Deteccao e quantificacao de Salmonella spp. por microbiologia convencional e PCR
em tempo real em amostras de abatedouros avicolas

AUTOR PRINCIPAL: KAREN LOUISE BECKER

CO-AUTORES: Eduarda Boff Martelo, Nathanyelle Soraya Martins de Aquino, Isabel Cristina
Cisco, Denise Tedesco, Bruna Webber, Jonas Lucas Klein, Natalie Nadi Rizzo, Max Weber,
Kristian Emanuel Kissmann, Luciane Manto, Emanuele Serro Pottker, Suelen Priscila Santos,
Laura Beatriz Rodrigues, Fernando Pilotto, Luciana Ruschel dos Santos.

ORIENTADOR: Luciana Ruschel dos Santos

UNIVERSIDADE: Universidade de Passo Fundo

INTRODUCAO:

A avicultura é um dos principais agentes do agronegdcio brasileiro e o consumo de
carne de frango vem aumentando gradativamente. Este aumento intensificou a
tecnologia de producdo, possibilitando o abate de milhares de frangos, mas também
podendo potencializar contaminacdes bacterianas oriundas das granjas. Medidas de
profilaxia e normas de biosseguridade na avicultura industrial dificultam, mas néo
impedem a presenca de patogenos. A quantificacdo de Salmonella spp. é fundamental
para estimar a extensdo da contaminacdo e avaliar a efetividade das boas praticas de
producdo utilizadas para controle deste patégeno nos produtos finais (COLLA et al.,
2011). A PCR em tempo real ¢ uma técnica de amplificacdo e quantificacdo de DNA
rapida e precisa para identificacdo e enumeracdo de microrganismos. Desta forma,
utilizou-se a PCR em tempo real para quantificacdo de Salmonella. spp. em diferentes

pontos da tecnologia de abate de frangos de corte em abatedouros avicolas.

DESENVOLVIMENTO:

As amostras foram previamente coletadas em cinco lotes de quatro abatedouros sob
Inspecdo Federal no Rio Grande do Sul entre 2011 e 2014. Os pontos analisados foram
swabs cloacais, esponjas de gaiolas de transporte antes e apds a higienizacdo, carcacas
(antes e apos escaldagem, apés depenagem, lavagem, evisceracdo, chiller, lavagem
final, resfriadas a 4°C, congeladas a -12°C por 24 horas, 30 e 60 dias) e agua (da
escaldagem, de abastecimento do pré-chiller e do chiller). Para a detec¢do de Salmonella

spp. por microbiologia utilizou-se metodologia adaptada conforme Santos (2015).



Aliquotas do processamento microbioldgico foram congeladas até a realizacdo da PCR,
totalizando 139 amostras. Para quantificacdo foi realizada a extracdo de DNA utilizando
kit comercial mericon DNA Bacteria Kit (Qiagen®) conforme orientacbes do
fabricante. Para a amplificacdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real utilizou-se o
mericon Salmonella spp. kit (Qiagen ®). Com os resultados obtidos (Tabela 01),
observou-se que das 139 amostras, 15 (10,8%) apresentaram positividade para
Salmonella spp. por Microbiologia Convencional (MC) e 68 (49%) pelo método de
PCR em tempo real. Em todos os lotes a maior deteccdo de Salmonella ocorreu com a
utilizacdo da PCR, demonstrando a sensibilidade e eficacia da técnica. Para Gongalves
(2014), a PCR em tempo real também mostrou ser um método rapido e sensivel na
deteccdo de agentes patogénicos ao avaliar o limite de deteccdo da técnica para
Salmonella spp. e L. monocytogenes, observando boa sensibilidade da técnica, com 2 e
5 UFClg, respectivamente. Dentro dos lotes avaliados (FIGURA 1), a contaminagéo
variou de 0,00 logio UFC/mL até 5,32 logio UFC/ML (swab de gaiola de transporte apos
higienizacdo). Este ultimo resultado gera bastante preocupacao, tendo em vista que as
gaiolas podem ndo estar sendo higienizadas e sanitizadas de forma adequada,
retornando para as granjas contaminadas por este patdgeno, agravando o problema e
dificultando seu controle. Em alguns lotes os swabs de cloacas mostraram menor
quantificacdo quando comparadas com os swabs das gaiolas antes da higienizacao,
ratificando a necessidade da adequada higienizacdo das gaiolas de transporte para evitar
a recontaminacdo dos lotes a partir de gaiolas mal higienizadas. Estes resultados
permitem inferir que a contaminacdo por Salmonella spp. nos abatedouros é variavel,
mas que geralmente as aves chegam ao abatedouro com uma maior contaminacdo, que é
reduzida ao longo da tecnologia de abate, ressaltando a importancia da biosseguridade
nas granjas e a aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo nos abatedouros. O controle
microbioldgico através de estudos de métodos para detectar e quantificar Salmonella
spp. sdo necessarios para a adocao de medidas eficazes de BPF, PPHO e APPC visando

minimizar a contaminacdo por este patdégeno em produtos avicolas.

CONSIDERAGOES FINAIS:

A PCR em tempo real mostrou ser sensivel e eficaz para a quantificacdo de Salmonella
spp. em diferentes etapas da cadeia avicola. A higienizacdo das gaiolas é um dos pontos

mais importantes para a veiculacdo deste patdgeno e a inocuidade do produto final esta



vinculada a todas as etapas de producdo, desde a criacdo, transporte até manipulacéo
dos produtos finais.
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ANEXOS

Figura 1- Relagdo dos pontos de coleta e quantificagdo da contaminagio (log10UFC/mL) nos abatedouros
avaliados.

ABATEDOURO 1_ ABATEDOUROZ ABATEDOURO 4
= g g
3 & - 8
sc SGTATL SGTAPL CANE AE sc SGFATL SGTAPL (CANE CARE sc SGTANL SGTAPL csc CLF cc-24H
ABATEDOURO 3
LEGENDA:
& SC=Swabs cloacais AC= Agua chiller
o & I SGTATL=Swabs de gaiolas de transporte antes da lavagem CAPPR= Carcacas apos pré-resfriamento
o SGTAPL= Swabs de gaiolas de transporte apds a lavagem CC12°C- 1D=Carcacas congeladas 12°C- 1 DIA
@ CANE= Carcagas antes da escaldagem CC12°C- 30D= Carcagas congeladas 12°C- 30DIAS
i » f AE= Agua da escaldagem CC12°C- 60D= Carcacas congeladas 12°C - 60DIAS
- CAPE= Carcagas apés escaldagem CSC= Carcagas na saida do chiller

CAPD= Carcacas apos depenagem CLF=Carcacas na lavagem final

CAPL= Carcacas ap6s lavagem CC- 24H= Carcacas congeladas- 24HORAS
CAPEALF= Carcacas apos evisceracdo antes da lavagem final CLF=Carcagas na lavagem final

° “ “ ° “ “ CAPLANPR= Carcacas apos lavagem antes do pré-resfriamento CC- 24H= Carcacas congeladas- 24HORAS
& VQ» ;\«, K ‘3@ \30 q» ‘;« Q@ R < & & “0 n,°° <o°° APC= Agua pré-chiller
© (5, < e & Q \? a«? xqp &
5 (“:f (}’1« (P’\«
< 3

Tabela 1 - Relagdo de amostras positivas para Salmonella spp. em cinco lotes avaliados por Microbiologia
Convencional (MC) e PCR em tempo real.

Amostras avaliadas

Coletas por coleta Positividade para Salmonella spp.
MC PCR em tempo real
1(C15) 12 0 (0%) 8 (67%)
2 (C20) 15 1(6,7%) 10 (67%)
3 (C19) 40 2 (5%) 13 (32,5%)
4 (LA) 36 6 (16,7%) 29 (80,5%)
5 (LF) 36 6 (16,7%) 8 (22%)

Total 139 15 (10,8%) 68 (49%)




