UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Caracteristicas de producdo e de matadouros-frigorificos na deteccdo e
quantificacdo de Salmonella spp. em diferentes etapas da linha de processamento de

frangos de corte no sul do Brasil

Tese de Doutorado

Leonardo Werlang Isolan

PORTO ALEGRE
2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Caracteristicas de producdo e de matadouros-frigorificos na deteccdo e
quantificacdo de Salmonella spp. em diferentes etapas da linha de processamento de

frangos de corte no sul do Brasil

Autor: Leonardo Werlang Isolan

Tese apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias Veterinarias na area de Medicina
Veterinaria Preventiva, na especialidade de

Sanidade Avicola.

Orientador: Vladimir Pinheiro do

Nascimento

Coorientador: Adriano da Silva Guahyba

PORTO ALEGRE
2015



CIP - Catalogacé&o na Publicacéo

Werlang Isolan, Leonardo

Caracteristicas de produgdo = de matadouros-
frigorificos na deteccdo e gquantificacio de Salmonella
spp. em diferentes etapas da linha de processamento
de frangos de corte no sul do Brasil / Leonardo
Werlang Isclan. -- 2015.

99 f.

Orientador: Vladimir Pinheiro do Nascimento.
Coorientador: Adriano da Silva Guahyba.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do £Sul, Faculdade de Veterindria, Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterindrias, Porto Alegre,
BR-RE, 2015.

1. Salmonella. 2. frango. 3. salde pablica. I.
Pinheiro do Nascimento, Vladimir, orient. II. da
Silva Guahyba, Adriano, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Gerac3o Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Leonardo Werlang Isolan

CARACTERISTICAS DE PRODUCAO E DE MATADOUROS-FRIGORIFICOS NA
DETECCAO E QUANTIFICACAO DE SALMONELLA SPP. EM DIFERENTES
ETAPAS DA LINHA DE PROCESSAMENTO DE FRANGOS DE CORTE NO SUL
DO BRASIL

Aprovado em 05 de Margo de 2015.

APROVADO POR:

Prof. Dr. Vladimir Pinheiro do Nascimento
Orientador e Presidente da Comissdo

Prof. Elci Lotar Dickel
Membro da Comissdo

Prof. Guiomar Pedro Bergmann
Membro da Comisséo

Prof. Luciana Ruschel dos Santos
Membro da Comissdo



AGRADECIMENTOS

Ao orientador Professor Vladimir Pinheiro do Nascimento; ao coorientador Adriano da
Silva Guahyba; aos Professores Luciana Ruschel dos Santos, Elci Lotar Dickel,
Guiomar Pedro Bergmann, e Laura Beatriz Rodrigues; aos colegas de doutorado
Gustavo Perdoncini, Karen Borges e Yuli Sierra; aos demais professores e colegas do
CDPA; aos alunos bolsistas do Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo; ao Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento; a minha familia; e a todos que pelos
ensinamentos, informagdes, e apoio, colaboraram e fizeram parte da construcdo deste

trabalho.



RESUMO

A cadeia avicola brasileira compreende diversas etapas desde a criacdo até o
processamento de abate das aves. Todas estas etapas sdo complexas e demandam agdes
técnicas especificas para garantir a salide das aves e dos seus produtos carneos. A
Salmonella aparece como o patégeno de maior importancia em relacdo a saude publica
vinculado por produtos avicolas e deve ser controlado em todas as etapas de criacdo das
aves e seu abate. O objetivo deste estudo foi identificar caracteristicas especificas de
criacdo e de matadouro-frigorificos que atuam sobre a deteccdo e quantificacdo deste
patégeno em diferentes etapas do processamento. Foram coletadas 1071 amostras, e
analisadas por dois métodos diferentes para isolamento de Salmonella spp.,
convencional e mNMP. A prevaléncia obtida de Salmonella spp. sobre o total de
amostras analisadas foi de 1,02% (11/1071), 0,37% (4/1071) através do mNMP e
0,74% (8/1071) pelo método convencional. Os isolados ocorreram nos seguintes
pontos: swabs de cloaca; esponja das gaiolas de transporte apds lavagem; frangos apos
a depenagem; frangos apos a lavagem, antes do pré-resfriamento; frangos apds a
primeira lavagem; carcaca ap0s a evisceracdo, antes da lavagem final; carcaca apds o
pré-resfriamento; carcaca com 24 horas de congelamento; carcaca com 60 dias de
congelamento. Dentre os fatores estudados apenas o tempo de vazio sanitario
apresentou correlacdo estatisticamente significativa (p=0,036), inversa e moderada
entre esta variavel e o nimero de lotes positivos para Salmonella. Também foi estudada
a avaliacdo dos dados do Programa de Reducdo de Patogenos (PRP) para Salmonella
spp. em carcacas de frango de corte antes e apds a implantacdo do sistema de lavagem
de carcacgas em cinco matadouro-frigorificos, sendo amostradas 2692 carcacas antes da
instalacdo do sistema e 1940 ap6s a instalacdo, totalizando 4632 amostras.
Anteriormente a instalacdo dos lavadores obteve-se 156 resultados positivos para
Salmonella spp. e apos a instalacdo 83 resultados positivos, com diferenca significativa
(p<0,05 / OR 1,4) entre os resultados gerais. Em dois dos cinco matadouro-frigorificos
avaliados houve reducdo na positividade para Salmonella spp. nas carcacas amostradas
apos a instalacdo do lavador. Entretanto, em trés estabelecimentos houve aumento,
apesar de ndo haver diferenca significativa. Quanto maior a vazdo de agua melhor a
acdo do lavador, enquanto que somente 0 aumento da pressdo de adgua do sistema de
lavagem ndo foi suficiente para agir sobre o patdgeno nas carcagas amostradas. Estes

resultados geram dados técnicos adicionais relacionados a ocorréncia do patégeno nas



etapas da cadeia de producdo avicola e podem servir de suporte na tomada de decisdes
ou medidas para reduzir a contaminagdo de produtos avicolas por Salmonella.

Palavras-chave: frango, carcacga, Salmonella, matadouro-frigorifico



ABSTRACT

The Brazilian poultry chain comprises several stages from creation to the processing of
poultry at slaughter. All these steps are complex and require specific technical actions
to ensure the health of birds and their meat products. Salmonella appears as the most
important pathogen in relation to public health transmitted by poultry products and has
to be controlled at all stages from creation to slaughter. The objective of this study was
to identify specific features of breeding and slaughterhouses that act on the detection
and quantification of this pathogen at different stages of processing. 1071 samples
were collected, and analyzed by two different methods for isolation of Salmonella spp.,
conventional and mNMP. The total prevalence of Salmonella spp. was 1.02%
(12/1071), 0.37% (4/1071) by mNMP and 0.74% (8/1071) by the conventional method.
Isolates were from: cloaca swabs; transport cages after washing; poultry after
plucking; poultry after washing before the pre-chilling; poultry after first wash;
carcass after evisceration, before the final wash; carcass after pre-chilling; frozen
carcass after 24 hours; frozen carcass with 60 days freezing. Among the factors studied
only the sanitary break period has showed a statistically significant correlation (p=
0.036), inverse and moderate between this variable and the number of positive flocks
for Salmonella. The results of the Pathogen Reduction Program (PRP) for Salmonella
spp. in broiler carcasses before and after the implementation of carcasses washing
system was analyzed based on a data set in five slaughterhouses. 2692 results were
provided prior to system installation and 1940 after installation were obtained, totaling
4632 samples. Prior to installation of the washers 156 carcass were positive for
Salmonella spp. and after installation 83 carcass resulted positive, with a significant
difference (p < 0.05 / OR 1.4) on the overall results. Two of the five evaluated
slaughterhouses showed a prevalence decrease of Salmonella spp. in the sampled
carcasses after installing the washer. However, three establishments showed a
prevalence increase despite no significant difference. As higher is the water flow better
is the action of the washing system, while only the water pressure increased was not
enough to act on the pathogen in the sampled carcasses. These results provide
additional data related to the occurrence of the pathogen in the stages of poultry
production chain and can be supportive in decision making on measures to reduce the
contamination of poultry products with Salmonella.

Key words: poultry, carcass, Salmonella, slaughterhouses
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1 INTRODUCAO

A cadeia avicola configura-se atualmente como um dos mais importantes
alicerces do agronegécio brasileiro. Além da extrema importancia para a economia,
devido aos bilhdes de dolares gerados pela exportacdo, a cadeia avicola apresenta um
componente social muito relevante, ao proporcionar milhares de empregos em todo o
pais (NASCIMENTO et al., 2012).

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional
(UBABEF, 2013).

O setor é representado por dezenas de milhares de produtores integrados,
centenas de empresas beneficiadoras e dezenas de empresas exportadoras (UBABEF,
2013).

A importéncia social da avicultura no Brasil se verifica também pela presenca
maciga no interior do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas
cidades a producéo de frangos € a principal atividade econémica (UBABEF, 2013).

Estudos feitos pela Unido Brasileira de Exportadores de Frango (ABPA, 2014)
indicam que a producéo brasileira de carne de frango em 2013 foi de 12,30 milhdes de
toneladas. Desempenho que mantém o Brasil como o terceiro maior produtor de frango
de corte do mundo. A China, hoje o segundo maior produtor mundial, apresentou em
2013 uma producdo de 13,5 milhdes de toneladas, abaixo apenas dos Estados Unidos,
com 16,95 milhdes de toneladas, este o0 maior produtor atualmente.

De acordo com os levantamentos, a producdo que tem como destino o mercado
interno brasileiro representou mais de 68 % deste volume (ou o equivalente a mais de 9
milhdes de toneladas) no ano de 2013 (ABPA, 2014).

Ja para 0 mercado externo, os embarques totalizaram 3,942 milhGes de
toneladas de carne de frango, praticamente 32% do volume total produzido em 2013,
representando um aumento de 1% em relacdo a 2012 (ABPA, 2014).

O Rio Grande do Sul é o terceiro maior estado exportador de carne de frango do
Brasil, representando o montante de 711.318 toneladas, ficando atras somente dos
estados do Parana e de Santa Catarina (ABPA, 2014). O estado possui dezoito
matadouro-frigorificos de aves sob o regime de inspecdo federal e todos estes estdo

habilitados para exportacéo.
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Desta forma, o Brasil continua apresentando papel de destaque na producgéo e
exportacdo de carne de frango. E para a sua permanéncia nesta posi¢do é fundamental a
necessidade de producdo de alimentos seguros e a demanda de adocdo de medidas
atualizadas para o controle sanitario em todas as etapas da cadeia de producdo para
evitar surtos de doencas de origem alimentar por produtos avicolas, estes cada vez mais
requisitados pelos consumidores a nivel mundial.

A produgdo industrial de animais e de alimentos de origem animal e o
intercdmbio comercial intenso de animais e produtos derivados para 0 consumo
humano tem favorecido a introducdo e a disseminacdo de patdgenos na cadeia
alimentar (WHO, 2007).

O risco da disseminacdo das doencas transmitidas por alimentos esta vinculado
a diversas razdes, sejam pela adaptacdo microbiana, mudancas nos sistemas de
producdo de alimentos, habitos alimentares da populacdo, mudangas na criacdo de
animais, processos produtivos e tecnologia de alimentos, globalizacdo no comércio
internacional, aumento das populaces susceptiveis e demanda dos consumidores
(CAC, 2007).

Neste contexto, bactérias do género Salmonella aparecem como um dos mais
importantes patdgenos mundialmente distribuidos, associado a carne de frango e de
seus produtos derivados (POPPE, 2000).

A salmonelose € no Brasil e no mundo, um desafio para a saude publica. Apesar
da subnotificacdo, a partir da década de 70 tem ocorrido um aumento acentuado e
continuo do numero de casos vinculados a determinados sorovares, 0s quais variam
geograficamente (BORSOI et al., 2010).

Com o aumento do isolamento de Salmonella hospedeiro ndo especifica em
produtos de frango, assim como em casos de salmonelose humana, e a consequente
associacdo entre estes dois, 0s esforcos globais para controle de Salmonella na industria
de frango tiveram alta projecdo, particularmente nos anos seguidos a disseminacgédo
pandémica de Salmonella enteritidis no final dos anos 1980. Entretanto, o cumprimento
deste controle ndo tem sido muito facil (MEAD et al., 2010).

Segundo Hans, estes sistemas de controle visam abranger toda a cadeia
produtiva, minimizando significativamente os riscos para o consumidor final. Para que
seja efetivo, deve ser empregado método de analise de alimentos que sejam realmente
eficientes (HANS, 2008).
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Embora a carne de frango seja um significativo veiculo de infec¢do alimentar
por Salmonella em humanos, a verdadeira proporcao de todos os casos de salmonelose
que sdo associados com o consumo de produtos de frango e o seu risco atribuido é
dificil de quantificar (BATZ et al., 2005; PIRES et al., 2009).

Muitas sdo as variaveis que podem complicar os esforcos de controle de
Salmonella em frangos. Diferencas das espécies patogénicas e seus sorovares
predominantes, a extensdo dos controles regulatérios e a natureza, tamanho e
complexidade de logistica das indUstrias envolvidas sdo algumas delas (SARGEANT et
al., 2007).

Assim, considerando que o abate consiste de uma linha na qual as carcacas séo
submetidas a varios processos onde pode haver o aumento ou redugdo da contaminacéo
por Salmonella nas carcagas, a deteccdo e a quantificacdo do patdgeno nas amostras
isoladas tem especial valor na analise de risco destas etapas (EFSA, 2010).

O estudo e desenvolvimento de programas com medidas de controle de
Salmonella, embasados no conhecimento da sua prevaléncia e seu comportamento
quantitativo durante o processamento de abate de frangos de corte tem como objetivo
melhorar o nivel de seguranca alimentar e fornecer subsidios para a analise de risco,
ferramenta fundamental para auxiliar o delineamento de programas oficiais de controle
deste patdgeno. A competéncia para a determinacdo das metas de salde publica e
inocuidade € de responsabilidade do governo, devendo ser baseadas invariavelmente
em ciéncia e considerar a realidade do pais, sendo o impacto econdmico e social
elementos de relevante importancia (ICMSF, 2006).

No cenério da avicultura mundial, a Salmonella é um dos mais importantes
patogenos distribuidos no mundo, associado a carne de frango e de seus produtos
derivados. (BRYAN & DOYLE, 1995; BORSOI et al., 2010; MARIN et al., 2011).

Apesar da citada disponibilidade de dados relativos a incidéncia de Salmonella
em carne de aves, a determinacdo da extensdo desta contaminacdo, ou seja, a
quantificacdo de células é relatada em poucos estudos. Conhecer 0 numero de células
de Salmonella presentes na carne de aves € um ponto importante para auxiliar a analise
de riscos (BORSOI et al., 2010).

Deste modo, estudos para a quantificacdo do nivel de infeccdo por Salmonella
em carcagas de frango auxiliam na avaliagdo da exposicdo ao risco, que traduz a
necessidade de a¢des a niveis de industria e consumidor (MEAD et al., 2010). Segundo

estes mesmos autores, a contaminacdo por Salmonella é geralmente expressa em
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termos de prevaléncia, mas evidéncias a partir da analise de risco microbiologico
indicam que o nivel de contaminagdo pode ser ainda mais importante para a salde
publica.

A necessidade de maior garantia de qualidade das carcacas de aves e dos
produtos delas originados para atender a crescente demanda por produtos seguros e
saudaveis (MACIEL et al., 2012), juntamente da falta de trabalhos regionais acerca da
contaminacdo por Salmonella spp. e sua enumeracdo nas linhas de abate, torna
imperativa a avaliacdo de algumas dessas etapas, que possam estar envolvidas na
contaminac&o de carcagas de aves durante o processo.

Em avaliacdo de risco de Salmonella em frangos de corte editada pela
FAO/WHO (FAO/WHO, 2002) foi observado que cada etapa do processamento de
aves pode aumentar ou diminuir a sua prevaléncia na carcaga de frango, ou aumentar
ou diminuir o nimero de organismos sobre a superficie externa da carcaga. Sobretudo,
é provavel que cada etapa do abate seja similar em todas as regiées do mundo, porém,
as mudancas na carga microbiana de cada etapa podem diferir, dependendo dos
equipamentos, tecnologias e praticas de higiene empregadas.

Considerando a legislacédo oficial vigente no Brasil que regra sobre as medidas
aplicaveis no processamento de aves (BRASIL, 1998) também se observa a
necessidade de constante estudo e revisdo em ordem de acompanhar o rapido
crescimento tecnoldgico da industria processadora de carne de aves.

O conhecimento da identificacdo e enumeracdo do possivel patdgeno que
representa risco a satde publica € fundamental para fornecer subsidio técnico-cientifico
para a tomada de decisbes relativas aos programas de controle de patdgenos, assim
como para o desenvolvimento da analise de risco.

Dados sobre a ocorréncia e disseminacdo deste agente na cadeia avicola
brasileira ainda sdo baseados em métodos apenas qualitativos e ndo quantitativos,
sendo estes ultimos uma tendéncia mundial (Machado, 2012).

Ao aplicar o conceito de analise quantitativa de risco, é desejavel que sejam
realizadas analises quantitativas para uma informagdo mais precisa, isto porque o nivel
de contaminacdo do alimento, assim como o sorovar relacionado, estard diretamente
relacionado ao risco de ocorréncia da doenca (COX et al., 2010).

Muitos estudos que investigaram o efeito do processamento sobre a
contaminagdo por Salmonella em carcacgas de frango sé consideraram uma Unica etapa

do abate ou poucas etapas em sequencia (FAO/WHO, 2002). Dados referentes a toda
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sequencia do processamento das aves podem ser utilizados para embasar um indicativo
sobre a extensdo da contaminacdo cruzada e, em teoria, poderia também ser utilizado
para predizer niveis ou nimeros de organismos em cada etapa em particular.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar as caracteristicas de criagdo
de frangos de corte e dos matadouro-frigorificos e a anélise dos seus resultados
qualitativos e quantitativos de Salmonella spp. sobre cada etapa do processamento, para
verificar quais sdo os pontos de intervengdo no abate de frangos onde devem ser mais
bem empregados esforcos para a reducdo da contaminacdo por este patdgeno. Estes
resultados poderdo ser diretamente empregados para o desenvolvimento de programas
oficiais e privados com embasamento cientifico, permitindo uma agdo direcionada as

etapas (pontos) de interesse (criticos), consequentemente preservando a saude publica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do agente

Em todo o mundo a Salmonella € um microrganismo que estd amplamente
distribuido no ambiente. Este agente que teve sua nomenclatura inspirada no cientista
que o descobriu, Dr. Daniel E. Salmon (STERZO, 2008), hoje é composto por mais de
2500 sorovares diferentes e dentre estes, cerca de 80 a 90 sorovares s&0 mais comuns
em casos de infeccdo dos seres humanos e animais (POPPOF et al., 2001; BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO, 2009; GUIBOURDENCHE, et al., 2010).

O género Salmonella, pertence a familia Enterobacteriacea, € um bacilo curto,
de 0,7-1,5 x 2,5 um, Gram-negativo com metabolismo tanto respiratorio como
fermentativo e produtores de acido sulfidrico. Os sorovares Gallinarum e Pullorum séo
imdveis e 0s sorovares moveis possuem flagelos peritriquios. Sdo bactérias aerobias ou
anaerdbicas facultativas, apresentam crescimento entre 5 e 45°C, porém seu
crescimento 6timo ocorre em 37°C. Crescem em pH entre 4 e 9, sendo o pH 7 o ideal.
As colbnias, de 2-4 mm, apresentam-se elevadas e com bordas lisas e arredondadas,
fazendo-se necessaria fonte de carbono e nitrogénio nos meios de cultura (BORSOI,
2005; GAST, 2008). Esses microrganismos sdo susceptiveis a destruicdo pelo calor.
Durante cozimento da carne de aves, ao atingir uma temperatura de 74°C ou superiores,
as células bacterianas tornam-se inviaveis (SCNEPF et al., 1989). O tratamento térmico
por 70 minutos a 57°C também inativa as células bacterianas (BRACKETT, et al.
2001).

A classificacdo e a nomenclatura do género Salmonella sofreram varias
modificacdes ao longo dos anos e ainda ndo estdo totalmente definidas. Usualmente é
utilizado o esquema de Kauffman e White, que divide o genéro em sorovares ou
sorovares, tendo por base a composicao dos antigenos O (somaticos), Vi (capsulares) e
H (Flagelar) (CAMPQOS, 2008).

Em termos de classificacdo, o género Salmonella apresenta-se dividido em duas
espécies: S. enterica e S. bongori, que podem ser diferenciados com base biogquimicas e
sorolégicas (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

Salmonella enterica é dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizone,
diarizonae, houtenae e indica. A subespécie enterica apresenta uma grande variedade

de sorovares, conforme a variacdo antigénica (EUZEBY, 1999). Dentro da espécie S.
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enterica subespécie enterica se destacam os sorovares gallinarum, pullorum, enteritidis
e typhimurium (POPPOFF et al., 2001; GUIBOURDENCHE et al. 2010). Estes
sorovares sao monitorados pelo Programa Nacional de Sanidade Avicola — PNSA
(BRASIL, 2003) e a presenga dos dois primeiros em granjas de matrizes resulta em
impacto econdmico maior do que os sorovares enteritidis e thyphimurium, que séo
isolados com maior frequéncia em produtos avicolas e em casos de toxinfeccdo
alimentares.

Campos (2008) relatou a existéncia de 2501 sorovares de Salmonella, dentre os
quais 1478 pertencendo a S. enterica subespécie I, onde estdo contidos mais de 99,5%
dos sorovares mais comumente isolados. No entanto, é cada vez maior o nimero de
sorovares de Salmonella identificados. Em 2010 foi publicada a caracterizacdo de 70
novos sorovares reconhecidos entre os anos de 2003 e 2007, dos quais 44 foram
classificados como pertencendo a S. enterica subespecie enterica (GUIBOURDENCHE
et al., 2010).

Ha sorovares de Salmonella que sdo adaptados a um hospedeiro especifico
enquanto outros sorovares afetam um grande numero de hospedeiros, desenvolvendo
importante papel na disseminacdo da infeccdo entre diferentes espécies. E mesmo que
Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium sejam os sorovares mais relacionados
com infeccbes humanas, outros sorovares isolados de aves sdo potencialmente

patogénicos e considerados um perigo para a saude publica (MALHEIROS, 2007).

2.2 Salmonelose em Aves

O termo Salmonelose aviaria designa um grupo de doencas agudas ou cronicas,
causadas por um ou mais membros do género Salmonella, o qual pertence a familia
Enterobacteriaceae. Segundo Popoff (2001), parte dos sorovares deste género € passivel
de ser isolada a partir de aves, as quais constituem o maior reservatério individual de
salmoneloses existente na natureza, sendo aquelas um dos veiculos mais importantes
dentre os causadores de toxinfec¢do no homem.

As salmonelas das aves podem ser classificadas clinicamente em trés doencas: a
Pulorose, causada pela Salmonella enterica sub-espécie enterica sorovar Pullorum; o
Tifo Aviario, causado pela Salmonella enterica sub-espécie enterica sorovar
Gallinarum; e as infec¢bes paratifoides ou Paratifo Aviario, determinadas pelos

sorovares ndo adaptados as aves, 0s quais, até por ndo possuirem preferéncia por um
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hospedeiro em especial, muito frequentemente podem causar toxinfec¢des alimentares
em humanos (BERCHIERI JR. & FREITAS NETO, 2009).

Salmonella spp. € um dos mais importantes patégenos de doencas transmitidas
por alimentos de origem animal ( SCHLUNDT et al., 2004). Existem evidéncias que 0s
produtos da carne de frango sdo uma das mais importantes fontes de infec¢do para este
organismo (HALD et al., 2004; SCHLUNDT et al., 2004). A Salmonella é um dos
mais importantes patdgenos mundialmente distribuidos, associados a carne de frango e
seus produtos derivados (EC, 2007).

Fatores de risco para a colonizacgéo do lote por Salmonella incluem a estacdo do
ano, o incubatério de origem, o local de armazenamento de ragdes, e varias medidas de
controle de higiene (CARDINALE et al., 2004). Segundo Arsenault et al. (2007), os
fatores de risco para a colonizacdo podem diferir quanto a idade das aves ao abate, 0
manejo do lote e a exposicao a reservatérios do patdgeno em potencial.

Cui et al. (2005) afirma que varios fatores de risco existem para infeccdo e
disseminacdo de Salmonella em granjas de frangos, entre eles estdo o sistema de
alojamento e criacdo das aves, o tamanho do lote, diferencas de idade das aves e as
estacdes do ano.

Em andlise sobre a distribuicdo de Salmonella em amostras de fezes de frangos
durante as diferentes estacdes do ano foi indicado que o periodo de maior prevaléncia
foi a primavera (45,5%), onde a porcentagem de amostras infectadas no inverno
(16,7%), verdo (24%) e outono (12,9%) foram menores (PIESKUS et al., 2008).
Resultados deste mesmo estudo indicaram que mais de 78% dos frangos infectados
eram por Salmonella enteritidis.

Prevaléncia similar de Salmonella enteritidis isoladas de aves tem sido
reportadas previamente por outros autores em muitos paises da Europa (BELI et al.,
2001; MIKOLAIJCKYK & RADKOWSKY, 2002; DOMINGUEZ et al., 2002;
CAPITA et al., 2003; VALCHEVA et al., 2011). Porém, outros pesquisadores,
conforme Pieskus et al. (2008) encontraram Salmonella kentucky e Salmonella
heidelberg como principais sorovares isolados de frango e produtos de frango. Ja outro
trabalho conduzido no Japdo (LIMAWONGPRANEE et al., 1998) reportou que S.
blockley, S. haddar, S. bredeney foram predominantes em frangos, enquanto que
Salmonella enteritidis foi encontrada apenas em 0,9% das amostras.

Isto mostra que a distribuicdo dos sorovares de Salmonella pelo mundo pode

depender da sua regido geografica (PIESKUS et al., 2008).
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2.3 Salmonelose em Humanos

Existem 16 milhGes de ocorréncias por ano de casos de febre tifoide, 1,3 bilh&o
de casos de gastroenterites e trés milhdes de mortes no mundo associados ao patégeno
Salmonella (PUl et al., 2011).

Dentro das zoonoses a salmonelose é a mais complexa em sua epidemiologia e
controle, com padrdes diferenciados de acordo com diversos fatores numa regido como
as diferencas nos habitos alimentares, praticas de elaboracdo de alimentos, criacdo de
animais e padrdes de higiene e saneamento. O controle das salmoneloses representa um
desafio para a saude publica, considerando a emergéncia de novos sorovares e a
reemergéncia de outros em determinadas areas, tanto nos paises emergentes quanto
naqueles industrializados (RODRIGUES, 2011).

Salmonella spp. com aproximadamente 2600 sorovares existentes (COBURN et
al., 2007), sdo responsaveis por adoecer humanos e representam uma importante
questdo de satde publica (COOLARD et al., 2007).

A carne de frango pode ser contaminada com uma grade variedade de
microrganismos, incluindo aqueles capazes de deteriorar 0 produto durante sua
estocagem em camaras frias, e certamente por microrganismos patogénicos como
Salmonella. A doenca em humanos pode advir de manuseio incorreto de carne crua,
mau cozimento, ou manipulacdo incorreta do produto ap6s cozimento (MEAD, 2004).

A salmonelose pode se apresentar clinicamente na forma entérica (localizada)
com diarréia ou na forma generalizada, afetando varios sistemas, resultando em
septicemia. Os sintomas da salmonelose causada ao homem pela ingestdo de alimentos
contaminados por Salmonella spp. aparecem de 12 a 36 horas, podendo durar 0s
sintomas até 72 horas (SHINOHARA et al., 2008). Em sua grande maioria, 0s sintomas
regridem em poucos dias (COOLARD et al.,2007).

Conforme Varnam e Evans (1991), infec¢des por Salmonella podem ser graves,
principalmente em criancas, idosos ou pessoas imunodeprimidas, sendo considerada
como dose infectante para sadios contagens bacterianas entre 10> e 10’ unidades
formadoras de colénia (UFC).

Para Hamphrey (2004), a dose infectante de Salmonella para humanos
saudéveis varia entre 10° e 10® UFC, embora tenham sido relatadas salmoneloses

alimentares com dose muito menores.
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Nascimento e Silva (1994) consideraram que um pequeno numero de
salmonelas ja é suficiente como dose infectante para humanos. Relataram que,
experimentalmente, apenas um organismo seria suficiente para iniciar um processo de
toxinfeccéo.

Apesar de muita pesquisa e muitas tentativas nacionais e internacionais de
implementacdo de estratégias de controle, a incidéncia de salmonelose humana em
muitos paises permanece alta (WEGENER et al., 2003).

Embora a Salmonella enteritidis fagotipo 4 seja o agente etiolégico mais
importante do paratifo aviario, os sorovares S. typhimurium, S. agona, S. infantis, S.
hadar, S. heidelberg, entre outros, também foram isolados de pacientes acometidos por
salmonelose (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009; CDC, 2013).

De forma geral, os sorovares mais frequentes isolados a partir de humanos séo a
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium e Salmonella heidelberg (Boyen et al.,
2008).

Mota et al. (1983) descreveu o primeiro surto de Salmonella enteritidis ocorrido
no Brasil. Porém, foi a partir de 1993 que este sorovar emergiu como um grande
problema de saude publica. Até 1990 Salmonella enteritidis era raramente encontrada
em infec¢bes humanas, mas passou a corresponder a mais de 60% dos sorovares
isolados no Instituto Adolfo Lutz em 1995 (BORSOI, 2005).

No Brasil, dos 2.974 surtos de toxinfeccdes alimentares em humanos (entre 0s
anos de 1999 a 2008) causados pelos agentes mais frequentemente envolvidos, as
Salmonella spp apareceram como responsaveis por 42,9% das ocorréncias e o sorovar
enteritidis, por mais 4,1% dos surtos (SVS, 2008).

Em trabalhos conduzidos no Rio Grande do Sul, foi verificada a ocorréncia de
surtos de salmonelose em 99 relatérios de investigacdo, sendo a salmonelose
correspondente a 74,4%, estando 11,4% associados ao consumo de carne de aves
(NADVORNY et al., 2004). No estado do Rio de Janeiro, em estudo de 53 surtos que
acometeram 461 pessoas, a Salmonella spp. foi responsavel por 7% e atingiu maior
namero de individuos (15,8%), inclusive com um 6bito (CORTEZ, 2006). Zhao et al.,
(2001) relataram a ocorréncia anual de 1,4 milhGes de casos de salmonelose em seres
humanos nos Estados Unidos.

Pode-se afirmar que a salmonelose é considerada como uma das mais

disseminadas e distribuidas zoonoses de origem alimentar em paises industriais e em
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desenvolvimento mesmo que sua incidéncia pareca variar entre paises (PIESKUS et al.,
2008).

Embora toda infeccdo por Salmonella seja de notificagdo nacional, por varios
motivos muitos casos provavelmente ndo sdo reconhecidos. Nem todas as pessoas
acometidas com esta infec¢do procuram por cuidados médicos, ou ndo ha possibilidade
de diagndstico laboratorial para confirmacdo do caso, ou o diagndstico clinico ndo
realiza os testes diagnosticos necessarios. Somado a isto, nem todo o isolado de
Salmonella pode ser encaminhado ou reportado ao servigo de salde publica e entdo nao
sera reportado ao servico de vigilancia nacional (CDC, 2013).

Com o objetivo de gerenciamento do risco para a salde humana €é essencial
rastrear o problema desde o nivel de criacdo para tomar medidas preventivas e reduzir a
ocorréncia de contaminacdo cruzada que pode ocorrer em diversas etapas da cadeia de
producdo (COOLARD et al., 2007).

2.4 Ocorréncia de Salmonella em Carcacas de Frango

Os produtos de origem animal, principalmente os avicolas, sdo considerados
uma importante fonte de proteina. No comércio brasileiro, as carcacas de frango podem
ser encontradas nas formas resfriada e congelada (SANTOS et al., 2000).

A contaminacdo de carcacas de frango pode ter implicacGes para a questdo de
seguranca alimentar e para a vida de prateleira do produto (PISSOL et al., 2013), sendo
a Salmonella um dos mais importantes patdgenos a serem controlados na carcaca de
frango (MEAD, et al., 2010).

Conforme Borsoi et al. (2010), a prevaléncia de Salmonella em carcacas de
frango no Brasil tem sido estudada frequentemente, e apresentam dados diferenciados
entre 0s seus estados. Sendo que na pesquisa destes autores com amostras no estado do
Rio Grande do Sul, o percentual de amostras de isolamento de Salmonella em carcacas
de frango resfriadas encontrado a partir de trés marcas comerciais analisadas foi de
12,2%.

Ja em estudo avaliando o processo higiénico-sanitario de abate de frangos, em
trés diferentes matadouro-frigorificos, as carcagas analisadas antes e depois do chiller
apresentaram, respectivamente, 31,7% e 20,0% de contaminacdo por salmonelas
(DICKEL, 2004).
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A alta deteccdo de indices de presenca de Salmonella em carne de frango no
varejo e em plantas processadoras de aves ja foi reportado em paises como o Japdo e
Espanha e em estudo de Carraminana et al. (1997), foi mostrado que a contaminagéo
cruzada de Salmonella em matadouro-frigorificos na Espanha elevaram a contaminagao
de carcacas pré-resfriadas para 60% durante o processo. Este achado sugere também a
gravidade da contaminagéo cruzada por Salmonella nos produtos derivados da carne de
frango.

Rasschaert et al., (2008) reportaram que um aumento do isolamento de
Salmonella em subsequentes estadgios do processamento poderia ser um resultado
consequente da contaminagao cruzada.

O sistema de producéo e abate de frangos favorece a presenca de Salmonella no
produto final (SANTOS et al.,, 2000). Estudos epidemiolégicos reportam uma
variedade de rotas pelas quais o patdogeno Salmonella pode se disseminar dentro das
empresas integradoras de aves (DAVIES & BRESLIN, 2003; NAMATA et al., 2008).

Conforme estudos de Corry et al. (2002) a contaminacdo de carcacas de frango
com Salmonella parece estar muito ligada a contaminacdo do lote durante a sua criagdo
e/ou transporte para o abatedouro.

Falhas no processo de abate das aves e processamento das carcagas, por meio do
contato do produto com superficies contaminadas e maos dos manipuladores durante a
preparacdo dos alimentos, ou ainda, o fator de risco de contaminacdo cruzada estdo
diretamente relacionados a possibilidade de contaminacdo dos produtos carneos de
frango. Segundo Nascimento (1995), em relacdo a carne de frango, estd demonstrado
gue mesmo um pequeno numero de animais inicialmente infectados pode causar a
multiplicacdo destas ocorréncias atraves da contaminacdo de toda uma linha de abate,
representando uma ameaca a salde publica em casos onde as carcacas ndo Ssdo
processadas corretamente.

Em estudo feito por Silva (1998), o mecanismo de contaminagdo da carcaca de
aves durante o processamento envolve inicialmente a retencdo das bactérias numa
camada liquida sobre a pele, para que 0s microrganismos possam aderir-se
convenientemente. A microbiota da ave viva se encontra essencialmente na superficie
externa, espaco interdigital e tegumentos cutaneos, no trato digestivo e em menos grau
no aparelho respiratério. Algumas espécies de Salmonella sdo capazes de aderir-se

firmemente nas fibras de colageno da superficie externa da pele do frango, apds a
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imersdo em agua. A adesdao ndo depende de fimbrias, ocorrendo pelo contato da célula
microbiana com a pele do frango, na presenca de agua.

Nas operacOes de abate, constituem-se pontos criticos de controle de Salmonella
a depenagem, evisceracdo, pré-resfriamento e o resfriamento das carcacas (SILVA,
1998). Além destes também é apontada a etapa de escaldagem das aves (MEAD et al.,
2010), uma vez que estas ao adentrarem no tanque de escalada podem estar carreando
grande quantidade de material orgénico e este, consequentemente pode estar carreando
grande carga de material microbioldgico.

O problema de contaminacdo bacteriana de carcagas no abate de aves também
tem sido relacionado ao aumento da velocidade de abate dos matadouro-frigorificos
(SALES, 1999).

Desde a chegada das aves vivas na plataforma de recepcdo, a aves percorrem
por varias etapas até se transformarem em carcaca e serem armazenadas na cadeia de
frio. A primeira delas ap0s a pendura e insensibilizagdo é a sangria, seguindo para a
escaldagem, evisceracao, e lavagem final. Estas etapas constituem aquelas que ocorrem
na chamada zona suja do abate. Ao adentrarem na zona limpa, inicia-se a etapa de
evisceracdo, lavagem da carcaca anterior ao pré-resfriamento por imersao em agua
(chiller), embalagem e resfriamento (ISOLAN, 2007).

O transporte das aves vivas da granja ao abatedouro é feito em gaiolas que
podem estar contaminadas com Salmonella quando elas chegam as granjas apesar de
terem sido submetidas a lavagem prévia (CORRY et al., 2002). Residuo de material
fecal presente nas gaiolas de transporte tem sido identificados como um fator chave na
contaminacdo das aves, sendo necessarias melhorias no processo de higienizacao destes
containers de transporte (HEYNDRICKX, 2002).

Apos a etapa de escaldagem esta a etapa de depenagem, que tem por finalidade
a remocao das penas das aves. Este procedimento de retirada das penas pode causar a
dispersao de material organico da superficie da carcaca e disseminagdo de alguma carga
microbiana pelas maquinas de depenagem, contaminando os “dedos” de borracha no
interior do equipamento e que ao entrar em contato com outras carcacgas pode provocar
contaminacdo cruzada entre as mesmas (MEAD et al., 2010). Somado a isto, as
depenadeiras sdo maquinas de dificil higienizacdo e quando Campbell et al. (1984)
observaram varios itens deste equipamento antes do inicio das atividades, Salmonella
foi isolada dos dispositivos em forma de dedos de borracha que entram em contato

direto com as penas removendo as mesmas.
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Na etapa de evisceragdo o cuidado com a manipulacéo e retirada das visceras é
fundamental para evitar o rompimento das mesmas. E esta etapa considerada uma das
que mais pode contribuir para o aumento da prevaléncia de Salmonella (SARLIN et al.,
1998).

O pré-resfriamento de carcacas de frango a 4°C ou temperatura mais baixa
auxilia a prevenir que a Salmonella presente se multipligue. Os métodos mais
comumente utilizados para este prop6sito envolvem a imerséo da carcaca em agua fria
(com ou sem a adicdo de gelo) ou exposi¢do a ar frio sendo por passagem da carcaca
dentro de tunel de ar ou mantendo as carcagas em camara resfriada. O pré-resfriamento
a ar também pode incluir a utilizacdo de sprays de agua. O sistema de imersdo em agua
de forma continua tem um efeito de lavagem que reduz a contaminagdo microbiana
(MEAD & THOMAS, 1973; BILGILI et al., 2002).

O acumulo de bactérias na agua do chiller é parcialmente controlado pela
renovacao continua da dgua no tanque (MACIEL et al., 2012). Entretanto, devido a
grande quantidade de carcacas que adentram no sistema, existem amplas oportunidades
para que a contaminagdo cruzada das mesmas ocorra, sendo que o pré-resfriamento por
imersdo em agua € considerado fator importante na transmissao de Salmonella entre
lotes de aves (LILLARD, 1990; SARLIN et al., 1998).

Santos et al., (2000) em estudo sobre Salmonella em carcacas de frango
congeladas relata que o resfriamento ndo inviabiliza a presenca de bactérias do género
Salmonella. Contudo, quando se trata do congelamento espera-se a reducao ou auséncia
de células bacterianas viaveis.

Tessari et al., (2008) reportaram que salmonelas em carne de frango sédo
destruidas mais rapidamente em temperaturas entre -2 e -5°C. Entretanto, a presenca de
Salmonella em amostras de carcacas de frango congeladas obtidas no comércio
varejista da Inglaterra, em trés estudos citados por Santos et al., (2000) foi de 24,4%,
13,0% e 14,8%. Nos Estados Unidos, Izat et al. (1991) obtiveram uma variacdo de 17 a
50% em trés marcas comerciais analisadas; no comércio varejista da India foi de 9,2%
(Sharma 1992); e no Reino Unido o percentual encontrado foi de 80%.

Em estudos de Dominguez & Schaffner (2009), Salmonella pode sobreviver em
produtos carneos de frango mesmo estes sendo mantidos estocados sob temperaturas de
congelamento a -20°C. E de acordo com Santos et al.,(2000), a carcaca de frango

mesmo congelada, pode veicular Salmonella para os seres humanos.
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2.5 Programa de Reducéo de Patdgenos (PRP) — Salmonella

A aplicacédo de critérios (objetivos de performance) para patdgenos alimentares
como Salmonella em pontos especificos da cadeia alimentar € de grande interesse para
se melhorar a seguranga alimentar. A Comissdo do Codex Alimentarius define que o
estabelecimento de testes microbiolégicos, incluindo os objetivos de performance, ou
critérios de performance devem ser de responsabilidade da autoridade competente, em
consulta com as partes de interesse, e devem consistir de guias e padrdes regulatérios
(CODEX ALIMENTARIUS, 2005).

Para estabelecer a prevaléncia e monitorar a incidéncia de Salmonella spp. de
forma a permitir uma melhor eficiéncia das medidas de controle para atingir um nivel
adequado de protecdo ao consumidor, o Ministerio da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) instituiu em 2003 por meio da Instrucdo Normativa
SDA/MAPA n° 70/2003 o Programa de Reducdo de Patdgenos (PRP) Monitoramento
Microbioldgico e Controle de Salmonella spp. em carcacas de frangos e perus aplicado
em matadouro-frigorificos de aves e coelhos sob regime do Sistema de Inspecédo
Federal (NASCIMENTO, 2012).

Esta Instrucdo Normativa determina a realizacdo de analises microbioldgicas de
Salmonella spp. em carcacas de aves (frangos e perus) coletadas nos estabelecimentos
de abate sob Servigo de Inspecdo Federal (SIF) (BRASIL, 2003).

Dentre os objetivos da Instrucdo Normativa n°® 70/2003 esta a determinacdo da
prevaléncia do patogeno Salmonella spp em carcagas de aves e a obtencdo de dados
para orientar estudos e estabelecer procedimentos regulatérios visando o controle
sistematico desta bactéria no abate e processamento das carcacas de aves em
estabelecimentos sob Inspecdo Federal (BRASIL, 2003).

Conforme a Nota Técnica de Divulgacdo dos resultados de Monitoramento e
Controle de Salmonella spp (PRP) (BRASIL, 2010) deve-se almejar uma avaliacdo
continuada do Programa de Reducdo de Patdgenos, para adequa-lo as modernas
técnicas e procedimentos de inspecdo ja adotados pelo Departamento de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal, tendo sempre como objetivo maior salvaguardar a saude

publica.
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2.6 Enumeracéo de Salmonella sp.

A enumeracdo de bactérias € uma questdo importante e com significado critico
para 0s microbiologistas. Historicamente, muitos métodos de enumerag¢do foram
desenvolvidos com diferentes graus de sucesso em sua aplicagdo (PAVIC, 2010). Cox
& Fleet (2003) realizaram uma profunda revisdo dos diferentes métodos utilizados para
a deteccdo e enumeracdo de microrganismos. Esta revisdo descreveu as diversas
técnicas disponiveis incluindo o método do nimero mais provavel (NMP), que foi
largamente estudado e mundialmente aceito (BLODGETT & GARTHRIGHT, 1998).

Entretanto, 0 método NMP tem sido criticado por ser muito laborioso, com
custo alto e demandante de muito tempo de analise laboratorial, além de ser
considerado propenso a sofrer erros quando envolve muitos itens amostrados (PAVIC,
2010). Conforme Colla et al. (2014), como o método MNP requer a utilizacdo de
multiplos tubos, este ndo é considerado um meétodo muito pratico para analises
multiplas, especialmente quando muitas amostras sdo simultaneamente analisadas em
programas de controle de Salmonella.

A busca por uma metodologia adequada e eficiente para identificar e detectar a
presenca de microrganismos em alimentos tem sido constante. A eleicdo de
determinado método de analise depende de varios fatores que devem ser considerados,
como o tempo gasto para obtencdo dos resultados, a praticidade da técnica, custos dos
reagentes, limites de deteccdo e quantificacdo, preciséo, sensibilidade, especificidade e
acuracia (MATA, 2009).

O método do nimero mais provavel miniaturizado (mMNMP) aparece como uma
alternativa eficaz, mais pratica e com custo reduzido. Tendo sido aplicado, e sua
eficiéncia e validacdo estudada e reportada por autores como Fravalo (2003),
Goodridge et al. (2003) e Pavic (2010). Também conforme estudos de Colla et al.
(2012) a técnica mNMP permite a apropriada quantificacdo de Salmonella para analise
de risco.

Machado (2012), afirma que a disponibilidade de uma metodologia oficial para
enumeracdo representa o fator limitante de maior impacto no caso de Salmonella spp.
Atualmente sdo poucos os trabalhos publicados que utilizaram analises quantitativas
em seus experimentos. Espera-se que esta limitagdo seja minimizada em medio prazo,

visto que tramita em fase final a incorporacéo na ISO 6579:2002 do método de NUmero
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Mais Provavel (NMP) miniaturizado para enumeracdo de Salmonella spp. em alimentos
baseado em Fravalo et al., 2003.

A utilizacdo de métodos quantitativos para o controle do nivel de contaminacgao
e risco microbioldgico observados na cadeia de producdo é importante para a
determinacdo dos pontos criticos de contaminacdo por Salmonella em carcacas de
frango (COLLA et al., 2012).

2.7 Impacto da avicultura no PIB brasileiro

A cadeia avicola configura-se atualmente como um dos mais importantes
alicerces do agronegdcio brasileiro. Além da extrema importancia para a economia,
devido aos bilhdes de dolares gerados pela exportacdo, a cadeia avicola apresenta um
componente social muito relevante, ao proporcionar milhares de empregos em todo o
pais (NASCIMENTO et al., 2012).

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhGes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional
(UBABEF, 2013).

Conforme a Associacdo Brasileira de Proteina Animal — ABPA, setor é
representado por dezenas de milhares de produtores integrados, centenas de empresas
beneficiadoras e dezenas de empresas exportadoras (ABPA, 2014).

A importancia social da avicultura no Brasil se verifica também pela presenca
macica no interior do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas
cidades a producéo de frangos € a principal atividade econémica.

A producdo de carne de frango chegou a 12,30 milhdes de toneladas em 2013,
garantindo a permanéncia do pais na posicdo de maior exportador mundial e de terceiro
maior produtor de carne de frango, atras dos Estados Unidos e da China (ABPA, 2014).

Do volume total de frangos produzido pelo pais, 68,4% foi destinado ao
consumo interno, e 31,6% para exportacdes. Com isto, 0 consumo per capita de carne
de frango ficou em 41,80 Kg por pessoa. Os embarques de 3.891.721 toneladas em
2013 representaram uma receita cambial acima de US$ 7 bilhdes (ABPA, 2014).

Com esse desempenho, a carne de frango brasileira aumentou ainda mais sua
presenca na mesa dos consumidores no Brasil e no mundo.

O Rio Grande do Sul é o terceiro maior estado exportador de carne de frango do

Brasil, representando o montante de 711.318 toneladas, ficando atras somente dos
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estados do Parand e de Santa Catarina. O estado possui dezoito matadouro-frigorificos
de aves sob o regime de inspecdo federal e todos estes estdo habilitados para
exportacao.

Sendo assim, além das consequéncias em salde da populacdo, infecgdes por
Salmonella também possuem um importante impacto econémico (COOLARD et al.,
2007; WHO, 2007).

2.8 Resolucdo 04/2012 — Lavagem de carcacas

Um dos métodos empregados para remoc¢do de contaminacdo fecal em carcagas
de frango é o refile, onde € removida a parte contaminada da carcaca, com auxilio de
faca. A lavagem é uma préatica alternativa ao refile, reduzindo perdas e custos da
industria, pois reduz méo de obra, e ndo ha necessidade do corte da carcaca (BACKES,
2013). A lavagem de carcagas contaminadas com material fecal € uma realidade
adotada hd muitos anos em outros paises, como nos Estados Unidos (FSIS/USDA,
2008) e alguns paises da Europa (EFSA, 2010), ap6s a comprovacdo da sua eficiéncia
na reducdo de micro-organismos patogénicos (HINTON et al.,2009).

Com o objetivo de elaborar alternativa ao método de remocao de contaminacgéo
visual da carcaca de aves, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, no ano de 2011 editou a Resolucdo 04/2011 para autorizar 0 emprego do
sistema de lavagem de carcacas no processo de abate de aves para remover a
contaminacdo por contetdo gastrintestinal visivel presente nas superficies internas e
externas das carcacas anterior a etapa de pré-resfriamento (BRASIL, 2011).

A utilizacdo deste sistema pelos matadouro-frigorificos de aves ficou
condicionada a apresentacdo de protocolo contemplando pardmetros mensuraveis
relacionados ao processo de lavagem, de forma a comprovar o atendimento de
requisitos que garantam a remocdo total da contaminacdo por contetdo gastrintestinal
visivel nas superficies externas e internas das carcacas durante o processo de abate de
aves (BRASIL, 2011).

O emprego deste sistema ndo pode ser compensatorio a execucdo indevida dos
procedimentos sanitarios operacionais (PSO's) realizadas por colaboradores ou
maquinario responsaveis, que propiciem a ocorréncia da contaminagdo por contedo
gastrintestinal nas superficies externas e internas das carcacas de aves anterior a etapa
de pré-resfriamento (BRASIL, 2011).
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Backes (2013), descreve que a lavagem de carcacas € uma intervencdo que
colabora com os programas de APPCC, e desta forma, € uma pratica que pode ser
implementada nos frigorificos. Em uma revisdo sobre lavagem de carcacas realizada
por Franchin, Battistella e Vieira (2010), os autores identificaram que o uso da lavagem
das carcacas juntamente com as BPF e APPCC resultam em um controle
microbiologico mais eficiente.

Os estabelecimentos que almejam utilizar este sistema devem proceder a uma
revalidacéo do plano APPCC, revisando, sempre que necessario, sua analise de perigos,
limites criticos, procedimentos de monitoramento e verificacdo, geracdo e manutencédo
de registros e agdes preventivas e corretivas no caso da identificacdo de desvios de
processo.

Compete ao Servico de Inspecdo Federal (SIF) autorizar o emprego deste
sistema, mediante a comprovacdo da efetividade do protocolo apresentado pela
empresa (BRASIL, 2011).

A literatura brasileira ainda € escassa sobre a eficiéncia na utilizacdo do
processo de lavagem como alternativa ao refile para reducdo de contagem microbiana
(BACKES, 2013), e mais estudos sobre o tema sdo necessarios para gque esta pratica
seja consolidada (PISSOL et al., 2013).

2.9 Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

O controle da qualidade de toda a cadeia produtiva do frango tem se aprimorado
constantemente, principalmente pela abertura do mercado externo para a carne
brasileira, o que influenciou a busca por ferramentas de garantias de processo pelo setor
industrial. Neste contexto, o sistema de Analises de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) constitui uma ferramenta importante e passivel de ser aplicada no
abate de frangos (CATES et al., 2001; RODRIGUES et al., 2008).

O sistema APPCC ¢é recomendado por organismos internacionais como a
Organizacdo Mundial do Comércio (OMC), Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAQO), Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e pelo
MERCOSUL, e exigido pela Comunidade Européia e pelos Estados Unidos
(CAMARGO e PIEDADE, 2010).

Referente ao abate de aves, e frente as diversas tecnologias aplicadas no seu

processamento, 0 MAPA por meio do Oficio Circular 668 de 19 de setembro de 2006
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definiu diretrizes gerais para orientar os estabelecimentos no que tange a aplicacéo das
legislagdes brasileiras e dos paises importadores, como a Unido Européia, os Estados
Unidos e o Canada em relacdo ao APPCC, assim como salienta que o plano APPCC
deve ser ajustado a realidade de cada estabelecimento e que o controle dos perigos
bioldgicos deve ser planejado para evitar o crescimento de patogenos (BRASIL, 2006).
Porém, ha a definicdo de pontos criticos que devem ser adotados por todos o0s
estabelecimentos, independente de sua estrutura de processamento, sendo um paradoxo
as orientacdes iniciais do documento.

A implementacdo do programa APPCC em plantas processadoras de frango
foca agentes zoondticos que ndo sdo detectaveis pela inspecdo de carne convencional e
pode auxiliar no controle de contaminacdo de carcagas por estes agentes (Mead, 2004).

Neste interim e devido a necessidade de um controle sistematico e aplicavel
com abordagem em seguranca alimentar, o conceito APPCC foi introduzido
firmemente na industria avicola (Mead, 2004). Este programa foi elaborado com o
objetivo de controlar perigos, entre os quais, 0s microbioldgicos, principalmente 0s
microrganismos patogénicos ao ser humano, monitorando a sua presenca em diferentes
etapas do abate, sobretudo nos pontos criticos de controle (HOGUE et al., 1998).

A aplicacdo do APPCC no processamento de frango tem sido exigida por
diversos paises inclusive pelos Estados Unidos da América e pela Comunidade
Européia (MEAD et al, 2010).

Dos pré-requisitos para a implantacdo do APPCC, encontram-se as Boas
Praticas de Fabricacdo (BPFs), o Procedimento Padrdo de Higiene Operacional
(PPHO), que envolve todas as regras de higienizac¢do da planta industrial, e 0 programa
de treinamento dos colaboradores da equipe da industria (MEAD et al., 2010).

Tais programas compdem os planos de autocontrole da empresas em
conformidade com as Circulares 175 e 176 do Departamento de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal — DIPOA (BRASIL 2005; 2006), e quando bem aplicados pelas
industrias, contribuem na reducdo e eliminacdo de microrganismos presentes no
processo de abate de aves, em especial os indicadores como aerébios meséfilos,
coliformes totais, Escherichia coli, enterobactérias e as espécies patogénicas como
Salmonella spp.(CAVANI, 2012).

Quando os principios de BPF e APPCC sdo aplicados sobre o processamento de
frangos, existem dois objetivos necessariamente: limitar a transmissdo do

microrganismo de uma carcaga previamente contaminada para outra ndo contaminada,
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e reduzir o nivel de contaminacdo de carcacas quando Salmonella estd presente
(CASON & HINTON, 2006).

Os perigos microbioldgicos nas operacdes do processo sdo bem conhecidos e
sdo geralmente de dificil controle efetivo, devido as limitacBes tecnoldgicas do
processo que podem levar a contaminagdo cruzada das carcacas (MEAD, 2004).

Os pontos criticos de controle para perigo bioldgico (PCCs), estipulados pelo
MAPA para o0 abate de frangos sdo dois: a etapa de revisdo de carcagas, na qual o limite
critico € tolerancia zero para a presenca de contaminacdo visivel na superficie da
carcaca, e a etapa de resfriamento, na qual a carcaca precisa atingir 4 graus em quatro
horas (BRASIL, 2006);

Por outro lado, a determinacdo dos pontos criticos de controle é
responsabilidade individual de cada industria, assim como o numero de PCCs e sua
localizac&o pode ser diferente entre os diversos estabelecimentos (MEAD et al., 2010).

Sobretudo, o controle efetivo dos patdégenos é melhor realizado através da
abordagem “da fazenda ao garfo” em todas as etapas da cadeia de producdo (MEAD,
2004). E conforme o mesmo autor, a implementacdo do programa APPCC pode nédo
solucionar por completo o problema, mas tem uma lista de beneficios: o sistema
assegura 0 monitoramento regular do processo como um todo; o controle de higiene é
otimizado; ha a checagem dos parametros e registros dos resultados como parte integral
do sistema; o atendimento a legislacdo € reforcada; hd o aumento da consciéncia em
seguranca alimentar por parte dos colaboradores; e como um dos resultados da
implementacdo nacional do APPCC, os padrGes operacionais entre as industrias se
tornaram mais uniformes.

Para avaliarmos se o plano APPCC esta sendo aplicado de maneira a controlar a
contaminacdo por patdgenos entéricos, a pesquisa de Salmonella spp. é uma das
ferramentas recomendadas (USDA, 2013).

2.10 Caracteristicas de criacdo e medidas de controle interno nos matadouro-

frigorificos

2.10.1 Caracteristicas de criacdo de aves

A producdo priméaria € o mais importante reservatorio de entrada do patégeno

Salmonella spp. na cadeia de frango (EFSA, 2004). Devido a falta de dados, o efeito de



35

diferentes intervencdes na fase criacdo ndo foram completamente avaliadas na analise
de risco da FAO/WHO (WHO, 2002). Entretanto, a importancia da reducdo de
Salmonella na produgdo priméria é ébvio.

Para que se tenha um 6&timo desempenho do animal, atingindo grandes
produtividades, varios parametros zootécnicos devem andar aliados. As questdes de
biosseguranca vao desde a criacdo das aves até o seu abate e processamento. Com isso
é necessario conciliar fatores de grande importancia como, por exemplo, controle de
zoonoses, bioclimatologia e ambiéncia para aumentar o bem estar animal, manejo
racional e de limpeza, desinfeccdo e vazio sanitario das instalagdes (OLIVEIRA et. al.,
2008).

Conforme estes mesmos autores, 0 vazio sanitario permite a destruicdo de certos
organismos ndo atingidos pela desinfeccdo, mas que se tornam sensiveis a acdo dos
agentes fisicos naturais como: aumento da temperatura, ventilagdo e incidéncia de sol,
permitindo a secagem das instalac6es. O tempo de vazio sanitario varia com o tipo de
criacdo, status sanitario da propriedade e a programacao dos novos lotes.

Os procedimentos de limpeza e desinfec¢do fazem parte de uma das etapas mais
importantes dentro do ciclo de producao, estando presente em todas as fases de criacao.
De acordo com Gordon e Morishita (2002), a limpeza e desinfec¢do quando realizadas
de maneira eficiente sdo pontos cruciais para uma boa sanidade, devendo ser adotados
como um programa de biosseguridade. Quando realizada em final de ciclo de maneira
correta, controla os possiveis problemas e promovem um sucesso na producdo
(SALDIVAR, 2001; NAMATA, 2009).

Antes do envio das aves para 0 abatedouro, o jejum alimentar é feito por um
periodo de 8 a 12 horas com o objetivo de reduzir a presenca de ingesta no trato
alimentar. Esta préatica facilita a evisceracdo, reduz a carga microbiana a adentrar no
abatedouro, e reduz a contaminacdo das gaiolas utilizadas durante o transporte das aves.
Ja o jejum prolongado, acima de 12 horas, ndo é recomendado pois enfraquece a parede
do intestino (WARRIS et al., 2004).

O tempo de espera no abatedouro também deve ser controlado, sendo que nédo
deve ser superior a duas horas, porém nem sempre as integradoras conseguem cumprir
esse tempo, devido ao excesso de caminhdes na espera para o abate e, em decorréncia
de quebras nos equipamentos do frigorifico (BRANCO, 2004).

As gaiolas de transporte sdo contaminadas pelas fezes durante sua utilizac&o

como contentor das aves vivas e 0s métodos de lavagem e desinfeccdo destas gaiolas
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devem ser bem realizados para garantir a eliminacdo das bactérias possivelmente
presentes, inclusive Salmonella spp. (BAILEY et al.,, 2001; CORRY et al., 2002;
HUMPREY e ALLEN, 2002).

De acordo com os autores Cui et al.(2005) e Arsenault (2007), carcateristicas
como idade das aves, tamanho do lote e estacdo do ano séo consideradas como fatores
de risco no manejo do lote.

2.10.2 Caracteristicas dos matadouro-frigorificos de aves e medidas de controle

Todos os matadouro-frigorificos de aves registrados no Servico de Inspecdo
Federal do Brasil seguem as diretrizes da Portaria 210 de 1998 (BRASIL, 1998), e
seguem o seguinte fluxo de processamento: Pendura; Insensibilizacdo; Sangria;
Escaldagem; Depenagem; Lavagem inicial; Eventracdo; Inspecdo sanitaria oficial;
Evisceracdo (Retirada da visceras comestiveis e ndo comestiveis); Reviséo de carcaca;
Lavagem Final; Pré-resfriamento; Gotejamento; Embalagem; Resfriamento.

Durante o abate e processamento, certas etapas como escaldagem, depenagem,
evisceracdo e pré-resfriamento das carcacas tem sido reconhecidos como etapas para a
ocorréncia de contaminacdo cruzada (JAMES et al., 1992; ONO e YAMAMOTO,
1999).

Considerando a natureza do processo como um todo, a contaminacéo cruzada de
carcacas € praticamente inevitavel, mas pode ser minimizada por meio da aplicacdo de
medidas de controle, como a afericdo de temperaturas de processo, e utilizacdo de
tanques de escaldagem com mais de um estagio e com fluxo contra corrente (CASON
& HINTON, 2006).

Para os matadouro-frigorificos de aves registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil, sob o Servico de Inspecdo Federal, os controles a
serem aplicados e verificados constam na Portaria 210 do MAPA de 1998 (BRASIL,
1998).

Os parametros definidos pela Portaria 210 sdo a vazao de agua utilizada para a
lavagem final das carcacas apés a evisceracdo que deve ser de no minimo 1,5 litros por
carcaga; a renovacdo de agua dos pré-resfriadores continuos deve ser de no minimo 1,5
litros por carcaca no primeiro estagio e 1,0 litro no Gltimo estagio; a temperatura da
agua residente, medida nos pontos de entrada e saida das carcacas do sistema de pré-

resfriamento por imersdo ndo deve ser superior a 16°C e 4°C, respectivamente, no
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primeiro e Gltimo estagio, observando-se 0 tempo maximo de permanéncia das carcacas
no primeiro, de trinta minutos (BRASIL, 1998). E a cloracdo de agua utilizada que
deve ser de no maximo 2 ppm na rede de abastecimento e de até 5 ppm no chiller.

Somado a esta legislacdo, as Circulares 175 e 176 DIPOA/SDA/MAPA de
2005, implantaram o sistema de inspecdo baseado em autocontrole, na qual define
dezoito elementos de inspecdo a serem aplicados, monitorados e verificados pela
empresa fiscalizada, incluindo o programa PPHO que foca a higienizacdo de todos 0s
equipamentos e instalagcdes do processamento do frango (BRASIL, 2005).

Além dos parametros definidos pela legislacdo, outros fatores aparecem como
passiveis de influenciar a presenca ou auséncia de Salmonella, assim como intervir no
controle dos mesmos. Em estudo de Franz et al. (2012) os autores apontam que as
caracteristicas do abatedouro influenciam na prevaléncia estimada do patdgeno.

Conforme a FAO/WHO (FAO/WHO 2002), a prevaléncia do patdgeno
Salmonella pode variar durante o transporte e processamento das aves, dependendo da
natureza das praticas de manipulacdo e temperaturas. Somado a isto, € provavel que
haja uma enorme quantidade de incerteza sobre esta prevaléncia associada com cada
etapa do abate. Desta forma, dados qualitativos e quantitativos auxiliariam para
caracterizar cada uma destas etapas.

O ponto de coleta de amostras de carcacas de frango mais comum é ap0s a saida
do pré-resfriador (chiller). Amostras coletadas imediatamente apds a depenadeira séo
utilizadas para determinar a extensdo da reducdo microbiana derivada das intervengdes
nas etapas seguintes. A coleta realizada em etapas do processo anterior ao chiller é
recomendada quando ha necessidade de investigar pontos da linha de processamento do
abate de aves que podem estar interferindo na contaminacdo das carcacas (Cox et al.,
2010).
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3. CAPITULO |
Fatores de criacédo de frangos de corte e caracteristicas de matadouros-frigorificos
e suas acOes sobre a presenca de Salmonella spp. em diferentes etapas do

processamento e avaliacdo dos pontos criticos de controle.
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Fatores de criacao de frangos de corte e caracteristicas de matadouro-frigorificos
e suas acoes sobre a presenca de Salmonella spp. em diferentes etapas do
processamento e avaliacdo dos pontos criticos de controle.

Resumo

A cadeia avicola brasileira compreende diversas etapas desde a criacdo até o
processamento de abate das aves. Todas estas etapas sdo complexas e demandam agdes
técnicas especificas para garantir a salde das aves e dos seus produtos carneos. A
Salmonella aparece como o patégeno de maior importancia em relacdo a sadude publica
vinculado por produtos avicolas e deve ser controlado em todas as etapas de criacao das
aves e seu abate. O objetivo deste estudo foi identificar as caracteristicas de criagédo e
de matadouro-frigorificos que atuam sobre a deteccdo e quantificagdo deste patdgeno
em diferentes etapas do processamento. Foram coletadas 1071 amostras durante o
periodo experimental, e analisadas por dois métodos diferentes para isolamento de
Salmonella spp., convencional e mMNMP. A prevaléncia obtida de Salmonella spp. sobre
o total de amostras analisadas foi de 1,02% (11/1071). Os isolados ocorreram nos
seguintes pontos: swabs de cloaca; esponja das gaiolas de transporte apds lavagem;
carcaca ap0s a depenagem; carcaca apés a lavagem, antes do pré-resfriamento; frangos
apos a primeira lavagem; carcaca ap0s a evisceracdo, antes da lavagem final; carcaca
apos o pré-resfriamento; carcaca com 24 horas de congelamento; carcaca com 60 dias
de congelamento. Dentre os fatores estudados apenas o tempo de vazio sanitario
apresentou correlacdo estatisticamente significativa (p=0,036), inversa e moderada

entre esta variavel e o namero de lotes positivos para Salmonella.

Abstract

The Brazilian poultry chain comprises several stages from creation to the slaughter
and poultry processing. All these steps are complex and require specific technical
actions to ensure the health of poultry and their meat products. Salmonella appears as
the most important pathogen in relation to public health transmitted by poultry
products and have to be controlled at all stages of creation and slaughter. The

objective of this study was to identify the characteristics of breeding and
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slaughterhouses that act on the detection and quantification of this pathogen at
different stages of processing. 1071 samples were collected, and analyzed by two
different methods for Salmonella isolation, conventional and mNMP. The total
prevalence of Salmonella spp. was 1.02% (11/1071). Isolates were from: cloaca swabs
; transport cages after washing ; carcass after plucking ; carcass after washing before
the pre-chilling ; chickens after first wash ; carcass after evisceration , before the final
wash ; carcass after pre-chilling ; frozen carcass after 24 hours ; frozen carcass with
60 days freezing . Among the factors studied only the sanitary break period showed a
statistically significant correlation (p= 0.036), inverse and moderate between this
variable and the number of positive flocks for Salmonella.

Introducéo

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional
(UBABEF, 2013).

Estudos feitos pela Unido Brasileira de Exportadores de Frango (ABPA, 2014)
indicam que a producdo brasileira de carne de frango em 2013 chegou a 12,30 milhdes
de toneladas.

Com este desempenho o Brasil aparece como o terceiro maior produtor de
frango de corte e primeiro maior exportador deste produto e se aproxima da China, hoje
0 segundo maior produtor mundial, cuja producdo de 2013 teria somado 13,5 milhdes
de toneladas, abaixo apenas dos Estados Unidos, com 16,95 milhdes de toneladas,
conforme projec6es do Departamento de Agricultura dos EUA-USDA (ABPA, 2014).

A producdo industrial de animais e de alimentos de origem animal e o
intercdmbio comercial intenso de animais e produtos derivados para 0 consumo
humano tem favorecido a introducdo e a disseminacdo de patdgenos na cadeia
alimentar (WHO, 2007).

Neste contexto, o risco da disseminacdo das doencas transmitidas por alimentos
estd vinculado a diversas raz0es, sejam pela adaptacdo microbiana, mudancas nos
sistemas de producdo de alimentos, habitos alimentares da populagcdo, mudangas na
criacdo de animais, processos produtivos e tecnologia de alimentos, globalizagcdo no
comércio internacional, aumento das populacdes susceptiveis e demanda dos
consumidores (CAC, 2007).
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Bactérias do género Salmonella aparecem como um dos mais importantes
patdgenos mundialmente distribuidos, associado a carne de frango e de seus produtos
derivados, sendo fundamental o controle deste patégeno na avicultura (POPPE, 2000).

Segundo Hans (2008), estes sistemas de controle visam abranger toda a cadeia
produtiva, minimizando significativamente os riscos para o consumidor final. E para
que seja efetivo, deve ser empregado método de andlise de alimentos que sejam
realmente eficientes.

Considerando que o abate consiste de uma linha na qual as carcacas sdo
submetidas a varios processos onde pode haver o aumento ou reducdo da contaminacao
por Salmonella nas carcacas, a quantificacdo do patdgeno nas amostras isoladas tem
especial valor na analise de risco destas etapas (EFSA, 2010).

Referente a contaminacdo de carcacgas de frango, Habib et al. (2012) relataram
que o nivel de contaminacdo do produto final esta relacionado com caracteristicas de
cada planta frigorifica, processos tecnologicos empregados, gestdo de qualidade e o
padrdo de higiene operacional minimo das operacdes do abate, 0 que corrobora com a
necessidade de avaliar os diversos sistemas de abate para empregar trabalhos
especificos para cada situacdo. Marin et al. (2011) afirma que a prevencdo da
contaminacdo por Salmonella em frangos requer detalhado conhecimento dos fatores
de risco associados com sua presenca na cadeia produtiva.

O estudo e desenvolvimento de programas com medidas de controle de
Salmonella, embasados no conhecimento da sua prevaléncia e seu comportamento
quantitativo durante o processamento de abate de frangos de corte tem como objetivo
melhorar o nivel de seguranca alimentar e fornecer subsidios para a analise de risco,
ferramenta fundamental para auxiliar o delineamento de programas oficiais de controle
deste patdgeno. A competéncia para a determinacdo das metas de saude publica e
inocuidade € de responsabilidade do governo, devendo ser baseadas invariavelmente
em ciéncia e considerar a realidade do pais, sendo o impacto econémico e social
elementos de relevante importancia (ICMSF, 2006).

Este estudo teve por objetivo a avaliacdo das caracteristicas de criacdo e de
matadouro-frigorificos e suas influéncias na deteccdo e quantificacdo de Salmonella
spp. em diferentes etapas da linha de processamento de frangos de corte na regido sul

do Brasil.
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Material e Métodos

Entre o periodo de janeiro de 2011 e janeiro de 2013 foram coletadas amostras de
carcacgas e swabs de frango de 21 lotes abatidos em sete matadouro-frigorificos (trés
lotes por matadouro) sob Inspecdo Federal localizados na regido sul do Brasil. Para
cada lote de aves avaliado foram coletadas amostras analiticas em 17 pontos, 0s quais
representam diferentes etapas do fluxograma de abate de frangos de corte, em triplicata,
sendo 51 amostras distintas por lote. Deste modo, como foram realizadas 21 coletas de
51 amostras, o total coletado foi de 1071 amostras durante o periodo experimental,
analisadas por dois métodos diferentes para isolamento de Salmonella spp.,
convencional e mNMP, totalizando 2142 ensaios microbiolégicos.

Os pontos determinados para coleta foram: swabs de cloaca; swabs das gaiolas
antes da higienizacdo; swabs das gaiolas apdés a higienizacdo; frangos antes da
escaldagem; frangos ap0s a escaldagem; &gua da escaldagem; carcaca apds a
depenagem, antes da lavagem inicial, carcaca apds a lavagem inicial; carcaca apos
evisceracdo, antes da lavagem final; carcaca ap6s a lavagem final, agua de
abastecimento do chiller; agua do pré-chiller e chiller; carcaca resfriada; carcaca
congelada durante 24 horas; carcaca congelada durante 30 dias; carcaca congelada
durante 60 dias.

As amostras coletadas foram acondicionadas em gelo reciclavel e caixa
isotérmica e processadas no Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo - UPF (RS).

Os isolados compativeis com Salmonella foram tipificados pela técnica
Microarray (Checktrace).

As amostras de swabs de cloaca constituiram-se de um pool de 50 swabs
utilizados para amostrar 100 aves. A coleta foi realizada introduzindo o swab na cloaca
da ave e posteriormente realizando movimentos giratérios no sentido horéario. Foi
utilizado um swab para cada duas aves. Apds a coleta, os swabs foram acondicionados
em frasco estéril contendo 50 mL de &gua peptonada 1% (Buffered Peptone Water
1,0%, HIMEDIA®) e transportadas sob refrigeracéo até o laboratério.

No laboratorio cada pool passou por processo de homogeneizagdo manual. Com
0 uso de pipeta de vidro estéril, do conteudo do frasco de cada pool, foi recolhida uma

aliquota de 17,5 mL e acondicionada em tubo de vidro estéril, sendo que deste volume
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7,5 mL foi destinado a técnica de quantificacdo de Salmonella e os 10 mL restantes
foram destinados ao método qualitativo tradicional de isolamento de Salmonella.

Para o processamento de swabs de gaiolas, as amostras foram coletadas com o
uso de esponjas bacterioldgicas e posterior adicdo de 50 mL de &gua peptonada 1,0%, e
homogeneizag¢do manual.

Com o uso de pipeta de vidro estéril, do contetudo do frasco de cada pool, foi
recolhida uma aliquota de 17,5 mL e acondicionada em tubo de vidro estéril, sendo que
deste volume 7,5 mL foi destinado a técnica de quantificacdo de Salmonella e os 10 mL
restantes foram destinados ao método qualitativo tradicional de isolamento de
Salmonella.

Cada amostra de agua foi constituida de 100 mL, coletados de cada ponto
amostrado e acondicionados em frascos plasticos estéreis contendo Tiossulfato de
Sodio e transportadas em caixas isotérmicas e sob refrigeracdo. No Laboratdrio foi
realizado o preparo da amostra para 0 pré-enriqguecimento da seguinte forma: em um
frasco estéril com tampa rosca, contendo 50 mL de agua peptonada concentracéo tripla
foi adicionada de forma asséptica, proximo a chama do bico de Bunssen, 100 mL da
amostra, homogeneizando em seguida. Com o0 uso de pipeta de vidro estéril, do
contedo do frasco de cada amostra, foi recolhida uma aliquota de 17,5 mL e
acondicionada em tubo de vidro estéril, sendo que deste volume 7,5 mL foi destinado a
técnica de quantificacdo de Salmonella e os 10 mL restantes foram destinados ao
método qualitativo tradicional de isolamento de Salmonella.

As carcacas coletadas foram acondicionadas em embalagens plasticas estéreis,
transportadas até o local de processamento em caixas isotérmicas, sob refrigeracdo. No
laboratdrio, proximo a chama do bico de Bunsen, as embalagens contendo as carcacas
foram abertas e foi realizada em cada carcaca a adi¢do de 400 mL de &gua peptonada
1%, apos foi realizada a rinsagem da amostra, pelo método de agitacdo e massagem
manual pelo tempo de 2 minutos.

Ap0s a rinsagem, com o uso de pipeta de vidro estéril, do conteudo do frasco de
cada pool, foi recolhida uma aliquota de 17,5 mL e acondicionada em tubo de vidro
estéril, sendo que deste volume 7,5 mL foi destinado a técnica de quantificacdo de
Salmonella e os 10 mL restantes foram destinados ao método qualitativo tradicional de

isolamento de Salmonella.



44

Pesquisa de Salmonella spp. A metodologia de andlise da presenca
de Salmonella spp. adotada para este trabalho foi com base na ISO 6579: 2002
(ANNEX D). Esta consta de uma etapa de pré-enriquecimento, seguida do
enriquecimento seletivo e do isolamento das colénias em meio sélido seletivo.

A quantidade utilizada e a concentragdo variaram de acordo com cada
categoria amostral. Para pools de swabs foram utilizados 50 mL de &gua peptonada
1,0% em cada pool; esponjas bacteriolégicas foram utilizadas 50 mL de &gua
peptonada 1,0% em cada esponja; amostras de agua foram pré-enriquecidas com 50 mL
de &gua peptonada em concentracao tripla; carcacas foram pré-enriquecidas com 400
mL de agua peptonada 1,0%.

Apbs o preparo das amostras para 0 pré-enriquecimento, foi retirada uma
aliquota de 10 mL, acondicionada em tubos de vidro estéril, com tampa rosca. Apos, 0
material foi incubado em estufa bacteriologica durante 16-20 horas a 37°C.

ApoOs a incubacdo das amostras para 0 pre-enriquecimento, cada amostra foi
repicada nos caldos seletivos, sendo 100 uL da amostra inoculados em tubo contendo
9,9 mL de caldo Rappaport Vassiliadis, e 1mL em cada tubo contendo 9 mL de caldo
tetrationato e incubados durante 18-24 h em estufa bacteriologica a 42°C.

Apos o enriquecimento seletivo das amostras foi realizado o plaqueamento das
mesmas em agar Rambach (Merck®) e em Agar BGN (Brilhant Green Novobiocina-
DIFCO®) suplementado com novobiocina. A semeadura das amostras nos meios
solidos foi realizado através da técnica por esgotamento. Em seguida, as placas foram
incubadas por 18-24h em estufa bacterioldgica a 37°C. Apds o periodo de incubacéo
foi realizada a selecdo das colbnias compativeis e estas foram isoladas em agar
Rambach, incubadas em estufa bacteriologica durante 18-24 h, a 37°C, para a obtencédo
de uma cultura pura.

As colonias tipicas e suspeitas de Salmonella spp. foram avaliadas ainda atraveés
de suas caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas para comprovacao do agente. Foram
utilizadas a provas bioquimicas: TSI (Triple Sugar Iron), LIA (Lysine Iron Agar), SIM
(Sulfide- Indole- Motility) e caldo ureia. Nas colbnias que apresentaram perfil
biogquimico compativel foi realizada sorologia com soro polivalente anti-O para
Salmonella. Quando positivas, as amostras foram tipificadas pela técnica Microarray
(Checktrace).
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Quantificacdo de Salmonella spp. pelo método mMNMP. ApGs o preparo das amostras
para o pré-enriquecimento, foram transferidos 17,5 mL para tubo estéril, deste volume
7,5 mL foram destinados a técnica de quantificacdo por numero mais provavel
miniaturizado (FRAVALO et al.,, 2003). Com o auxilio de um pipetador foram
transferidos 2,5mL para cada uma das trés primeiras cavidades na primeira linha de
uma microplaca de cultivo celular, sendo que destes 0,5 mL de cada cavidade foram
transferidos para 2 mL de &agua peptonada 1,0%, previamente vertidos nas cavidades
das linhas seguintes na mesma microplaca. Trés diluicdes sucessivas foram realizadas
da mesma maneira. A microplaca foi incubada para o pré-enriquecimento durante 16-
20 h a 37°C. Apos, as microplacas foram mantidas em agitacdo orbital por 3-5 minutos
e, com o0 uso de pipetador multicanal, foram transferidos 20pL de cada pogo para a
cavidade correspondente em outra microplaca contendo 2mL de Rapapport Vassiliadis
Semi Solido (MSRV- Rappaport-Vassiliadis Semisolid Modified) em cada cavidade,
incubando-se 24-48 h/42°C.

As cavidades onde foi observado viragem de cor do MSRV foram
consideradas como crescimento positivo e foram confirmadas através da semeadura do
contetido dos pocos positivos em agar Rambach®, incubadas em estufa bacteriolégica
durante 18-24 h, a 37°C, para a obtencdo de uma cultura pura. As placas que
apresentaram crescimento de coldnias sugestivas de Salmonella foram confirmadas
através das provas bioquimicas nos meios TSI (Triple Sugar lIron), LIA (Lysine Iron
Agar), SIM (Sulfide- Indole- Motility) e caldo ureia e posteriormente sorologia com
soro polivalente anti-O para Salmonella. Quando positivas, as amostras foram
submetidas a tipificacao.

Para célculo de diluicdes seriadas ndo decimais foi utilizada uma férmula
simplificada de calculo do ndmero mais provavel (NMP) de acordo com Thomas
(1942): NMP / g ou mL =P / VNT.

Sendo “P” o nimero de tubos positivos, “N*“ a soma da quantidade de amostra
inoculada em todos os tubos negativos e “T*“ a soma da quantidade de amostra
inoculada em todos os tubos. A aplicacdo desta formula foi comparada com os
resultados obtidos através do MPN calculator (Cariale, sem data), programa que
possibilita o calculo dos resultados padronizados pelo volume de amostra por teste,
nimero de tubos e mais de 3 diluigdes. Foi calculado o NMP por mL e os limites

minimos e méaximos do intervalo de confianca a 95% de probabilidade (IC 95%).
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Deste modo, foi utilizado o MPN calculator para finalizar os célculos das
combinagdes de tubos obtidas neste experimento, com combinagdo de tubos positivos
em séries de 3 tubos, com quantidade inoculada de amostra de 1; 0,5; 0,1 e 0,02 mL em

quatro diluigdes.

Coleta de dados do matadouro-frigorifico. No momento da coleta de amostras
respectivas a cada lote, foram simultaneamente aferidos e registrados os seguintes
fatores e caracteristicas do processamento de cada abatedouro estudado e suas praticas
de criacdo: Temperatura, pH e cloro da agua de escaldagem, da &gua do pré-chiller, e
chiller; estacdo do ano; tempo de dieta hidrica das aves; tempo entre a apanha e o abate;
idade das aves ao abate; nimero de aves abatidas no dia; velocidade de abate; nimero
de lotes alojados na mesma cama do aviario; tempo de vazio sanitario; densidade de
criagdo (aves/m?); se o estabelecimento é habilitado para exportacdo com requisitos
especificos; se 0 estabelecimento possui tendéncia de desvios no seu plano APPCC; se
0 estabelecimento possui tendéncia de desvios no seu plano PPHO; tipo de evisceracao

(manual/automatica).

Analise estatistica. Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente
exportados para o programa SPSS versdo 18.0 (SPSS, 2009) para andlise estatistica.
Foram descritas as variaveis quantitativas pela mediana, 0 minimo e 0 maximo. Para
correlacionar variaveis quantitativas entre si foi utilizado o coeficiente de correlacao de
Spearman. Para comparar as variaveis quantitativas entre fatores com trés ou mais
categorias foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e entre fatores com duas categorias
pelo teste de Mann-Whitney. Para realizar a analise multivariavel foi dicotomizada a
varidvel nimero de lotes positivos assim como os fatores. Estes foram divididos em
abaixo e acima da mediana para cada fator. Foi realizada a analise de Regressdao de
Poisson com Variancia Robusta para estimar os valores das Razdes de prevaléncia e 0s
seus respectivos intervalos de confianca de 95% assim como para ajuste para potenciais
fatores de confusdo. Foi considerado um nivel de significancia de 5% para todas as

comparacdes realizadas.
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Resultados e Discussao

Identificou-se Salmonella spp. em 57,1% dos matadouro-frigorificos
amostrados, ou seja, em quatro dos sete estabelecimentos obteve-se pelo menos um
resultado positivo para o patdgeno pesquisado. Foram isoladas 12 amostras de
Salmonella spp. nos seguintes pontos: swabs de cloaca; esponja das gaiolas de
transporte ap6s lavagem; carcaga apds a depenagem; carcacga apés a lavagem, antes do
pré-resfriamento; frangos apds a primeira lavagem; carcaca apds a evisceragdo, antes da
lavagem final; carcaga apOs o pré-resfriamento; carcaca com 24 horas de
congelamento; carcagca com 60 dias de congelamento.

No método quantitativo, 0 nimero mais provavel miniaturizado (mNMP),
possibilitou a quantificacdo e o isolamento de Salmonella em quatro amostras.
Contudo, nao foi possivel realizar uma correlagdo entre os dois métodos, pois em
apenas uma das amostras, um pool de swabs de cloaca na coleta 1 do abatedouro B, foi
isolado Salmonella através dos métodos convencional e mNMP. Entretanto, constatou-
se que um numero maior de isolados foi obtido a partir do método convencional. Os
pontos de amostragem, a técnica de isolamento e o0s sorovares identificados
(Salmonella Anatum, S. Agona, S. Bredeney, S. Brandenburg, S. Infantis, S.

Schwarzengrund e S. Tennessee) estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Sorovares detectados conforme a técnica de isolamento, ponto amostrado e
abatedouro.

Resultado Ponto de amostragem Técnica de

Abatedouro Coleta  Swab P g Sorovar
Positivado Isolamento

a campo
B 1 Negativo Swabs de cloaca Convencional S. Anatum’
B 1 Negativo Swabs de cloaca NMP S. Anatum’
B 1 Negativo Carcaga ap6s a depenagem Convencional S. Brandenburg
B 1 Negativo Carc_a(;a apos a lavagem, antes do pré- Convencional S. Brandenburg

resfriamento

Negativo - . ,
E 3 Esponja das gaiolas de transporte apds lavagem  NMP Salmonella Agona.
F 1 Negativo Carcaca com 24 horas de congelamento Convencional S. Tennessee
G 1 Negativo Swabs de cloaca NMP Salmonella Bredney

e Schwarzengrund.

G 1 Negativo Frangos apds a primeira lavagem Convencional Salmonella sp.
G 1 Negativo fCiz;?aga apos a evisceragdo, antes da lavagem Convencional Salmonella Bredney.
G 1 Negativo Carcaca ap6s o pré-resfriamento NMP Salmonella sp.

Negativo : - . . .
G 2 Esponja das gaiolas de transporte apds lavagem  Convencional Salmonella Infantis.
G 3 Negativo Carcaca com 60 dias de congelamento Convencional ial{?;(]mlez”a

1 Amostras de Salmonella Anatum, isoladas a partir do mesmo pool de swabs de cloaca,
provenientes de técnicas de isolamento diferentes, convencional e NMP;
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Analisando a Tabela 1, podemos observar que os matadouro-frigorificos B, E,
F e G foram positivos, ou seja, 4 dos 7 (57,1%) matadouro-frigorificos coletados
tiveram amostras positivas para Salmonella spp., com maior nimero de isolados no
abatedouro G.

No abatedouro B, além do isolamento de Salmonella a partir dos swabs de
carcaca, também houve isolamento a partir da carcaca apds a depenagem e ap0s a
lavagem antes do pré-resfriamento. Estes resultados reforcam o apontado por Mead et
al.(2010), os quais apontam as etapas de depenagem e evisceracdo como duas das
etapas que oferecem risco de contaminacéo de carcacas.

Conforme dados obtidos no Global Foodborne Infections Network (GFN)
Country Databank (WHO, 2013), pode-se verificar o relato da presenca dos sorovares
isolados em diferentes paises e tipos de amostras. A S. Tennessee nao esta entre 0S
principais sorovares associados a surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS),
ndo havendo notificagfes pela GFN de isolamentos em humanos na América, apesar de
haver dados de isolamento de humanos provenientes da Europa e do Jap&o. No Brasil,
dados da GFN relatam isolamento de S. Tennessee de alimentos, sendo 203 amostras
isoladas em 2002, 2007 e 2008. A S. Brandenburg tem relatos de isolamento no Brasil
em humanos, com 3 isolados em 2004, mas ndo foi encontrada em amostras de
alimentos ou animais.

A S. Bredeney ndo tem registro de isolamento em humanos no Brasil, ja em
alimentos, no ano de 2010 foram 114 isolados. Ja a S. Schwarzengrund aparece com
163 isolados em alimentos e 12 isolados em humanos no ano de 2012 (WHO, 2013).

Em relacdo a S. Anatum no Brasil, em humanos ja houve isolamento de 33
amostras, com 2 isolados em 2001, 8 em 2004, 15 em 2005, 2 em 2006 e 6 em 2007,
em alimentos teve 456 isolados, sendo 28 em 2001, 32 em 2004, 36 em 2005, 53 em
2007, 171 em 2009 e 136 em 2010, e em animais com 437 amostras, com 21 isolados
em 2001, 24 em 2003, 20 em 2004, 57 em 2005, 83 em 2006, 92 em 2007, 49 em 2008,
53 em 2009, 38 em 2010 (WHO, 2013).

Dentre os sorovares isolados neste estudo, a S. Infantis e S. Agona sdo as que
aparecem com maior nimero de isolamentos em humanos, sendo que no ano de 2005
foram 129 isolados de S. Agona, e em 2012, 24 de S. Infantis. Ja em alimentos, foram
62 isolados de S. Agona em 2012 e de 189 de S. Infantis no mesmo ano (WHO, 2013).

Considerando que, a partir de uma Unica unidade amostral, o pool de swabs de

cloaca na coleta 1 do abatedouro B, houve o isolamento de Salmonella pelos dois
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meétodos utilizados, convencionamos que nosso total de amostras positivas foram 11,
por haver este duplo isolamento de uma s6 amostra. Deste modo, a prevaléncia obtida
de Salmonella spp. sobre o total de amostras analisadas foi de 1,02% (11/1071).
Avaliando a prevaléncia frente aos métodos utilizados, obteve-se 0,37% (4/1071) de
Salmonella spp através do mNMP e 0,74% (8/1071) de isolados utilizando o método
convencional.

Foi possivel realizar a quantificacdo Salmonella spp. em quatro amostras
analisadas. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Quantificacdo obtida através do método NMP miniaturizado.

Abatedouro/Coleta Ponto de amostragem Resultados  Unidade Sorovar
B/1 Swabs de cloaca 0,36 NMP/MI S. Anatum
E/3 :Esponja das gaiolas de transporte apés 1,005" NMP/cm? . Agona.
avagem
G/l Swabs de cloaca 1,6 NMP/mL S. Bredney e
Schwarzengrund
G/1 Carcaca apo6s o pré-resfriamento 1,5% NMP/g Salmonella sp.

! Resultado obtido através do célculo pela area amostrada, NMP original pela combinacéo de
pocos: 0,13 NMP/mL
% Resultado obtido através do calculo pelo peso da carcaca, NMP original pela combinacéo de
pocos: 0,26 NMP/mL

Avaliando os diferentes pontos de coleta, foi possivel quantificar Salmonella
spp. em dois pools de swabs de cloaca, em uma esponja das gaiolas de transporte apos
a lavagem e em uma carcaca apés o pré-resfriamento (Figura 1).

Figura 1. Comportamento quantitativo de Salmonella spp. nos pontos
analisados.

Comportamento quantitativo de Salmonella spp. nos pontos
analisados
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Pontos de Coleta

Legenda - 1. Swab de cloaca; 2. Esponja das gaiolas de transporte antes lavagem; 3. Esponja das
gaiolas de transporte apds lavagem; 4. Carcacas antes da escaldagem; 5. Agua Escaldagem;
6. Carcacas ap0s a escaldagem; 7. Carcagas apds a depenagem; 8. Carcacas apds a 1 lavagem;
9. Carcacas apos a evisceracdo, antes da lavagem final; 10. Carcacas apos a lavagem, antes do
pré-resfriamento; 11. Agua do abastecimento; 12. Agua Pré-chiller; 13. Agua Chiller; 14.
Carcacas ap6s o pré-resfriamento; 15. Carcacgas congeladas -12°C 24h; 16. Carcacas congeladas
-12°C 30 dias; 17. Carcacgas congeladas -12°C 60 dias.
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Para realizagdo do grafico da Figura 1 foi realizada a média, e convencionou-
se a divisdo dos resultados obtidos no mNMP por trés, que foi 0 nUmero de amostras
coletas por ponto. Para o ponto swab de cloaca, onde se obteve dois resultados de
MNMP, apos a realizacdo da média pelo nimero das amostras foi feita a média do
ponto de coleta, somando os resultados e dividindo por dois.

Os resultados obtidos mostram a necessidade de se utilizar simultaneamente
um método de isolamento qualitativo em complementacdo a um método quantitativo,
visto que, quando este patégeno estiver presente em quantidade inferior a 0,13 NMP/g
ou mL, o método qualitativo convencional demonstrou-se mais eficaz para a detec¢do
de Salmonella spp.

Na Figura 2 podemos observar que as etapas onde houve presenca de
Salmonella variaram entre os matadouro-frigorificos, sendo que apenas em dois deles
houve a detec¢do no mesmo ponto, no swab de cloaca e nas gaiolas de transporte das
aves.

Figura 2. Numero de isolados de Salmonella spp. por ponto de coleta.

Numero de isolados de Salmonella spp. por ponto de
coleta
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Legenda - 1. Swab de cloaca; 2. Esponja das gaiolas de transporte antes lavagem; 3. Esponja
das gaiolas de transporte apds lavagem; 4. Carcagas antes da escaldagem; 5. Agua
Escaldagem; 6. Carcacas apds a escaldagem; 7. Carcacas apds a depenagem; 8. Carcagas ap0os
a 12 lavagem; 9. Carcagas apos a evisceracdo, antes da lavagem final; 10. Carcagas ap6s a
lavagem, antes do pré-resfriamento; 11. Agua do abastecimento; 12. Agua Pré-chiller; 13.
Agua Chiller; 14. Carcagas ap0s o pré-resfriamento; 15. Carcacas congeladas -12°C 24h; 16.
Carcacas congeladas -12°C 30 dias; 17. Carcagas congeladas -12°C 60 dias.

Esta observacdo vem de encontro com a avaliagdo de risco de Salmonella em
frangos de corte editada pela FAO/WHO (FAO/WHO, 2002) que descreve cada etapa
do processamento de aves pode aumentar ou diminuir a prevaléncia de Salmonella na

carcaga de frango, sendo provavel que cada etapa do abate seja similar em todas as
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regides do mundo, porém a mudanca na carga microbiana de cada etapa pode diferir,
dependendo dos equipamentos, tecnologias e praticas de higiene empregadas.

A diferenca nos resultados quanto ao isolamento de Salmonella spp. nas
diversas etapas do processamento de aves nos estabelecimentos estudados, assim como
apontado pelos autores Von Ruckert et al. (2009), deve-se também ha possivel variagcdo
de padrdes de higiene entre os diferentes matadouro-frigorificos de aves.

Referente aos parametros temperaturas, pH e cloro da agua de escaldagem,
tanque de pré-chiller e chiller, todos estes foram aferidos e estiveram dentro do padréo
preconizado pela legislacdo conforme a Portaria 210 do MAPA (Brasil, 1998), sem
diferenca estatisticamente significativa entre os matadouro-frigorificos amostrados.

Conforme preconizado pela legislacdo, a agua utilizada no processamento de
aves ndo pode ser hiperclorada, com exce¢do da agua dos tanques de pré-resfriamento
que tem como limite 5 ppm de cloro (BRASIL, 1998). Ja a temperatura da dgua dos
pre-chiller e chiller tem como limite 16° e 4°C respectivamente, enquanto o pH deve
ficar dentro do limite de 6,5 a 9.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as caracteristicas de criacdo e do abatedouro
registradas e analisadas frente o resultado de pesquisa de Salmonella spp.

O resultado de lote positivo ou negativo a campo ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) sobre o resultado de presenca de Salmonella nas diferentes etapas
do abate. Fato que pode estar associado a realizacdo dos testes a campo em fase inicial
da criacdo da ave. Conforme a FAO/WHO (FAO/WHO, 2009), a amostragem a campo
deve ser realizada 0 mais proximo possivel do carregamento das aves para o abate.

Outra possibilidade é a falha na amostragem de swab a campo, ou falha na
execucdo do mesmo, que pode levar a falsos negativos e comprometer a continuidade
de controle do patdgeno na cadeia de aves, uma vez que ndo permitira que haja a
programacdo deste lote para que seja abatido no final do turno.

Conforme o Oficio Circular Conjunto DSA/DIPOA namero 01/2009 (BRASIL,
2009), aditado pelo Oficio Circular Conjunto DSA/DIPOA numero 01/2010 (BRASIL,
2010) que trata dos procedimentos para monitoramento de estabelecimentos de frangos
de corte e perus para salmoneloses aviarias, todos os estabelecimentos de frango de
corte e de perus que fornecem matéria prima para matadouro-frigorificos habilitados
para exportacdo, devem realizar coleta de materiais (amostras de fezes, ou swab de

arrasto) para exame bacteriologico para salmonelose a cada quatro meses.



Tabela 3: Caracteristicas de criacdo e do processamento por abatedouro.

MF RSC EAC TDH TAP 1AA(d) NAA VA NLA TVS DC EU APPCC PPHO EA NP
(h) (h) (aves/h) (d) (a/m2)
A Neg. Inverno 6 6 33 71000 3900 1 30 14,5 N N S N O
A Neg. Primavera 6 6 34 44000 3900 1 30 14,5 N N S N O
A Neg. Verdo 12 12 34 43076 5300 4 32 15 N N S N O
B Neg. Primavera 5 9 32 371567 7000 4 12 15 S S S S 3
B Neg. Primavera 5 10 35 401071 7000 5 16 15,5 S S S S 0
B Neg. Verédo 4 45 32 373612 7000 4 12 15 S S S S 0
C Neg. Veréo 8 11 44 54259 5300 4 32 15 N N S N O
C Neg. Veréo 8 6 49 59700 5300 4 10 12 N N S N O
C Neg. Outono 8 8 42 55000 5300 4 20 12 N N S N O
D Neg. Veréo 6 5 43 177500 10000 2 15 11,5 S N N S 0
D Pos.  Verédo 6 5 43 166793 10000 13 15 11,5 S N N S 0
D Neg. Outono 6 6,5 43 166000 10000 4 31 15 S N N S 0
E Neg. Veréo 10 10 43 127664 7980 4 20 10 N N S S 0
E Neg. Outono 11 10 42 125533 7980 4 14 10 N N S S 0
E Neg. Outono 12 9 48 129036 7980 3 15 10 N N S S 1
F Neg. Outono 10 10 35 120000 9600 4 16 15 N N N S 1
F Neg. Outono 10 9 34 130000 9600 4 16 15 N N N S 0
F Neg. Outono 8 10 35 148791 9600 4 16 15 N N N S 0
G Neg. Inverno 10 8 42 224923 5500 10 9 12 S N S N 4
G Neg. Primavera 9 7 44 231328 5500 11 17 12 S N S N 1
G Neg. Primavera 4 4 45 227185 5500 3 11 14 S N S N 1

Legenda — MF. Abatedouro; RSC. Resultado de swab a campo; EAC. Estacdo do ano na coleta; TDH. Tempo da dieta hidrica aplicada no lote; TAP. Tempo entre a apanha
das aves e o0 abate; IAA. Idade das aves no abate; NAA. Numero de aves abatidas; VA. Velocidade de abate; NLA. NUmero de aves alojadas na mesma cama; TVS. Tempo
de vazio sanitario; DC. Densidade de criacdo das aves; EU. Habilitacdo exportacdo para Europa; APPCC. Historico de desvios de APPCC; PPHO. Historico de desvios de
PPHO; EA. Evisceracdo automatica; NP. Nimero de amostras positivas para salmonela; N. ndo; S. sim; Neg. Negativo; Pos. Positivo
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Desta forma, todos os estabelecimentos sdo amostrados, porém nem todos 0s
lotes encaminhados ao abate possuem laudo de analise especifico, ou seja, se
porventura o lote for encaminhado para o abate sem ter sido amostrado ainda dentro do
periodo de quatro meses, o laudo de outro lote alojado dentro deste mesmo periodo
embasa o status sanitario daquele lote para Salmonelose spp.

Conforme os resultados deste presente estudo, podemos considerar necessario
que todos os lotes enviados ao abate apresentem laudo especifico embasado com teste
realizado neste proprio lote, promovendo um aumento consideravel das garantias da
informacao sobre a positividade ou negatividade do lote que chega para ser abatido, e
consequentemente proporcionando o correto encaminhamento destas aves no momento
da chegada ao matadouro-frigorifico.

Em estudo realizado por Franz et. al. (2012), houve correlagéo significativa
(p<0,05) entre a prevaléncia de Salmonella a campo e na chegada do mesmo lote de
aves ao abatedouro, sendo as coletas a campo feitas no periodo final da criacéo,
proximas ao momento da apanha das aves e encaminhamento para o abate.

No presente estudo houve dois resultados de positividade no swab de cloaca
das aves na chegada do lote no abatedouro, apesar do resultado negativo a campo
destes mesmos lotes, indicando que lotes negativos a campo podem estar positivos na
chegada ao abatedouro. Conforme relatado por Hinton et al. (2000), o jejum alimentar
aplicado é um dos fatores que pode influenciar a multiplicacdo do patégeno. Durante o
periodo sem alimentacdo hd uma mudanca da flora do inglivio das aves e o pH é
alterado de &cido para proximo do neutro, situacdo que favorece o desenvolvimento
destas bactérias e a contaminacdo durante o transporte e consequentemente a
necessidade de uma higienizacao adequada das gaiolas de transporte.

A presenca de Salmonella em swab de gaiola de transporte de aves apos a
higienizacdo em dois dos estabelecimentos amostrados demonstra que esta etapa
constitui-se em um dos pontos criticos onde deve ser aplicada uma correta acdao de
limpeza e desinfeccdo, pois desvios podem repercutir diretamente no nivel de
biosseguranca da cadeia de producdo. Conforme Corry et al. (2002), cuidados com a
escolha do desinfetante, modo e dosagem de aplicacdo sdo fundamentais, além do
cuidado com a possivel presenca de biofilmes.

Slader et al., (2002) reportaram que a ndo eliminacdo total da matéria organica
na superficie das gaiolas ap6s o procedimento de lavagem também contribui como

barreira protetora para bactérias. O material fecal residual presente nas gaiolas de
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transporte de aves tem sido identificado como um fator chave na contaminagédo de
carcacas, segundo estudos de Heyndrickx et. al. (2007), e melhorias no processo de
lavagem de gaiolas s&o necessérias (TINKER, BURTON, & ALLEN, 2005). Conforme
Mead et. al. (2010), é necessario o cuidado especial de higiene com todo o
equipamento utilizado na apanha das aves e gaiolas de transporte de aves vivas para
evitar a contaminagéo do lote.

Outro fator que pode desencadear a positividade dos lotes € o aumento do
estresse das aves quando estas sd&o movimentadas na fase de apanha e transporte
associado fatores como as condicfes dos veiculos, tempo de viagem, temperatura e
condicdes da estrada, que aumentara a excre¢do fecal podendo provocar um aumento
na contaminacdo cruzada (ACMSF, 1996; FAO/WHO, 2009). Durante o transporte, as
aves sdo acondicionadas em gaiolas que séo colocadas uma acima das outras, sendo
que as fezes caem da gaiola de cima para a de baixo.

Analisando a influéncia da estacdo do ano sobre os resultados positivos para
salmonela nos lotes amostrados, observou-se variagdo entre os achados, porém sem
relacdo estatistica significativa (p>0,05), sendo que trés lotes positivos foram
amostrados na primavera, dois no outono e um no inverno. Em analise feita por Pieskus
et al. (2008) sobre a distribuicdo de Salmonella em amostras de fezes de frangos
durante as diferentes esta¢cdes do ano foi indicado que o periodo de maior prevaléncia
foi a primavera (45,5%), onde a porcentagem de amostras infectadas no inverno
(16,7%), verdo (24%) e outono (12,9%) foram menores.

O fator tempo entre a apanha da ave na granja e o seu abate, assim como o
tempo de dieta hidrica ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significativa
(p>0,05) neste estudo, sendo que este tempo variou entre quatro a doze horas entre 0s
lotes amostrados.

Também ao analisarmos as variaveis: idade das aves no abate, nimero de lotes
alojados na mesma cama do aviario, nimero de aves abatidas no dia da coleta e
velocidade de abate, individualmente através da correlacdo de Spearman frente ao
namero de lotes positivos, ndo houve resultado estatisticamente significativo (p>0,05).

O tempo de vazio sanitario, que variou de 9 a 32 dias entre as producdes
amostradas, com mediana de 16 dias, conforme a analise de correlagdo de Spearman
apresentou correlagdo estatisticamente significativa (p=0,036), inversa e moderada
entre esta variavel e o nimero de lotes positivos, ou seja, 0 tempo de vazio sanitario

menor que 16 dias influenciou na positividade do lote para o patdgeno pesquisado.
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Conforme Oliveira, J.R. et al., (2010) considera-se vazio sanitario o periodo em
que a instalacdo permanece vazia e 0s processos de limpeza e desinfeccdo séo
realizados. O vazio sanitario permite a destruicdo de certos organismos ndo atingidos
pela desinfeccdo, mas que se tornam sensiveis a agdo dos agentes fisicos naturais como:
aumento da temperatura, ventilagdo e incidéncia de sol, permitindo a secagem das
instalacbes. O tempo de vazio sanitario varia com o tipo de criagdo, status sanitéario da
propriedade e a programagéo dos novos lotes.

Segundo Ferreira (2008), dentre as acOGes de biosseguridade na criacdo de
frangos, ap6s a higienizacdo deve-se deixar o aviério fechado durante um periodo
minimo de 10 dias e antes do recebimento de novos animais deve ser feita uma nova
desinfeccdo. Namata et al. (2009) descreve que medidas sanitarias como o tempo de
vazio sanitario reduzem os fatores de risco para prevaléncia e persisténcia de
Salmonella nos lotes. Os mesmos autores citam que no caso de lotes positivos para
este patdgeno, o tempo de vazio sanitario apds a retirada das aves do aviario deve ser
de no minimo seis semanas para que haja a reducdo do risco de contaminacdo do
proximo lote a ser alojado no mesmo ambiente.

Ainda, conforme Berchieri e Macari (2000), a salmonelose, entre outras
enfermidades, podem atacar severamente areas com cria¢fes avicolas em que foram
realizadas limpeza e desinfeccdo de forma inadequada, ou ndo foram realizadas. Nao so
a efetiva aplicacdo dos procedimentos de limpeza e desinfeccdo sdo importantes, mas
também o controle de sua eficacia (BARKER et al., 2003; WALES et al., 2007).

As caracteristicas dos matadouros-frigorificos: estabelecimento exportador para
paises com exigéncias especificas; estabelecimento com tendéncia de desvio no seu
programa APPCC; estabelecimento com tendéncia de desvio no seu programa PPHO; e
tipo de evisceracdo automatica, sobre a prevaléncia de lotes positivos para Salmonella
ndo apresentaram correlacdo significativamente estatistica (p>0,05) com o nimero de
lotes positivos.

As caracteristicas observadas também foram analisadas em conjunto através de
analise multivariavel de Poisson. A primeira analise envolveu o nimero de aves
alojadas e o tempo de vazio sanitario, as quais ndo obtiveram significancia estatistica.
Porém na analise de regressdo de Poisson para estimar as razdes de prevaléncia,
observamos que aqueles lotes que foram alojados em camas ja submetidas a mais de 4
lotes anteriormente alojados, tiveram 1,86 vezes maior chance de positivar para

Salmonella quando comparado com aqueles lotes alojados em camas submetidas a
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menos de 4 lotes anteriormente alojados, porém ndo houve significancia estatistica
(p>0,05) para este resultado, o que pode ter ocorrido devido ao numero reduzido de
resultados positivos da amostragem para esta analise.

Analisando em conjunto a idade das aves no abate e densidade de criagdo,
assim como a analise de multivariaveis envolvendo o nimero de lotes alojados, tempo
de vazio sanitario, idade das aves no abate, e densidade de criagcdo, estas ndo
apresentaram correlagcdo estatisticamente significativa (p>0,05) quando em referéncia
ao nimero de lotes com algum resultado positivo.

O mesmo aconteceu para a analise do nimero de aves abatidas e velocidade do
abate em conjunto, quando estas variaveis ndo demonstraram correlacdo estatistica
(p>0,05) com 0 numero de lotes positivos.

Também ndo houve correlacdo estatistica (p>0,05) na analise de
multivariaveis estudando os estabelecimentos com historico de desvios de PPHO em
conjunto com o sistema de evisceragdo automatico, assim como quando analisadas as
variaveis historico de desvios de PPHO, nimero de aves abatidas no lote e velocidade
do abate.

Referente as etapas do abate, a deteccdo de Salmonella na carcaca apos a etapa
de depenagem observada em um dos estabelecimentos reforca o entendimento que este
ponto € um dos mais implicados em contaminacéo da carcaca. A depenadeira consiste
em discos rotatorios com a presenga de dispositivos alongados de borracha (“dedos de
borracha”) que quando nao devidamente higienizados permitem que organismos
permanecam aderidos no equipamento, favorecendo a formacédo de biofilmes (ACSMF,
1996). Conforme Mead (2010) e Lillard, (1989), o processo de depenagem provoca a
disseminacdo de material organico presente na superficie da carcaca carreando também
microrganismos possivelmente presentes que podem aderir na maquina depenadeira,
principalmente se fixando em ranhuras dos “dedos de borracha” do equipamento, sendo
a contaminacdo cruzada uma ocorréncia inevitavel.

As depenadeiras sdo dificieis de higienizar, e a manutencdo da estrutura do
equipamento deve ser mantida constantemente, pois a substituicdo dos “dedos de
borracha” avariados é necessaria para evitar o aumento de contaminagdo, devido a
permissdo de entrada de microrganismos nas ranhuras e vilosidades, proporcionando
maior contaminagéo cruzada (MEAD, 2010).

Apos a etapa de depenagem, ha um chuveiro de lavagem que marca a divisao

entre a area suja e a area limpa do abate. Conforme a Portaria 210 do MAPA (BRASIL,
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1998), apesar da exigéncia deste chuveiro, ndo h& pardmetros definidos a serem
seguidos em relagdo a sua vazédo e pressdo. Conforme os resultados deste estudo foi
observada a presenca de Salmonella em carcaca apdés ter sido submetida a esta lavagem,
0 que conduz ao entendimento que ha necessidade de ajustes ou definicdo de
parametros para esta etapa que poderiam levar a obtencdo de entrada de carcagas com
sua superficie ndo contaminada na area de evisceracdo. Segundo Lillard (1990), a
remoc¢do de bactérias da superficie de carcaca de aves torna-se dificil quando estas
apresentam-se firmemente aderidas aos tecidos epiteliais.

Podemos indicar que esta primeira lavagem deve ser considerada como um PC,
assim como a etapa de evisceracdo, pois o controle do indice de contaminacdo da
carcaga nestas duas etapas pode contribuir de forma significativa na eficacia do
monitoramento e verificacdo dos PCCs, uma vez que auxiliariam na prevencdo a
sobrecarga de possiveis desvios no PCC.

Outro ponto obsevado com grande potencial de contaminagdo € a etapa de
evisceracdo. No presente estudo uma das presencas do patdgeno foi apds a evisceragédo
antes da lavagem final. Como este processo envolve a exposicdo das visceras, durante
sua manipulacdo pode haver a ruptura das mesmas provocando vazamento do contetido
gastrintestinal e contaminacéo da superficie da carcaca.

Conforme apontado pela FAO/WHO (2002), este tipo de problema pode
ocorrer com certa frequéncia uma vez que 0s equipamentos utilizados para a
evisceracdo ndo sao flexiveis aos diferentes tamanhos das aves. Este problema pode ser
minimizado com a utilizacdo de evisceradoras que separam as visceras em bandejas
ap0s sua remocdo, evitando o contato com a carcaca.

A etapa de evisceracdo envolve uma série de maquinas automatizadas; e mesmo
quando o processo € manual, a utilizacdo de equipamentos se faz presente. Esta etapa
pode contribuir consideravelmente para o aumento da prevaléncia de Salmonella
(SARLIN et. al., 1998; CARRASCO et. al., 2011).

Segundo o estudo de Rodrigues et. al. (2008), as operacdes de eventracdo e
evisceracdo devem ser criteriosamente consideradas num plano APPCC de abate de
frangos, devido a maior probabilidade de contaminacdo fecal nessa fase. Por isso, 0
rigoroso controle da higiene ambiental da respectiva area e equipamentos e a
minimizacdo das ocorréncias de rompimento de visceras devem ser implementados

para o sucesso do plano APPCC.
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Os pontos criticos de controle para perigo biol6gico, PCCs, estipulados pelo
MAPA para o abate de frangos s@o dois: a etapa de revisdo de carcagas (realizada apos
a evisceracdo e antes da passagem pelo chuveiro final), na qual o limite critico é
tolerancia zero para a presenca de contaminacgdo visivel na superficie da carcaca, e a
etapa de resfriamento, na qual a carcaca precisa reduzir sua temperatura até no maximo
+4°C em quatro horas (BRASIL, 2006);

Os resultados positivos de Salmonella nas carcagcas amostradas apos a
evisceracdo antes da passagem pelo chuveiro final induzem a necessidade de atencao
nos procedimentos de evisceracdo que envolve regulagem de maquinas evisceradoras e
treinamento de colaboradores que trabalham nas linhas de evisceracdo. Além da
elaboracdo criteriosa de um plano APPCC, os seus pré-requisitos como boas praticas de
fabricagéo, envolvendo um responsavel treinamento de colaboradores da producéo, e o
Procedimento Padrdo de Higiene Operacional, que cobre a limpeza e desinfeccdo do
estabelecimento sdo fundamentais no sistema de gerenciamento de seguranca alimentar
(MEAD, 2010).

A observacdo de presenca de Salmonella na carcaca apés a lavagem final antes
da carcaca adentrar no sistema de pré-resfrimento colabora com as afirmagfes de
Lillard (1990b) quando este autor descreveu que o sistema de lavagem pode aumentar
ou diminuir a prevaléncia do patdgeno, dependendo da aderéncia da bactéria na
superficie da carcaca assim como o tipo de lavagem utilizado, que deve evitar a
contaminacdo cruzada.

Em todos os matadouros-frigorificos estudados o sistema de pré-resfriamento
foi feito por imersdo em &gua em tanques com sistema de entrada da carcaca
contracorrente. E das amostras positivas para Salmonela, uma foi detectada na carcaca
apos esta etapa.

Ao analisarmos 0 comportamento quantitativo do patdgeno, esta carcaca na
saida do chiller foi a que apresentou a maior contagem pelo método mNMP (0,5 NMP),
fato que reforca a identificacdo desta etapa como um ponto especifico do abate que
requer o constante monitoramento de suas variaveis como temperatura, vazdo de
renovacao de agua, cloracdo e tempo de permanéncia da carcaca dentro do sistema.

No Brasil, conforme a Portaria 210 do MAPA de 1998 (BRASIL, 1998), que
trata sobre a inspecdo de carne de aves, a utilizagdo de cloro na 4gua de abastecimento

do sistema de pré-resfriamento (chiller) s6 pode ser feita no maximo de 5ppm, e
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considerando que os estabelecimentos amostrados sdo exportadores e atendem a
requerimentos especificos, a concentragdo maxima de cloro permitida foi de 2ppm.

O pré-resfriamento da carcaca de frango a +4°C ou menos supBe que haja
garantia que nenhuma Salmonella presente serd capaz de se multiplicar. Esta etapa
inclui a imersdo da carcaca em agua refrigerada. Como a &gua utilizada no sistema de
pré-resfriamento € constantemente renovada, 0 acimulo de bactérias deve ser minimo.
Porém, uma vez que um grande nimero de carcacas adentra 0 mesmo sistema e de
forma continua, as chances de ocorrer contaminagdo cruzada sdo aumentadas. Sendo
assim, a agua do sistema de pré-resfriamento em imersdo é o principal fator a ser
considerado na transmissdo de Salmonella entre aves e entre lotes (JAMES et al., 1992;
LILLARD, 1990a; SARLIN et al., 1998).

No estudo realizado por Costa e Carvalho (2001), quando elaboraram um
plano de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle para uma linha de producdo
de frango inteiro congelado de um abatedouro, determinaram que a etapa de pre-
resfriamento de carcacas nos chillers sdo pontos criticos de controle (PCC), salientando
a importancia da existéncia do monitoramento da temperatura, cloracdo e renovacéao da
agua do sistema.

Cason et al. (2000), afirmaram que o risco de contaminacdo cruzada na etapa
de resfriamento por imersao tem grande chance de ocorrer, e € mais importante no caso
das bactérias patogénicas, as quais sdo geralmente encontradas em baixas contagens e
em poucas carcagas.

Analisando os resultados do presente estudo em conjunto com a Circular 668 do
MAPA (BRASIL, 2006), afirma-se a necessidade de identificacdo da etapa de revisao
de carcacas como PCC, assim como a etapa de pré-resfriamento, uma vez que se
houver a presenca de Salmonella nestes pontos, ndo havera outra etapa em que seja
possivel uma intervencdo para eliminagéo deste perigo.

Conforme a Tabela 1, o abatedouro F apresentou uma deteccdo de Salmonella
em carcaca amostra ap0s o periodo de 24 horas de congelamento, e o abatedouro G
também obteve uma presenca do patdgeno em carcaca de frango apds 60 dias de
congelamento.

Este dado é importante, pois apesar das baixas temperaturas poderem exercer
danos a célula bacteriana, foram identificadas duas amostras positivas para Salmonella,
indicando risco potencial de resisténcia das mesmas mesmo em condi¢bes de

temperaturas abaixo de -18°C (temperatura maxima do produto congelado amostrado),
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e mesmo apos o periodo de sessenta dias sob estocagem nestas condigdes. A presenca
de Salmonella em amostras de carcacas de frango congeladas foi observada em estudos
realizados no Reino Unido por Roberts (1982); ja em Portugal, estudo de Bernardo &
Machado (1989) mostraram 60,5% de positividade em carcacas congeladas; e nos
Estados Unidos, Izat et al. (1991) obtiveram uma varia¢ao de 17 a 50% de positividade
em trés marcas comerciais analisadas.

Em estudos de Dominguez & Schaffner (2009), foi relatado que a Salmonella
pode sobreviver em produtos carneos de frango mesmo estes sendo mantidos estocados
sob temperaturas de congelamento a -20°C. E de acordo com Santos et al.(2000), a
carcaca de frango mesmo congelada, pode veicular Salmonella para os seres humanos.

Considerando-se que grande parte da comercializacdo de frangos no Brasil € de
carcagas congeladas, principalmente para atendimento do mercado externo
(exportacdo), estes resultados de positividade do patdgeno no produto congelado s&o
bastante significativos, e devem ser considerados na elaboracdo de medidas de controle
e deteccdo de Salmonella. Cabe lembrar que para a presenca de Salmonella no produto
final em muitos paises para os quais o Brasil exporta, o critério é Salmonella zero,
sendo que sua detecgdo gera o impedimento da entrada da carga amostrada no pais de
destino gerando notificagdes internacionais que podem interferir nos acordos sanitarios
bilaterais, gerando altos custos para a empresa exportadora.

Os resultados do presente estudo conduzem a necessidade de adocdo de
cuidados que objetivam o controle da disseminacdo de Salmonella ainda na criacdo das
aves. E devido ao risco de exposicdo ao patdogeno ndo poder ser eliminado, todos 0s
lotes de aves vivas devem ser testados ao redor de duas semanas anterior ao abate,
reforcando o ja recomendado por Mead et. al. (2010), sendo esta uma medida de
controle muito importante e que merece atencdo na sua execucgdo. Este teste permite
que qualquer lote positivo seja abatido em separado, resultando em maior controle

sobre a presenca do patdgeno na carcaca de frango.
Concluséo
Atualmente existe uma padronizacdo nos procedimentos adotados pelos

estabelecimentos de criagdo e de abate de frangos, ndo havendo diferencgas

significativas na prevaléncia de Salmonella entre os estabelecimentos habilitados para
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mercados especificos e os habilitados para os paises que aceitam a legislacdo de
inspecdo brasileira sem condigdes adicionais.

Os estabelecimentos amostrados estdo dentro do preconizado pela legislagéo
brasileira, demonstrando que as diretrizes do servi¢o oficial conduzem a obtencgéo de
produtos avicolas de qualidade, com baixa prevaléncia de Salmonella.

Os resultados deste estudo nos permitem concluir que o ndo embasamento do
status sanitario para Salmonella de cada lote especifico encaminhado ao abate favorece
a ndo correlacéo entre o resultado a campo e aquele obtido no momento da chegada das
aves na plataforma de recepc¢éo para o abate.

Dentre as caracteristicas estudadas, podemos afirmar que o tempo de vazio
sanitario apresentou correlacdo com a positividade de lotes abatidos, sendo que os lotes
alojados em estabelecimentos que sofreram vazio sanitario inferior a 16 dias tenderam
a positivar para Salmonella. Confirmando ser esta uma importante medida de

biosseguranca a ser adotada.
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Sistema de lavagem de carcacas e controle de Salmonella spp. em abatedouros de
frangos de corte

( Artigo a ser submetido para a Revista de Pesquisa Veterinaria Brasileira)

ABSTRACT.- Isolan L.W., Perdoncini G., Todeschini B., Santos L.R., Guahyba A.S.,
Depner R. & Nascimento V.P., 2015. [Carcass wash system and Salmonella spp.
controls in poultry slaughterhouses.] Sistema de lavagem de carcagas e controle de
Salmonella spp. em abatedouros de frangos de corte. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 8824,

Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: leonardo.isolan@agricultura.gov.br

The data of the Pathogen Reduction Program (PRP) for Salmonella spp. in
broiler carcasses were evaluated before and after the implementation of carcasses
washing system. A total of 2692 carcasses prior to system installation and 1940 after
installation were sampled, totaling 4632 samples in five slaughterhouses under Federal
Inspection in southern Brazil. The parameters pressure and volume of water flow used
in the washing system were collected to assess the influence of these variables on the
results for Salmonella spp . Prior to installation of the washers 156 carcass were
positive for Salmonella spp. and after installation 83 carcass resulted positive, with a
significant difference (p < 0.05 / OR 1.4) on the overall results. Two of the five
evaluated slaughterhouses showed a prevalence decrease of Salmonella spp. in the
sampled carcasses after installing the washer. However, in three establishments there
was no significant difference after installing this system. As higher is the water flow
better is the action of the washing system, while only the water pressure increased was

not enough to act on the pathogen in the sampled carcasses.
INDEX TERMS: broiler carcasses, PRP, Salmonella, slaughterhouses, washing system
RESUMO.- Avaliou-se os dados do Programa de Reducdo de Patogenos (PRP) para

Salmonella spp. em carcacas de frango de corte antes e ap6s a implantagdo do sistema

de lavagem de carcagcas. Foram amostradas 2692 carcagas antes da instalacdo do
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sistema e 1940 apds a instalagéo, totalizando 4632 amostras em cinco abatedouros sob
Inspecdo Federal no sul do Brasil. Também foram coletados os valores de presséo e de
volume de agua dos lavadores de carcagas para avaliar a influéncia destas variaveis nos
resultados para pesquisa de Salmonella spp. Anteriormente a instalagédo dos lavadores
obteve-se 156 resultados positivos para Salmonella spp. e ap6s a instalacdo 83
resultados positivos, com diferenca significativa (p<0,05 / OR 1,4) entre os resultados
gerais. Em dois dos cinco abatedouros avaliados houve reducdo na positividade para
Salmonella spp. nas carcacas amostradas apds a instalacdo do lavador. Entretanto, em
trés estabelecimentos ndo houve diferenca significativa apés a instalacdo deste sistema.
Quanto maior a vazdo de agua melhor a acdo do lavador, enquanto que somente o
aumento da pressdo de agua do sistema de lavagem ndo foi suficiente para agir sobre o

patdgeno nas carcagas amostradas.

TERMOS DE INDEXACAO: Abatedouros, carcacas de frango, PRP, Salmonella,

sistema de lavagem

INTRODUCAO

O Brasil é 0 maior exportador mundial de carne de frango, seguido pelos Estados
Unidos (ABPA, 2014), o que reflete a aplicacdo de técnicas avancadas e reconhecidas
de manejo, bem como da tecnologia de abate com qualidade higiénico-sanitario,
garantindo a comercializagdo dos produtos brasileiros em mais de 150 paises.

Entretanto, no cenario da avicultura mundial, Salmonella spp é um dos mais
importantes patdgenos associados a carne de frango e seus derivados (BRYAN &
DOYLE, 1995; BORSOI et al., 2010).

A legislacdo vigente no Brasil rege as medidas aplicaveis no processamento de
aves e consta no Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Higiénico-Sanitaria
de Carne de Aves (BRASIL, 1998). Também visando a qualidade higiénico sanitaria
dos produtos de origem animal, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
do Brasil (MAPA) instituiu diversos programas de controle, onde destacam-se o
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL,2006),
implantado gradativamente nos estabelecimentos sob Servico de Inspegdo Federal
(SIF), e o Programa de Reducdo de Patdgenos (BRASIL, 2003), que contempla a

analise laboratorial sistematica de carcacas de frangos e perus para a pesquisa de
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Salmonella spp. nos matadouros frigorificos de aves registrados junto SIF (VON
RUCKERT et al., 2009).

O Regulamento Técnico para aves proibe a entrada de carcacas com qualquer
tipo de contaminacdo visivel no sistema de pré-resfriamento ou pré-chiller (BRASIL,
1998). Ja a Circular 668 (BRASIL, 2006) estabelece as diretrizes para a elaboracdo do
APPCC, apresentando um plano genérico para o processamento de aves, no qual o
Ponto Critico de Controle Bioldgico 1 (PCC 1B) deve ser posterior a etapa de revisdo
das carcacas na evisceracdo. O limite critico deste ponto é a tolerancia zero para
contaminacdo externa e interna visivel por conteldo gastrintestinal e/ou biliar nas
carcagas. Entretanto, ndo ha definicdo da forma de execucdo da acdo corretiva a ser
aplicada para a eliminagéo das contaminagdes em casos de desvios deste PCC.

J4 a Resolugdo n° 04 do MAPA (Brasil, 2011) autoriza o emprego de um
sistema de lavagem de carcacas no abate de aves para remover a contaminagao por
conteddo gastrintestinal visivel nas superficies internas e externas das carcagas, anterior
a etapa de pré-resfriamento, como uma alternativa a préatica do refile. O refile é uma
operacdo manual de retirada da contaminacéo visivel da carcagca com o auxilio de facas,
onde a porcdo removida é descartada, 0 que gera perda de proteina associada a
prejuizos econdmicos para a industria avicola, além da depreciacdo da carcaca inteira,
que ¢ desclassificada como tal.

O sistema de lavagem de carcacas é utilizado em plantas processadoras de aves
nos Estados Unidos, como um chuveiro final na linha de evisceracdo, objetivando o
atendimento das diretrizes governamentais, que determinam tolerancia zero para
contaminacdo fecal em carcacas que entram no sistema de resfriamento (USDA, 1998).
No Canada e paises membros da Comunidade Europeia o sistema de lavagem de
carcacas também € aceito, bem como em organismos internacionais como o Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius, 2011; CFIA 2013).

Neste trabalho sdo relatados os primeiros resultados sobre a ocorréncia de
Salmonella spp. em carcacas de frango antes e apds a implantacdo do sistema de
lavagem de carcacas em cinco abatedouros de aves com Servico de Inspecdo Federal no

sul do Brasil.



71

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se os resultados para pesquisa de Salmonella spp. em carcagas de frango
amostradas ap0s a etapa de pré-resfriamento por imersdo, conforme preconizado pelo
Programa de Reducdo de Patdgenos na Instrucdo Normativa 70 (Brasil, 2003) em cinco
abatedouros sob Inspecdo Federal no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Os
resultados compilados compreenderam o periodo de seis meses de coletas do PRP
realizados antes e apds a instalacdo do lavador de carcagas, autorizado pela Resolucédo
nimero 04 (Brasil, 2011). O periodo exato relativo aos resultados de cada
estabelecimento variou conforme a data de aprovagdo e instalacdo do chuveiro nos
referidos abatedouros, mas sempre compreendendo seis meses antes e apos a instalacao
do lavador. Os estabelecimentos foram identificados pelas letras A, B, C, D e E, sendo
que em todos o lavador esta instalado na etapa de revisdo de carcacas, apOs O
Departamento de Inspegdo Final (DIF) e imediatamente antes do monitoramento do
PCC1B.

Os resultados do PRP foram obtidos no banco de dados do Servico de Inspegéo
de Produtos de Origem Animal da Superintendéncia Federal do MAPA, no estado do
Rio Grande do Sul, e analisados por meio do teste de analise de variancia e correlacéo
com o programa SPSS versédo 20.0 (IBM, 2011).

Também foram coletados os valores de pressdo e de volume de agua dos
lavadores de carcacas para avaliar a influéncia destas variaveis nos resultados para

pesquisa de Salmonella spp.

RESULTADOS

Foram amostradas 2692 carcacas de frango antes da instalacdo do sistema de lavagem
de carcaca e 1940 apds a instalacdo, totalizando 4632 amostras. Anteriormente a
instalacdo dos lavadores obteve-se 156 resultados positivos para Salmonella spp. e,
apos a instalacdo, 83 resultados positivos, com diferenca significativa (p<0,05 / OR
1,4) entre os resultados gerais (Tabela 1).

Com a lavagem de carcagas houve reducéo significativa (p<0,05) nos resultados
positivos para Salmonella spp. nos matadouros frigorificos A e E, enquanto que nos

estabelecimentos B, C e D, apesar de haver aumento do nimero de positivos, este nao
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foi significativo estatisticamente (p>0,05) para os resultados do PRP antes e apos a
instalacdo do sistema de lavagem de carcagas.
Os valores de pressdao e volume de agua dos lavadores de carcagas instalados

nos abatedouros estudados constam da Tabela 2 .

DISCUSSAO

Com o sistema de lavagem de carcacgas houve reducdo estatisticamente significativa na
positividade para Salmonella spp. em dois abatedouros, enquanto que em 3 abatedouros
ndo houve diferenca significativa nos resultados anteriores e posteriores a instalagéo
deste sistema, apesar do registro de aumento na ocorréncia do patdgeno nestes
estabelecimentos. Northcut et al. (2003) relatou que o sistema de lavagem de carcacas
comercial reduziu a contagem total de bactérias em uma planta amostrada, enquanto
que nao obteve 0 mesmo resultado em outras duas.

A eficiéncia da lavagem de carcaca esté atrelada a diversos fatores como o tipo
de equipamento de lavagem utilizado, pressdo e volume de agua, tempo de exposicao
da carcaca, velocidade de abate e direcionamento dos jatos de agua. Conforme Lillard
(1989), as aves chegam aos abatedouros com bactérias aderidas a pele, que ndo séo
facilmente removidas por lavagem com agua, concordando com Thomas e McMeekin
(1982), que observaram que lavagens continuas com agua podem remover bactérias a
cada processamento, mas concluem que ndo é possivel melhorar significativamente a
qualidade microbioldgica das carcacas pelo aumento do nimero de lavagens, uma vez
que as bactérias ja se encontram firmemente aderidas a pele.

Na Tabela 2 estdo descritas as diferencas entre os lavadores de cada
estabelecimento. A variacdo na pressdo de dgua na saida dos bicos de aspersao variou
entre 3,1 Kgf/cm? e 16,3 Kgf/cm?, enquanto a vazio de agua variou de 0,4 até 1,5 L por
carcaca, evidenciando que ndo ha padronizacdo entre os lavadores instalados.

Na correlacdo entre a variavel vazdo de agua e o percentual de reducdo de
carcacas de frango positivas para Salmonella spp., observa-se que houve correlacdo
positiva, ou seja, quanto maior a vazao de agua utilizada no sistema de lavagem de
carcagas, menor a ocorréncia deste patogeno.

J& na avaliagdo da variavel presséo de 4gua ndo houve correlacéo entre esta e 0s
percentuais de reducdo de Salmonella spp., o que corrobora com os achados de Smith

(2005), ao relatar que a baixa pressdo de agua, além da economia de agua, ndo
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comprometeria a ocorréncia do patdgeno, embora cada abatedouro deva conduzir seus
préprios testes antes de reduzir a pressdo de suas lavadoras.

A utilizacdo de duas aspersdes de dgua a 17°C com pressdo de 196 e 1.471 kPa
gerou reducdo de cerca de 0,9 log UFC/mI de enterobactérias, Pseudomonas spp. e
Staphylococcus spp. (ESCUDERO-GILETE et al.,2005).

Assim, quando o objetivo das lavagens for a reducdo do numero de carcacas
positivas para Salmonella spp., ndo podemos considerar a vaiavel pressdo de dgua sem
associar com a vazdo. Esta observacdo é valida para analisar os resultados nos
abatedouros com aumento na ocorréncia do patdgeno, ja que nestes estabelecimentos a
pressao elevada associada a pouca quantidade de agua pode ter possibilitado maior
dispersdo da matéria organica na superficie da carcaca. Este material, ao invés de ser
carreado para o sistema de drenagem da agua residual do lavador, como aconteceria
com uma boa vazdo, pode ter sido espalhado dentro do sistema, ficando aderido ao
equipamento ou ser disseminado para outras carcagas, provocando contaminagédo
cruzada. De acordo com os autores Bolder (1997) e Hugas & Tsigarida (2008), altas
pressdes podem facilitar a formacao de aerossois que propiciam a dispersdo bacteriana.

Os resultados entre os abatedouros e lavadores avaliados permitem inferir que o
melhor controle do patdgeno foi obtido quando o sistema de lavagem tinha vazéo de
1,5L/carcaca e pressio de 3,1 Kgf/cm? Entretanto, necessita-se mais estudos que visem
a definicdo de parametros de volume, pressao e direcionamento dos jatos de dgua para a
lavagem de carcaca, combinados com o tempo minimo de exposicdo nosistema, a fim
de padronizar o método e otimizar os resultados do mesmo. VVon Riickert et al. (2009) e
Saba et al. (2010) citam que a medida que a pressdo e a vazdo aumentam, aumenta

também a descontaminacdo das carcacas.

A lavagem de carcacas iniciou no Brasil em 2011 como uma alternativa a
pratica de refile de carcacas com contaminacgdo gastrointestinal visivel, onde retira-se
com faca e descarta-se a contaminacdo aparente. Com um sistema de lavagem com
vazdo e pressdo adequadas poderia se remover além da contaminacdo visivel, Backes
e Stefani (2013) reportaram gque a contaminacdo visual nas carcacgas ndo teria relacdo
com a contagem total de mesofilos ou presenca de Salmonella spp, ou seja, carcacas
com contaminacdo visivel ndo necessariamente estariam contaminadas com Salmonella
spp. Da mesma forma, carcacas sem contaminacdo aparente podem estar

contaminadas com Salmonella spp.
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Franchin, Battistella e Vieira (2010) relataram que a lavagem das carcagas em
conjunto com as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e a implantacdo de programa de
APPCC eficiente resultam em um controle microbiolégico seguro. Do mesmo modo,
Venturini, Sarcielli e Silva (2007) afirmaram que a lavagem de carcacas pode ser
incluida como operacdo de rotina no processo de abate para reducdo da contagem
microbiana.

Porém, Gill (2004) observou que tanto a lavagem quanto o refile podem ndo ser
efetivos na reducdo de bactérias, pois a descontaminacdo sem adicdo de
antimicrobianos ndo seria eficiente, sendo assim necessario que se evitasse a
contaminacéo,

O refile demanda maior atividade dos colaboradores do setor, o0 que representa
aumento de funcionarios nesta linha e interfere no fluxo do processo, gerando
manipulacdo extra da carcaca com a retirada das mesmas, pendura em ndrea e posterior
retorno ao processo, 0 que pode ser considerado uma desvantagem, somada a
possibilidade de contaminacdo cruzada por possiveis descuidos higiénicos durante esta
pratica (DEPNER, 2014). O autor cita também que o sistema de lavagem de carcacas e
a pratica de refile sdo equivalentes do ponto de vista microbioldgico, em consonancia
com Franchin et al. (2007), que realizou estudos semelhantes.

A contaminacéo fecal visivel é geralmente oriunda do rompimento das visceras
e, como a lavagem é feita imediatamente apds a evisceracdo, poderia ndo haver tempo
suficiente para fixacdo das bactérias na pele das carcacas. Segundo Backes e Stefani
(2013), as bactérias introduzidas na carcaca durante a evisceracdo seriam fracamente
aderidas a pele porque o processo de aderéncia é condicionado ao tempo.

Além da demanda por recursos humanos, os custos do refile sdo ampliados pelo
descarte direto da porcdo contaminada da carcaca. Esta parte afetada, mesmo quando
pequena e bem localizada, envolve um corte maior do que o necessario em funcdo da
velocidade na execucdo do refile, gerando perdas que repercutem nos custos de
producdo. Também, toda a carcaca que sofreu refile serd desclassificada para
embalagem como carcaca inteira, 0 que pode ser considerado como mais uma
desvantagem do refile em relacdo a lavagem de carcacas.

No presente estudo, mesmo que o lavador tenha demonstrado agéo no controle
de Salmonella spp., ocorreram resultados positivos para a bactéria ap6s a lavagem, o
que permite concluir que o lavador é uma ferramenta de controle mas ndo uma solucéo

definitiva para o problema, pois mesmo com a eliminacdo da contaminacdo visual da
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carcaca verificou-se a persisténcia do patdgeno apés a lavagem. Também, quanto maior
a vazdo de &4gua melhor a acdo do lavador, dado que somente 0o aumento da pressao de
agua do sistema de lavagem foi insuficiente na reducdo de Salmonella nas carcacas
amostradas.

Desta forma podemos concluir que o sistema de lavagem tem vantagens do
ponto de vista operacional ao evitar os desperdicios atribuidos a préatica do refile,
porém ndo elimina o risco da presenca de Salmonella na carcaca de frango.
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Tabela 1. Positividade para Salmonella spp. antes e ap6s a instalagédo do sistema de

lavagem de carcagas em cinco abatedouros sob Inspecéo Federal

Abatedouro Periodode  N° de anélises Amostras Porcentagem de
coleta de positivas positividade (%)
amostras

A Antes da 613 30° 4,89
instalacdo
Ap6s a 509 12° 2,36
instalacdo

B Antes da 353 24° 6,79
instalacdo
Apos a 208 21° 10,09
instalacdo

C Antes da 123 04° 3,25
instalacao
Apos a 136 10° 7,35
instalacao

D Antes da 1071 66° 6,16
instalacao
Apds a 540 40° 7,40
instalacao

E Antes da 532 328 6,01
instalacao
Apbs a 547 00° 0,00
instalacao

& | etras iguais na mesma coluna e para o0 mesmo abatedouro indicam valores sem

diferencas estatisticas

Tabela 2. Valores de pressdo e volume de agua dos lavadores de carcacas
instalados nos abatedouros estudados

Abatedouro Pressdo da agua (Kgf/cm?)  Vazdo de dgua
(L/carcaca)

A 4,0 1,5

B 4,5 1,0

C 16,3 15

D 10,0 0,4

E 3,1 1,5




5. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

O objetivo desta tese foi analisar as caracteristicas do processo de criagdo e do
abate de frangos e suas associacOes com a deteccdo e quantificacdo de Salmonella spp.
nas dezessete etapas do processamento em matadouros-frigorificos registrados no
Servico de Inpecdo Federal no Estado do Rio Grande do Sul. Os pontos determinados
para coleta foram: swabs de cloaca; swabs das gaiolas antes da higienizacdo; swabs das
gaiolas apds a higienizacdo; frangos antes da escaldagem; frangos apos a escaldagem;
agua da escaldagem; carcaca apds a depenagem, antes da lavagem; carcaca ap0Os
depenagem, depois da lavagem;carcaca apos evisceracdo, antes da lavagem; carcaca
apos a lavagem final; agua de abastecimento do chiller; agua do pré-chiller e chiller;
carcaca resfriada; carcaca congelada durante 24 horas; carcaga congelada durante 30
dias; carcaga congelada durante 60 dias. Além disso, foram analisados os resultados do
Programa de Reducédo de Patogenos Salmonella (PRP) nos matadouros-frigorificos de
aves do Estado do Rio Grande do Sul antes e ap0s a instalacdo do Sistema de lavagem
de carcacas de frango conforme a Resolucéo 04 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) de 2011.

As caracteristicas (variaveis) estudadas em cada abatedouro foram:
Temperatura, pH e cloro da agua de escaldagem, da agua do pré-chiller, e chiller;
Estacdo do ano; Tempo de dieta hidrica das aves; Tempo entre a apanha e o abate;
Idade das aves ao abate; NUmero de aves abatidas no dia; VVelocidade de abate; Numero
de lotes alojados na mesma cama do aviario; Tempo de vazio sanitario; Densidade de
criacdo (aves/m2); Se o estabelecimento é habilitado para exportacdo com requisitos
especificos; Se o estabelecimento possui tendéncia de desvios no seu plano APPCC; Se
0 estabelecimento possui tendéncia de desvios no seu plano PPHO; Tipo de evisceracdo
(manual/automatica).

Os resultados obtidos mostraram uma prevaléncia de 1,02% de Salmonella spp.
sobre o total de amostras analisadas (1071); considerando que a partir de uma Unica
unidade amostral, o pool de swabs de cloaca na coleta 1 do abatedouro B, houve o
isolamento de Salmonella pelos dois métodos utilizados, convencionamos que nosso
total de amostras positivas foram 11, por haver este duplo isolamento de uma s
amostra. Ja na andlise da prevaléncia frente aos métodos utilizados, obteve-se 0,37%
(4/1071) de Salmonella spp. através do mMNMP e 0,74% (8/1071) de isolados utilizando
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0 método convencional. O que indica a necessidade de se utilizar simultaneamente um
metodo de isolamento qualitativo em complementacéo a um método quantitativo.

N&o houve diferenca estatistica entre a prevaléncia do patégeno nas diferentes
etapas do processamento; e no estudo das caracteristicas de criagdo e processo, apenas a
variavel tempo de vazio sanitario apresentou correlacdo estatisticamente significativa
(p=0,036), inversa e moderada entre esta variavel e o nimero de lotes positivos.

Frente aos resultados do PRP, observou-se que houve reducdo estatisticamente
significativa (p<0,05) da prevaléncia de Salmonella spp. em dois dos matadouros-
frigorificos amostrados apds a instalacdo do chuveiro de lavagem de carcaca, enquanto
nos outros trés ocorreu 0 aumento na prevaléncia, porém sem diferenca significativa
estatisticamente, podendo estar associada ao baixo numero de positivos. Com isto,
recomenda-se que o sistema de lavagem de carcacas seja estudado de forma mais
detalhada, realizando-se testes microbiologicos qualitativos e quantitativos, testando-se
também o tempo de exposicdo da carcaca a lavagem para obtermos dados suficientes
para embasar sua regulamentacéo.

As limitacbes deste estudo foram derivadas principalmente da pequena
prevaléncia de Salmonella nos pontos e carcagas amostradas. E os resultados obsevados
podem ndo ser representativos para outras industrias localizadas em outros estados
brasileiros, embora as préaticas de manejo sejam as mesmas de forma geral.

Com isto os resultados deste trabalho mostram que apesar da existéncia de
diferencas entre os sistemas de processo e abate de frangos, hda um denominador
comum entre aqueles matadouros-frigorificos que aplicam as normas preconizadas pelo
Servico de Inspecdo Federal e consequentemente a divergéncia na deteccdo e
quantificacdo de Salmonella pode estar em pequenos detalhes, merecendo uma atengédo
especial aos controles aplicados no processo de criacdo e manejo. Este aspecto é
importante para a elaboracdo de novas diretrizes de fiscalizacdo, que devera abordar
todos os elos da cadeia de producdo, ndo se limitando apenas ao interior dos
matadouros-frigorificos.

Estes achados ajudardo para a compreensao do comportamento do patdégeno
Salmonella no processo de aves, e fornecera informacGes importantes para a
formulacdo e atualizagdo de programas de controle de Salmonella, trazendo beneficios

para a industria avicola no Estado do Rio Grande do Sul.
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5.1 Conclusoes Finais

O lavador de carcaca é uma ferramenta de controle, mas ndo uma

solucgéo definitiva para a descontaminacao de carcacas;

Quanto maior a vazdo de agua melhor a a¢éo do lavador de carcacas;

N&o houve diferencas significativas na prevaléncia de Salmonella entre
os estabelecimentos habilitados para mercados especificos e o0s
habilitados para os paises que aceitam a legislacdo de inspecdo

brasileira sem condi¢des adicionais;

Os estabelecimentos amostrados estdo dentro do preconizado pela
legislacdo brasileira, demonstrando que as diretrizes do servico oficial
conduzem a obtencdo de produtos avicolas de qualidade, com baixa
prevaléncia de Salmonella.

O ndo embasamento do status sanitdrio de cada lote de aves

encaminhado ao abate favorece a ndo correlacdo entre o resultado a
campo e o0 obtido no momento da chegada das aves na plataforma de

recepcdo para o abate;

O tempo de vazio sanitario apresentou correlacdo com a positividade de
lotes abatidos, confirmando ser esta uma importante medida de

biosseguranca a ser adotada.
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