameasibém para
atendimento das exigéncias internacionais quanto ao controle de micro-organismos
patogénicos. Apesar de diversos patdogenos serem relacionados a doengas de origem
alimentar, Salmonella spp. se destaca em todo o mundo, sendo geralmente transmitida
aos seres humanos através do consumo de alimentos de origem animal contaminados,
principalmente carne, aves, ovos e leite (WHO, 2014). Segundo o CDC, os cinco
principais patdégenos responsaveis por doencas transmitidas por alimentos incluem o
norovirus, seguido de quatro patdgenos bacterianos (Salmonella spp., Clostridium
perfringens, Campylobacter spp., Staphylococcus ay(€0xC, 2014).

Como constatacao da importancia da Salmonella spp., cerca de 42.000 casos de
salmonelose sé&o relatados todos os anos nos Estados Unidos; entretanto, esse namera
pode ser ainda maior, uma vez que muitos casos ndo sao diagnosticados ou relatados
(CDC, 2014).No Brasil, segundo o Ministério da Saude, Salmonella spp. € 0 agente
etiolégico mais envolvido nas doencas de origem alimentar notificadas e investigadas,
tendo sido responsavel por 1.522 surtos entre 2000 a 2013 (Brasil, 2013Db).

Considerando a dificuldade de se encontrar estudos ou dados consistentes do
sistema de vigilancia a respeito de casos de gastroenterite, Majowicz et al. (2010)
realizaram um estudo no qual fizeram estimativas mundiais de casos de gastroenterite
envolvendo Salmonella n&o-tifdide, e encontraram como resultado um dado de
93.757.000 de casos e 155.000 mortes a cada ano em todo o mundo. Embora os dados
especificos sobre enfermidades associadas ao consumo de carne de aves contaminadas
por Salmonella spp. sejam limitados, o papel das aves é considerado significativo; no

entanto, o risco em diferentes paises varia de acordo com as medidas de controle e
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praticas implementadas ao longo da cadeia de producdo primaria até a final para
preparagao da carne para o consumo (FAO/WHO, 2011).

Objetivando atender as exigéncias de seguranca do alimento e visando a
inocuidade dos alimentos produzidos, mediante o controle do sistema de producgéo, o
MAPA publicou a Instrugdo Normativa n°® 78m 06 de outubro de 2003, na qual
institui o “Programa de Reducdo de Patdégenos e Monitoramento Microbiol6gico e
Controle de Salmonella sp. em Carcagas de Frangos €’ KBrasil, 2003a). Esse
programa foi implementado com o objetivo de construir um sistema de informacdes
sobre a contaminacdo por micro-organismos patogénicos para avaliacdo da
contaminagéo dos produtos examinados, viabilizando a determinacéo do nivel adequado
de protecédo ao agente, o que permite a melhor eficiéncia das medidas de controle, como
componente importante da Andlise de Risco Microbiolégico (ARM). Essa instrucéo
normativa prevé a analise de 51 amostras a cada ciclo amostral, sendo aceitavel no
maximo 12 amostras positivas, sendo que o processo de tomada de amostras em cada
ciclo relaciona-se com o volume de abate de cada estabelecimento industrial, e as
amostras colhidas imediatamente ap0s o gotejamento e antes da embalagem primaria
(Brasil, 2003a). ApGs implantacédo desse programa, uma nota técnica foi divulgada com
os resultados gerados desde outubro de 2003 até julho de 2008: dentro desse periodo
foram coletadas e analisadas 128.293 amostras de carcacas de aves, e 0s resultados
encontrados indicam um valor de 6,39% de amostras positivas para Salmonella spp.
em carcacas de aves coletadas nos estabelecimentos sob Inspecdo Federal (Brasil,
2008).

Além do Programa de Reducéo de Patdgenos, o Sistema de Inspecao Brasileiro
€ constituido de diversos outros programas que visam produzir um alimento indcuo e
seguro do ponto de vista microbiolégico, garantindo assim protecdo a saude publica e

exportacdo dos produtos para paises cada vez mais exigentes. Nesse sentido, 0 modelo
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de inspecédo sanitéria atualmente baseia-se na avaliacdo da implantacdo e execucao dos
Programas de Autocontrole da empresa inspecionada, que por sua vez fundamentam-se
na inspecao continua e sistematica de todos os fatores que, de alguma forma, podem
interferir na qualidade higiénico-sanitaria dos produtos expostos ao consumo. Fazem
parte dos Programas de Autocontrole da os programas de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de ControléAPPCC), Boas Praticas de Fabricacédo (BPF) e os Procedimentos
Padréo de Higiene Operacional (PPHO) (Brasil, 2005).

O programa APPCC, instituido pela Portaria n® 46 de 10 de fevereiro de 1998
do MAPA, baseia-se na prevencao, eliminacdo ou redugcédo dos perigos em todas as
etapas da cadeia produtiva, sendo um sistema de andlise que identifica perigos
especificos e medidas preventivas para seu controle, objetivando a seguranca do
alimento (Brasil, 1998). Esse programa tem como pré-requisito os programas de BPF e
PPHO, sendo que o BFP se baseia na higiene do estabelecimento, higiene pessoal e
higiene da producéo (Brasil, 1997), enquanto o PPHO se baseia na seguranca da agua,
higiene das superficies de contato com o alimento, preven¢do contra a contaminagao
cruzada, higiene dos empregados, protecdo contra contaminantes e adulterantes do
alimento, identificacdo e estocagem adequadas de substancias quimicas e de agentes
toxicos, saude dos empregadespntrole integrado de pragas (Brasil, 2003b).

Além dos programas de controle adotados pelo MAPA, a ANVISA aprovou
por meio da RDC 13 de 02 de janeiro de 2001, o Regulamento Técnico para instrucdes
de uso, preparo e conservagdo na rotulagem de carne de aves e seus miudos crus,
resfriados ou congelados (Brasil, 2001b), considerando a natural presenca de
Salmonella spp. em carne de aves e 0S riscos que esse patdgeno representa aos
consumidores. A RDC 13 estabelece a obrigatoriedade de instrucdes de uso, preparo e

conservagcao na rotulagem de carnes de aves e seus miudos crus que auxiliem o
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consumidor no controle do risco associado ao consumo de alimentos nos quais a

Salmonella spp. possa estar presente. As instru¢des obrigatorias sdo:

Este alimento se manuseado incorretamente e ou consumido cru podelaaosar

a saude; Mantenha refrigerado ou congelado; Descongele somente no refrigerador
ou no micro-ondas; Mantenha o produto cru separado dos outrositakmeave

com agua e sabéo as superficies de trabalho (incluindo as tabuas de corte)sutensilio
e maos depois de manusear o produto cru; Consuma somente ap0sfatzidu

assado completamente (Brasil, 2001b).

4. A IMPORTANCIA DE SALMONELLA SPP . NA CADEIA PRODUTIVA DE FRANGOS .

Salmonella spp. sado bacilos Gram negativos, e segundo o esquema de
Kauffman-White-Le Minor, sua classificacdo pode ser feita em duas espécies, S.
entericae S. bongori. S. enterica deve ser dividida em seis subespécies: S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houterfaeenterica subsp. indica. Ainda, mais
de 2000 sorovares sao descritos para esse micro-organismo (Guibourdenche et al., 2010;
Jay et al., 2005As cepas mais frequentemente envolvidas nas doen¢cas humanas sao as
de S. enterica subsp. enterica, que tem por habitat os animais de sangue quente e séao
responsaveis por 99% das salmoneloses humanas (Silva et al., 2007). Entretanto, a
classificacdo de Salmonella spp. em espécies é pouco usada nos estudos
epidemioldgicos, sendo mais conhecida e utilizada a nomenclatura relacionada com a
sorotipagem baseada nas diferencas encontradas em certas estruturas superficiais das
células, que sdo antigénicas. Essas estruturas sdo o envelope celular ou capsula
(antigenos capsularéd/i”), a parede celular (antigenos somaticos “O”) e os flagelos

(antigeos flagelares “H”) (Silva et al., 2007). Ainda, os diferentes sorotipos podem ser
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classificados em: a) aqueles que infectam somente humanos (exemplo: S. Typhi, S
Paratyphi A, S. Paratyphi C); b) aqueles que sdo adaptados a algum hospedeiro
(exemplo: S. Gallinarum em aves, S. Choleraesuis em suinos); c) aqueles que nado tem
hospedeiros preferenciais, sendo patogénicos para humanos e animais, e onde se
incluem a maioria dos sorotipos veiculados por alimentos (exemplo: S. Typhimurium)
(Jay et al., 2005). Ja Sanchez-Vargas et al. (2011) considera a classificacdo apenas em
tifoide, que abrange S. Typhi e S. Paratyphi e causam a febre entérica, sendo veiculadas
por agua ou alimentos contaminados por fezes humanas e nao-tiféide, que abrange os
outros sorotipos.

O presente trabalho concentra-se nos principais sorotipos causadores de
gastroenterite humana, na maioria das vezes associados a alimentos contaminados.
Esses sorotipos podem muitas vezes se adaptar a diversos hospedeiros animais, fazenda
parte de sua microbiota intestinal sem, no entanto, causar alteracdes patolégicas.. O
problema ocorre quando os alimentos produzidos por esses animais portando diversos
sorotipos de Salmonella spp. sdo consumidos pelo ser humano, podendo resultar numa
doenca de origem alimentar, representando assim um perigo para 0s consumidores.
Assim, existe uma alta correlacdo entre 0s sorotipos encontrados em animais de
producdo clinicamente saudaveis e aqueles isolados de seres humanos doentes
(Callaway et al., 2008).

Os sintomas iniciais mais comuns decorrentes de uma gastroenterite causada
por Salmonella spp. incluem nauseas, vomitos, diarreia, podendo haver febre, calafrios,
dor abdominal, mialgias e dor de cabeca (Hue et al., 2011; Sanchez-Vargas et al., 2011).
O periodo de incubacédo desse patdgeno varia de 12 a 72 horas e a infec¢cdo causada por
Salmonella spp. € geralmente auto limitada, e na maioria das vezes ndo levam a
complicagdes, exceto em pacientes de idades extremas ou com 0 sistema imunoldgico

comprometido (CDC, 2014; Sanchez-Vargas et al., 2011).
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A transmissdo de Salmonella spp. aos seres humanos pode ocorrer por contato
direto com os animais portadores ou pelo consumo de alimentos e dgua contaminados.
No caso de alimentos contaminados, as aves e os produtos avicolas exercem um papel
importante na veiculacdo desse patdgeno, sendo muitas vezes incriminados nos surtos
de salmonelose humana (Hue et al., 2011; Sanchez-Vargas et al., 2011; Yildirim et al.,
2011).

Pelo fato de Salmonella spp. sobreviver no trato intestinal dos animais sem
causar doencas, inclusive das aves, esse patdgeno representa uma séria ameacga :
inocuidade alimentar, uma vez que pode se perpetuar no préprio aviario através da
transmissao vertical, ou mesmo através de transmissdo horizontal com alimentos, agua e
ambiente contaminados com fezes de animais portadores (Callaway et al., 2008). Além
disso, o transporte e o estabelecimento de abate também exercem papel importante na
disseminacdo do patdgeno, através da contaminacdo cruzada, e dessa forma, a
contaminacgdo das aves e dos produtos avicolas podem ocorrer durante toda a cadeia de
producao (Heyndrickx et al., 2002).

Diversos estudos demonstram a importancia da producdo primaria na
manutencdo e disseminacdo de Salmonella spp. na cadeia produtiva. A criagao
intensiva, com consequente elevada densidade de animais nas propriedades dé criacao,
um dos principais fatores que favorecem a disseminacdo de micro-organismos atraves
da contaminacdo do ambiente com fezes de animais (Alvarez-Fernandez et al., 2012;
Antunes et al., 2003A limpeza e desinfeccéo ineficazes do aviario podem fazer com
que o patdégeno persista no ambiente (bebedouro, comedouro, cama de frango, paredes,
pisos, etc), como encontrado por Nogrady et al. (2008) e também por Heyndrickx et al.
(2002), podendo permitir assim a contaminagdo de lotes posteriores de frangos
originalmente livres de Salmonella spp. Também existem outros reservatorios nas

propriedades que podem favorecer a transmissdo de Salmonella spp., dentre eles:
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insetos, roedores, animais de fazenda, e o proprio ser humano (Callaway et al., 2008;
Heyndrickx et al., 2002; Nogrady et al., 2008; Silva & Duarte, 2002). Além disso, 0 uso

de racdo e agua contaminadas também pode ser considerado de importancia na
veiculacdo desse patdgeno, jA que pode introduzir esse micro-organismo numa
propriedade inicialmente livre. Em seu estudo, Corry et al. (2002) encontraram que as
fabricas de ragdo foram a fonte da maioria dos sorotipos de Salmonella spp. detectados
emduas empresas avaliadas ja que os sorotipos detectados na fabrica de racao foram os
mesmos encontrados nas carcacas processadas demonstrando a importancia da
alimentacéo animal como fonte de contaminacédo desse patdgeno em granjas. Com isso,
observa-se a importancia de uma biosseguranca rigorosa, incluindo manutencdo de
plantéis livres de Salmonella spp., vazio sanitario correto, estrita higiene, limpeza e
desinfeccdo das propriedades de criacdo, tratamento térmico dos alimentos, acesso
restrito aos aviarios, controle de pragas, desinfeccdo da agua, entre outras (Callaway et
al., 2008; Corry et al., 2002; Silva & Duarte, 2002).

Outro ponto importante na cadeia de producdo que favorece a disseminagéo de
Salmonella spp. é o transporte dos aviarios até os matadouros, uma vez que é uma
atividade que envolve grande estresse, pois na maioria das vezes as aves sédo confinadas
e aglomeradas em caixas por longas distancias em condi¢cdes inadequadas, o0 que
implica numa maior possibilidade de contaminagédo cruzada (Nogrady et al., 2008;
Tirolli & Costa, 2006). Além disso, Corry et al. (2002) e Rasschaert et al. (2007)
observaram uma ineficiente limpeza e desinfeccdo das caixas de transporte, sendo
frequentemente observado material fecal, além de terem detectado a presenca de
Salmonella spp., 0 que pode levar a permanéncia desse patdogeno nesse material,
favorecendo a contaminacdo de lotes subsequentes. Isso demonstra a necessidade de

uma melhor atencdo a limpeza e desinfeccao de caixas de transporte, e provavelmente
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dos veiculos de transporte, pois também podem ser importantes fontes de contaminagéo
durante o transporte e abate.

J& dentro do matadouro, algumas etapas envolvidas no processo de abate
representam pontos criticos de possivel contaminacdo da carcaga com Salmonella spp.;
no entanto, esses pontos podem variar de acordo com os protocolos de higiene, limpeza
e desinfec¢cédo adotados por cada estabelecimento (Von Riickert et al., 2009). Um ponto
importante no matadouro € a qualidade da &gua utilizada, pois se esta estiver
contaminada promovera a contaminacdo das carcagas por toda a linha de abate. Uma
evidéncia disso foi observado por Cortez et al. (2006a), que ao coletar amostras de agua
de escaldagem, da evisceracdo, do chiller, de agua de lavagem de carcacas nao
evisceradas e evisceradas, encontraram alto niveis de Salmonella spp., demonstrando
assim a importancia da agua na veiculacéo desse patdgeno.

As etapas do abate de aves mais frequentemente relacionadas a contaminacao
microbiolégica sdo a depenagem e a evisceracdo. A etapa de evisceracdo merece
destague devido a maior probabilidade de contaminacdo fecal em decorréncia das
possiveis rupturas intestinais (Rodrigues et al., 2008). Além disso, Hue et al. (2011)
observaram que o numero de pessoas trabalhando na evisceracdo influenciou na
contaminacgao das carcacas por Salmorsgita, pois quando menos pessoas estavam na
linha, maior foi a chance de contaminacdo devido ao trabalho repetitivo e falta de
precaucao. Outro fator considerado nesse estudo foi o fato da evisceragdo totalmente
automatica levar a um maior nimero de carcagas contaminadas que uma semi-
automética, o que se deve a variacdo natural de tamanho entre as carcacas abatidas.
Rasschaert et al. (2007) relataram que 0s equipamentos nas etapas de escaldagem e
depenagem sdo mais contaminados que na etapa de evisceracao, relacionando esse fatc

a uma menor contaminag¢ao ou maior limpeza e desinfeccdo na etapa de evisceragao, ou
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ainda a possivel disseminagdo da Salmonella spp. presente nas penas das aves durante
processo de escaldagem e depenagem.

Estudos indicam que a etapa de pré-resfriamento apresenta controvérsias com
relacdoa sua participacdo na contaminagao das carcagas, pois a0 mesmo tempo que
pode retardar a multiplicacdo de bactérias deterioradoras e inibir o desenvolvimento de
patdégenos, devido a baixa temperatura e a hipercloracdo da 4gua utilizada, pode também
atuar na contaminacéo cruzada das carcacas (Rodrigues et al., 2008; Von Ruckert et al.,
2009). Von Ruckert et al. (2008ncontraram menor frequéncia de Salmonella spp. nas
carcacas na saida do pré-resfriamento quando comparada as etapas iniciais de abate;
ainda, o pré-resfriamento parece ter sido o Unico ponto nesse estudo que exerceu
controle sobre esse patdégeno. J4 Lopes et al. (2007) observaram a presenca de
Salmonella spp. em amostras de agua do pré-chiller, e também em uma carcaca antes do
pré-chiller e em uma apo6s o chiller, atribuindo isso as temperaturas inadequadas e
cloracédo deficientes encontradas nos tanques de pré-resfriamento, permitindo assim a
contaminacgao cruzada das carcacgas.

Além das falhas de processamento durante o abate das aves, 0s equipamentos e
utensilios também podem exercer papel fundamental na contaminacdo das carcacas,
uma vez que uma higienizagdo e uma desinfec¢do mal feitas podem levar a persisténcia
de micro-organismos nos equipamentos, e consequente contaminagdo de carcacas de
lotes subsequentes. Essa contaminacgao cruzada através dos equipamentos e utensilios d:
linha de abate foi observada em outros estudos (Olsen et al., 2003; Rasschaert et al.,
2007). Com isso, pode ser determinado que os procedimentos operacionais na linha de
abate e as condicfes higiénicas dos equipamentos e utensilios utilizados exercem grande
influéncia na contaminacdo de carcacas de aves por Salmonella spp., e portanto, 0s
estabelecimentos industriais devem estabelecer os pontos criticos de controle na sua

linha de abate, tomando todas as medidas necessarias para minimizar a contaminacgao
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das carcacas nesses pontos. Adicionalmente, a definicdo adequadiPHidsé
importante para prevencdo da contaminacdo dos equipamentos e utensilios. Outra
medida de controle que também deve ser considerada € a conscientizacdo dos
consumidores quanto ao correto manuseio dos alimentos, a fim de se prevenir a
contaminacgdo cruzada e também quanto ao correto consumo de carnes de aves, que nac
deve ser crua.

Considerando alguns estudos sobre ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas
de frangos, identifica-se que os sorotipos identificados variam de acordo com os paises
considerados, mas que pertencem principalmente aos sorotipos S. Engaitidis -
Fernandez et al., 2012; Capita et al., 2003; Dominguez et al., 2002; Duarte et al., 2009;

Hue et al., 2011, Tessari et al., 2008; Yildirim et al., 2@3) Typhimurium (Alvarez-
Fernandez et al., 2012; Antunes et al., 2003; Rasschaert et al., 2007; Tirolli & Costa,
2006; Wang et al.,, 2013; Yildirim et al., 2011), frequentemente associados com
gastroenterites humanas.

No Brasil, podem ser encontrados diversos estudos que demonstram a
prevaléncia de Salmonella spp. em carcacas de frangos produzidas no pais. Borsoi et al.
(2010) encontraram 12% de positividade para Salmonella spp. em carcacas analisadas
no Rio Grande do Sul, sendo a maior parte dos isolados sorotipados como S. Enteritidis.
Resultado semelhante foi encontrado por Cortez et al. (2006b) em Sao Paulo, e por
Moreira et al. (2008), em Goias, que detectaram 16, 6% e 14, 32%, respectivamente, de
amostras positivas, estando S. Enteritidis entre os principais isolados. Também foram
encontrados estudos que demonstram uma frequéncia de Salmonella spp. inferior a
encontrada por esses autores, como o estudo de Duarte et al. (2009), no Nordeste, que
encontrou 9,5% de positividade entre as amostras analisadas, e de Tessari et al. (2008),
em S&o Paulo, que encontrou 2,5% de amostras positivas. Por outro lado, resultados

com frequéncia maior de amostras positivas foram encontrados por Ribeiro et al.
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(2007), no Sul do pais (39,3%), e por Santos et al. (2000), em Sao Paulo (32%). Nesses
dois estudos, o principal sorotipo encontrado foi também S. Enteritidis. Pode-se
observar que h4 uma variedade de frequéncia de amostras positivas entre os estudos
realizados no pais, o que pode ser reflexo das diferentes condi¢des de abate encontradas
em cada regido, ou até mesmo em cada estabelecimento, entretanto, independente do
resultado, fica evidente o problema da contaminacéo por esse patdgeno nas carcagas de
frangos produzidas no pais, o que demonstra a necessidade de medidas a fim de
controlar esse problema.

Adicionalmente, uma caracteristica que merece destaque € a ocorréncia de
cepas de diferentes sorotipos que apresentam resisténcia mdltipla a diversos
antimicrobianos (Alvarez-Fernandez et al., 2012; Yildirim et al., 2011), demonstrando
que além da possivel gastroenterite, um problema ainda maior pode ocorrer se o
sorotipo presente nesse alimento for resistente aos antimicrobianos eleitos para o
tratamento. Conforme observado por Antunes et al. (2003), esses resultados ndo séo
totalmente inesperados devido a utilizagcdo intensiva de antimicrobianos na cadeia
produtiva de aves de corte, o que pode contribuir para a disseminacédo de diferentes
padrdes de resisténcia. Dessa forma, esse fato deve ser considerado um problema
adiciona de saude publica, demandando constante vigilancia e conscientizacdo para o

uso prudente dos antimicrobianos.

5. METODOS DE CARACTERIZACAO DE SALMONELLA SPP .

No contexto mundial, no qual as doencas de origem alimentar sao
extremamente impactantes na saude publica, se torna cada vez mais importante a
caracterizacao dos isolados de Salmonella spp., uma vez que a tipagem definitiva pode

ajudar a identificar a origem de um surto e assim, ser Gtil na adocdo de medidas de
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controle para reduzir a incidéncia de contaminagdo por patdgenos em alimentos e,
consequentemente, evitar casos de gastroenterites humana associados a alimentos (Steve
Yan et al., 2003; Vongkamjan & Wiedmann, 2014).

O isolamento, seguido de sorotipagem, é a técnica tradicional de deteccao de
Salmonella spp., sendo um método cultural classico de presenga ou auséncia,
desenvolvido com a finalidade de garantir a deteccdo mesmo em situacdes
extremamente desfavoraveis. Os procedimentos recomendados por diferentes 6rgaos
reguladores, embora com algumas variacdes nos protocolos analiticos, seguem
basicamente quatro etapas que podem ser aplicadas em qualquer tipo de alimento: pré-
enriguecimento em caldo n&o seletivo, enriquecimento em caldo seletivo, plaqueamento
seletivo-diferencial, confirmacgéo bioquimica e soroldgica (Silva et al., 2007). O método
de sorotipagem mais usado tradicionalmente leva em conta a variabilidade antigénica
nos lipopolissacarideos da membrana externa (Antigeno O), proteinas flagelares
(antigenos H1 e H2) e polissacarideo capsular (antigeno Vi) (Barco et al., 2013; Kim et
al., 2015).

No entanto, apesar de util, ha diversos inconvenientes na sorotipagem
tradicional, como uso de anti-soros com preco elevado, exigéncia de grande controle, de
técnicos bem treinados, além de ser um método demorado, e ainda a existéncia de
alguns isolados que nao sao tipaveis (Barco et al., 2013; Kim et al., 2015). Por essas e
outras raz6es, métodos moleculares alternativos vem ganhando destaque por serem mais
rapidos e confiaveis (Akiba et al., 2011; Alvarez et al., 2004; Liu et al., 2011; Steve Yan
et al., 2003). A demanda por métodos rapidos e alternativos é ainda mais evidente
considerando a grande quantidade de surtos de salmonelose em humanos envolvendo o
consumo de carne de aves, podendo ter como objetivo rastrear toda a cadeia de
producado a fim de se identificar a fonte de contaminacéo: a ado¢ao de tais métodos €

fundamental para as industrias, pois proporciefigas vantagens importantes como
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velocidade, especificidade, sensibilidade (O'Regan et al., 2008; Park et al.,, 2014;
Vongkamjan & Wiedmann, 2014). Além de permitir uma melhaaaqualidade dos
processos de diagndsticoadocao de metodologias rapigasde também aprimorar

controle de qualidade microbioldgica dos produ@syue a obtencéo dos resultados em
poucas horas possibilita que as industrias adotem ac¢des corretivas que impecam que um
produto contaminado seja disponibilizado aos consumidores (Freitas et al., 2010).

Diversos métodos moleculares estdo sendo estudados com o objetivo de
identificar os sorotipos de Salmonella spp., sendo baseados em enzimas de restrigao,
amplificagcdo de &cidos nucléicos ou sequenciamento de nucleotideos (Barco et al.,
2013; Steve Yan et al., 2003). As técnicas moleculares mais utilizadas atualmente para
caracterizacao e identificacdo de diferentes sorotipos de Salmonella spp. sdo a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), PCR multiplex, PCR em tempo real, Eletroforese em
Gel de Campo Pulsado (PFG&EMultilocus Sequence Typing (MLST) (Liebana, 2002;

Park et al., 2014; Steve Yan et al., 200Bn método de sorotipagem ideal seria aquele

que apresenta 100% de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade; entretanto,
dificilmente uma metodologia ir4 atender perfeitamente a todos esses critérios (Ribot et
al., 2006). Cada metodologia possui suas vantagens e desvantagens, determinando que a
definicdo do procedimento mais adequado seja determinada por diversos fatores como
quantidade de amostras, tempo e recursos materiais e humanos disponiveis (Barco et al.,
2013; Park et al., 2014; Steve Yan et al., 2003).

Considerando a necessidade de técnicas rapidas e precisas para o diagnéstico e
caracterizacdo de Salmonella spp. em alimentos, varios estudos podem ser encontrados
com desenvolvimento de métodos de sorotipagem molecular através do uso de PCRs
multiplex, onde varios pares de primers especificos a determinados sorotipos sao usados
em uma mesma reacdo. Kim et al. (2015) desenvolveram duas reacfes de PCRs

multiplex para identificar os 30 sorotipos mais comuns de Salmonella enterica subsp.
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enterica de relevancia clinica, e obtiveram resultados compativeis com a sorotipagem
convencional. Outros estudos baseados em técnicas de PCR multiplex podem ser
encontrados na literatura para diferenciacdo de sorotipos de Salmonella spp., com
resultados satisfatérios (Akiba et al., 2011; Alvarez et al., 2004; Cardona-Castro et al.,
2009; Freitas et al., 2010; Herrera-Leon et al., 2007; Liu et al., 2012; O'Regan et al.,
2008). No entanto, a técnica de PCR ndo é capaz de distinguir entre células viaveis e
ndo viaveis, dai a importdncia de ser combinada com testes microbiologicos
convencionais (Freitas et al., 2010).

Apesar de util, a sorotipagem molecular apresenta outras limitagdes, como
exemplo o nimero de sorotipos que podem ser abordados em uma rea¢do, uma vez que
nem sempre é possivel a padronizacdo de uma reacdo usando varios pares de primers
(Barco et al., 2013). Por isso, o ideal € seu uso em conjunto com outras técnicas, como
por exemplo o PFGE, a fim de promover ainda mais a discriminacéo dos isolados (Kim
et al., 2015).

PFGE é considerado a técnica de referéncia para a subtipagem de bactérias de
origem alimentare € a técnica mais frequentemente utilizada para investigacdes
epidemioldgicas de toxinfec¢des alimentares, apesar de ndo ser a mais atual (Goering,
2010; Ribot et al., 2006). A técnica de PFGE baseia-se na utilizacdo de enzimas de
restricdo (endonucleases) para fragmentar o DNA bacteriano em determinados locais
conhecidos como locais de restricdo. Estas enzimas de restricdo sao selecionadas para
gerar pedacos de DNA que podem ser separados com base nos seus pesos moleculares
através de um campo elétrico que tem sua orientacdo alternada ciclicamente (Goering,
2010; Liebana, 2002)0 potencial “significativo” por tras do método de PFGE ¢ a
comparacao de dois ou mais isolados bacterianos para se obter um sentido de parentesco

gendmico, geralmente num contexto epidemiologico (Goering, 2010). Alias, o contexto
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epidemiologico é considerado essencial na andlise dos resultados de PFGE
(Vongkamjan & Wiedmann, 2014).

Apesar de ser considerada a técnica de referéncia para investigacdes
epidemioldgicas, o PFGE é conhecido por ser um procedimento trabalhoso, demorado,
com limitagbes quanto a falta de padronizacdo entre laboratorios, dificultando a
comparacao dos resultados, e também alterac6es na taxa de migracéo eletroforética em
decorréncia de mudancas no tamanho molecular dos fragmentos devido insergoes,
delecdes, mutagOes e rearranjos (Barco et al., 2013; Goering, 2010; Kim et al., 2015;
Ribot et al., 2006). Diversos estudos utilizam o PFGE para identificacdo das principais
fontes de contaminacdo por Salmonella spp. na cadeia produtiva de aves, bovinos e
suinos, com resultados bastante consistentes (Arguello et al., 2013; Chen et al., 2011;
Cossi et al., 2014; Kim et al., 2007aconcha et al., 2000; Lee et al., 2007; Mannion et
al., 2012; Nogrady et al., 2008; Piras et al., 2011).

Em sintese, essas ferramentas de caracterizagdo molecular podem ser
frequentemente usadas para permitir o rastreamento epidemiolégico de cepas
envolvidas em surtos e casos de toxinfecgdes alimentares; uma vez identificado um caso
ou surto, os agentes patogénicos podem ser isolados de amostras clinicas e de alimentos
consumidos, e seus perfis genéticos caracterizados para determinacdo de uma possivel
associacao e definicdo das causas dos agravos identificados, além também de poder ser
usada em toda a cadeia de producdo a fim de se identificar a fonte inicial de
contaminacdo e assim adotar medidas de controles efetivas desde o inicio da cadeia

evitando a contaminac¢ao do produto final.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Esse estudo teve como objetivo geral caracterizar a contaminagao por micro-

organismos indicadores de higiene e realizar um rastreamento a nivel molecular da

contaminacgao de SalmonelBgp. na linha de abate e processamento de frangos de corte

de dois matadouros de aves localizados no estado de Minas Gerais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a qualidade microbiologica das carcacas de frango e do ambiente de
abate em diferentes pontos das linhas de processamento de dois
estabelecimentos industriais, através da pesquisa de micro-organismos
indicadores de higiene e da pesquisa de Salmasyglla

Verificar a ocorréncia de Salmonekgp. em duas linhas de abate de frangos,
identificando os principais pontos de contaminacao por esse patdgeno.
Determinar os perfis genéticos por PFGE e avaliar a diversidade genética entre
os isolados de Salmonella spp.

Realizar rastreamento molecular de Salmonella spp. nas linhas de abate e
processamento, visando identificar por PFGE as origens de contaminacao das

diferentes cepas obtidas das amostras.
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CAPITULO 1. Contaminag&o microbioldgica ao longo da linha de abate e

processamento de frangos em Minas Gerais, Brasil.

Mariane Rezende Dias et al.
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REsumoO

Esse estudo teve como objetivo caracterizar as variagdes dos niveis de contaminacao
por indicadores de higiene em pontos chave da linha de abate e processamento de
frangos. Amostras de caixas de transporte de aves, carcacas (apés depenagem - C1, apos
evisceracgado - C2, e apos pré-resfriamento - C3), cortes finais e equipamentos e ambiente
de processamento (facas, esteiras de cortes, maos de manipuladores) foram coletadas de
dois matadouros de aves (Mtl-grande porte e Mt2-pequeno porte) localizados no estado
de Minas Gerais, Brasil, e submetidas a enumeracao de micro-organismos indicadores
de higiene: aerébios mesofilos, enterobactérias, coliformes e Escherichia coli. A
variacdo da contaminagcdo microbiolégica ao longo da linha de abate e processamento
foi similar em Mtl e Mt2. Na recepcdo, as médias das contagens por todos o0s
indicadores de higiene pesquisados foram estatisticamente similares (p > 0,05). Durante
o abate, em ambos os matadouros n&do foram observadas diferengas significativas entre
as contagens obtidas em C1 e C2 (p > 0,05), porém reducédo significativa em C3 (p <
0,05); C1 e C2 apresentaram contagens superiores e C3 contagens inferiores em Mtl
quando comparado a Mt2 (p < 0,05). Amostras de cortes, equipamentos e utensilios
apresentaram contagens inferiores em Mtl (p < 0,05). Os resultados obtidos
demonstram que apesar de Mtl apresentar maiores niveis de contaminag¢do nas etapas
iniciais do abate, foi possivel a obtencdo de menores indices de contaminacdo nas etapas
finais do abate e nos produtos finais, indicando eficiéncia dos processos de higienizagcao
adotados. Assim, foi possivel identificar a variacdo da contamina¢do microbioldgica ao
longo do abate e processamento de frangos nos dois matadouros incluidos do estudo, o
que auxilia a determinacdo de medidas efetivas de descontaminacdo e higienizacao
nessa cadeia produtiva.

Palavras-chave: carne de frango, indicadores de higiene, linha de abate e processamento
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ABSTRACT

This study aimed to characterize the variations of contamination levels based on
hygiene indicators in key steps during slaughtering and processing of poultry. Samples
from transport boxes of chickens, carcasses (after plucking - C1, after evisceration - C2,
after pre-cooling - C3), final cuts, equipment, and the processing environment (knives,
cutting mats hands of employees) were collected from two poultry slaughter houses
(Mtl-large size and Mt2-small size) located in Minas Gerais state, Brazil, and were
subjected to the enumeration of hygiene indicator microorganisms: mesophiles,
enterobacteria, coliforms, and Escherichia coli. The variation in microbiological
contamination throughout the slaughtering and processing of poultry was similar for
Mtl and Mt2. In the reception, the averages from counting all hygiene indicators were
statistically similar (P > 0.05). During the slaughtering, both slaughterhouses did not
show significant differences between the counts that were obtained for C1 and C2 (P >
0.05), although there was a significant reduction for C3 (P < 0.05); C1 and C2 presented
with greater counts and C3 with lower counts for Mtl when compared to Mt2 (P <
0.05). Samples from cuts, equipment, and utensils presented with lower counts for Mtl
(P < 0.05). The results showed that despite Mtl presenting with greater contamination
levels in the initial slaughter steps, it was possible to obtain lower contamination levels
in the final slaughter steps and final products, thus indicating efficiency of the hygiene
processes that were adopted. Thus, it was possible to identify the variation in
microbiological contamination throughout the slaughter and processing of chickens in
the two slaughter houses that were included in the study, which helps to determine
effective measures of decontamination and hygiene in this production chain.

Key words: chicken meat, hygiene indicators, slaughter and processing
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INTRODUCAO

A avicultura brasileira apresentou expressivo crescimento nas ultimas décadas,
posicionando o pais como o terceiro maior produtor e 0 maior exportador de carne de
frango em todo o mundo (Brasil, 2014; UBABEF, 2014). Para garantir essa posicao de
destaque, tem sido fundamental que a producdo de aves ategol@sos critérios de
qualidade e inocuidade, uma vez que contaminagdes microbioldgicas podem determinar
perdas econdmicas diretas devido a deterioracdo e enfermidades associadas a esses
produtos, além das perdas indiretas devido aos entraves na exportacdo dos alimentos
(Tsola et al.,, 2008). Esse cenéario determina que a presenca de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes em carne de aves e seus subprodutos € uma preocupacac
constante para fornecedores, consumidores e autoridades de saude publica em todo o
mundo (Alvarez-Astorga et al., 2002).

Nesse contexto, a pesquisa de indicadores bacterianos se destaca como uma
forma de avaliar os niveis de higiene durante o processo de abate, e também da
qualidade microbiolégica do produto final (Ghafir et al., 2008; Lopes et al., 2007).
Como exemplo, os micro-organismos aerébios mesdfilos podem ser utilizados como
indicadores das condi¢cdes higiénicas gerais durante todo o processo de producao,
enquanto enterobactérias, coliformes e Escherichia coli podem ser usadas como
indicadores de contaminacdo entérica (Ghafir et al., 2008; Milios et al., 2014). A
presenca desses micro-organismos em carnes em altas quantidades pode indicar
deficiéncias na limpeza e higiene durante o processo de producao (Vaidya et al., 2005).

No Brasil, o Unico parametro relacionado a micro-organismos indicadores de
higiene existente para carne de aves é encontrado na RDC 12 de 02 de janeiro de 2001
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na qual é determinado que

carnes de aves "in natura" (carcacgas inteiras, fracionadas ou cortes) resfriadas ou
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congeladas, devem apresentar os seguintes parametros para Coliformes a 45°/g: n =5, c
= 3, m = 5x16 UFC/g, M = 1d UFC/g (Brasil, 2001). Esse (nico parametro
microbiolégico ndo permite um monitoramento totalmente adequado da qualidade e
seguranca de carnes de aves, 0 que demanda das industrias processadoras a utilizagédo d
parametros alternativos para realizacdo desse controle. Assim, usualmente essas
industrias utilizam parametros internacionais de qualidade e seguranca, muitas vezes
obtidos dos paises importadores de seus produtos.

Nesse contexto, estudos que fornecam o perfil microbiolégico geral em pontos
especificos da cadeia produtiva sdo fundaneptra o desenvolvimento de critérios
microbiolégicos que possam ser utilizados em programas de monitoramento
implantados pelas indastrias, servindo assim como base para as medidas de controle
adotadas (Lindblad et al., 2006). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
contaminagdo microbioldgica por micro-organismos indicadores de higiene ao longo da
linha de abate e processamento de frangos, desde a recepcdo das aves até o

processamento de cortes finais em estabelecimentos localizados em Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Matadouros e amostragem

Dois matadouros de aves localizados no estado de Minas Gerais, Brasil, foram

selecionados no presente estudo depois da concordancia dos respectivos proprietarios e

da identificacdo de que o abate realizado nesses estabelecimentos era regularmente

fiscalizado por Servicos Oficiais de Inspegdo, conforme caracteristicas descritas a

seqguir:
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v' Matadouro 1 Kitl): estabelecimento de grande porte, abate médio de 180.000
frangos por dia, possui linha de evisceracdo automatica, programas de autocontrole
devidamente implantados, fiscalizado pelo Servico de Inspecédo Federal (SIF
habilitado a exportacdo, utiliza o sistema de integracdo, e produz uma grande
variedade de produtos.

v' Matadouro 2 (Mt2): estabelecimento de pequeno porte, abate médio de 3.500 a
4.000 frangos por dia, linha de evisceracdo manual, fiscalizado pelo Servico de

Inspec¢éo Municipal, e produz principalmente frangos inteiros.

Cada matadouro foi visitado cinco vezes por um periodo de nove meses, onde
amostras de utensilios, equipamentos, carcacas e produtos finais foram coletadas ao
longo da cadeia produtiva dos lotes de aves processados, nas etapas de recepc¢ao, abate
processamento (Tabela 1).

A coleta de amostras das carcacas e dos cortes (coxa, peito e asa) foi realizada
pelo método de enxague recomendado pelo USDA/FSIS (2014). As amostras foram
obtidas nas diferentes etapas, transferidas para bolsas estéreis e pesadas. Em seguida
400 mL de Tampéo Fosfato pH 7,2 foram adicionados a cada bolsa e homogeneizados.
Os homogenatos resultantes foram transferidos para bolsas estéreintidos sob
refrigeracdo até o inicio das analises.

A coleta de amostras de superficies (caixas de transporte, esteiras de cortes
maos de funcionarios e facas) foi realizada por swab com auxilio de esponjas estéreis
pré-umedecidas com 40 mL de Tampao Fosfato pH 7,2, em quatro regiées de 100 cm?
da mesma superficie, sendo as amostras de esteiras de cortes, maos e facas coletadas n
sala de cortes de cada matadouro. Em seguida, as 4 esponjas utilizadas por amostra

eram acondicionadas em uma bolsa estéril com 160 mL de Tampao Fosfato pH 7,2,
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completando um volume final de 200 mL, correspondente a 400 cm? amostrados. Os

conjuntos eram mantidos sob refrigeracao até o inicio das anélises.

Enumeracao de micro-organismos indicadores de higiene

Todas as amostras coletadas foram inicialmente submetidas a homogeneizacao
peristaltica em‘Stomacher” (Stomacher 400 circulator, Seward, Worthing, England), e
submetidas a diluicdo seriada em escala decimal, utilizando-se NaCl 0,85%D{mA/)
diluicdes de cada amostra foram selecionadas, considerando o seu provavel nivel de
contaminacdo microbiolégica, e semeadas em Peffffil Aerobic Count (3M
Microbiology, St Paul, MN, EUA) para a enumeracdo de aerdbios mesodfilos (AM),
Petriflm™ Enterobacteriacea (3M) para enumeracdo de enterobactérias (EB), e
Petrifilm™ Escherichia coli (3M) para enumeracao de coliformes totais (CT) e E. coli
(EC). Todas as placas foram incubadas a 35 °C, por 24 a 48 h, quando as colbnias
formadas foram enumeradas considerando as caracteristicas fenotipicas de cada grupo:
AM: colbnias vermelhas formadas apds 2&RB; col6nias amarelas associadas ou néo
a gas, e colbnias associadas a gas, formadas ap6€£2Z4dulbnias vermelhas e azuis
associadas a gas, formadas apds 24 h; EC: colbnias azuis associadas a gas, formadas
apos 48 h. Todos os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colonia

(UFC) por grama ou por cm?, de acordo com a caracteristica de cada amostra.

Monitoramento do Cloro residual e Temperatura

As medidas de temperatura (°C) e cloro residual (ppm) do ultimo tanque de

pré-resfriamento, apos a obtencdo das amostras de carcagas de frangos em C3 (Tabela
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1), foram obtidas pelas equipes de controle de qualidade dos matadouros incluidos no
estudo. Para mensuracdo da temperatura, foram utilizados termédmetros de mercurio ou
digitais com leitor infra-vermelho. A quantidade de cloro residual foi aferida utilizando-

se kits especificos de cada estabelecimento.

Analises dos dados

As contagens de AM, EB, CT e EC foram convertidas eny,l@yaliadas
quanto a distribuicdo normal e homogeneidade, e submetidas a Andlise de Variancia
(ANOVA) e Tukey para identificagdo de diferengas significavas entre as amostras
obtidas dos diferentes matadouros e etapas da cadeia produtiva (p < 0,05).

Adicionalmente, para cada grupo microbiano e etapa do abate (C1, C2, C3) foi
calculado um valor referencial que correspondia a média somada ao desvio padrdo; em
seguida, as frequéncias de amostras que apresentaram contagens acima desses valore
foram comparadas pelo teste de Chi-quadrado (p < 0,05). Essa analise foi realizada
considerando critérios usualmente adotados para implantacdo de Programas-de Au
Controle em matadouros, especificamente em relagdo ao monitoramento da
contaminacgao microbiolégica em carcacas ao final do abate (Brasil, 2005).

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se os softwaresicatafi®

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e XLSat 2010.2.03 (AddinSoft, New York, NY, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dscontagens de cada indicador bacteriano analisado nas caixas de
transporte de frango das granjas até os matadouros avaliados séo apresentadas na Tabel:

2. Observa-se que ndo houve diferenca de contaminacaoMidtreMt2 (p > 0,05)
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para nenhum dos indicadores avaliados. Os resultados encontrados demonstam que
contaminacgdo intrinseca do animal € importante na introducdo de micro-organismos nos
matadouros, sendo a etapa de transporte fundamental na disseminacdo dessa
contaminagdo, uma vez que é uma atividade que envolve grande estresse, sendo as aves
muitas vezes confinadas e aglomeradas em caixas por longas distancias em condi¢des
sanitarias inadequadas (Nogrady et al., 2008; Tirolli & Costa, 2006). Assim, a correta
limpeza e desinfecg&o das caixas de transporte dos frangos s&o atividades fundamentais
para reducdo da contaminacdo, além de préaticas adequadas de manejo dos animais para
minimizar as situacdes de estresse durante o transporte.

A Tabela 3 apresenta as médias de contagens para os indicadores bacterianos
analisados nas trés etapas do abate (C1l-apds depenagem, C2-apds evisceracao, C3- ap6
pré-resfriamento) nos dois estabelecimentos estudados. Observa-se que ndo houve
diferenca significativa (p 0,05) de contaminacdo entre as carcagas coletadas nas duas
primeiras etapas avaliadas para nenhum dos indicadores estudados. No entanto, ao se
comparar os dois matadouros constata-se que as médias de contamina¢cao encontradas
nas duas primeiras etapas Mbl sdo significativamente (p < 0,05) maiores do que
aquelas encontradas nbt2, sendo que os valores encontrados em ambos
estabelecimentos podem ser considerados altos. Como ja relatado por Rodrigues et al.
(2008), a automatizacdo da linha de abate, especialmente da evisceracdo, associada a
provavel falta de padronizagdo dos tamanhos dos animais de um mesmo lote, pode
determinar problemas como o0 rompimento das visceras e consequente maior
contaminacdo microbiolégica. Essa caracteristica pode explicar as diferencas
observadas entre Mtl e Mt2 nas contagens obtidas em C1 e C2 (Tabela 2): Mtl é um
matadouro de grande porte com sistema automatico de evisceragcdo, com uma
capacidade elevada de producéo, o que pode dificultar ainda rmamsrole devidca

alta velocidade da linha de abate. Resultados semelhantes foram descritos em outros
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estudos, demonstrando a importancia das etapas de depenagem e evisceracao para &
contaminagao microbiana ao longo da cadeia produtiva de carne de aves (Abu-Ruwaida
et al., 1994; Goksoy et al., 2004; Matias et al., 2010; Rodrigues et al., 2008; Vaidya et
al., 2005; Yashoda et al., 2001; Zweifel et al., 2015). Porém, resultados diferentes foram
observados no estudo feito por Matias et al. (2010), que observaram altas contagens de
AM e EC em carcacas obtidas durante o abate em um matadouro de pequere porte,
associaram esses resultados a manipulacdo exagerada e inadequada durante a
evisceracdo manual, ou ferramentas e utensilio inadequados ou mal higienizados. Essa
mesma interpretacdo foi sugerida por Tsola et al. (2008), que encontraram uma reducgao
da contaminacgdo ao longo da linha de abate apds sua automatizacao.

Ainda na Tabela 3 pode ser observado que houve uma reducao significativa
dos nivés de contaminacéo de todos os indicadores de higiene entre as etapas C1-C2 e
C3 (apbs pré-resfriamento, chiller final) em ambos os mataddqpres0,05). Esses
resultados demonstram a importancia do pré-resfriamento como um ponto critico de
controle, uma vez que apos essa etapa as carcagases®aladas ou destinadas
processamento, nd&o havendo nenhum outro procedimento para reducdo da
contaminagcdo existente. Ainda, ao comparar os dois matadouros verifica-se que a
reducao ocorrida em Mtl foi significantemente maior que aquela ocorrida n Mt2
0,05) (Tabela 3). Embora Mtl tenha apresentado maiores médias nas contagens dos
indicadores de higiene nas etapas iniciais do abate, esse matadouro conseguiu produzir
carcacas com menores niveis de contaminacdo microbiolégica do que Mt2, o que
implica em produtos com melhor qualidade microbiolégica, e consequentemente maior
vida de prateleira. Resultados semelhantes de reducédo do nivel de contaminagcédo das
carcagas apos o pré-resfriamento foi observada por outros autores, demonstrando a

importancia dessa etapa na garantia de um produto de qualidade microbiologica
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satisfatoria (Allen et al., 2000; Jimenez et al., 2003; Matias et al., 2010; Rodrigues et al.,
2008; Smith et al., 2005).

Além das diferencas entre Mtl e Mt2 em relacdo ao ndmero de aves abatidas e
equipamentos utilizados nas etapas de abate, o controle de temperatura da agua do
chiller e a quantidade de cloro residual podem ter contribuido para as diferencas
observadas nas contagens dos indicadores de higiene (Tabela 4). A legislagdo brasileira
exige que a temperatura na saida do chiller final seja inferior ou igual a 4°C, e que a sua
adgua pode ser hiperclorada, com um nivel maximo de 5 ppp de cloro residual, ndo
estabelecendo, entretanto, nivel minimo (Brasil, 1998). A média da tempemtura n
chiller do Mt1 encontrou-se dentro do parametro exigido pela legislacao (0,925 °C), ao
contrario do que foi observado em Mt2 (temperatura média de 8,0 °C). Uma diferenca
similar foi observada entre Mtl e Mt2 em relagdo a concentracao de cloro residual na
agua do chiller: Mtl apresentou média de 3,085 ppm, enquanto Mt2 apresentou média
de 1,625 ppm. Além disso, os valores de cloro residual encontrados em Mt2
apresentaram uma grande variacao (dados ndo mostrados), o que indica que a etapa de
pré-resfriamento nesse matadouro ndo é rigorosamente controlada como em Mtl, o que
favorece a obtencdo de produtos finais com baixa qualidade microbiolégica. Estudo
com resultados semelhantes foi realizado por Matias et al. (2010), que ao comparar 0s
niveis de contaminagdo entre matadouros de pequeno e médio portes, encontraram que
o matadouro de menor porte apresentou médias de contaminagcdo microbiolégica ap6s
pré-resfriamento superiores aquelas encontradas no de grande porte, e a0 comparar com
os resultados de temperatura, observou-se que o matadouro de pequeno porte apresentoL
valores com alta variacao, fora dos limites estabelecidos pela legislacéo.

Diferente dos resultados obtidos, outros estudos ndo observaram reducéo
significativa de micro-organismos indicadores em carcacas de aves apos a ptépa de

resfriamento (Abu-Ruwaida et al., 1994; Goksoy et al., 2004; Hutchison et al., 2006;
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Lopes et al., 2007; Vaidya et al., 2005; Zweifel et al., 2015). Entretanto, a etapa de pré-
resfriamento nesses estudos é realizada pela aplicacédo de ar frio, e ndo por imersdo em
tanques com agua gelada, sugerindo diferencas de desempenho desses processos n:
reducdo dcontaminac¢do microbiolégica de carcacgas de aves.

As médias de contagens obtidas em amostras dos ambientes de processamento
sdo apresentados na Tabela 5. As médias de contaminagdo por AM foram
significantemente diferentes entre os dois matadouros (p < 0,05), sendo que as médias
observadas em Mt2 foram maiores que em Mtl. Para EB e CT, as médias de
contaminagdo Vverificadas nas esteiras de cortes ndo apresentaram diferencas
significativas entre Mtl e Mt2 (p > 0,05); no entanto, as médias encontradas para as
méos e facas foram significantemente maiores em Mt2 do que em Mtl (p < 0,05). J&
para EC, as médias encontradas nas facas ndo apresentaram diferenca significativa entre
Mtl e Mt2 (p > 0,05); no entanto, as médias encontradas para as esteiras de cortes
maos foram significantemente maiores em Mt2 que em Mtl. Abu-Ruwaida et al. (1994)
analisaram equipamentos e utensilios nas areas de evisceracdo e emigalagem
encontraram médias de contaminagdo por aerdbios variando ente 747 log
UFC/cnf, sendo as médias encontradas na &area de evisceracdo maiores que as
observadas na area de embalagens, e concluiram que os equipamentos e utensilios eramn
insalubres e influenciaram diretamente na contaminacdo microbiolégica das carcacas,
com prejuizo para a sua qualiga Os resultados obtidos permitem identificar
deficiéncas higiénicas no matadouro de pequeno porte (Mt2), determinando a
necessidade de adocdo de medidas para melhoria dos procedimentos de higiene e
desinfeccao, para reduzir a contaminacdo das carcacas e produtos carneos durante suas
etapas de processamenwmgarantindo a obtencdo de produtos finais com melhor
qualidade. Recontaminacdo de produtos através de superficies contaminadas tem sido

observada em muitos casos, e € uma questao importante que usualmente ocorre como
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consequéncia de limpeza e desinfeccdo ineficazes ou insuficientes (Reij & Den
Aantrekker, 2004).

Na Tabela 6 sdo apresentadas as médias de contagens dos indicadores de
higiene pesquisados nos cortes finais obtidos em Mtl e Mt2. As médias de
contaminagao para os trés tipos de cortes amostrados foram significantemente maiores
em Mt2 do que em MtIp < 0,05). Esses resultados estdo de acordo com aqueles
obtidos em carcacas apos pré-resfriamento (C3, Tabela 3) e ambiente de processamento
de cortes (Tabela 4), onde Mt2 apresentou contagens de indicadores de higiene
significativamente superiores quando comparadas a Mtl (p < 0,05). Alvarez-Astorga et
al. (2002) encontraram altas contagens de indicadores de mesdbfilos, coliformes e E. coli
em coxas e asas de aves em estudo realizado em Ledn, Espanha, e concluiram que esse
resultados eram indicativos de baixa qualidade microbiolégica desses produtos; esses
resultados sdo semelhantes aos observados nos mesmos cortes finais de aves obtidos en
Mt2, e confirmam que as deficiéncias higiénicas observadas em etapas de abate e no
ambiente de processamento de produtos carneos comprometem a qualidade
microbiolégica dos produtos finais.

Considerando os critérios usualmente adotados para implantagdo de Programas
de Auto Controle em matadouros, especificamente os relacionados aos critérios
microbiolégicos, nos quais o limite superior é estabelecido através da soma da média
com o desvio padréo, sendo a média obtida através de uma série histérica de resultados,
(Brasil, 2005), a Tabela 7 apresenta as frequéncias de amostras de carcacas de frango
que apresentaram contagens acima de valores referenciais (média + desvio padrao)
obtidos por cada etapa e matadouro. Embora ndo sejam observadas diferencas
significativas entre as frequéncias de amostras com contagens acima dos valores
referencias em cada etapa e matadouro (p > 0,05), observa-se em Mtl uma reducéo

dessa frequéncia entre as etapas C1-C2 e C3, e um padrdo nao uniforme em Mt2:
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frequéncias similares para AM, reducdo e aumento de frequéncias para EB e EC,
respectivamente, e reducéo de frequéncias apenas para CT (Tabela 7). Esses resultados
sao coerentes com o0s observados na Tabela 3, comprovando que as primeiras etapas de
abate em Mtl sdo as que promovem a maior contaminacdo das carcacas, sendo
provavelmente devido ao grande volume e velocidade de abate. Apesar do pré-
resfriamento nesse estabelecimento exercer um efetivo controle do final do processo de
abate, ha necessidade de melhor&setapas iniciais, ja que a alta contaminacao pode
favorecer a disseminacédo e persisténcia de micro-organismos indicadores e patdgenos.
Apesar do menor nivel de contaminacdo nas primeiras etapas do abate em Mt2 (Tabela
3), decorrente provavelmente de um maior controle devido ao menor volume e
capacidade de abate, controle deficiente na etapa de pré-resfriamento (Tabela 7)
determina que o produto final obtido seja de baixa qualidade microbioldgica (Tabelas 3

e 6), evidenciando a necessidade de maior controle nessa etapa do abate. Conclusdes
semelhantes foram descritas por Matias et al. (2010), ao comparar os resultados de dois
matadouros (pequeno e grande porte) e destacando que apesar do matadouro de menor
porte ndo ter um sistema de autocontrole efetivo, sua baixa capacidade de abate pode
contribuir para o controle do processo de producédo, enquanto o de maior porte, apesar
de possuir programas de monitoramento consolidados, possui um grande volume de

abate que pode interferir na performance dos procedimentos de controle de qualidade.

CONCLUSAO

Nesse estudo, foi possivel identificar que as etapas iniciais de abate
favoreceram a contaminacdo das carcacas de frango, sendo essa contaminagdo mais
expressiva no matadouro de grande porte, provavelmente associada a alta velocidade e

automatizacao do abate. Ainda, foi possivel observar que a etapa de pré-resfriamento foi
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fundamental na redugcao dessa contaminagdo em ambos matadouros, no entanto, quanto
maior o controle da temperatura e cloracdo nessa etapa, maior foi a reducdo da
contaminacdo das carcacgas, e melhor qualidade microbiolégica do produto final. Com
isso, foi possivel identificar os principais pontos de contaminacdo e também de controle
nas diferentes etapas de abate dos matadouros estudados, podendo ser usados como bas
para adocdo de medidas corretivas, a fim de melhorar o processo produtivo, e
consequentemente, fornecalimentos com alta qualidade microbiologica aos

consumidores.
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Tabela 1. Numero de amostras e procedimentos de coletas em diferentes etapas do abatereproces§@ngo em dois matadouros (Mtl e Mt2)

localizados no estado de Minas Gerais, Brasil.

Etapa Amostra Especificagéo Cddigo Mtl Mt2 Método de coleta de amostré Unidade de medida
Recepcéo Caixa Caixas de transporte T 17 13 Swalb UFClenY
Abate Carcaca Apés depenagem C1 27 24 Enxagué UFCl/g
Apos evisceracdo C2 28 24 Enxagué UFC/g
Ap0s pré- C3 25 24 Enxague’ UFCl/g
resfriamento
Processamento Faca - F 11 7 Swab UFClent
Esteira Esteiras de cortes E 11 7 Swald UFClen?
M&os Mé&os dos M2 11 7 Swab UFClent
funcionérios
Cortes Coxa - C 11 2 Enxagué UFC/g
Asa - A 12 2 Enxagué UFC/g
Peito - P 12 2 Enxaguée UFClg
Total - - - 165 112 - -

1. coleta em 400cm

2 USDAJFSIS, 2014
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Tabela 2: Média de contagem (+ desvio padrdo) em log UFGiemaerdbios mesdfilos (AM), Enterobacteriacea (EB), Coliformes Totais (CT) e
Escherichia coli (EC) nas caixas de transportes de frango de dois matadouros distineddt@ylt1

Indicador de higiene Mtl Mt2 ANOVA

AM 5, 875+ 0,486 5,946 + 0,614 F:0,120, GL: 1, p: 0,731
EB 4,466 + 0,904 4,751 +0,715 F: 0,710, GL: 1, p: 0,408
CT 4,595+ 0,753 4,578 £ 0,675 F: 0,003, GL: 1, p: 0,955
EC 4,522 + 0,703 4,338 £ 0,576 F: 0,401, GL: 1, p: 0,533

ANOVA: andlise de variancia; GL: grau de liberdade; p:nivel de significancia (p < 0,05)
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Tabela 3Média de contagem (+ desvio padrdo) em log UFC/g de aerdbios mesdfilos (AM), Enterobacteriacea (EB), Coliformes Totais (CT) e

Escherichia coli (EC) em carcagas de frango apos trés diferentes etapas do abate em dois matadouros distititds (Mt1

Indicador de higiene Etapa Mtl Mt2 ANOVA

AM C1 5,595 + 0,605 4,782 + 0,324 F: 162,453, GL: 5, p < 0,0001
C2 5,484 + 0,756 4,788 + 0,344
C3 1,192 + 0,984 3,665 + 0,316

EB C1 4,926 + 0,527 4,167 + 0,392 F: 103,707, GL: 5, p < 0,0001
C2 4,902 + 0,63% 4,140 + 0,452
C3 0,504 + 1,197 2,892 + 0,704

CT C1 4,719+ 0,617 3,947 + 0,428 F: 95,284, GL: 5, p < 0,0001
C2 4,708 + 0,613 4,016 + 0,412
C3 0,335 + 1,234 2,540 + 0,755

EC C1 4,533 + 0,589 3,739 + 0,480 F: 71,560, GL: 5, p < 0,0001
C2 4,445 + 0,627 3,711 + 0,282
C3 0,602 + 1,204 2,329 + 0,899

ANOVA: andlise de variancia; GL: grau de liberdade; p:nivel de significancia (p < 0,05); Cdemaimgem; C2: ap6s evisceracdo; C3: apds pré-

resfriamento (chiller final)

Obs: Valores em uma mesma linha e/ou coluna com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca estatistica.
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Tabela 4: Média (+ desvio padrédo) de valores encontrados para temperatura (°C) e teor de cloro (ppm) no final do tanque de i {csheame
final) de dois matadouros distintos (Mtl e Mt2).

Parametro Mtl Mt2
Temperatura (°C) 0,925 £ 0,67 8,0+£1,732
Cloro (ppm) 3,085 £ 0,742 1,625 + 2,286

53



Tabela 5: Média de contagem (+ desvio padréo) em log UEGferaerébios meséfilos (AM), Enterobacteriacea (EB), Coliformes Totais (CT) e

Escherichia coli (EC) em amostras do ambiente de processamento de dois matadourosMidtiatds?().

Indicador de higiene Ambiente Mtl Mt2 ANOVA

AM Esteira 3,183 + 0,693 4,116 £+ 0,873 F:4,99, GL: 1, p: 0,045
Faca 2,852 + 0,810 4,518 + 0,840 F: 14,089, GL: 1, p: 0,003
Mao 2,589 + 0,752 4,418 + 0,728 F: 22,680, GL: 1, p: 0,000

EB Esteira 2,346 + 0,873 2,952 + 1,006 F: 1,558, GL: 1, p: 0,234
Faca 1,817 + 0,929 3,281 + 1,045 F:8,103, GL: 1, p: 0,014
Méo 1,911 + 0,608 3,386 + 0,462 F: 24,570, GL: 1, p: 0,000

CT Esteira 2,001 + 0,492 2,300 + 0,305 F: 1,868, GL: 1, p: 0,197
Faca 1,511 + 0,577 3,237 + 1,066 F: 13,846, GL: 1, p: 0,003
Méo 1,240 + 0,548 3,209 + 0,571 F:42,897, GL: 1, p < 0,0001

EC Esteira 1,191 + 0,500 2,438 + 0,559 F:11,104, GL: 1, p: 0,045
Faca 1,511 + 0,473 3,111 + 1,076 F: 3,871, GL: 1, p: 0,097
Mao 1,413 + 0,508 3,175 + 0,505 F: 29,025, GL: 1, p: 0,001

ANOVA: andlise de variancia; GL: grau de liberdade; p: nivel de significancia (p < 0,05)
Obs: nas colunaditl eMt2, letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores médios apresentados nas respectivas linhas.
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Tabela 6: Média de contagem (+ desvio padrdo) em log UFC/g de aerdbios mesdfilos (AM), Enterobacteriacea (EB), Coliformes Totais (CT) e
Escherichia coli (EC) em amostras cortes finais de fraagudois matadouros distintosi{1 eMt2).

Indicador de higiene Corte Mtl Mt2 ANOVA

AM Peito 2,519 + 0,467 4719+ 07 F: 20,275, GL: 1, p: 0,001
Coxa 2,602 + 0,562 4,966 + O F: 16,028, GL: 1, p: 0,003
Asa 2,480 + 0,516 5,066 + 0 F: 22,575, GL: 1, p: 0,001

EB Peito 1,783 + 0,486 3,261 + 0,825 F: 12,960, GL: 1, p: 0,005
Coxa 1,686 + 0,790 3,822 + 0,147 F: 13,471, GL: 1, p: 0,004
Asa 1,614 + 0,687 3,585 + 0,558 F: 14,401, GL: 1, p: 0,004

CT Peito 1,475 + 0,53F 3,106 + 0,807 F: 14,262, GL: 1, p: 0,003
Coxa 1,413 +0,61% 3,128 + 0,642 F: 12,843, GL: 1, p: 0,005
Asa 1,410 + 0,759 3,148 + 0,256 F:9,591, GL: 1, p: 0,011

EC Peito 1,086 + 0,536 2,759 + 1,044 F: 13,136, GL: 1, p: 0,004
Coxa 1,136 + 0,436 2,833 +0,732 F: 19,664, GL: 1, p: 0,002
Asa 1,325 + 0,694 2,863 +0,97F F: 7,449, GL: 1, p: 0,021

ANOVA: andlise de variancia; GL: grau de liberdade; p: nivel de significancia (p < 0,05)
Obs: nas colunaditl eMt2, letras distintas indicam diferencas significativas entre os valores médios apresentados nas respectivas linhas.
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Tabela 7: Frequéncia de carcacas em trés pontos distintos de dois matadouros (Mtl e Mt2) que apresentaram médias de contaminagao superior ac

parametro estabelecido (média acrescida de desvio padréo).

Indicador de Mtl Mt2 Estatistica
Higiene

C1 C2 C3 C1 C2 C3
AM 6 (22,2%) 7 (25,0%) 3 (12,0%) 4 (16,7%) 4 (16,7%) 4 (16,7%) y*: 1.90, GL: 5, p: 0,863
EB 3 (11,1%) 5 (17,9%) 2 (8,0%) 4 (16,7%) 1 (4,2%) 2 (8,3%) y: 3,62, GL: 5, p: 0,605
CT 4 (14,8%) 6 (21,4%) 2 (8,0%) 4 (16,7%) 3 (12,5%) 2 (8,3%) y?: 2.90, GL: 5, p: 0,715
EC 4 (14,8%) 6 (21,4%) 1 (4,0%) 5 (20,8%) 3 (12,5%) 4 (16,7%) y*: 4.06, GL: 5, p: 0,541
n 27 28 25 24 24 24

n: numero de amostrag: Qui-quadrado; GL: grau de liberdade; p: nivel de significancia (p <;@0a5xpds depenagem; C2: apos evisceracao; C3:

apos pré-resfriamento (chiller final)
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CAPITULO 2. Rastreamento molecular de Salmonella spp. na linha de abate e

processamento de frangos

Mariane Rezende Dias et al.
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REsumoO

Devido a importancia de Salmonella spp. em produtos avicolas, esse estudo teve como
objetivo caracterizar por ferramentas moleculares as origens desse patdgeno na linha de
abate e processamento de frangos. Amostras de diferentes etapas da recepcéo, abate ¢
processamento de carne de frango (n = 277) foram coletadas em dois matadouros de
aves (Mtl e Mt2) localizados no estado de Minas Gerais, Brasil, e submetidas a
pesquisa de Salmonella spp. Os isolados obtidos foram submetidos a macro-restricdo
com Xbal e PFGE. Sessenta e oito amostras apresentaram Salmonella spp., e 172
isolados foram identificados como o patégeno. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre as frequéncias de amostras positivas para Salmonella spp. obtidas
em Mtl e Mt2 na recepgédo, ambiente de processamento e cortes finais (p > 0,05). Nas
etapas do abate, foram observadas maiores frequéncias de resultados positivos para
Salmonella spp. em Mtl, nas etapas ap0s a depenagem e apods a evisceracdo, quandc
comparadas a Mt2 e a etapa apos pré-resfriamento (p < 0,05). Os resultados evidenciam
a importancia das etapas iniciais do abate como fontes de contaminagéo por Salmonella
sp., e da etapa de pré-resfriamento como controle da contaminacdo. A analise dos
perfis genéticos dos isolados identificados como Salmonella spp. permitiu a
identificacdo de rotas de contaminacao pelo patbgeno em Mtl, além de sua persisténcia
nesse estabelecimento; isolados obtidos no abate e processamento apresentaram perfis
genéticos idénticos a isolados obtidos na recepcéo, e isolados obtidos de diferentes lotes
e diferentes coletas também apresentaram perfis genéticos idénticos. Os resultados
obtidos demonstraram a importancia de Salmonella spp. na linha de abate e
processamento de frangos e as principais rotas de contaminacao por esse patdgeno.

Palavras-chave: Salmonella spp, PFGE, carne de frango, rotas de contaminacao
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ABSTRACT

Due to the importance of Salmonella spp. in poultry products, this study aimed to
characterize the origin of this pathogen during slaughter and processing of poultry by
using molecular tools. Samples from different steps of reception, slaughtering, and
processing of chickens (n = 277) were collected from two poultry slaughterhouses (Mt1
and Mt2) located in Minas Gerais state, Brazil, and were subjected to the study of
Salmonella spp. The isolates were subjected to macro-restriction by using Xbal and
PFGE. Sixty-eight samples presented with Salmonella spp. and 172 isolates were
identified. Significant differences were not identified between the frequencies of
positive samples for Salmonella spp. obtained for Mtl and Mt2 in the reception,
slaughtering, and processing (such as end cuts) steps (P > 0.05). In the slaughtering
process, greater frequencies of positive results for Salmonella spp. were observed for
Mtl after de-feathering and evisceration when compared to Mt2 and after the pre-
cooling step (P < 0.05). The results highlighted the importance of initial slaughtering
steps as contamination sources by Salmonella spp., and the pre-cooling step as a
contamination control. PFGE allowed for the identification of contamination routes by
Salmonella spp. for Mtl, as well as identification of its persistence in this establishment.
Isolates that were obtained during the slaughtering and processing presented identical
pulsotypes to those obtained during the reception, as well as isolates that were obtained
from different lots and sampling also presented with pulsotypes. The results showed the
importance of Salmonella spp. during slaughtering and processing of poultry and the
main contamination routes by this pathogen.

Key words: Salmonella spp, PFGE, chicken, contamination routes
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INTRODUCAO

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima que a cada ano
cerca de 48 milhdes de norte-americanos ficam doentes, 128 mil sédo hospitalizadas e
3.000 morrem em decorréncia de doencas de origem alimentar (CDC, 2014). No Brasil,

0 Ministério da Saude divulgou que em 2011 ocorreram 795 surtos, resultando em
aproximadamente 20.000 pessoas doentes (Brasil, 2013). Mesmo sendo informagdes
subestimadas, esses dados demonstram a importancia das doengas de origem alimentar
emsaude publica.

A salmonelose se destaca entre as doencgas de origem alimentar como uma das
mais importantes, sendo responsavel por milhdes de animais e humanos doentes
prejuizos para as industrias de alimentos (Nogrady et al., 2008). Nos Estados Unidos
séo relatados anualmente aproximadamente 42.000 casos de salmonelose (CDC, 2014),
e no Brasil, Salmonella spp. € 0 agente etiolégico mais envolvido nas doencas de
origem alimentar notificadas e investigadas (Brasil, 2013). Alimentos de origem animal
sdo considerados importantes veiculos de Salmonella spp. para os seres humanos, sendc
os surtos de doencas causados por esse patdgeno frequentemente assoviaglos
carne de aves e de suinos (Cheong et al., 2007; Kim et al., 2007; Lee et al., 2007; Wang
et al., 2013).

Considerando a carne de frango como uma importante fonte de contaminacao
por Salmonella spp., é importante que sejam conhecidos os principais pont@s de su
cadeia produtiva que determinam a contaminacao final nesse produto. Durante o abate,
todas as etapas podem contribuir para a contaminacéo das carcacas e do produto final,
com destaque para as etapas de transporte, depenagem, evisceracéo, pré-resfriamento ¢

processamento final (Corry et al., 2002; Goksoy et al., 2004; Heyndrickx et al., 2002;
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Lopes et al.,, 2007; Nogrady et al., 2008; Olsen et al., 2003; Rasschaert et al., 2007,
Rasschaert et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Von Rickert et al., 2009).

Dessa forma, a investigagdo da ocorréncia e distribuicdo de Salmonella spp.
nas diferentes etapas do abate € essencial na adogcdo de medidas corretivas e
preventivas, para minimizar a contaminagdo da carne de frango (Wang et al., 2013)
Nesse contexto, destaca-se a importancia de ferramentas moleculares que, além de
possibilitarem um resultado em menor tempo, permitem o rastreamento das possiveis
fontes de contaminagdo, uma vez que propiciam resultados mais precisos que as
técnicas convencionais (Akiba et al., 2011; Alvarez et al., 2004; Liu et al., 2011; Steve
Yan et al., 2003). A eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é uma ferramenta
molecular frequentemente utilizada em estudos dessa natureza, pois permite a
comparacao de dois ou mais isolados bacterianos para se obter um sentido de parentesco
gendmico, geralmente num contexto epidemioldgico (Goering, 2010).

Devido a relevancia de Salmonella spp. na avicultura, o objetivo do presente
estudo foi identificar as origens da contaminacao deste patdégeno em diferentes etapas da
linha de abate e processamento de frangos, desde a recepcdo das aves até o

processamento de produtos finais, utilizando metodologias convencionais e

moleculares, e assim estabelecer as possiveis rotas de contaminagao.

MATERIAL E METODOS

Matadouros e amostragem

Dois matadouros localizados no estado de Minas Gerais, Brasil, foram

incluidos no estudo, apOs consentimento dos proprietarios. Ambos os estabelecimentos
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desenvolvem suas atividades sob fiscalizacdo oficial, e apresentam as seguintes

caracteristicas:

v' Matadouro 1t1): estabelecimento considerado como de grande porte, com abate
médio de 180.000 aves por dia, linha de evisceracdo mecanizada, fiscalizado pelo
Servico de Inspecdo Federal, habilitado a exportagdo, e utiliza o sistema de
integracéo;

v' Matadouro 2 Mt2): estabelecimento considerado como de pequeno porte, com
abate médio de 3.500 a 4.000 aves por dia, linha de evisceracdo manual, fiscalizado

pelo Servigco de Inspecao Municipal.;

Cada matadouro foi visitado 5 vezes em um periodo de 9 meses (Janeiro a
Setembro de 2014), quando amostras de pontos especificos dos ambientes de recepc¢ao
de aves, abate e processamento e de produtos finais foram coletadas (Tabela 1).
Considerando as etapas de recepcdo e abate, foram estudados nove lotes em Mtl
(denominados 1 a 9) e cinco lotes em Mt2 (denominados 10 a 14). A fim de garantir que
as carcacas coletadas ap6s a etapa de pré-resfriamento correspondessem ao mesmo lot
coletado nas etapas iniciais de abate, as carcacas foram identificadas antes de serem
submersas no tanque de pré-resfriamento. A coleta de amostras de carcacas e cortes
(coxa, peito e asa) foi realizada conforme a metodologia de enxague recomendada pelo
USDA (USDA/FSIS, 2014); a amostra coletada era acondicionada em uma bolsa
plastica estéril, pesada, e adicionada de 400 mL de Tampao Fosfato, pH 7,2, com
posterior agitacdo. Em seguida, o0 homogenato obtido foi transferido para um recipiente
estéril e mantido sob refrigeracdo até a analise. Amostras de superficies (caixas de
transporte, esteiras de cortes, maos de funcionarios e facas) foram coletadas por swab
com auxilio de esponjas estéreis pré-umedecidas com 40 mL de Tampéao Fosfato pH

7,2, em quatro regides de 100 cm? da mesma superficie. Em seguida, as 4 esponjas
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utilizadas por amostra eram acondicionadas em uma bolsa estéril com 160 mL de
Tampé&o Fosfato pH 7,2, completando um volume final de 200 mL, correspondente a
400 cm? amostrados. Os conjuntos eram mantidos sob refrigeracdo até o inicio das
analises.

Todas as amostras obtidas foram homogeneizadas em homogeneizador
peristaltico (Stomacher 400 circulator, Seward, Worthing, England) antes da realizacao

das analises laboratoriais.

Pesquisa de Salmonella spp.

As amostras coletadas foram submetidas a pesquisa de Salmonella spp.
considerando as metodologias preconizadas pela USDA/FSIS @08@)(2002) Na
primeira etapa, 30 mL dos homogenatos obtidos de carcagas e cortes foram transferidos
para recipientes com 30 mL de agua peptonada tamponada a 4% (m/v) (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Inglaterra), e incubados a 37 °C por 24 h (USDA/FSIS, 2014). Em relag&o
as amostras ambientais, 25 mL dos homogenatos obtidos foram transferidos para
recipientes com 225 mL de agua peptonada tamponada 1% (m/v) (Oxoid), e incubados a
37 °C por 24 h. A partir dessa etapa, apenas a metodologia ISO 6579 foi considerada
(1ISO, 2002) aliquotas de 1 mL e 0,1 mL das culturas obtidas foram traredgrida
caldo Tetrationato Muller-Kauffmann suplementado com novobiocina (Oxoid) e caldo
Rappaport Vassiliadis (Oxoid), e incubadas a 37 °C e 42,5 °C, respectivamente, por 24
h. Em seguida, aliquotas das culturas foram estriadas em placas contendo agar Xilose
Lisina Desoxicolato (Oxoid) e agar Verde Brilhante (BD, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) e incubadas a 37 °C por 24 h. Col6énias com
caracteristicas tipicas de Salmonella spp. foram transferidas para agar Triplice Agucar

Ferro (Oxoid) e agar Lisina Ferro (Oxoid) e incubadas a 37°C por 24 h. As culturas que
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apresentaram reagfes tipicas para Salmonella spp. foram submetidas a testes
sorolégicos com os anti-soros polivalente somatico e polivalente flagelar (Probac do
Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).

As culturas que apresentaram reacdes positivas para Salmonella spp. na
identificacdo sorolégica foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega Corp Madison, WI, USA), e a reacdo de PCR
para identificacdo de dois genes tipicos de Salmonella appC, conforme descrito

por Alvarez et al. (2004§ sifB, conforme descrito por Almeida et al. (2014).

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Os isolados identificados como Salmonella spp. por PCR foram submetidos a
macro-restricdo do DNA com a enzima Xbal e a eletroforese em gel de campo pulsado,
como indicado pelo PulseNet (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA,
USA), seguindo o protocolo descrito por Ribot et al. (2006). Brevemente, os plugs dos
isolados foram sujeitos a macro-restricdo com 50 U da enzima Xbal (Promega) a 37 °C
por 2 h, e os produtos oriundos da macro-restricdo foram entdo separados por
eletroforese em gel de agarose (Agarose Seakem Gold 1% em Tampédo TE 0,5X)
utilizando o equipamento CHEF-DR Il (Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA) com os
seguintes parametros: switch time inicial de 2,2s, switch time final de 63,8s, &ngulo de
120°, 6V/cm, tempo de corrida de 18h. Os géis obtidos foram corados em banho de
GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), sendo os padrdes de digestao visualizados

sob luz ultra violeta.

Analise dos dados
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As frequéncias de resultados positivos para Salmonella spp. das carcacas de
frango durante o processo de abate nos dois frigorificos foram comparadas pelo teste do
qui-quadrado (p < 0,05), e posteriormente pelo procedimento de Marascuilo para
comparagao pareada (p < 0,05), utilizando o software XLSat 2010.2.03 (AddinSoft,
New York, NY, EUA). Os padrdes de restricdo obtidos por PFGE foram analisados
usando BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Gand, Bélgica), considerando otimizacdo de

1%, e coeficiente de Dice a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para presenca de Salmonella spp. nas amostras
analisadas séo apresentados na Tabela 2. Das 277 amostras coletadas, 68 (24,5%) foram
positivas para Salmonella spp.172 isolados foram identificados como esse patdgeno
pelos testes soroldgicos e por apresentarem produtos de PCR com 204 bp e 498 pb,
tipicos para ompC e sifB respectivamente, conforme Alvarez et al. (2@0djeida et
al. (2014). Como pode ser verificado na Tabela 2, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as frequéncias de amostras positivas para Salmonella spp. nas caixas
de transporte de aves nos dois matadouros. Embora a diferenca ndo seja significativa, a
frequéncia de caixas de transporte positivas para Salmonella spp. em Mtl foi
substancialmente superior quando comparada a Mt2, indicando que a etapa recepg¢ao de
frangos pode ser considerada um ponto importante de contaminacéo dos produtos finais
por favorecer a entrada do patégeno no estabelecimento através de aves contaminadas.
Outros autores também descreveram a recepcéo de frangos contaminados, evidenciados
na contaminacdo das caixas para transporte, como importantes fontes de contaminacao
em matadouros, indicando que a contaminacao intrinseca dos frangos favorece a entrada

de patdégenos no interior dos estabelecimentos (Corry et al., 2002; Olsen et al., 2003;

65



Rasschaert et al., 200 ontudo, Slader et al. (2002) demonstraram que quando as
aves sao criadas em condi¢cbes controladas de contaminacdo e possuem o status de
livres de Salmonella spp. as caixas nao representam fontes importantes de contaminacao
por esse patdgeno na cadeia produtiva.

Na Tabela 2 também pode ser verificado as diferencas significativas que
ocorreram entre as frequéncias de amostras positivas para Salmonella spp. no ambiente
de abate dos dois matadouros analisados. C1 (ap0s depenagem) e C2 (ap0s evisceracao
em Mtl apresentaram maiores frequéncias de contaminagéo em relacédo a C1 e C2 em
Mt2 e em relacdo a C3 (apds pré-resfriamento) em Mtl e Mt2 (p < 0,05). Pode-se inferir
com esses resultados que Mtl apresentou problemas de contaminagdo nass primeira
etapas do abate, o que pode ser explicado devido a grande quantidade de aves e alt
velocidade em que sdo processadas, além da utilizacdo de sistema automatizado de
evisceracao, o que pode determinar um controle deficiente do processo e facilitar a
contaminagdo microbioldgica. Entretanto, a etapa de pré-resfriamento (C3) em Mtl foi
eficiente para reduzir a contaminagdo por Salmonella spp. nas carcagas (Tabela 2, p <
0,05), evidenciando a importancia dessa etapa no controle da contaminacgéo do produto.
Mt2 apresentou apenas uma amostra contaminada por Salmonella spp. (C2, Tabela 2),
indicando que esse estabelecimento apresenta o processo de recepc¢éo e abate controladc
em relacdo a esse patdgeno; o que pode ser explicado por ser considerado de pequeno
porte, com menor volume de aves processadas por dia e com uma linha de evisceracao
manual, o que determina uma menor velocidade de processamento e um controle mais
efetivo de eventuais falhas no processo, como rupturas de visceras. Resultados
semelhanteforam encontrados por Von Rickert et al. (2009), que constataram maior
contaminacao por Salmonella spp. nas etapas iniciais do abate de aves, sendo o pré-
resfriamento em tanques a Unica etapa que exerceu controle efetivo sobre a

contaminacdo das carcacas. Wang et al. (2013) encontraram 35% de anwstras d
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carcacas de aves positivas para Salmonella spp. na etapa de evisceracdo, é&m reduc¢
significativa para 19% apos pré-resfriamento (p < 0,05). A variacdo das frequéncias de
contaminagao por Salmonella spp. nas diversas etapas do abate de aves pode variar,
dependendo de condi¢cBes especificas dos estabelecimentos pesquisados. Goksoy et al.
(2004) demonstraram a importancia das etapas ap6s depenagem e apds evisceragao par:
a contaminacgdo por Salmonella spp. em carcagas de aves, assim como a etapa de pré-
resfriamento em um dos estabelecimentos estudados. Lillard (1990) também observou
um aumento da contaminacdo por Salmonella spp. em carcacgas de aves apoés a etapa de
pré-resfriamento em comparacao as etapas iniciais do abate, atribuindo esse resultado a
possivel contaminagdo cruzada nos tanques de pré-resfriamento. Em estudo
desenvolvido por Abu-Ruwaida et al. (1994), Salmonella spp. foi identificado em todas

as etapas do abate de aves amostradas em um matadouro localizado no Kwait;
entretanto, apenas 11 amostras foram coletadas no estudo, o que indica uma
disseminagéo localizada no momento do estudo.

Considerando essas evidéncias, a etapa de pré-resfriamento deve ser
caracterizada como critica, jA que pode determinar altos niveis de contaminacéo por
Salmonella spp. em carcacas de aves, assim como pode ser a etapa principal para
reducdo ou eliminacdo desse patdgeno. Essa grande diferenca no papel dessa etapa nc
abate de aves pode ser creditada aos diferentes processos que podem ser utilizados,
como tanques de imerséo, aspersao, ou ar frio, que demandam diferentes medidas de
controle e monitoramento, assim como particularidades observadas em cada matadouro.
O uso de tanques de imersao, por exemplo, resulta em uma menor contaminacédo das
carcacas quando as condicdes de concentracdo de cloro, temperatura, fluxo,
potabilidade, volume e renovacdo adequados de agua, entre outros fatores, sao

eficientemente controlados: caso contrario, 0 contato entre as carcacas possibilita a
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contaminagao cruzada entre elas (Allen et al., 2000; James et al., 2006; Rasschaert et al.,
2008).

N&o foram observadas diferencgas significativas entre os matadouros estudados
em relacdo a frequéncias de amostras positivas para Salmonella spp. no ambiente de
processamento e nos cortes finais (Tabela 2). Mtl apresentou algumas amostras de
cortes contaminadas por Salmonella spp., o que pode ser explicado pela ocorréncia
desse patébgeno nas carcacas obtidas no ambiente de abate. No ambiente de
processamento, apenas uma amostra de faca em Mtl (9%) e uma amostra de esteira de
cortes em Mt2 (14,2%) apresentaram resultados positivos para Salmonella spp. Apesar
de serem observadas baixas frequéncias de Salmonella spp. nos ambientes de
processamento de Mtl e Mt2, a presenca do patdgeno nesses locais pode representar um
risco para contaminagao cruzada, e consequente risco a saude publica, indicando assim
a necessidade de medidas higiénicas mais rigorosas, conforme descrito por Wang et al.
(2013).

A macro-restricdo enzimatica e definicdo do perfil genético por PFGE néo foi
possivel para apenas 24 isolados identificados como Salmonella spp. As Figuras 1,2 e 3
apresentam os perfis de macro-restricdo dos isolados, agrupados pelas diferentes etapas
da cadeia produtiva da carne de aves (recepgcdo, abate e processamento,
respectivamente). Foi possivel a macro-restricdo de apenas um isolado obtido da esteira
de cortes em Mt2, que néo foi idéntico a nenhum outro isolado, impossibilitando assim
a comparacdo do perfil genético com aqueles obtidos em Mtl. Considerando esses
resultados, foi possivel realizar a subtipagem de 11 dos 16 isolados obtidos de caixas de
transporte de aves identificados como Salmonella spp., sendo agrupados em 9
pulsotipos, denominados R-1 a R-9 (Figura 1). Todos esses pulsotipos, exceto R-9,
foram compostos por apenas um isolado. R-9 foi o Unico que foi composto por trés

isolados, sendo todos do mesmo lots.lddes analisados que apresentaram resultados
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positivos para Salmonella spp. apresentaram isolados com diferentes perfis genéticos,
indicando uma continua inclusdo de novas cepas no matadouro proveniente das granjas
de producdo das aves. Além disso, foi possivel observar que um mesmo lote pode
apresentar diferentes perfis genéticos, como por exemplo o lote 2, que apresentou
pulsotipo R-5 e R-6, evidenciando ainda a diversidade de isolados em uma mesma
granja. Resultados evidenciando a diversidade genética dos isolados obtidos em granjas
e sua disseminagdo em matadouros foram também observados por Kim et al. (2007).

Na Figura 2 pode-se observar os resultados da restricdo enzimética de 132
isolados de carcagas de frango identificados como Salmonella spp., que apresentaram
41 pulsotipos (S-1 a S-41) que foram agrupados em 5 clusters. O Cluster | agrupou 47
isolados, que apresentaram similaridade igual ou superior a 85,7% (pulsotipos S-1 a S-
15). Foi possivel observar nesse Cluster que isolados obtidos em diferentes etapas do
abate, e/ou oriundos de diferentes lotes, apresentaram mesmos perfis genéticos
(pulsotipos S-3, S-6, S-9, S-10, e S-13). No Cluster II, 23 isolados compartilharam
86,4% ou mais de similaridade (S-16 a S-21), sendo possivel identificar que quase todos
eram provenientes do lote 9, sendo apenas um proveniente do lote 8; ainda, o pulsotipo
S-17 incluiu isolados de um mesmo lote que foram obtidos em diferentes etapas do
abate (C1 e C2). Ja no Cluster lll, observa-se que 28 isolados apresentaram 84,3% ou
mais de similaridade (S-22 a S-28); nesse cluster, ficou evidenciada a presenca de
isolados com perfis idénticos obtidos em diferentes etapas do abate, e/ou oriundos de
diferentes lotes, mais especificamente os pulsotipos S-22 e S-25. No Cluster 1V, 33
isolados compartilharam 89,8% ou mais de similaridade (S-29 a S-40), sendo
identificados nos pulsotipos S-29, S-30, S-33, S-34, S-35 e S-38 isolados obtidos em
diferentes etapas do abate, e/ou de diferentes lotes, com perfis genéticos idénticos.
Apenas um isolado foi incluido no Cluster V, que compartilhou 69,9% de similaridad

com os demais Clusters. Os Clusters | e IV foram os Unicos grupos onde foi possivel
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identificar a presenca de isolados obtidos apds as trés etapas de abate estudadas (apo:
depenagem, apds evisceragdo, e apos chiller) com perfis genéticos idénticos, ou seja,
mesmo pulsotipo (S-10 e S-34).

J& na Figura 3, referente & macro-restricdo dos isolados obtidos do ambiente de
processamento e dos cortes finais, obsee@ue foi possivel a subtipagem apenas do
isolado obtido da esteira de cortes, sendo este isolado pertencente a um pulsotipo (P-1)
gue néo foi idéntico geneticamente a nenhum outro. Com relacdo aos cortes, observa-se
que dos seis isolados obtidos de cortes, foi possivel a subtipagem de apenas quatro
isolados obtidos das asas, sendo que cada um desses isolados foi agrupado em um
pulsotipo diferente (C-1 a C-4), evidenciando as diferencas genéticas dos isolados entre
0s cortes obtidos de uma mesma linha de processamento.

Considerando os resultados de subtipagem, é interessante notar que isolados
obtidos de diferentes lotes, coletados entre Janeiro e Setembro de 2014, apresentaram
perfis genéticos idénticos, evidenciando a persisténcia desses isolados entre 0os animais
obtidos de diferentes granjas. Além disso, pode-se identificar que isolados obtidos na
etapa de recepcdo (caixas de transporte) apresentaram perfis genéticos idénticos a
isolados obtidos na etapa de abate (C1l, C2 e C3); analisando as Figuras 1 e 2, os
seguintes pulsotipos sao idénticos: R-1 e S-10; R-3 e S-19; R-7R-$6 S-25. Outro
isolado ainda obtido nas caixas de transporte, além de apresentar perfil genético idéntico
ao de isolados obtidos ap6s depenagem e apds evisceracdo, também apresentou perfil
igual aos isolados obtidos do corte de asa (Figuras 1, 2 e 3: R-4, S-29, C-4e Nota-
também que muitos desses isolados com perfis idénticos oriundos de etapas diferentes
sao ainda provenientes de lotes distintos, indicando uma possivel contaminacéo cruzada
entre as partes externas e internas do estabelecimento, além de persisténcia ou
reintroducdo de isolados com perfis idénticos no matadouro no qual as amostras foram

obtidas.
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Diversos estudos semelhantes buscando o rastreamento dos possiveis pontos de
contaminacgao por Salmonella spp. na cadeia produtiva de aves podem ser encontrados.
No estudo desenvolvido por Chen et al. (2011), nota-se através da andlise de PFGE a
persisténcia de Salmonella spp. com perfis genéticos idénticos ao longo de seis anos de
estudos realizados com amostras de carne de frango, demonstrando a circulagdo das
cepas ao longo na cadeia produtiva. Lee et al. (2007) observaram perfis genéticos
idénticos de Salmonella spp. isolados em granjas, incubatérios e carcagas obtidas em
matadouros, demonstrando a importancia da etapa de criagdo como fonte de
contaminagdo do produto final, assim como demonstrado por Kim et al. (2007). No
estudo realizado por Nogrady et al. (2008), diferentes amostras foram coletadas nas
granjas e nos matadouros, além de amostras de fezes humanas, resultando em 145
isolados, agrupados em 3 Clusters, divididos em 8 pulsotipos no total: no mesmo cluster
foi possivel observar amostras oriundas de origens distintas com alta similaridade
genética, indicando possivel contaminacdo cruzada, e também amostras de mesma
origem pertencentes a Clusters diferentes, evidenciando a diversidade genética.

Rasschaert et al. (2008) desenvolveram um estudo de rastreamento da granja ao
matadouro a fim de identificar as possiveis fontes de contaminac¢édo por Salmonella spp.,
observando que em alguns casos os perfis genéticos obtidos de isolados das carcacas
eram diferentes daqueles oriundos do trato gastrintestinal dos animais, indicando
possivelmente outras fontes de contaminacéo das carcagas, como equipamentos de abate
e caixas de transporte. Além disso, relataram também que mesmo quando lotes livres de
Salmonella spp. eram abatidos, as carcacgas se encontraram contaminadas, reforgando a
ideia de contaminac¢ao durante o abate.

No presente estudo ndo foi possivel identificar se os isolados de carcaca e
caixas de Mt2 eram idénticos a algum isolado obtido de Mtl. Essa similaridade entre

isolados de diferentes matadouros foi observada por Capita et al. (2007), que

71



encontraram alta relacdo genética por analise de ribotipagem entre isolados de
Salmonella spp. obtidos dentro de um mesmo matadouro e de matadouros distintos, e de
diferentes lotes, como observado no presente estudo (Figuras 1, 2 e 3). Os resultados
obtidos possibilitaram a identificacdo das possiveis rotas de contaminacdo das carcacas
de frango durante o abate, evidenciando que essa contaminacdo pode ser proveniente do
ambiente externo do matadouro, como a etapa de criacao e transporte que possibilitam a
contaminacdo dos animais antes de serem abatidos, ou pode também ser derivada do
proprio abate, indicando a persisténcia de algumas cepas durante a produgdo. Assim,
nota-se a necessidade de implantagdo de medidas de controle por toda a cadeia
produtiva, desde as etapas iniciais de criacdo dos animais, até as etapas finais de
processamento.

De maneira geral, os resultados permitem também observar a importancia da
carne frango como fonte de Salmonella spp., podendo esse alimento estar envolvido nos
casos de salmonelose que ocorrem no Brasil. A fim de determinar se os isolados obtidos
dos produtos finais no presente estudo poderiam estar associados a essa enfermidade,
pesquisas que comparem os perfis genéticos desses isolados com os perfis genéticos de
isolados obtidos de amostras clinicas de pessoas enfermas poderiam ser futuramente
realizados, como descrito em alguns estudos (Boonmar et al., 1998; Cardinale et al.,

2005; Cheong et al., 2007).

CONCLUSAO

Foi possivel observar nesse trabalho que a contaminagéo por Salmonella spp.
ainda é um problema critico na linha de abate e processamento de frango, tendo sido
obtidos isolados nas diferentes etapas de producdo e demonstrando que a etapa de pré-

resfriamento em chiller foi importante na redugdo da contaminacdo pelo patégeno.
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Além disso, a analise de macro-restricdo demonstrou potenciais rotas de contaminacao
por Salmonella spp. na linha de abate e processamento de frango, evidenciando que a
recepcdo de animais contaminados € importante na introducdo de novas cepas nos
matadouros, bem como as etapas de abate também podem favorecer essa contaminacac
das carcacas. Finalmente, foi identificado a presenca de cepas persistentes no ambiente

de abate e processamento em um dos matadouros.
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Tabela 1. Namero de amostras e procedimento de coletas em diferentes etapas da cadeia produtigta fiaragorem dois matadouros (Mtl e Mt2)

localizados no estado de Minas Gerais, Brasil.

Etapa Amostra Especificagéo Cddigo Mt1 Mt2 Método de coleta de amostras
Recepcéao Caixas Caixas de Transpt T 17 13 Swab?
Abate Carcza Apoés depenagem C1l 27 24 Enxague?
Apés evisceracao C2 28 24 Enxague?
Apos pré-resfriamento C3 25 24 Enxague?
Processamento Faca - F 11 7 Swab!
Esteira Esteiras de cortes E 11 7 Swab?
Mé&os Ma&os dos funcionarios M 11 7 Swab?
Cortes Coxa - C 11 2 Enxague?
Asa - A 12 2 Enxague?
Peito - P 12 2 Enxague?
Total - - - 165 112 -

1 coleta em 400cm
2 USDAJ/FSIS, 2014
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Tabela 2 Frequéncia de resultados positivos para Salmonella spp. obtidos de diferentes fontes de dois matadouros (Mtl e Mt2) localizados em Mina

Gerais, Brasil.
Etapa Fonte Mtl Mt2 Estatistica
n Salmonella spp. n Salmonella spp.

Recepcao Caixa 17 7 13 18 ¥ 4.22, GL: 1, p: 0.040

Abate C1 27 26 24 0? y*: 131.3, GL: 5, p < 0.001*
C2 28 26° 24 12
C3 25 1° 24 0?

Processamento Esteira 11 0 7 1 ¥ 1,66, GL: 1, p: 0,197
Faca 11 1 7 0 v*: 0,67, GL: 1, p: 0,412
Mé&o 11 0 7 0 -

Cortes Peito 12 0 2 0 -
Asa 12 3 2 0 ¥*: 0,64, GL: 1, p: 0,425
Coxa 11 1 2 0 v*: 0.20, GL: 1, p: 0.657

n: nimero de amostras; X2: Qui-quadrado; GL: grau de liberdade; p:nivel de significancia (p<0,8pfisGlepenagem; C2: apds evisceracao; C3:
apos pré-resfriamento (chiller final). * Obs: teste pareado por procedimento de Marascuilo (p < 0.05)

Obs: Na etapa de Recepcao, letras sobrescritas iguais indicam que ndo houve diferencas sgyefficativa valores médios apresentados nas
respectivas linhas. Na etapa de Abate, valores em uma mesma linha e/ou coluna com letras sobrescritas diferentes apresentam tidarenca estatis
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Figura 1: Representacdo esquematica dos perfis genéticos (pulsotipos) obtidos por

PFGE ap0s a macro-restricdo do DNA usando Xbal dos isolados de Salmonella spp.
obtidos na etapa de recepcdo (caixas de transporte) em matadouro de aves.
Similaridades entre os pulsotipos foi estimada usando coeficiente de Dice (5% de
tolerancia).

n: nimero de isolados
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Figura 2: Representacdo esquemética dos perfis genéticos (pulsotipos) obtidos por
PFGE ap06s a macro-restricdo do DNA usando Xbal dos isolados de Salmonella spp.
obtidos em diferentes etapas do abate (etapa 1. ap0s depenagem, etapa 2. apos
evisceracao, etapa 3: apés pré-resfriamento-chiller final) em matadouro de aves.
Similaridades entre os pulsotipos foi estimada usando coeficiente de Dice (5% de
tolerancia).

n: numero de isolados
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Figura 3: Representacdo esquematica dos perfis genéticos (pulsotipos) obtidos por
PFGE ap6s a macro-restricdo do DNA, usando Xbal, dos isolados de Salmonella spp.
obtidos de ambiente de processamento (A, esteira) e cortes finais (B, asas) em
matadouro de aves. Similaridades entre os pulsotipos foi estimada usando coeficiente de
Dice (5% de tolerancia).

n: numero de isolados
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CONCLUSOES

Com esse estudo foi possivel avaliar a qualidade microbiolégica de cagcacas
cortes de frango e do ambiente de processaneentiois estabelecimentos industriais,
evidenciando alto nivel de contamina¢&o por micro-organismos indicadores de higiene e
Salmonella spp. nas etapas iniciais de abate, indicando que a contaminacgao intrinseca
das aves é importante na introducdo e disseminacdo de micro-organismos dentro do
matadouro. Foi também observado, em ambos estabelecimentos, que a etapa de pré-
resfriamento foi fundamental na reducdo da contaminagéo das carcacas tanto por micro-
organismos indicadores quanto por patogénicos, indicando que atencdo especial deve
ser dada a essa etapa, que deve ser eficientemente controlada para garantir um produto
final de qualidade microbiolégica satisfatéria. Os resultados de PFGE mostraram ainda
uma diversidade genética entre os isolados obtidos e indicaram as possiveis rotas de
contaminacdo dentro da cadeia produtiva da carne de frango, indicando uma continua
inclusédo de novas cepas no ambiente de abate, bem como a persisténcia de isolados

entre os animais obtidos de diferentes granjas.
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