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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Bioexperimentacéo
Universidade de Passo Fundo

DETEC(;AO E QUANTIFICACAO DE Salmonella spp. NA TECNOLOGIA
DE ABATE DE FRANGO DE CORTE.
Autor: Lilian Andriva dos Santos

Orientador: Luciana Ruschel dos Santos
Passo Fundo, 22 de Agosto de 2014

Infec¢des por Salmonella sdo associadas a criagdo intensiva das aves ¢ a
surtos de salmonelose clinica, visto que as contaminacgdes das carcagas podem
ocorrer tanto por contato entre aves sadias e infectadas como por contaminacgio
cruzada nos abatedouros, onde o numero de bactérias € variavel nas diferentes
etapas da tecnologia de abate. Analises microbiologicas desde o campo até os
produtos finais sdo fundamentais para estimar a extensdo da carga microbiana e
avaliar os efeitos dos métodos de controle sanitario utilizados nos frigorificos,
como as Boas Praticas de Fabricacao (BPF), Procedimento Padrao de Higiene
Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e Pontos Critico de Controle (APPCC).
A pesquisa de Salmonella spp. para avaliagdo da contamina¢dao em abatedouros por
métodos qualitativos ja ¢ realizada, mas a quantificacdo da bactéria nao ¢
rotineiramente empregada, uma vez que técnicas tradicionais de enumeragao, como
o Numero Mais Provavel (NMP), que utiliza séries de tubos multiplos, demandam
tempo, pessoal e recursos financeiros elevados, dificultando sua aplicagdo em
programas de monitoria. Métodos de quantificagdo de bactérias por Numero Mais
Provavel miniaturizado (mNMP) sdo citados como uma alternativa mais rapida e
menos trabalhosa para enumeracdo de salmonelas. Assim, os objetivos deste
trabalho foram detectar e quantificar Salmonella spp. na tecnologia de abate de
frangos de corte por microbiologia convencional (MC) e por numero mais provavel
miniaturizado (MNMP). As coletas foram realizadas em trés abatedouros sob
Inspe¢ao Federal no sul do Brasil e em seis pontos de coleta, em triplicata,
definidos como: recepgdo das aves (swabs de cloaca e esponjas de gaiolas de
transporte antes e apos a higienizagdo) e carcagas (apds pré resfriamento em chiller,
apds o gotejamento e antes da embalagem primaria, e congeladas a -12°C por 24

horas), totalizando 108 amostras e perfazendo 240 ensaios para detec¢do e
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quantificagdo de Salmonella spp, respectivamente, incluindo os controles negativo
(E. coli ATCC 25992) e positivo (S. Enteritidis ATCC 13076). Identificou-se
Salmonella spp. em trés dos seis pontos do fluxograma de abate e em dois dos trés
estabelecimentos amostrados, independentemente do método utilizado, perfazendo
5,5% de positividade, onde destaca-se a contaminac¢do nas gaiolas de transporte das
aves apoés a higienizagdo. Nao foi possivel correlacionar os resultados da
microbiologia convencional € do mNMP ou mesmo quantificar a contaminacdo ao
longo da tecnologia de abate, o que indica a necessidade de se utilizar um método
qualitativo aliado ao método de quantificacdo quando Salmonella estiver presente
em quantidades inferiores ao limite de deteccio do mNMP proposto (0,13
NMP/mL). Os sorovares identificados foram Typhimurium, Panama, Lexington e
Rissen, considerados paratificos e, portanto, potencialmente capazes de causar
infeccdes em humanos, embora estes sorovares nao tenham sido isolados em
produtos finais mas na chegada dos frangos no abatedouro (swabs de cloaca ¢
gaiolas de transporte). A identificacdo de Salmonella spp. nas gaiolas de transporte
ap6s a higienizagao ¢ um indicativo da necessidade de revisao e adequacao dos

métodos automatizados de lavagem atualmente utilizados nos abatedouros.

Palavras-chave: Salmonella spp.; nimero mais provavel miniaturizado, sorovares,

frangos de corte.
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ABSTRACT
Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduacdo em Bioexperimentacéo
Universidade de Passo Fundo

DETECTION AND QUANTIFICATION OF Salmonella spp.
IN POULTRY SLAUGHTERHOUSES
Author: Lilian Andriva dos Santos

Advisor: Luciana Ruschel dos Santos
Passo Fundo, 22 de Agosto de 2014

Salmonella infections are associated with intensive poultry farming and with
outbreaks of clinical salmonellosis. Healthy birds can be contaminated by contact
with infected ones or by cross-contamination in abattoirs, where bacterial count
varies across different slaughtering processes. Microbiological analyses of samples
collected throughout the process (from the broiler farm to the end products) are
crucial for estimating microbial load and assessing the effects of control methods
used at meat-packing plants, including good manufacturing practices (GMP),
sanitation standard operating procedures (SSOP) and hazard analysis and critical
control points (HACCP). While contamination of slaughterhouses by Salmonella
spp. has been qualitatively assessed by several studies, quantitative research about
this species has not been conducted on a regular basis. This occurs because
conventional enumeration methods, such as the most probable number (MPN),
which use multiple tubes, are time-consuming and costly and require workforce,
thus precluding their application in control programs. So, the miniaturized most
probable number (mMPN) method has been recommended as a quicker and less
burdensome alternative for the enumeration of Salmonella spp. Therefore, the
present study aimed to detect and quantify Salmonella spp. in poultry slaughtering
procedures using conventional microbiology and mMPN method. Samples were
collected in triplicate in three federally-inspected southern Brazilian
slaughterhouses and from six collection sites: reception of live birds (cloacal swabs
and sponge samples from transport cages before and after sanitation) and carcass
processing (after pre-chiller, after dripping, and before primary packaging, frozen at
-12°C for 24 h), totaling 108 samples and 240 assays for detection and

quantification of Salmonella spp, respectively, including negative (E. coli ATCC



Xvi

25992) and positive (S. Enteritidis ATCC 13076) controls. Salmonella spp. was
detected in three out of the six processing stages and in two of the three sampled
slaughterhouses, regardless of the method used, with 5.5% of positive samples,
including those obtained from transport cages after sanitation. It was not possible to
correlate conventional microbiology and mMPN results or to quantify
contamination in the slaughtering processing line, indicating that it is necessary to
use a qualitative method in conjunction with a quantitative one whenever
Salmonella is found in lower amounts than the proposed mMPN threshold values
(0.13 MPN/mL). The following serovars were identified: Typhimurium, Panama,
Lexington and Rissen, which are considered paratyphoid organisms and, therefore
have a remarkable zoonotic potential, even though these serovars were not isolated
from end products, but at the reception of live birds (cloacal swabs and sponge
samples from transport cages). The detection of Salmonella spp. in transport cages
after sanitation demonstrates the necessity to reassess and adjust the automated

washing procedures currently utilized in slaughterhouses.

Key words: Salmonella spp., miniaturized most probable number, serovars, poultry

slaughterhouses.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda de alimentos, em especial os de origem animal, como ovos
e frangos, ¢ um dos fatores do desenvolvimento verificado na avicultura mundial,
devido em parte ao ciclo rapido de producdo dos animais (21). O desenvolvimento
socio econdmico de muitas nagdes teve como origem a produgdo de alimentos e, mesmo
nos dias atuais, muitos paises tem na agricultura o sustentaculo de sua economia (9).

A quantidade de produtos no mercado disponibiliza ao consumidor amplas
escolhas. Entretanto, apesar do progresso da medicina, na ciéncia e tecnologia de
producao de alimentos, as enfermidades causadas por patdgenos alimentares continuam
representando problemas significativos para a saude e para a economia. O numero
crescente e a gravidade de doengas transmitidas por alimentos tém aumentado
consideravelmente o interesse do publico em relagdo a seguranca alimentar e dos 6rgaos
de fiscalizagdo para evitar problemas de saude publica (11).

A produgdo industrial e o intercambio comercial intenso de animais e de
alimentos de origem animal para consumo humano tém favorecido a introdugdo e a
disseminagdo de patégenos na cadeia alimentar (35). O risco da dissemina¢do das
doengas transmitidas por alimentos estd vinculado a diversas razdes, sejam pela
adapta¢ao microbiana, mudangas nos sistemas de producdo de alimentos, habitos
alimentares da populagdo, mudangas na criagdo de animais, processos produtivos e
tecnologia de alimentos, globalizagdo no comércio internacional, aumento das
populacdes susceptiveis e demanda dos consumidores (8).

O trato intestinal das aves, principalmente galinhas, ¢ um dos principais
reservatorios de microrganismos patogénicos como a Salmonella spp., que por meio de
inimeros veiculos poderd contaminar matérias-primas e alimentos processados na
tecnologia de abate com possibilidade de contaminagao no produto final.

Com relagdo a carne de frango, estd demonstrado que mesmo um pequeno
numero de aves infectadas pode causar a contaminagdo de toda a linha de abate,
multiplicando a possibilidade de ocorréncias de infeccdo alimentar e representando
perigos a saude publica. Assim, em frangos de corte, os atuais métodos de abate e
praticas de processamento podem disseminar microrganismos de uma carcaga para outra
e o consumo dessa carne, portanto, envolver a ingestdo de bactérias potencialmente

patogénicas (30). A contaminagdo microbiana tende a ocorrer como consequéncia dos
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procedimentos empregados na producao industrial. Em cada etapa do processo existem
oportunidades para a contaminacao da carcaga por microrganismos presentes na planta
de abate ou por contaminacao cruzada advinda de outras aves e o nimero de bactérias
na superficie da carcaca varia consideravelmente nas diferentes etapas do processo (34).

Existem varios métodos para avaliagdo microbioldgica de produtos carneos,
como amostras de tecido, swabs, rinsagem e/ou a combinagdo de dois ou mais métodos.
A amostragem da superficie da carcaca de frango ¢ dificultada pelos proprios
procedimentos utilizados durante o abate das aves, como escaldagem e depenagem, com
os microrganismos podendo se fixar nos foliculos da pele e dificultando sua remogao
por métodos como swab e lavagem da carcaga. A remog¢do e maceragao da pele sdo um
método eficiente para determinagdes microbiologicas em carcacas de frango, capaz de
recuperar cerca de 90% dos microrganismos, mas tem a desvantagem de destruir a
carcaga amostrada, sendo, portanto, desaconselhavel em linhas comerciais de abate (14).

Infecc¢des por Salmonella sio comumente associadas a criagdo intensiva das aves
e a surtos de salmoneloses clinicas, visto que as contaminagdes podem ocorrer tanto por
contato entre aves sadias e infectadas como por contaminagdo cruzada no abate, sendo
que o numero de bactérias na superficie das carcacas varia consideravelmente nas
diferentes etapas da tecnologia de abate, aumentando e diminuindo constantemente.

A andlise microbiologica ¢ fundamental para estimar a extensdo da carga
microbiana existente na superficie de carcagas e avaliar os efeitos dos métodos de
controle sanitario utilizados nos abatedouros, como as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e Procedimento Padrio de Higiene Operacional (PPHO) para redugdo desta
contaminagdo inicial. Entretanto, os métodos microbiologicos tradicionais de
enumeracdo de microrganismos, como o Numero Mais Provavel (NMP), sao
demorados, dispendiosos € ndo aplicaveis em uma rotina industrial de monitoria para
salmonelas.

Meétodos de enumeragdo por Numero Mais Provavel miniaturizado (mNMP)
podem representar uma forma rapida, precisa e de baixo custo para a quantificacdo de
microrganismos em comparagdo com a metodologia tradicional do NMP para
quantificagdo de microrganismos por séries de tubos.

Assim, devido a importancia do controle de Salmonella spp. na tecnologia de
abate e o risco que a bactéria representa para a saude publica, neste trabalho objetivou-

se detectar e quantificar Salmonella spp. em diferentes pontos da tecnologia de abate de
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frangos de corte utilizando-se a microbiologia convencional e uma metodologia de

numero mais provavel miniaturizado (mNMP).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmoneloses em aves

O nome Salmonella foi dado ap6s o médico veterinario bacteriologista Daniel E.
Salmon, juntamente com Smith, isolarem uma bactéria do intestino de suinos em 1884, que
foi denominada de Salmonella Cholerasuis. As salmonelas possuem grande similaridade
genética e sdo diferenciadas por sorovares que, atualmente, ¢ o resultado acumulado de
varios anos de estudos das interagdes dos anticorpos com as suas superficies antigénicas e
foram estabelecidos por Kauffman e White ha quase um século. Todas as formulas
antigénicas conhecidas como sorovares de Salmonella estdo listados no chamado esquema
Kauffman-White e, em 2007, foram descritos 2.579 sorotipos (16).

Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao bacilos Gram
negativos, nao formadores de esporos, anaerobios facultativos, catalase positivos,
oxidase negativos, redutores de nitratos e nitritos e, geralmente, a maioria das espécies
moéveis com flagelos peritriquios, exce¢do de S. Gallinarum e S. Pullorum. Fermentam
glicose, produzindo acido e gis, mas sdo incapazes de metabolizar a lactose e a
sacarose. Como ndo formam esporos, sdo termossensiveis, podendo ser destruidas a
60°C, por 15 a 20 minutos. O género contém mais de 2.500 linhagens diferentes, as
quais sdo denominadas ainda como sorovares ou sorotipos (21). O grupo das
Salmonelas ¢ dividido em duas espécies: Salmonella enterica, que ¢ dividida em seis
subespécies, ¢ Salmonella bongori. Muitos isolados de humanos e animais de sangue
quente pertencem a subespécie Salmonella enterica subespécie enterica. Outras
subespécies de Salmonella enterica e Salmonella bongori ocorrem normalmente em
animais de sangue frio e sdo de baixa patogenicidade (20).

Salmonella spp. localizam-se primordialmente no trato gastrointestinal das aves
em geral, de mamiferos domésticos e silvestres, bem como répteis, sem provocar, na
maioria das espécies hospedeiras, manifestagdes de sintomas (14). Dentre as

salmoneloses destacam-se os sorovares especificos de aves (S. Pullorum e S.
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Gallinarum), com distribuicdo mundial, tanto na avicultura industrial como na
extensiva, causando perdas financeiras para a industria avicola com mortalidade de até
100% do lote (29) enquanto as salmoneloses paratificas causam infec¢des
principalmente em aves jovens, tornando-as adultas portadoras assintomaticas. (25) e

sdo potencialmente capazes de causar intoxica¢des alimentares em humanos.

2.2 Salmonella na Tecnologia de Abate de Frangos de Corte

A microbiota da ave viva se encontra essencialmente na superficie externa,
tegumentos cutineos, no trato digestorio e, em menor grau, no trato respiratdrio. A
contamina¢do se da inicialmente pela reten¢do das bactérias sobre a pele, a qual vai
permitir que os microrganismos possam se aderir convenientemente. Devido a grande
quantidade de nutrientes nas carcacas associada ao desenvolvimento microbiano, a
carne pode deteriorar-se em um curto espaco de tempo. O tipo € o nimero de micro-
organismos presentes na carne refletem o grau de higiene do abatedouro, como também
as condi¢des de armazenamento apds o abate dos animais. Assim, plantas de
processamento de aves favorecem a sobrevivéncia e transmissao de bactérias comensais
levando a deterioracao e, potencialmente, a transmissao de bactérias patogénicas (16).

O principal objetivo do abate de animais domésticos para consumo humano ¢ a
obtencdo da carne com a menor contaminagdo possivel (32), na maioria das plantas de
processamento, apos o abate e depenagem dos frangos, as carcagas sao evisceradas,
lavadas, processadas em conformidade com a comercializacao, refrigeradas, embaladas
e armazenadas sob refrigeracdo, mas que o abate e a manipulacdo das carcacas nos
acougues pode aumentar a microbiota contaminante (15).

Pela legislagdo brasileira (5), Salmonella spp. tem que estar ausente em 25g da
amostra. Entretanto, existe uma quantidade minima necessaria do microrganismo para a
ocorréncia de doenga em humanos. Esta quantidade, ou dose infectante, pode variar
com o sorovar, com o estado de satde e tolerancia de cada individuo e ainda em fungao
do sorotipo e da afinidade dos mesmos a determinadas espécies animais (19). Produtos
refrigerados em temperatura de 2°C podem conter Salmonella spp., uma vez que essas
possuem a capacidade de permanecer viaveis em produtos refrigerados e congelados por
longos periodos. Devido a sobrevivéncia de Salmonella spp. em baixas temperaturas,

existe uma Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual
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estabelece normas para rotulagem de produtos crus de carnes de aves, exigindo a
obrigatoriedade da presenga de recomendagdes sobre o consumo desses alimentos
cozidos, fritos ou assados completamente (6).

A Instrugcdo Normativa n°® 70 (3) surgiu em 2003 visando conferir um controle
minucioso sobre o processo de abate e atender as exigéncias de seguranga do alimento
baseado nos principios de Boas Praticas de Fabricagao (BPF), no Procedimento Padrao
de Higiene Operacional (PPHO) e na Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC).

O controle na qualidade dos alimentos deve ser efetuado de forma rigida, precisa
e confidvel e, para tanto, devem ser realizados com métodos que comprovadamente

sejam apropriados, e oferegam os resultados pretendidos (13).

2.3 Métodos de Diagndstico para Salmonella spp.

Analisar amostras de alimentos, para evidenciar se existe a presenca de bactérias
patogénicas ou ndo, ¢ uma pratica padrao para garantir a seguranga ¢ a qualidade do
alimento (11). Além disso, a quantidade e os tipos de microrganismos presentes em um
determinado alimento refletem as condi¢des sanitarias empregadas para a sua producao,
assim como as condi¢des atuais desse alimento (28). A interpretacao dos resultados em
microbiologia de alimentos ¢ geralmente dificil. Devido ao fato de que os
microrganismos estdo em um ambiente dindmico, onde pode ocorrer a multiplicagcdo ou
morte, as contagens de células vidveis por meio de plaqueamento podem ser mal
conduzidas e o processamento de alimentos pode ndo apresentar uma boa
homogeneidade, sendo dificil obter uma amostra representativa para todo o lote (11).

A deteccdo dos microrganismos em alimentos pode ocorrer por meios de
métodos de cultivo tradicionais, seguidos de caracteriza¢do bioquimica, ou por meio de
técnicas alternativas (30). Os métodos devem ser confidveis e certificados, pois detalhes
de métodos de detec¢do podem ser encontrados em varias fontes, mas deve-se sempre
consultar a edicdo mais recente dos protocolos (11). Entre as fontes de protocolos
aprovados estdo: Association of Official Analytical Chemists, Bacteriological Analytical
Manual (AOAC, 1992); Compendium of Methods for the Microbiological Examination
of Foods (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992); Practical Food
Microbiology (ROBERTS et al., 1995).
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O procedimento padrdo para detec¢do de Salmonella ¢ baseado principalmente
na técnica microbioldgica convencional (MC), preconizada pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), e pela Bacteriological Analytical Manual (BAM). (26). A
denominacdo MC refere-se geralmente a métodos que estdo em uso comum,
frequentemente envolvendo etapas de homogeneizacdo da amostra, preparacdo de uma
série de dilui¢des, inoculagdo em placas com agar especifico para formagao de colonias
e posterior contagem, além de por vezes requererem modificagdes que podem elevar o
tempo da realizag¢do do ensaio (11).

Ja a quantificacdo de Salmonella spp. em alimentos ndo ¢ uma pratica rotineira.
Entretanto, esta informacdo ¢ desejavel nas estratégias de reducdo de infecgdo
alimentar, tanto na avaliacao do risco microbioldgico como na avaliagdo de substancias
e procedimentos para controle de Salmonella spp. em produtos (10). Frequentemente, a
Salmonella spp., pode estar acompanhada de microrganismos interferentes, o que
determina que o método de nimero mais provavel (NMP) seja o mais indicado, em
comparagdo a outras técnicas de contagem, ja que etapas de enriquecimento em meios
liquidos determinam uma maior eficiéncia de isolamento do microrganismo alvo (1).

O NMP ¢ um método indireto de estimar a populagdo bacteriana, baseado em
probabilidades estatisticas. A técnica pode ser combinada com varios processos de
identificagdo de Salmonella, assim, amostras de alimento, swabs ou agua de enxague
podem ser associados (18). O NMP tem sido empregado para avaliar a qualidade
microbiologica da agua como potavel ou ndo (24), bem como também para estimar a
contaminagdo de carcacas de frango para Salmonella spp., desta forma mensurando o
risco em adquirir uma infec¢ao alimentar (2).

E uma técnica versatil que permite a enumeragdo de diferentes espécies de
bactérias, alternando-se o meio de cultura e as condi¢cdes de numeragdo para cada
microrganismo. A aplicagdo deste ensaio foi proposto a partir de adaptacdes de métodos
qualitativos para quantitativos, como a contagem de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e outros agentes que antes eram analisados somente pela presenca ou
auséncia (32).

A técnica do NMP apresenta algumas vantagens em relacdo a contagem em
placas, como a possibilidade de inocular quantidades maiores de amostras, aumentando
proporcionalmente a quantidade do meio de cultura, oferecendo maior sensibilidade e
flexibilidade no estabelecimento do limite de detec¢do. Outra vantagem € que permite a

introducdo de etapas de recuperacdo de células injuriadas, utilizando um meio nao
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seletivo para as etapas iniciais. No caso do NMP para Salmonella spp., ocorre uma
adaptacao de métodos qualitativos para quantitativos a partir de técnicas ja validadas
(33).

A contagem pelo NMP ¢ realizada através de dilui¢des seriadas de amostras
alimentares em meios de culturas apropriados, que a seguir sdo incubados a
temperaturas adequadas. Os tubos com crescimento positivo sdo submetidos a teste
confirmatorios. O niimero de organismos na amostra original ¢ determinado através de
tabelas para estimativa de NMP, baseados no trabalho original de McCrady (23).
Apesar da facilidade da execugdo e sele¢do de microrganismos através dos meios
liquidos seletivos utilizados, o método ndo pode ser considerado preciso, sendo
considerado, na verdade, uma estimativa, ja que, os valores méximos € minimos
expressos nas tabelas consultadas estdo bastante distantes (20).

A quantificagdo da contaminagdo por Salmonella desde as granjas até o
abatedouro ¢ fundamental para se estimar a extensdo da contaminagdo nos cortes e
carcagas de frangos e avaliar a efetividade das boas praticas de producdo adotadas nas
empresas para controle deste patogeno (7). Métodos de enumeragdo por Numero Mais
Provavel miniaturizado (mNMP) podem representar uma forma rapida, precisa e de
baixo custo para a quantificagdo de microrganismos (34) em comparacdo com a
metodologia tradicional para quantificacdo por séries de tubos denominada Numero
Mais Provavel (NMP).

Uma metodologia de mNMP foi proposta utilizando o meio Rapapport
Vassiliadis semi solido (MRSV) para selecio de salmonelas moéveis e posterior
desenvolvimento em meios cromogénicos (12). Uma metodologia de mNMP baseada na
ISO 6579:2002 foi validada usando MRSV e demonstraram nao haver diferenca
significativa entre o NMP tradicional (tNMP) e o mNMP (27). As metodologias
desenvolvidas, utilizaram o mNMP para quantificagio ¢ o MSRV como meio de
enriquecimento em dejetos de suinos e matrizes de origem avicola, respectivamente.
Entretanto, ndo existem relatos de comparacdo entre estas metodologias em carne de

frango.
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Numero mais provavel miniaturizado e microbiologia
convencional para isolamento de Salmonella spp. em abatedouros
de frangos de corte?

Lilian Andriva dos Santos?, Ligiani Mion3, Marcieli Marotzki4, Luana Parizotto®, Laura Beatriz
Rodrigues®, Vladimir Pinheiro do Nascimento?, Luciana Ruschel dos Santos®*

ABSTRACT.- Santos L.A., Mion L., Marotzki M., Parizotto L. Rodrigues L.B., Nascimento V.P. &
Santos L.R. 2014. [Miniaturized most probable number and conventional microbiology for
isolation of Salmonella spp. in poultry slaughterhouses.] Niimero mais provavel miniaturizado
e microbiologia convencional para isolamento de Salmonella spp. em abatedouros de frangos de
corte. Pesquisa Veterindria Brasileira 34(0):00-00. Curso de Medicina Veterinaria, Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo, BR-285, Bairro Sdo José, Passo
Fundo, RS 99052-900, Brazil. E-mail: luruschel@upf.br

Poultry products can be important modes of transmission of Salmonella spp. to humans
and, among several parameters used to determine food quality, microbiological characteristics play
an essential role. The aim of this study was to determine and quantify Salmonella spp. at broiler
slaughtering facilities. This was done by conventional microbiology and by the miniaturized most
probable number (mMPN) methods. Samples were collected in three federally-inspected
slaughterhouses, in triplicate, from six sites: reception of live birds (cloacal swabs and sponge
samples from transport cages before and after sanitation) and carcass processing (after pre-chiller,
after dripping, and before primary packaging and refrigeration at -12°C for 24 h), totaling 108
samples. Three of the six surveyed sites and two of the three slaughterhouses were contaminated
with Salmonella spp., showing an infection rate of 5.5% independently of the method used, and
revealing that transport cages were contaminated after sanitation. No correlation could be
established between the results of conventional microbiology and mMPN methods, and
contamination along the slaughtering line could not be quantified. This indicates the importance of
combining qualitative and quantitative methods for the enumeration of Salmonella when detection
rates are lower than the proposed mMPN limit (0.13 MPN/mL). Typhimurium, Panama, Lexington
and Rissen, which are paratyphoid organisms and are potentially infectious to humans, were
identified. However, these serovars were isolated at the reception of live birds (from cloacal swabs
and from transport cages) rather than from the end products. Given that Salmonella spp. was
detected in transport cages after sanitation, it is paramount that automated washing procedures
currently used in slaughterhouses be reassessed and adjusted.

INDEX TERMS: Salmonella spp. miniaturized most probable number, serovars, poultry
slaughterhouses.

RESUMO.- Os produtos de origem avicola podem ser importantes veiculos de transmissdo de
Salmonella spp. para humanos e, dentre os varios parametros que determinam a qualidade de um
alimento, destacam-se os que definem suas caracteristicas microbioldgicas. Objetivou-se detectar e
quantificar Salmonella spp. na tecnologia de abate de frangos de corte por microbiologia
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convencional (MC) e nimero mais provavel miniaturizado (mNMP). As coletas foram realizadas em
trés abatedouros sob Inspecao Federal e em seis pontos de coleta, em triplicata, definidos como:
recepgdo das aves (swabs de cloaca e esponjas de gaiolas de transporte antes e ap6s a higienizac¢do)
e carcacas (ap6s pré resfriamento em chiller, apds o gotejamento e antes da embalagem primaria e
congeladas a -12°C por 24 horas), totalizando 108 amostras. Identificou-se Salmonella spp. em trés
dos seis pontos do fluxograma de abate e em dois dos trés estabelecimentos amostrados,
considerando os dois métodos utilizados, perfazendo 5,5% de positividade, onde destaca-se a
contaminagao nas gaiolas de transporte das aves apds a higienizacdo. Nao foi possivel correlacionar
os resultados da microbiologia convencional e do mNMP ou mesmo quantificar a contaminacao ao
longo da tecnologia de abate, o que indica a necessidade de se utilizar um método qualitativo aliado
ao método de quantificagdo quando Salmonella estiver presente em quantidades inferiores ao
limite de deteccido do mNMP proposto (0,13 NMP/mL). Os sorovares identificados foram
Typhimurium, Panama, Lexington e Rissen, considerados paratificos e, portanto, potencialmente
capazes de causar infeccdes em humanos, embora estes sorovares nao tenham sido isolados em
produtos finais e sim na chegada dos frangos aos abatedouros (swabs de cloaca e gaiolas de
transporte). A identificacdo de Salmonella spp. nas gaiolas de transporte apds a higienizacdo é um
indicativo da necessidade de revisdo e adequacdo dos métodos automatizados de lavagem
atualmente utilizados nos abatedouros.

TERMOS DE INDEXACAO: Salmonella spp.; nimero mais provavel miniaturizado, sorovares, frangos
de corte.

INTRODUCAO

Infecgdes por Salmonella sdo associadas a criagdo intensiva das aves e a surtos de salmonelose
clinica, visto que as contaminag¢des podem ocorrer tanto por contato entre aves sadias e infectadas
como por contamina¢do cruzada nos abatedouros, onde o nimero de bactérias é variavel nas
diferentes etapas da tecnologia de abate. Analises microbiolégicas desde o campo até os produtos
finais sdo fundamentais para estimar a extensdo da carga microbiana e avaliar os efeitos dos
métodos de controle sanitario utilizados nos frigorificos, como as Boas Praticas de Fabrica¢ido
(BPF), Procedimento Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC).

A pesquisa de Salmonella spp. para avalicdo da contaminac¢do em abatedouros por métodos
qualitativos ja é realizada, mas a quantificacdo da bactéria ndo é rotineiramente empregada, uma
vez que técnicas tradicionais de enumeragdo como o Numero Mais Provavel (NMP), que utilizam
séries de tubos multiplos, demandam tempo, pessoal e recursos financeiros elevados (Cavada et al.
2010), dificultando sua aplicagdo em programas de monitoria. Métodos de quantificacdo de
bactérias por Nimero Mais Provavel miniaturizado (mNMP) s3o citados como uma alternativa mais
rapida e menos trabalhosa para enumeracao de salmonelas (Fravallo et al. 2003, Pavic et al. 2009)
mas foram apenas aplicados em amostras artificialmente contaminadas para validacdo destas
técnicas.

Infec¢des por Salmonella spp. sdo classificadas como enfermidades tipicas de aves,
causadas pelos sorovares Pullorum e Gallinarum, e enfermidades paratificas, originadas por mais
de 2500 sorovares ndo especificos potencialmente capazes de produzir infeccdes alimentares em
humanos. Destes, cerca de 10% sdo isolados em aves, uma vez que a distribuicdo de salmonelas
oriundas de fontes avicolas é geograficamente variavel e alterna-se com o passar dos anos (Gast et
al. 2007).

Assim, devido a importancia do controle de Salmonella spp. na produc¢do avicola e o risco
potencial em saude publica, objetivou-se utilizar o método microbiolégico convencional e Numero
Mais Provavel miniaturizado (mNMP) para identificacdo e quantificacdo de Salmonella spp. em
diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos de corte bem como relatar os sorovares
isolados nos pontos positivos para a bactéria.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e pontos de coleta nos abatedouros
As coletas foram realizadas em trés abatedouros de frangos de corte (A, B e C) sob Servico de
Inspecdo Federal (SIF) no sul do Brasil, entre setembro de 2013 e janeiro de 2014, com duas visitas
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em cada abatedouro. Determinou-se seis pontos de coleta em funcdo dos resultados de estudos
anteriores (dados ainda ndo publicados) que apontaram estes pontos com positividade para
Salmonella spp. como segue: recepcao das aves (swabs de cloaca e esponjas de gaiolas de
transporte antes e apods a higienizacdo) e carcagas apds pré resfriamento em chiller, apés o
gotejamento e imediatamente antes da embalagem primaria e carcagas congeladas a -12°C por 24
horas.

Cada um dos pontos foi coletado em triplicata, totalizando 108 amostras, que foram
processadas no Laboratério de Bacteriologia do Hospital Veterindrio da UPF por microbiologia
convencional (MC) e nimero mais provavel miniaturizado (nNMP), perfazendo 240 ensaios para
deteccdo e quantificacdo de Salmonella spp, respectivamente, incluindo os controles negativo
(Escherichia coli ATCC 25992) e positivo (Salmonella Enteritidis ATCC 13076). Todo o material
coletado foi transportado sob refrigeracdo e imediatamente processado quando da chegada ao
laboratério. O método de microbiologia convencional para isolamento de Salmonella spp. baseou-se
na ISO 6579 (2002) com modificagdes e o método de mNMP utilizado foi descrito por Fravallo et al.
(2003) e adaptado por Colla et al. (2014).

Processamento das amostras
Swabs de cloaca

Para os swabs cloacais foram amostradas 300 aves em cada coleta, sendo utilizado um swab
para cada duas aves, compondo trés polls de 50 swabs que foram acondicionados em frascos com 50
mL de agua peptonada tamponada (APT 1,0%). No laboratério, homogeneizou-se os pools e retirou-
se aliquotas de 17,5 mL, sendo 7,5 mL destinados ao mNMP e 10 mL a microbiologia convencional.

Esponjas de gaiolas de transporte

As gaiolas de transporte foram identificadas com lacres oficiais para controle de retirada das
mesmas ap6s a higienizacdo no sistema automatizado de lavagem utilizado nos abatedouros
avaliados. A amostragem foi realizada com esponjas bacteriolégicas com neutralizante (Sponge
Stick Neutraling Buffer 3M) por toda a extensdo interna da gaiola, antes e apds a lavagem e
sanitizacdo. As esponjas foram acondicionadas em saquetas fornecidas pelo fabricante e no
laboratério adicionados 50 mL de APT 1,0%. Homogeneizou-se as amostras e retirou-se 17,5 mL
para as demais andlises (7,5 mL para mNMP e 10 mL para MC).

Carcacas

As carcacas foram acondicionadas em sacos plasticos individuais e identificadas com lacres
oficiais. No laboratério adicionou-se 400 mL de APT 1,0% para rinsagem das carcagas e retirou-se
17,5 mL para as analises subsequentes.

Pesquisa de Salmonella spp. por microbiologia convencional

Aliquotas de 10 mL de APT 1,0% foram incubadas a 37+1°C por 16 a 20 horas e repicadas
em meios seletivos, sendo 1 mL em 9 mL de caldo Tetrationato (incubag¢do a 37+1°C por 24+3
horas) e 100 puL em 9,9 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (incubac¢ido a 41,5+1°C por 24+3 horas).
O plaqueamento das amostras foi realizado em Agar Rambach (Merck®) e Agar Verde Brilhante
Novobiocina (BGN - Brilhant Green Novobiocin) por esgotamento com alca de platina e as placas
incubadas a 37+1°C por 24+3 horas. Colonias sugestivas de Salmonella spp. foram submetidas as
provas de TSI (Triple Sugar Iron), LIA (Lysine Iron Agar), SIM (Sulfite- Indole-Motility), caldo ureia e
sorologia com soro polivalente anti-O. A identificacdo final dos isolados foi realizada por microarray
(Chek&Trace® Salmonella).

Quantificacao de Salmonella spp. por Numero Mais Provavel Miniaturizado (mNMP)

Para quantificacdo de Salmonella spp. nas amostras naturalmente contaminadas foi
utilizado o método do mNMP proposto por Fravalo et al. (2003) e adaptado por Colla et al. (2014),
que contém as mesmas fases da microbiologia convencional mas executadas em placas de 24 pogos
com capacidade para 2,5 mL. Previamente ao experimento foram realizados ensaios para
determinar o limite de quantificacdo do mNMP em amostras de carne de frango artificialmente
contaminadas com Salmonella Enteritidis ATCC 13076, que apontaram um limite de 0,13 NMP/mL.
Na conduc¢do do experimento utilizou-se os 7,5 mL oriundos do processamento das amostras e
transferiu-se 2,5 mL para cada um dos poc¢os das trés primeiras cavidades na primeira linha das
placas, representando uma amostra. Destes, 0,5 mL de cada cavidade foram transferidos para 2 mL
de 4gua peptonada 1,0%, previamente vertidos nas linhas seguintes na mesma placa. Trés dilui¢oes
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sucessivas foram realizadas da mesma maneira. As placas foram entdo incubadas para o pré-
enriquecimento a 37£1°C por 16 a 20 horas.

Para enriquecimento seletivo utilizou-se Modified Semisolid Rappaport-Vassiliadis (MSRV)
com novobiocina. 0 MSRV é uma modificacdo do caldo de enriquecimento Rapapport Vassiliadis,
tornando-o semi-sélido, o que permite a detecgio visual de motilidade bacteriana pela formagio de
um halo em torno do ponto de inoculagdo (Baggensen et al. 2001).

Ap6s o pré-enriquecimento, as placas foram mantidas em agitacdo orbital por trés a cinco
minutos e, com pipetador multicanal, transferiu-se 20uL de cada pogo para a cavidade
correspondente em outra placa contendo 2 mL de MSRV, incubando-as por 24 a 48 horas a
41,5+0,5°C. Apos este periodo, a viragem da cor azul esverdeada do meio MSRV para a cor branca
ou azul claro era indicativa de crescimento bacteriano, o que era confirmado pela semeadura do
contetdo destes pogos em Agar Rambach®. Colonias com crescimento compativel com Salmonella
spp. foram semeadas em Agar nio seletivo, incubadas a 37+1°C por 18 a 24 horas e submetidas a
confirmacdo bioquimica e sorolégica como na microbiologia convencional.

Calculo do Nimero Mais Provavel miniaturizado
Caracterizou-se como positivos os pogos que tiveram isolamento de Salmonella spp.
confirmado pelos testes bioquimicos e soro polivalente anti-O. A partir destes resultados foram
estabelecidos os pogos positivos e negativos usados para o calculo do nimero mais provavel (NMP)
de dilui¢des seriadas ndo decimais utilizando uma férmula simplificada (Thomas, 1942), como
segue:
NMP /goumL=P /VNT
Sendo:
P = ntimero de tubos positivos;
N = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos negativos;
T = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos.
No método utilizado inoculou-se 2,5 mL em trés pog¢os na linha A das placas (A1,
A2, A3), determinando-se a primeira linha (A) de pogos como amostra inicial (1:1), e a segunda (B)
como 1:5. Seguiu-se a dilui¢do seriada ndo decimal na base 5, obtendo-se, deste modo, as dilui¢des
1:1, 1:5, 1:25, 1:125, com volumes de aliquotas respectivamente de 2 mL, 0,5 mL, 0,1 mL e 0,02 mL.
Aplicando-se a férmula de Thomas (1942) para calculo do resultado a partir da combinac¢do de
tubos 2:0:0:0 em séries de trés tubos, utilizou-se os volumes das aliquotas para calculo do NMP,
como segue:
NMP / mL =P /VNT
Sendo:P=2+0+0+0=2
N=(1x2)+(3x05)+(3x0,1)+(3x0,02)=2+1,5+0,3+0,06=3,86
T=(3x2)+(3x05)+(3x0,1)+(3x0,02)=6+15+0,3+0,06=7,86
Portanto:
NMP /mL =2 /(3.86)x (7,86) =2 / V30,3396 = 2 / 5,51
NMP / mL = 0,36
A aplicacdo desta féormula foi comparada com os resultados obtidos pelo programa MPN
Calculator (Cariale, sem data), que possibilita o calculo dos resultados padronizados pelo volume de
amostra por teste, nimero de tubos e mais de 3 dilui¢gdes. Calculou-se o NMP por mL e os limites
minimos e maximos do intervalo de confian¢a a 95% de probabilidade (IC 95%). Assim, utilizou-se
o MPN Calculator para finalizar os calculos das combina¢des de tubos obtidas neste trabalho, com
combinacgao de tubos positivos em séries de 3, com quantidade inoculada de amostra de 2; 0,5; 0,1 e
0,02 mL.
Para a obtengdo do resultado final, referente a area das gaiolas de transporte, o NMP obtido
pela combinagdo de pogos positivos precisa ser convertido para NMP/cm?, utilizando o célculo a
seguir:
NMP/cm?= NMP/mL da suspensio x Area amostrada

Volume de diluente utilizado
RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificou-se Salmonella spp. em trés dos seis pontos do fluxograma de abate de frangos de corte e

em dois dos trés estabelecimentos amostrados, independentemente do método utilizado (Tabela 1),
totalizando 5,5% de positividade (6/108).
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A positividade para Salmonella spp. nos abatedouros amostrados (5,5%) foi inferior a
citada por Santos et al. (2000) com 32%, ou Lillard (1990), que relatou 5% de positividade para
Salmonella spp. na chegada das aves e uma contaminac¢io de 36% ap6s o processamento. Ja Dickel
et al. (2005), Ribeiro et al. (2007), Moreira et al. (2009), Duarte et al. (2009) e Simas et al. (2011)
referem variages de 3% a 39% no isolamento de Salmonella spp. em origens como abatedouro e
varejo.

Destaca-se que no presente trabalho o isolamento inicial da bactéria em swabs cloacais e
gaiolas de transporte nao foi confirmado nos produtos finais (carcacgas resfriadas e congeladas), o
que pode ser atribuido aos procedimentos de Boas Praticas de Fabricagdo, PPHO e APPCC adotados
nos abatedouros amostrados. Quando pontos criticos da tecnologia de abate sdo adequadamente
manejados, com renovagio de dgua e temperaturas inferiores a 42C no chiller, por exemplo, ocorre
reducdo da contaminagdo inicial por Salmonella spp. como citado por Dickel et al. (2005) com
reducdo de 70% para 20%, e Simas et al. (2011), de 15,8% para 3,3% em carcacas de frango apos o
chiller. Estes efeitos sdo corrobados por Humphrey & Jorgensen (2006) ao citar que a contaminagao
inicial nas aves pode ser reduzida com higiene adequada na tecnologia de abate, ou ainda Patterson
(1971), para quem a condicdo microbiolégica da carcaca é influenciada pela planta de abate,
qualidade da matéria prima, fluxograma e equipamentos, bem como eficacia da higienizacao.

Entretanto, mesmo com a adequagdo dos procedimentos adotados para redugdo de uma
contaminagdo pré-existente por Salmonella spp. é premente que se revise o sistema automatizado
de lavagem de gaiolas e a eficacia dos sanitizantes utilizados, uma vez que as gaiolas amostradas
mantiveram a contaminac¢ao pela bactéria apds higienizadas. A correta higienizagdo dos caminhdes
e das gaiolas de transporte é fundamental porque sdo fontes potenciais de contaminagdo cruzada.
Este relato é corrobado por Corry et al. (2002), que ao analisar gaiolas de transporte quanto a
presenca de Salmonella spp. no descarregamento dos frangos e ap6s a lavagem e desinfecc¢ao
identificou os mesmos sorovares antes e ap6s a higienizacdo das gaiolas, geralmente refletindo os
sorovares isolados a campo.

A técnica para pesquisa de Salmonella spp. em alimentos é um método classico de
presenca/auséncia, desenvolvido para garantir a detec¢do da bactéria em situacdes desfavoraveis
como microbiota competidora, nimero reduzido de Salmonella e/ou células injuriadas por métodos
de conservagdo como calor, congelamento e secagem. Dada a variedade de alimentos que podem
conter Salmonella spp., estimar o nimero de células presentes em uma amostra tem sido um
desafio. O nimero mais provavel (NMP) para quantificagdo de Salmonella spp. é descrito por
diversos autores em diferentes matrizes (Chen et al. 2013, Ta et al. 2014, Yang et al. 2014, Mazengia
etal. 2014, Wang et al. 2014). Porém, os autores concluem que pesquisas adicionais sdo necessarias
para ampliar a eficicia dos métodos de quantificacdo de patégenos em ambientes de produgio
comercial.

A avaliagio e implantacdo de metodologias de NMP simplificadas, como o NMP
miniaturizado, poderia ser uma alternativa para a quantificacdo rotineira de Salmonella spp.
Entretanto, com o método utilizado neste trabalho, ndo foi possivel correlacionar totalmente os
resultados da microbiologia convencional e do mNMP ou mesmo quantificar a contaminagdo ao
longo da tecnologia de abate de frangos de corte. A positividade para Salmonella spp. foi obtida
pelos dois métodos apenas em duas amostras swabs de cloaca e esponjas de gaiola de transporte
antes da higienizac¢do, sendo 1,8% (2/108) pelo mNMP e 5,5% (6/108) pelo método microbiolégico
convencional (Tabela 1).

Estes resultados ndo confirmam os relatados por autores que mostraram diferentes
formas de miniaturizacgdo do NMP para quantificacio de Salmonella. Fravalo et al. (2003)
propuseram uma metodologia de mNMP utilizando o MSRV para sele¢do de salmonelas méveis e
posterior desenvolvimento em meios cromogénicos enquanto Pavic et al. (2009) validaram uma
metodologia de mNMP baseada na ISO 6579:2002 usando MRSV e demonstraram ndo haver
diferenca significativa entre o NMP tradicional e o miniaturizado. Os autores utilizaram o meio
Rapapport Vassiliadis semi sélido (MRSV) para enriquecimento em dejetos de suinos e matrizes de
origem avicola, respectivamente. Ja Colla et al. (2014), ao comparar os dois métodos, observaram
que a técnica descrita por Fravalo et al. (2003) foi eficaz para quantificacdo de Salmonella spp. em
matriz carnea de origem avicola, enquanto que com a técnica descrita por Pavic et al. (2009) nao foi
possivel quantificar o patégeno, provavelmente devido a problemas relacionados com a aquisicao
de insumos semelhantes aos utilizados na técnica original.

Os resultados do presente trabalho, que utilizou a metodologia de Fravalo et al (2003)
adaptada por Colla et al. (2014), podem ser inicialmente atribuidos a heterogeneidade das
amostras, em concordancia com Skjerve & Olsvik (1991), ao citar que a matriz afeta a sensibilidade
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e a especificidade de um protocolo de isolamento e representaria ambientes criticos avicolas, que
variam de amostras com baixa umidade e altamente umidas (carcacas e agua do tanque da
escaldagem) até ambientes altamente competitivos (cecos e fezes) (USDA-FSIS, 2008). Também o
limite de detec¢do do mNMP (0,13 NMP/mL, dados ndo mostrados) ou os volumes diminutos
utilizados no pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, em comparacdo com a microbiologia
convencional, podem ter influenciado negativamente a quantificacdo das amostras. Assim, é
necessario utilizar um método qualitativo aliado ao método de quantificacdo, uma vez que quando
Salmonella spp. estiver presente em quantidades inferiores ao limite de deteccdo do mNMP
proposto a microbiologia convencional é mais eficiente para a detec¢do do patégeno.

Mesmo sem correlacdo entre os métodos para identificacdo e/ou quantificacdo de
Salmonella spp. foi possivel isolar os sorovares descritos na Tabela 2. Os sorovares identificados
sdo paratificos e, portanto, potencialmente capazes de causar infec¢bes em humanos. Também,
segundo o CODEX Alimentarius, a presenca de qualquer sorovar de Salmonella spp. com importancia
em saude publica, em um alimento é suficiente para classificad-los como impréprio para consumo,
tanto no mercado nacional como no internacional. Mesmo que no presente trabalho Salmonella spp.
ndo tenha sido isolada em produtos finais, a positividade nos abatedouros amostrados indica que as
medidas de controle devem ser reforcadas visando a ndo contaminac¢do dos produtos destinados ao
consumo humano.

Dentre os sorovares isolados, S. Typhimurium é frequentemente isolada em casos clinicos
em suinos e humanos, além de apresentar multirresisténcia a antimicrobianos e a capacidade de
formar biofilmes como um fator determinante na contaminag¢do de equipamentos na industria
(Castelijn et al. 2013). Em paises como a Alemanha (Methner et al. 2011), Portugal (Gomes-Neves et
al. 2012), China (Yang et al. 2013) e Inglaterra (Muellerdoblies et al. 2013) é o sorovar mais isolado
em carcacas de suinos, semelhante aos estudos em abatedouros no Brasil (Castagna et al. 2004,
Bessa 2006, Borowsky et al. 2006, Muller et al. 2009, Kich et al. 2011).

0 sorovar Panama faz parte do sorogrupo D1 sendo regularmente isolado de alimentos,
animais e 4gua. E relacionado com gastroenterites em humanos e parece ser capaz de causar
doencas mais invasivas do que outros sorovares, com relatos de bacteremia e meningite em
criangas (Noel et al. 2010).

S. Rissen é pouco frequente em infeccdes em humanos e nido tem um reservatorio
especifico identificado, mas a importancia deste sorovar estd aumentando em paises como a
Tailandia, com ocorréncia em agua e alimentos, principalmente frutos do mar. Na Finlandia, S.
Rissen tem sido frequentemente isolada em aves desde 2003 (Bangtrakulnonth et al. 2004) e, no
Brasil, ha relatos de isolamento em humanos entre 1950 e 1990 (Kumar et al. 2001). No entanto, o
maior risco para a populacao brasileira estaria relacionado principalmente ao consumo de carne
suina, uma vez que o sorovar é comumente isolado nesta espécie (Fernandes et al. 2006).

Segundo Hofer et al. (2007) a S. Lexington ndo é rotineiramente isolada em aves comerciais
no Brasil, mas ja foi relatada em carne de pato comercializada no varejo no Vietna (Pham et al.
2005, Benajssaum et al. 2007). Berchieri et al. (2013) pesquisou Salmonella spp. em codornas e
observou 75% de positividade, e S. Lexington foi recuperada do tanque de escaldagem, dgua de
refrigeracgdo e carcacas.

0 fato de diferentes sorovares terem sido isolados em um mesmo ponto de amostragem ou
por métodos microbioldgicos diversos, ou ainda sem relagdo entre swabs de cloaca e gaiolas de
transporte (Tabela 2) seria mais um indicativo da complexidade do ciclo de infec¢ao e reinfec¢ao
por Salmonella e da dificuldade em se estabelecer programas de controle efetivos para o patégeno,
em consonancia com Miiller et al. (2009), para quem a infeccdo por multiplos sorovares é uma
caracteristica ja reconhecida em suinos, mesmo em amostras colhidas de um mesmo animal.

A infeccdo por Salmonella pode ter origens distintas nas granjas comerciais e em
abatedouros, o que justifica a variabilidade dos sorovares encontrados em cada regidao (Alban &
Stark 2005). No Brasil, destacam-se estudos sobre sorovares isolados na regido sul (Castagna et al.
2004, Bandeira et al. 2007, Spricigo et al. 2008, Michael et al. 2008, Muller et al. 2009, Kich et al.
2011) e centro-oeste (Silva et al. 2009) onde sdo observadas diferengas entre os sorovares isolados
em cada estudo, possivelmente devido a extensdo do pais e a variedade da produc¢io animal.

CONCLUSOES
Nao foi possivel correlacionar integralmente os resultados da microbiologia convencional e do

mNMP ou mesmo quantificar a contaminacdo nos pontos amostrados, indicando a necessidade de
aliar métodos qualitativos e quantitativos para identificacdo de Salmonella em pontos criticos de
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controle no abate de frangos de corte. Os sorovares identificados sdo considerados paratificos e,
portanto, potencialmente capazes de causar infeccdes em humanos. A identificacdo de Salmonella
spp. nas gaiolas de transporte ap6s a higienizacdo é um indicativo da necessidade de revisao e
adequacgao dos métodos automatizados de lavagem atualmente utilizados nos abatedouros.

REFERENCIAS

Alban L. & Stark K.D.C. 2005. Where should the effort be put to reduce the Salmonella presence in
the slaughtered swine carcass effectively? Preventive Veterinary Medicine. Amsterdam. 68:63-
79.

Baggensen D.L., Bagger ]., Mogelmose V., Nielsen B., Svensmark B. & Olsen ].E. 2001. Quantification
of DT104 in slurry from infected pigs. Report on the 6% Workshop organized by CRL -
Salmonella. June 11-12, Report 284500019/2001. RIVM, Bilthoven, Belgium. p.30-32.

Bandeira R., Pelegrini D.C.P. & Cardoso M. 2007. Ocorréncia de Salmonella sp. em cortes de pernil
provenientes de lotes suinos portadores ao abate. Acta Scientiae Veterinariae. Porto Alegre.
35:203-208.

Bangtrakulnonth A., Pornreongwong S., Pulsrikarn C., Sawanpanyalert., Hendriksen R.S., Wong
D.M.A.L.F. & Aarestrup F.M. 2004. Salmonella serovars from humans and other sources in
Thailand, 1993-2002. Emerg Infect Dis. 10:131-6.

Benajssaum B.R., Gallasum N., Troudium B.H., Belhadjum B. & Belhadium A.B. 2007. Trends in
Salmonella enterica serotypes isolated from food, humans, animals and environment in Tunisia,
1994-2004. The Journal of Infection. 55:324-339.

Berchieri ]., Freitas Neto O.C. de., Angela H.L. da., Soares N.M., Guastalli E.A.L. & Almeida A.M. de.
2013. Salmonella spp. in Meat-type Quails (Coturnix coturnix coturnix) in the State of Sdo Paulo,
Brazil. Brazilian Journal of Poultry Science. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola. 15(3):169-286.

Bessa M.C. 2006. Caracterizacao fenotipica e genotipica de amostras de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium isoladas de suinos no Rio Grande do Sul. 144 F. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias)-Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre.

Borowsky L.M., Bessa M.C., Cardoso M.I. & Avancini C.A.M. 2006. Sensibilidade e resisténcia de
amostras de Salmonella Typhimurium isoladas de suinos abatidos no Rio Grande do Sul/Brasil
frente aos desinfetantes quimicos quaternario de aménio e iodofor. Ciéncia Rural. Santa Maria.
36(5):1474-1479.

Castagna S.M.F, Bessa M.C, D.A, Carvalho M., Cardoso. & Costa M. 2001. Resisténcia a
antimicrobianos de amostras de Salmonella sp. isoladas de suinos abatidos no estado do rio
grande do sul. Arquivos da Faculdade de Veterinaria. UFRGS. 29(1): 44-49.

Castelijn G.A.A., Parabirsing J.A., Zwietering M.H., Moezelaar R. & Abee T. 2013. Surface behavior of
S. Typhimurium, S. Derby, S. Bradenburgand, S. Infantis. Veterinary Microbiology. Amsterdam.
161:305-314.

Cavada C.A., Cardoso F.M. & Schimidt V. 2010. Comparison of three methods for Salmonella sp.
quantification in wastwater. Acta Scientiae Veterinariae. 38(1):17-23.

Chen L., Zhang J., Yang X., Wu Q. & Xu M. 2013. [Prevalence and characterization of Salmonella spp.
from foods in South China]. [Article in Chinese]. Wei Sheng Wu Xue Bao. 4;53(12):1326-33.

Colla F.L., Mion L., Parizotto L., Rodrigues L.B., Pilotto F., Dickel E.L., Nascimento V.P do. & Santos
L.R dos. 2014. Miniaturized most probable number for the enumeration of Salmonella sp in
artificially contaminated chicken meat. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola. 16(1):45-48.

Corry J. E. L., Allen V. M. & Hudson W. R. 2002. Sources of Salmonella on broiler carcasses during
transportation and processing: modes of contamination and methods of control. Journal of
Applied microbiology. 92:424-432.

Dickel E.L., Santos L.R., Rodrigues L.B., Valle S.F. & Cecatti D. 2005. Ocorréncia de Salmonella em
abatedouros de aves com tecnologia totalmente automatizada (grande porte), semi
automatizada (médio porte) e semi automatizada (pequeno porte). Higiene Alimentar. Sdo
Paulo. 19(131):62-67.

Duarte D.A.M., Ribeiro A.R., Vasconcelos A.M.M., Santos S.B., Silva J.V.D., Andrade P.L.A de. & Falcao
L. 2009. Ocurrence of Samonella spp. in broiler chicken carcasses and their susceptibility to
antimicrobial agents. Brazilian Journal of Microbiology. 40(3):569-573.

Fernandes S.A., Tavechio A.T. Ghilardi A.C.R.,, Dias A.M.G., Almeida [.A. & Melo L.C.V. 2006.
Salmonella serovars isolated from humans in S3o Paulo State, Brazil, 1996-2003. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo. 48:174-189.



31

Fravalo P., Hascoet Y., Le Fellic M., Quegumer S., Petton ]. & Salvat G. 2003. Convenient method for
rapid and quantitative assessment of Salmonella enteric contamination: the mini-MSRV MPN
technique. Journal of Rapid Methods and Automation in Microbiology. 11(2): 81- 88.

Gast R., Guraya R. & Guard-Bouldin J. 2007. Colonization of specific regions of the reproductive tract
and deposition at different locations inside eggs laid by hens infected
with Salmonella Enteritidis or Salmonella Heidelberg. Avian Diseases, 51:40-44.

Gomes-Neves E., Antunes P., Tavares A., Themudo P., Cardoso M.F., Girtner F., Costa ].M. & Peixe L.
2012. Salmonella cross contamination in swine abattoirs in Portugal: Carcasses, meat and
meathandlers. International Journal of Food Microbiology. Amsterdam. 157:82-87.

Hofer E., Silva S.J. 1998. Sorovares de Salmonella isolados de matérias-primas e de ragdo para aves
no Brasil. Pesq. Vet. Bras. 18(1):21-27.

Humphrey T. & Jorgensen F. 2006. Pathogens on meat and infection in animals. Establishing a
relationship using Campylobacter and Salmonella as examples. Meat Science. 74:89-97.

Kich ].D., Coldebella A., Morés N., Nogueira M.G., Cardoso M., Fratamico P.M., Call ]J.E., Fedorka-Cray
P. & Luchansky J.B. 2011. Prevalence, distribution, and molecular characterization of Salmonella
recovered from swine finishing herds and a slaughter facility in Santa Catarina, 32 Brazil.
International Journal of Food Microbiology. Amsterdam. 151:307-313.

Kumar S. Sadana J.R. & Mishra S.K. 2001. Studiesonclinicalsigns, growth response and
haematological changes in Japanese quail (Coturnix coturnix japonica) infected with Salmonella
typhimurium. IndianJournal of Poultry Science. 36:335-337.

Lillard H.S. 1990. The Impact of commercial processing procedures on the bacterial contamination
and cross-contamination of broiler carcasses. Journal Food Protection. Des Moines. 53(3):202-
204.

Mazengia E., Samadpour M., Hill H.W., Greeson K., Tenney K., Liao G., Huang X. & Meschke ].S. 2014.
Prevalence, concentrations, and antibiotic sensitivities of Salmonella serovars in poultry from
retail establishments in Seattle, Washington. ] Food Prot. 77(6):885-93.

Methner U., Rammler N., Fehlhaber K. & Rosler U. 2011. Salmonella status of pigs at slaughter —
Bacteriological and serological analysis Ulrich 33 International Journal of Food Microbiology.
Amsterdam, 151:15-20.

Michael G.B., Cardoso M. & Schwarz S. 2008. Molecular analysis of multi resistant porcine
Salmonella enterica subsp. Entérica serovar Bredeney isolates from Southern Brazil:
identification of resistance genes, integrons and a group II. Journal of Antimicrobial Agents.
Oxford. 32:120-129.

Moreira G.N., Rezende C.S.M., Carvalho R.N., Mesquita S.Q.P de., Oliveira A.N.de. & Arruda M.L.T.
2009. Ocorréncia de Salmonella sp. em carcagas de frangos abatidos e comercializados em
municipios do estado de Goias. Revista Instituto Adolfo Lutz. 67(2):126-130.

Mueller-Doblies D., Speed K. & Davies R.H. 2013. A retrospective analysis of Salmonella serovars
isolated from pigs in Great Britain between 1994 and 2010. PreventiveVeterinary Medicine.
Amsterdam. 110:447-455.

Miiller M., Schwarz P., Kich ].D. & Cardoso M. 2009. Perfil soroldgico e de isolamento de Salmonella
sp. em suinos no inicio da terminagao e ao abate. Ciéncia Animal Brasileira. 10(3):931-937.

Noel H., Hofhuis A., De Jong R., Heuvelink A.E., De Jong R. & Jager C. 2010. Consumption of Fresh
Fruit Juice: How a Healthy Food Practice Caused a National Outbreak of Salmonella Panama
Gastroenteritis. Foodborne Pathogens and Disease. 7(4):375-381.

Patterson ].T. 1971. Microbiological aspects of poutry processing. British Poultry Science. 12:197-
203.

Phan T.T. Khai L.T., Ogasawara N., Tam N.T., Okatani A.T., Akiba M. & Hayashidani H. 2005.
Contamination of Salmonella in retail meats and shrimps in the Mekong Delta, Vietnam. Journal
of Food Protection. 68:1077-1080.

Pavic A, Groves P.J., Bailey G. & Cox ].M. 2009. A validated miniaturized MPN method, based on ISO
6579:2002, for the enumeration of Salmonella from poultry matrices. Journal of Applied
Microbiology. 109:25-34.

Ribeiro A.R., Kellermann A., Santos L.R dos., Bessa M.C. & Nascimento V.P do. 2007. Salmonella spp.
in raw broiler parts: occurrance, antimicrobial resistance profile and phage typing of the
Salmonella Enteritidis isolates. Brazilian Journal of Microbiology. 38:296-299.

Santos D.M.S., Berchieri Jr A., Fernandes S.A., Tavechio A.T. & Amaral L.A. 2000. Salmonella em
carcacas de frango congeladas. Pesquisa Veterinaria Brasileira. 20(1):39-42.



32

Silva M.C., Faria G.S., De Paula D.A.J.,, Martins R.P., Caramori Junior ].G., Kichi ].D., Colodel E.D.,
Nakazato L. & Dutra V. 2009. Prevaléncia de Salmonella sp. em suinos abatidos no Estado de
Mato Grosso. Ciéncia Rural. Santa Maria. 39:266-268.

Simas V.S., Santos F.F,, Gouvéa R., Aquino M.H.C., Abreu D.L.C., Nascimento E.R. & Pereira V.L.A.
2011. Pré-resfriamento na redugdo de coliformes em carcacas de frango de corte. Ciéncia Rural.
43(9):1618-1622.

Skjerve E. & Olsvik 0. 1991. Immunomagnetic separation of Salmonella from foods. International
Journal of Food Microbiology. 14:11-18.

Spricigo D.A., Matsumoto S.R., Espindola M.L. & Ferraz S.M. 2008. Prevaléncia, quantificacdo e
resisténcia a antimicrobianos de sorovares de Salmonella isolados de lingiiicafrescal suina.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Campinas. 28:779-785.

Ta Y.T., Nguyen T.T. To P.B., Pham X, Le H.T., Thi G.N., Alali W.Q., Walls I. & Doyle M.P. 2014.
Quantification, serovars, and antibiotic resistance of Salmonella isolated from retail raw chicken
meat in Vietnam. ] Food Prot. 77(1):57-66.

USDA-FSIS (United States Department of Agriculture — Food Safety Inspection Service), 2008.
Compliance Guideline for Controlling Salmonella and Campylobacter in Poultry Second
EditionMay. (Available at: http://www.fsis.usda.gov (Accessed March 2013)).

United States Department of Agriculture, Food Safety Inspection Serivce. Compliance guideline for
controlling Salmonella and Campylobacter in poultry. 2nd ed. 2008 [cited 2008 Set]. Available
from: http: / / www. fsis.usda.gov.

Wang Y., Chen Q., Cui S, Xu X, Jianghui Zhu., Luo H., Wang D. & Li F. 2014. Enumeration and
Characterization of Salmonella Isolates from Retail Chicken Carcasses in Beijing, China.
Foodborne Pathogens and Disease. 11(2):126-132.

Yang B., Cui Y., Shi C., Wang ], Xia X, Xi M., Wang X., Meng |., Alali W.Q., Walls I. & Doyle M.P. 2014.
Counts, serotypes, and antimicrobial resistance of Salmonella isolates on retail raw poultry in
the People's Republic of China. ] Food Prot. 77(6):894-902.

Yang B, Qiao L., Zhang X,, Cui Y., Xia X,, Cui S., Wang, X.,, Meng X., Ge W.,, Shi X,, Wang D. & Meng ].
2013. Serotyping, antimicrobial susceptibility, pulse field gel electrophoresis analysis of
Salmonella isolates from retail foods in Henan Province, China. Food Control. Guildford. 32:228-
235.



33

Tabela 1. Positividade para Salmonella spp. nos abatedouros de frangos de corte amostrados
por microbiologia convencional (MC) ou mNMP.

Amostras Abatedouro A Abatedouro B Abatedouro C
Metodologia Metodologia Metodologia
MC mNMP MC mNMP MC mNMP
Swabs de cloaca + 0,6/mL - - + -
2,9/mL
Esponjas de gaiolas + 2,3/cm? - - + -
de transporte antes 8,5/cm?

da higienizagao

Esponjas de gaiolas + - - - + -
de transporte ap6s
a higienizacao

Carcagas ap0s pré - - - - - -
resfriamento

Carcacas ap0s o - - - - - -
gotejamento e antes

da embalagem

primaria

Carcacas - - - - - -
congeladas a -12°C
por 24h

Legenda: + (isolamento positivo) e (- sem isolamento).
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Tabela 2. Sorovares de Salmonella isolados na tecnologia de abate de frangos de corte por

microbiologia convencional (MC) ou mNMP.

Amostras Abatedouro A Abatedouro C

Metodologia Metodologia

MC mNMP MC mNMP

Swabs de cloaca Rissen Rissen Panama -
Esponjas das gaiolas Lexington Typhimurium Lexington -
de transporte antes da Lexington
higienizacgdo
Esponjas das gaiolas Lexington - Lexington -

de transporte apés a

higienizacdo
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4. CONCLUSOES

Analisando o cenario mundial atual observa-se que, em conjunto com avangos
tecnologicos cada vez maiores, hd uma preocupagdo crescente com a qualidade e
inocuidade dos alimentos atualmente consumidos. Durante décadas, a segurancga
microbiologica de alimentos baseou-se exclusivamente no atendimento de padrdes e
critérios microbioldgicos pré-estabelecidos. Com esse estudo e com os resultados
obtidos podemos concluir que:

a) Nao foi possivel correlacionar integralmente os resultados da microbiologia
convencional € do mNMP ou mesmo quantificar a contaminac¢ao nos pontos
amostrados, indicando a necessidade de aliar métodos qualitativos e
quantitativos para identificacdo de Salmonella em pontos criticos de controle
no abate de frangos de corte.

b) Os sorovares identificados s3o considerados paratificos e, portanto,
potencialmente capazes de causar infec¢des em humanos.

¢) A identificagdo de Salmonella spp. nas gaiolas de transporte apds a
higienizacdo ¢ um indicativo da necessidade de revisao e adequacao dos

métodos automatizados de lavagem atualmente utilizados nos abatedouros.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo dos tultimos anos, varios esforcos tém sido feitos pela industria para
controlar o Salmonella spp. em carcacas, com varios controles e diretrizes
regulamentares como, por exemplo, HACCP. Mudangas na ocorréncia de sorovares de
Salmonella ao longo dos anos ¢ um reflexo do desafio continuo que a produgao avicola
estd enfrentando. Mudanga nos esforgos para controle, tais como a utilizagdo de
antibioticos ou nos produtos de sanitiza¢do, sio mudangas necessarias.

A contaminagdo de frangos por Salmonella spp. pode estar relacionada com a forma
com que estes sdo transportados. As aves normalmente sao aglomeradas em caixas por
longas distancias em condigdes inadequadas no aspecto sanitario, aumentando, assim, o
risco de contrair infecgdes cruzadas por salmonelas. As operagdes de abate e
processamento das carcagas também contribuem para a disseminagdo e multiplicacao
das salmonelas, por meio da dgua de escaldagem, depenagem, contaminagdo cruzada de
equipamentos ¢ utensilios, manuseio inadequado durante o corte e evisceracdo € no
acondicionamento até a sua comercializacgao.

Diante da globalizagdo e da crescente conscientizagdo dos consumidores, nao
apenas a industria, mas toda a cadeia produtiva estd se deparando com o desafio de
produzir alimentos seguros, com qualidade, a pregos competitivos € que ainda atendam
aos novos habitos sociais, econdmicos e culturais das nagdes. Juntamente com todo o
avango tecnologico, especialmente dos meios de transporte e comunicacao, evidencia-se
claramente um incremento significativo do comércio internacional de alimentos nas
ultimas décadas, resultando em alongamento da cadeia de produgdo e consequente
incorporagdo de novos riscos ao processo, particularmente relacionados a multiplicagao
de microrganismos patogénicos.

Ha ainda a exposi¢do crescente de um maior numero de pessoas a um mesmo
perigo, imprimindo uma caracteristica de amplitude geografica de veiculagdo
importante as doengas transmitidas por alimentos. Desta forma, além da importancia
indiscutivel das doencas transmitidas por alimentos sob o ponto-de-vista de seguranca
alimentar e suas implicag¢des sociais € econdmicas para o pais, o Brasil preocupa-se com
patdogenos que possam representar barreiras potenciais a comercializagdo de seus

produtos de origem animal e suas consequéncias diretas e indiretas.
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As perspectivas de continuidade de pesquisa neste contexto tem relacdo com
métodos de quantificacdo, uma ferramenta indispenséavel para a criagdo de programas
governamentais de controle de patdgenos dentro da cadeia produtiva de produtos de
origem animal, principalmente para avaliar, quantificar e minimizar o risco de
incidéncia de Salmonella spp na tecnologia de abate de frangos de corte.

O uso de métodos quantitativos no monitoramento dos niveis de contaminacao e
dos riscos microbioldgicos presentes ao longo cadeia produtiva ¢ essencial para
conhecimento dos pontos criticos de contaminagao por Salmonella desde as granjas até
os cortes e carcacas de frangos, resfriados ou congelados. A quantificacido de
Salmonella spp. permite a revisdo de medidas de controle de qualidade nas empresas ¢ a
verificacdo do efeito de cada medida adotada, mesmo que ela ndo seja totalmente eficaz
e a adogdo de novas estratégias, pois indica os pontos criticos para a contaminagao e

multiplicagdo deste patdgeno ao longo da linha de abate.
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