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RESUMO

SILVA, J. L. M. Pesquisa de microrganismos indicadores e Salmonella spp. na
superficie de carcaca de coelhos. 2022. 47. Dissertacdo — (Mestrado) - Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&ao Paulo, Pirassununga,
2022.

O coelho europeu é um animal que apresenta caracteristicas zootécnicas
adequadas para producéo de carne, podendo esta, ser uma fonte de proteina animal
alternativa para atender a demanda mundial de producdo de alimentos. O pré-
resfriamento em tanque de imersao refere-se a uma etapa que interfere diretamente
no controle microbiano das carcacas. O objetivo do presente trabalho foi verificar, a
interferéncia de trés diferentes temperaturas da agua do tanque de pré-resfriamento
de carcacas de coelhos (4°C, 7°C e 10°C) em relacdo a contagem de
microrganismos indicadores e presenca de Salmonella spp. nas superficies das
carcacas, antes e depois de serem imersas no tanque de pré-resfriamento, na agua
utilizada no tanque, antes e depois da imerséo das carcacas, e no gelo utilizado para
resfriar a agua do tanque. Para contagem de microrganismos heterotréficos aerobios
mesofilos, houve aumento significativo da populacdo na superficie das carcacas de
coelhos no tratamento 1 (4°C) e no tratamento 3 (10°C) e foi observado efeito de
interacdo entre 0 aumento da populagdo microbiana e a imersao das carcagas no
tanque de pré-resfriamento. Para as enterobactérias, todos os tratamentos
apresentaram aumento significativo nas contagens da superficie das carcacas e foi
observado efeito de interacdo entre o aumento da populacdo de enterobactérias na
superficie das carcacas com a imersdo no tanque de pré-resfriamento. Na contagem
de estafilococos coagulase positiva, também houve aumento significativo na
populacdo da superficie das carcacas em todos os tratamentos nao foi observado
efeito de interacdo entre o aumento da carga microbiana e a imersdo das carcacas
no tanque. As amostras de agua apresentaram contagens de microrganismos
heterotréficos aerdbios mesofilos, de estafilococos coagulase positiva e
enterobactérias apenas apos a imerséo das carcacas no tanque de pré-resfriamento.
N&o foi observada populacdo dos microrganismos indicadores pesquisados em
nenhuma das amostras de gelo coletadas em todos os tratamentos. N&o foi
detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras de carcaca, agua e de gelo.
Conclui-se que, as trés temperaturas, 4°C, 7°C e 10°C, ndo foram capazes de
controlar a proliferacdo dos microrganismos indicadores nas superficies das
carcacas e na agua depois da imersao das carcacas no tanque de pré-resfriamento.

Palavras-chave: Enterobactérias, Estafilococos, Lagomorfo, Mesofilo, Patogénico,
Resfriamento.



ABSTRACT

SILVA, J. L. M. Research of indicator microorganisms and Salmonella spp. on
surface of rabbit carcasses. 2022. 47f. Dissertacdo — (Mestrado em Zootecnia) -
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2022.

The European rabbit is an animal that shows ideal zootecnic characteristics for meat
production. In addition, rabbit meat has excellent nutritional value, with high protein
content and low fat content. The pre-chiller in an immersion tank, which step directly
interferes with microbial control. The aim of this study is to verify the interference of
three different temperatures (4°C, 7°C and 10°C) of the water used in the carcass
pre-chiller tank in relation to the counting of indicator microorganisms and the
presence of Salmonella spp. on the surfaces of the carcasses, the water used in the
tank and the ice used to control the temperature of the tank. In the analysis of
mesophilic, aerobic, heterotrophic bacteria, there was a meaning increase in the
count this on the surface of the rabbits carcasses in the first treatment (4°C) and third
treatment (10°C), interaction effect was noticed between increase of the microbial
population and immersion of carcasses in the pre-chiller tank. There was count of
mesophilic, aerobic, heterotrophic bacteria in the water samples after immersion in
the pre-chiller. About enterobacteria, all treatments showed significant increase in the
carcass samples, interaction effect was observed between increase of enterobacteria
population and carcass immersion in the pre-chiller tank. Contamination by
enterobacteria was noticed in the water samples after immersion of the carcass in
the pre-chiller tank. Coagulase-positive staphylococci count, there was significant
increase in the carcass samples in all treatments. Interaction effect wasn’t observed
between increase microbial rate and carcass immersion in the tank. The water
samples showed coagulase-positive staphylococci count after carcass immersion in
the tank. Growth of indicator microorganisms wasn’t noticed in the ice samples in all
treatments. The presence of Salmonella spp. wasn’'t detected in ice and carcass
samples. So the temperatures used (4°C, 7°C and 10°C), wasn't efficient to contain
the proliferation of indicator microorganisms in the water and carcass samples after
carcass immersion in the pre-chiller tank and there wasn’t influence with presence of
Salmonella spp., because this wasn’t isolated either before or after the immersion.

Keywords: Enterobacteria. Staphylococci. Lagomorph. Mesophilic.  Chiller.
Pathogenic.
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1. INTRODUCAO

O coelho europeu, pertence a ordem Lagomorpha, género Orictolagus e
espécie Orictolagus cuniculus, € classificado como herbivoro, monogastrico e
fermentador do intestino superior, que através da cecotrofia, consegue obter
proteinas e vitaminas, sdo criados principalmente para producdo de carne e pele
(ROLIM, 2014; CULLERE; DALLE ZOTTE, 2018).

Quanto as caracteristicas zootécnicas, o coelho europeu apresenta ciclo de
vida curto, maturidade sexual precoce, alta taxa de reproducéo, rapido periodo de
gestacao, alta capacidade de conversao alimentar e utilizacdo eficiente do espaco
terrestre, além disso, a criacdo de coelho € uma atividade que apresenta baixo
impacto ambiental (CULLERE; DALLE ZOTTE, 2018; CHEEKE, 1980 apud
PETRESCU; PETRESCU-MAG, 2018) e segundo Bonamigo et al. (2017) a
cunicultura no Brasil € uma atividade sustentavel que pode ajudar a complementar a
renda dos produtores e a diversificar a producdo das carnes que sao
comercializadas no pais.

Em relacdo as caracteristicas intrinsecas, a carne de coelho possui alto teor
de proteina, baixo teor de gordura e contém poucas calorias por grama, apesar
disso, ndo € um produto comercializado em grande escala como a carne de bovinos,
suinos e aves, isso acontece devido a fatores culturais e também pelo preco que é
superior ao da carne de aves (CASSIDRA, 2015, CULLERE; DALLE ZOTTE, 2018;
DALLE ZOTTE; SZENDRO, 2011; PETRACCI; SOGLIA; LERQOY, 2018). No entanto,
em razdo das caracteristicas nutricionais favoraveis a saude, a carne de coelho
pode se tornar uma opg¢ao para 0s consumidores que buscam alimentos saudaveis
(CULLERE; DALLE ZOTTE, 2018), principalmente para criangas, sendo o
seguimento infantil interessante para a industria de carne de coelhos (ESCRIBA-
PEREZ et al., 2019).

O consumo e producdo de carne de coelho € comum em alguns paises
europeus como Espanha, Italia e Franca (PETRACCI; SOGLIA; LEROY, 2018) no
entanto, o pais que se destaca com a maior producdo é a China. Segundo a Food
and Agriculture Organization of the United Nations a producdo mundial de coelhos
no ano de 2019 foi de 299.945.000 cabecas, sendo a China responsavel por 77,5%,
a Europa cerca de 3,2% e a América 2,1%.
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No Brasil, a regido sul se sobressai em relacdo as demais regides, de acordo
com o ultimo levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
sobre o numero de coelhos, feito em 2017, a producdo nacional de coelhos foi de
200.345 animais. O estado com maior numero de animais € o Rio Grande do Sul,
seguido do Parana e Santa Catarina, a regiao sul totaliza 59,62% de toda producéo
nacional (IBGE, 2017).

Com o crescimento populacional estimado para os proximos anos, a demanda
por alimentos também se eleva, segundo a Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) a producdo mundial de carnes tera que aumentar em mais de
200 milhdes de toneladas até o ano de 2050. Com isto, a producdo de carne de
coelhos pode ser uma alternativa para que se atinja este objetivo (FAO, 2017).

Em alguns paises, a producdo de carne de coelho em grande escala ja é
realidade, fazendo com que aumente a preocupacao com a qualidade microbiologica
do produto. Poucos estudos relacionados ao perfil microbiolégico de carcacas de
coelhos estéo disponiveis, nem mesmo existe legislacdo especifica para producéo e
abate desses animais. No Brasil, os lagomorfos sao citados brevemente em uma
subsecédo do Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) relacionada a inspec¢éo post mortem (BRASIL, 2020), no entanto,
faz-se necessario que estudos referentes a espécie sejam realizados, com intuito de

estabelecer normas e diretrizes para a producéo e o abate de coelhos.

2. REVISAO

2.1 ABATEDOURO FRIGORIFICO DE COELHOS

O RIISPOA (BRASIL, 2020) permite que mais de uma espécie animal seja
abatida no mesmo estabelecimento, desde que se respeite as exigéncias técnicas
de cada uma delas. Por apresentarem o mesmo porte, o abate de coelhos (Fig.1) se
assemelha com o de aves (Fig.2), no entanto, a presenca de pelos nos coelhos e de
penas nas aves faz com que as operagbes de remocgdo sejam diferentes
(SIMONATO, 2008; FERREIRA et al., 2018).
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Figura 1 - Fluxograma de abate de coelhos.
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Figura 2 - Fluxograma de abate de aves.
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O processo de remocédo dos pelos se da pela esfola, enquanto que para a
retirada das penas é necessaria a realizacdo da escaldagem e depenagem
(PETRACCI; CAVANI, 2004; ZAGOREC; TRESSE; ROUGER, 2017; SIMONATO,
2008; FERREIRA et al., 2018).

A retirada das penas das aves se inicia obrigatoriamente ap0s a sangria, pela
escaldagem, em condicbes de tempo e temperatura definidos (Fig. 2)
(BRASIL,1998). Essa etapa tem como principal objetivo dilatar o foliculo das penas
para facilitar a sua remocéo (ZAGOREC; TRESSE; ROUGER, 2017). O processo
consiste em submeter as aves em agua aquecida por vapor, podendo também
utilizar outros métodos desde que seja aprovado pelo Departamento de inspecéo de
produtos de origem animal (DIPOA). ApOs a escaldagem, é feita a depenagem, de

forma mecanizada com as aves suspensas pelos pés (BRASIL, 1998).
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Nos coelhos, a retirada da pele se da pelo procedimento de esfola manual,
apos a sangria se inicia a esfola com a retirada dos membros dianteiros, corte das
orelhas e retirada da pele da cabeca. Posteriormente, a pele que recobre o corpo é
removida por tragdo manual e por fim 0os membros traseiros s&do cortados
(PETRACCI; CAVANI, 2004).

Outra diferenca observada entre as etapas do fluxograma de abate acontece
na realizacao do pré-resfriamento, o qual no fluxograma de aves tem-se o pré-chiller
e o chiller (FERREIRA et al.,, 2018), enquanto que nos coelhos apenas o chiller
(SIMONATO, 2008).

O pré-resfriamento acontece em ambas espécies, e tem como objetivo
diminuir a temperatura das carcagas evitando possiveis alteracfes sensoriais e
microbiolégicas, pois a temperatura de refrigeracao diminui possiveis problemas com
microrganismos mesofilos ja que desaceleram a taxa de multiplicacdo dos mesmos
(FRANCO; LANDGRAF, 2003; HERNANDEZ, 2008). As carcacas das aves
encontram-se em temperatura elevada por serem submetidas a escaldagem prévia
(BIER et al., 2018).

O método mais comum de pré-resfriamento das carcacas de aves se da pela
imersdo em agua por resfriadores continuos tipo rosca sem fim. A agua utilizada
nesses resfriadores deve apresentar padrdo de potabilidade e ser renovada
conforme o peso das carcacas que entram no tanque, sendo no minimo 1,5 litros de
agua por carcaca no pré-chiller e 1 litro de 4gua no chiller para carcacas de até 2,5
Kg. A temperatura da agua no tanque ndo pode ser superior a 16°C no pré-chiller e
4°C no chiller. A carcaca pode permanecer no maximo 30 minutos no pré-
resfriamento e ao final do processo a carcaca deve apresentar até 7°C, com
tolerancia de 10°C quando elas forem congeladas imediatamente (BRASIL, 1998).

O método de pré-resfriamento por imersdo também € realizado no abate de
coelhos, respeitando as particularidades da espécie, no entanto, outros métodos
podem ser utilizados, como é feito em outros paises. Petracci e Cavani (2004)
descreveram que na Italia a forma mais comum para o pré-resfriamento da carcaca
de coelhos se d& pela passagem das carcagas, ainda penduradas, por tuneis de
circulacdo de ar, podendo fazer o uso da pulverizacdo de agua para otimizar o
processo e Lopez et al. (2004) relataram o mesmo meétodo € utilizado nos
abatedouros de coelho na Espanha.
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2.2 MICRORGANISMOS INDICADORES

Os microrganismos indicadores, em geral, sdo utilizados para verificar a
qualidade microbioldgica dos alimentos (SILVA et al., 2017). Populacdes elevadas
desses microrganismos podem indicar a possivel presenca de patdogenos, uma vez
que, as caracteristicas e a taxa de multiplicacdo de ambos sdo semelhantes
(RAJAPAKSHA et al., 2019). Os microrganismos indicadores também sé&o
considerados uma ferramenta importante na indastria de alimentos, pois podem ser
utilizados para mapear e monitorar os principais pontos de contaminacdo (BUESS et
al., 2019).

Para ser considerado um indicador, 0 microrganismo nao pode ser um
contaminante natural do alimento, deve ser identificado de forma rapida e facil,
sendo distinguido dos outros microrganismos presentes, deve estar no alimento
sempre que o patdégeno estiver e ausente ou em quantidades minimas quando ele
ndo estiver, sua velocidade de multiplicacdo e de morte deve ser semelhante a do
patégeno e a velocidade de morte pode ser levemente superior (RAJAPAKSHA et
al., 2019). Essas caracteristicas sao importantes, mas nem sempre todas elas sao
observadas (FRANCO; LANDGRAF, 2003; FORSYTHE, 2013).

Os indicadores mais comuns sédo os de origem fecal (FORSYTHE, 2013),
neste caso, além de apresentarem as caracteristicas de um indicador, eles devem
estar presentes exclusivamente no trato gastrointestinal dos seres humanos e
animais de sangue quente, serem encontrados em grandes quantidades nas fezes e
se mostrarem altamente resistente no ambiente (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Dentre os indicadores de origem fecal, o grupo dos coliformes a 35°C que é
um subgrupo da familia Enterobacteriaceae, onde encontram-se apenas as
bactérias capazes de fermentar a lactose com producdo de gas a 35°C, nessa
definicdo, estdo bactérias entéricas, como também bactérias ndo entéricas como a
Klebsiella e Enterobacter (SILVA et al., 2017).

Os coliformes termotolerantes sdo um subgrupo dos coliformes totais, que é
exclusivo para microrganismos que tém a capacidade de fermentar a lactose a 44,5°
e 45,5°C, com producdo de gas. A nomenclatura coliformes fecais, tém sido
substituida por coliformes termotolerantes, uma vez que, ndo sdo encontradas

apenas bactérias entéricas (Escherichia coli) nesse grupo, mas também
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microrganismos de origem nao fecal como a Klebsiella pneumuniae, Enterobacter
cloacae e Citrobacter freundii (SILVA et al., 2017).

A enumeracgdo das enterobactérias € usada como indicador da eficiéncia do
processo de higienizacdo dos estabelecimentos de alimentos (BIER et al., 2018),
pois, essas sdo sensiveis a acado de desinfetantes, e em situacdo de ma
higienizacdo, esses microrganismos sdo capazes de colonizar o ambiente. Além
disso, a contagem elevada de enterobactérias no alimento pode indicar falha no
processamento com uso de calor ou contaminacdo pés-processamento, pois 0S
coliformes sédo facilmente destruidos por temperaturas elevadas (SILVA et al., 2017).
Maniero et al. (2008) avaliaram o procedimento de limpeza de quatro abatedouros
frigorificos de coelho em Veneto, Itdlia, com base na contagem das enterobactérias
e de E.coli e concluiram que os estabelecimentos ndo se enquadram no padréo de
higiene estabelecido pelo regulamento da comisséo europeia de 2005.

Outros grupos de microrganismos indicadores também sdo usados
frequentemente, como por exemplo, a contagem de microrganismos heterotréficos
aerobios mesofilos e a contagem de estafilococos coagulase positiva (FORSYTHE,
2013; SILVA et al., 2017).

A contagem de microrganismos heterotroficos aerébios mesofilos néo
diferencia os tipos de bactérias, mas aponta falhas na sanitizacdo ou no controle do
processo e é utilizado como indicador sanitario e de vida de prateleira do alimento
(FORSYTHE, 2013; SILVA et al., 2017).

As bactérias mesofilas possuem capacidade de multiplicacdo ampla, de 5° a
50°C e temperatura 6tima de 25° a 40°C. Dentro desse grupo, estd a maioria dos
microrganismos patogénicos (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Bier et al. (2018)
relatam que a grande quantidade de microrganismos aerébios meséfilos no alimento
pode estar associada a presenca, em niveis significativos, de patdégenos entéricos
como a Salmonella spp. e algumas cepas de Escherichia coli, como a Escherichia
coli entero-hemorragica (EHEC), Escherichia coli produtora de verotoxina (VTEC) e
Escherichia coli produtora de shigatoxina (STEC).

Além de indicarem a possivel presenca de patdgenos, a grande quantidade
desses microrganismos heterotréficos aerébios mesofilos no alimento também pode
levar a alteracdes nas caracteristicas sensoriais, resultando na deterioracéo. Katiyo
et al. (2020) demonstraram que a contagem elevada de microrganismos mesofilos

esta associada com altera¢cdes sensoriais na carne de frango e que na maioria das
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vezes nao afeta a percepcdo em relacdo a cor e a aparéncia, por iSso, mesmo que
nado seja detectada a presenca do patdégeno e nao tenha ocorrido nenhuma
alteracdo visivel, todo alimento com contagem elevada de microrganismos
heterotroficos aerébios mesofilos deve ser considerado improprio para 0 consumo.

Alguns fatores podem afetar a multiplicacdo dos microrganismos
heterotréficos aerdbios mesaofilos na carne, como por exemplo, a sazonalidade. Kim,
Hur e Yim (2018) investigaram os niveis de contaminacdo em amostras de carne de
bovinos, suinos e aves. A contagem de microrganismos aerobios mesofilos em
placas foi mais alta no verdo e mais baixa no inverno. Allen et al. (2006) também
notaram o aumento da contaminagéo no verao.

Sendo assim, a contagem de microrganismos heterotroficos aerébios
mesofilos tem papel importante na determinacdo das condigcbes de higiene na
industria da carne, podendo indicar falhas que podem comprometer a qualidade
sanitaria e deterioracdo do alimento (BUESS et al., 2019)

A contagem de estafilococos coagulase positiva também € utilizada na
industria de alimentos como indicador de qualidade (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

O grupo dos estafilococos coagulase positiva recebe esse nome, pois possue
uma enzima chamada coagulase. Essa enzima converte o fibrinogénio em fibrina,
formando um coagulo visivel. A enzima pode ser encontrada na forma ligada ou
livre. A forma ligada da enzima é conhecida como clumping factor e a coagulase
livre clotting factor. A coagulase positiva pode ser um indicativo de fator de
patogenicidade entre as espécies de Staphylococcus. O Staphylococcus aureus € o
patdgeno mais comum entre os estafilococos coagulase positiva e varias cepas
produzem enterotoxinas (SILVA et al., 2017).

Esses microrganismos sao encontrados principalmente na pele e nas
mucosas, por isso, a principal forma de contaminacdo dos alimentos, pelos
estafilococos coagulase positiva, se da pelos manipuladores, embora o0s
equipamentos, utensilios e o ambiente também possam contaminar o produto. Os
alimentos que passam por manipulacdo e permanecem por mais tempo em
temperatura ambiente sdo os de maior risco (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Os estafilococos coagulase positiva de maior interesse para microbiologia de
alimentos sdo o Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, e o0
Staphylococcus hyicus que apresenta coagulase variavel (QUINN et al.,, 2019). O

Staphylococcus aureus € um microrganismo pouco encontrado na carcaca de aves,
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mas frequentemente detectado na carcaca de coelhos. Bortolaia, Espinos-Gongora
e Guardabassi (2016), mostraram os riscos a saude dos seres humanos associados
com Staphylococcus aureus e Enterococcus na carne de aves. Os autores
concluiram que o Staphylococcus aureus € um microrganismo oportunista, que pode
levar a casos de infeccdo em seres humanos por contato direto ou a intoxicacdes
pela da ingestdo de toxinas, a contaminagcdo cruzada dos alimentos durante o
manuseio também possibilita 0 aparecimento da doenca, no entanto, na carne de
aves a carga bacteriana geralmente é baixa, fazendo com que os riscos de
intoxicacdo também sejam baixos.

Alguns estudos com estafilococos coagulase positiva envolvidos na carne de
coelho mostraram resultado similar, Miraglia et al. (2020) n&o identificaram o0s
estafilococos coagulase positiva em nenhuma carcagca. O mesmo resultado foi
obtido no estudo de Badiani et al. (2017), indicando eficiéncia nos programas de
boas préticas de abate. No entanto, Kohler et al. (2008) avaliaram amostras fecais e
de carcacgas de coelhos para obter dados sobre os microrganismos. Os resultados
mostraram que 30,6% das carcagas apresentavam estafilococos coagulase positiva,
desses, 98,7% foram identificados como Staphylococcus aureus. Merz, Stephan e
Johler (2016) caracterizaram Staphylococcus aureus isolados nas carcacas de
coelhos, sendo que os mesmos mostravam ampla heterogeneidade, a maioria deles
também foi relatada em seres humanos e animais e apresentavam pelo menos um
gene de enterotoxina.

A doenca transmitida pelo Staphylococcus aureus € conhecida como
intoxicacdo alimentar estafilocécica. E provocada pela ingestdo de enterotoxinas
pré-formadas nos alimentos enquanto ocorre a multiplicacdo da bactéria (SILVA et
al., 2017).

Os sintomas da intoxicacdo alimentar estafilococica, aparecem de uma a sete
horas ap6s a ingestdo, incluindo nauseas, vOmitos, coélicas abdominais e
ocasionalmente diarreia. Em casos mais graves pode ocorrer desidratacdo, dor de
cabeca, dores musculares e alteracéo transitéria da presséo arterial e pulsacédo. A
recuperagdo acontece nas primeiras horas, no maximo um dia, e S&0 raros 0s casos
de morte. O diagndstico é baseado nos sintomas, mais o0 achado de enterotoxinas
pré-formadas ou estafilococos enterotoxigénico no alimento suspeito ou nas fezes e
vomito do paciente (SILVA et al., 2017).
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Sendo assim, nos coelhos, a importancia dos estafilococos coagulase positiva
se torna maior, pois a contagem alta desses microrganismos na carcaca pode
indicar, além de falhas na manipulacdo, a possivel presenca do Staphylococcus
aureus (KOHLER et al., 2008).

2.3 Salmonella spp. EM CARCACA DE COELHO

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, € gram negativo,
apresenta formato de bastonete, anaerdbio facultativo e ndo forma esporos. A
temperatura 6tima de multiplicacdo € em torno dos 38°C (FORSYTHE, 2013).

A Salmonella infecta os seres humanos, e praticamente todos os animais
domésticos e selvagens, incluindo passaros e répteis. A presenca de Salmonella
spp., nos alimentos, dgua e ambiente deve-se a contaminacdo por fezes por
individuos doentes ou portadores (QUINN et al.,, 2019). Nos seres humanos, as
salmonelas causam principalmente gastroenterite, febre tiféide e outros tipos de
infecgcdo (FERREIRA; CAMPOS, 2008).

A gastroenterite € uma infeccdo aguda da mucosa intestinal causada pelas
salmonelas nao-tifoides. A infeccdo nos humanos por esses tipos de salmonelas é
restrita ao intestino, seguida por diarreia inflamatéria. De um modo geral, a principal
forma de prevencdo das gastroenterites, € a manipulacdo e preparo adequado dos
alimentos. A febre tifdide é causada pela Salmonella typhi e Salmonella paratyphi e
ocasionalmente por outros sorotipos, acontece mais frequentemente em criancas do
gue em adultos. Cerca de 10% dos casos desenvolvem uma doenca grave e uma
possivel complicagédo consiste na perfuracao do intestino (FORSYTHE, 2013).

A transmissao da Salmonella spp., para os seres humanos ocorre geralmente
pela ingestdo de alimentos contaminados, embora a transmissdo pessoa a pessoa
também possa acontecer. Produtos como ovos, carne € leite sdo os alimentos mais
comumente relacionados como veiculadores da bactéria para os seres humanos
(FERREIRA; CAMPOS, 2008). Em aves, algumas espécies infectam o ovario e a
transmissao vertical pode acontecer (QUINN et al.,, 2019). A Salmonella € mais
relatada em carnes, principalmente de aves. No caso dos derivados de ovos, 0s
mais frequentes surtos estéo ligados a ingestdo de saladas, sorvetes e sobremesas
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).
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Os sorotipos relacionados com as infeccbes de origem alimentar sdo a
Salmonella Enteritidis e a Salmonella Typhimurium (SILVA et al., 2017).

A Salmonella esta associada principalmente a carne de aves, Dallal et al.
(2014) determinaram que a prevaléncia de Salmonella spp. em carne vermelha é
menor do que em frangos. Gu et al. (2020) relataram a alta prevaléncia de
Salmonella spp. em um abatedouro de frangos. Salmonella Kentucky e Salmonella
Enteritidis foram os sorotipos mais encontrados. Cortez et al. (2006) relataram a
ocorréncia de Salmonella spp. em um abatedouro de frango onde foram coletadas
amostras de fezes, penas e agua (varias etapas). No total, 10% das amostras foram
positivas para Salmonella spp., 5,6% para Salmonella Enteritidis e 2,4% para
Salmonella Typhimurium. Como no Brasil, na classificagdo dos abatedouros
frigorificos, é permitido que aves e coelhos sejam abatidos na mesma planta
(BRASIL, 2020), vale ressaltar que Maniero et al. (2008) verificaram que um
abatedouro frigorifico que abate aves e depois coelhos, apresentou alta prevaléncia
de salmonela em carcagas de coelhos, provavelmente devido a contaminacéo
cruzada.

Nos coelhos alguns dos estudos mostraram resultados diferentes em relacéo
a presenca de Salmonella spp. em carcacas, Badr (2004) detectou a presenca de
Salmonella spp. na carne crua obtida num abatedouro de coelhos no Egito. Na
Suigca, Kholer et al. (2008), ndo encontraram Salmonella spp. nas amostras de
carcaca. Badianni et al. (2017) e Miraglia et al. (2020) obtiveram o mesmo resultado.

No Brasil existe uma grande preocupacdo com a Salmonella, esta em vigor a
instrucdo normativa n° 20 de 2016 do MAPA (BRASIL, 2016), que estabelece o
controle e monitoramento de Salmonella spp. nos estabelecimentos avicolas
comerciais de frangos e perus de corte e nos estabelecimentos de abate de frangos,
galinhas, perus de corte e reproducédo, registrados no servico de inspecao federal
(SIF), com objetivo de reduzir a prevaléncia deste agente e estabelecer um nivel
adequado de protecdo ao consumidor. Nos estabelecimentos de abate sao
realizadas coletas de amostras para o controle e monitoramento da presenca ou

auséncia da bactéria e fixados limites seguros.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente foi verificar a interferéncia de trés diferentes
temperaturas da agua do tanque de pré-resfriamento de carcacas de coelhos (4°C,
7°C e 10°C), em relacdo a contagem de microrganismos indicadores e presenca de
Salmonella spp., nas superficies das carcacas, antes e depois de serem imersas no
tanque de pré-resfriamento, na agua utilizada no tanque, antes e depois da imerséo

das carcacas, e no gelo utilizado para resfriar a gua do tanque.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

O experimento foi delineado com 3 tratamentos divididos de acordo com a
temperatura da agua do tanque de pré-resfriamento. Tt 1: temperatura da agua do
tanque de pré-resfriamento até 4°C; Tt 2: temperatura da agua do tanque de pré-
resfriamento a 7°C; Tt 3: temperatura da agua do tanque de pré-resfriamento a10°C.

Foram realizadas 15 coletas durante os anos de 2020 e 2021, sendo 5
repeticdes para cada tratamento (4°C, 7°C e 10°C).

Para cada repeticao foram coletadas: 10 amostras de carcaca, sendo 5 antes
de serem imersas no tanque de pré-resfriamento (CA) e 5 depois de serem imersas
e permanecerem no tanque (CD), 2 amostras de agua, na qual 1 amostra se refere a
agua do tanque antes da imersdo das carcacas e 1 amostra da agua do tanque
depois da imersdo das carcacas e uma amostra do gelo que é utilizado para o
controle de temperatura do tanque.

ApoOs cada coleta as amostras devidamente identificadas, foram colocadas em
caixa térmica com gelo reutilizavel e encaminhadas ao laboratério Quali-POA
(FZEA/USP) na cidade de Pirassununga-SP para realizacdo das analises
microbiolégicas. A distancia entre o abatedouro e o laboratério é de 226,3 Km e a

duracdo média da viagem foi de 3 horas e 10 minutos.
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Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos, amostras e repeticdes utilizadas.

Namero /
tipos de Repeticdes
Amostras

Temperatura da dgua do

Tratamentos . ;
tanque de pré-resfriamento

5/CA
5/CD
Tt 1 4°C 1/AA 5
1/AD
1/ G
5/CA
5/CD
Tt 2 7°C 1/AA 5
1/AD
1/ G
5/CA
5/CD
Tt 3 10°C 1/AA 5
1/AD

1/ G

Legenda: Tt — tratamento, CA — carcaca antes da imersdo em tanque de pré-resfriamento, CD —
carcaca depois da imersédo em tanque de pré-resfriamento, AA — 4gua do tanque de pré-resfriamento
antes da imersdo das carcacas, AD — 4gua do tanque de pré-resfriamento depois da imersdo das
carcacgas, G — gelo utilizado para resfriar a 4gua do tanque de pré-resfriamento.

4.1.1 CARACTERISTICAS DO ESTABELECIMENTO

As amostras utilizadas no estudo foram coletadas no abatedouro frigorifico de
coelhos localizado na cidade de Paraguagu-MG, fiscalizado pelo servigo de inspecéo
federal (SIF) e contém implantado todos os programas de autocontrole
estabelecidos pelas legislacfes vigentes. O estabelecimento é classificado como de
pequeno porte com capacidade diaria de abate de até 500 coelhos, no entanto séo
abatidos em média 150 coelhos. A temperatura ambiente da cidade de Paraguacu-
MG variou de 14,6°C a 24,6°C tendo como média 19,6°C, durante o periodo
experimental.

Pelo fato de nao existir legislacdo especifica para o abate de coelhos, as
normas estabelecidas para o abate de aves sédo usadas como referéncia para definir
um processo adaptado para a espécie, levando em consideracéo as diferencas entre

as espécies, as condi¢des higiénico-sanitérias e a realidade do frigorifico.
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A etapa de pré-resfriamento das carcacas é adaptada devido ao pequeno
namero de animais abatidos por dia e pela rapida duracdo do processo de abate,
cerca de 90 minutos. As carcacas dos animais usadas no experimento passaram por
um unico tanque de pré-resfriamento. O tanque € revestido em inox, apresenta 0,6
m de altura, 0,76 m largura e 1,2 m de comprimento e capacidade de 547 litros. A
agua presente no interior do tanque recircula por tubulacédo propria que passa por
refrigeradores, no entanto, ndo sao suficientes para evitar o aumento da
temperatura. Por isso, o gelo é utilizado para melhor controle da temperatura, sendo
0 mesmo produzido no préprio estabelecimento.

O tanque de pré-resfriamento mantém as carcacas, sob temperatura de até
7°C no intervalo entre as etapas do abate e o inicio dos cortes/embalagem.

Sao usados 0os mesmos principios do tanque de pré-resfriamento de aves, no
entanto, a temperatura maxima da agua € de 7°C, as carcacas ficam no tanque até a
etapa de corte/embalagem, ou seja, as primeiras carcagcas a entrarem no tanque
permanecem submersas na dgua por um periodo maior de tempo do que as Ultimas
carcacas que entram no tanque. No momento da saida do tanque, as carcagas
devem apresentar temperatura de até 10°C.

A higienizacdo do tanque é realizada antes e ap6s o abate. E feito um
enxague com agua, posteriormente € adicionado cloro que recircula pela tubulacéo

durante 30 minutos e apds esse periodo € realizado mais um enxague com agua.

4.1.2 COLETA DAS AMOSTRAS DAS SUPERFICIES DAS CARCACAS

As cinco amostras CA foram coletadas de forma aleatéria depois da
passagem destas no chuveiro pés-evisceracdo, etapa que antecede a entrada no
tanque de pré-resfriamento. As cinco amostras CD foram coletadas também de
forma aleat6ria depois que as carcagas permaneceram imersas no tanque de pré-
resfriamento.

O método utilizado para amostragem das carcacas foi a técnica de
enxaguadura, utilizada para alimentos com contaminagdo predominantemente
superficial. ApGs a retirada do excesso de agua presente nas cavidades, devido a
imersdo em agua, cada carcaca foi transferida para uma bolsa estéril e
posteriormente pesada, foi adicionada a quantidade de agua peptonada a 0,1%,

equivalente ao peso da carcaga, na bolsa que posteriormente foi fechada e
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massagiada. O liquido obtido foi utilizado tanto nos ensaios gerais de quantificacéo
guanto nos ensaios de presenca/auséncia (SILVA et al., 2017). As carcacas foram

coletadas de forma aleatéria.

4.1.3 COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA E GELO

Foram coletadas duas amostras de 500 mL de agua do tanque de pré-
resfriamento em frascos tipo scott estéreis através da tubulagdo onde a &agua
recircula, uma antes e outra depois da imersédo das carcacas na agua do tanque, a
area externa da tubulacdo foi higienizada com etanol 70%, e o fluxo de saida
diminuido para ndo haver respingos no frasco (SILVA et al., 2017).

Para a analise de gelo, as amostras foram coletadas com auxilio de colheres
esterilizadas e transferidas para sacos estéreis, 500 g do gelo empacotado pronto

para O uso.

4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.2.1 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS AEROBIOS
MESOFILOS (SILVA et al., 2017)

Para determinacdo dos microrganismos heterotréficos aerdbios mesofilos
(MES), foi realizada a contagem padrdo em placas. Para tal, as amostras
inicialmente foram diluidas em agua peptonada a 0,1%.

Primeiramente obteve-se a diluicdo 10!, que apés a homogeneizacéo, foi
retirado 25 mL e diluido em 225 mL de 4gua peptonada a 0,1%, que posteriormente
foi homogeneizada em velocidade reduzida. A diluicdo 107 foi obtida retirando-se 1
mL da diluicdo 10 e transferindo para um tubo contendo 9 mL de agua peptonada a
0,1%, e assim sucessivamente, até atingir a diluicdo 103,

Para o plaqueamento, foi transferido 0,1 mL de cada uma das trés diluicbes para
placas de Petri contendo PCA (plate count agar) e posteriormente o indculo foi
espalhado com auxilio da alga de Drigalsky e incubado a 35°C por 48 horas. Ao
término do periodo de incubacgéo estabelecido foi realizada a contagem das coldnias

nas placas para cada diluicéo.
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4.2.2 CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA (SILVA et al.,
2017)

Para contagem de estafilococos coagulase positiva (ECP) as mesmas
diluicbes realizadas no item 4.2.1 foram utilizadas, foi retirado 0,1 mL de cada
diluicho e adicionado em placas de Petri contendo agar Baird-Parker (BP)
adicionado de emulsdo de gema de ovo 50% e solucdo aquosa de telurito de
potéssio 3,5% e posteriormente, o indculo foi espalhado na placa com auxilio da al¢a
de Drigalsky e incubado a 35°C por 48 horas. Ao término do periodo de incubacao

estabelecido foi realizada a contagem das colénias tipicas.

4.2.3 CONTAGEM DE ENTEROBACTERIAS (SILVA et al., 2017)

Seguindo com as analises, no caso das enterobactérias (EB) foi transferido 1
mL de cada diluicho para placas de Petri esterilizadas e posteriormente foi
adicionado &agar Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA). As placas foram
homogeneizadas, e incubadas a 35°C por 48 horas. Depois de transcrito o tempo,

verificou-se a caracteristica das colonias tipicas e foi realizada a contagem.

4.2.4 ISOLAMENTO DE Salmonella spp. (SILVA et al., 2017)

Para o isolamento da Salmonella spp. foi utilizado o método qualitativo, que
indica presenca ou auséncia do microrganismo na amostra. A técnica utilizada foi a
do enriquecimento em caldo especifico, sendo essa dividida em duas etapas, o pré-
enriquecimento e o enriquecimento seletivo, posteriormente isolamento em meios
seletivos e confirmacao.

O pré-enriguecimento constava-se na retirada de 25 mL da amostra para
diluicdo em 225 mL de agua peptonada a 0,1% que serd homogeneizada e incubada
a 35°C por 24 horas.

Na realizacdo do enriquecimento seletivo, o frasco foi agitado delicadamente
e transferido 1 mL para 10 mL de caldo selenito cistina (SC) e 10 mL de caldo
tetrationato (TT), posteriormente incubados a 42°C por 24 horas.

Para realizacdo do plagueamento diferencial, os tubos foram agitados em

vortex. Com auxilio da alca de platina, uma algcada do caldo TT foi estriada em
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placas contendo agar entérico de Hectoen (HE), agar bismuto sulfito (BS) e agar
xilose lisina desoxiciolato (XLD). O mesmo procedimento era repetido com caldo SC.
As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Depois desse tempo foi verificado
se houve desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella spp..

No caso de desenvolvimento de col6nias tipicas de Salmonella spp. foram
realizados os testes de Lisina Descarboxilase (LIA) e o Teste de Crescimento em
Agar Triplice Ferro (TSI). A cultura suspeita era inoculada no tubo de LIA e TSI. Os
tubos foram incubados a 37°C por 24 horas para realizacdo da leitura

A confirmacdo se dava utilizando-se as culturas tipicas do teste LIA e TSI.

Submeteu-se essas amostras a kits especificos para Salmonella spp..

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Apos a verificacdo da normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias, os resultados foram analisados pelo programa estatistico Statistical
Analysis System®, versdo 9.4 (SAS, 2018). Com a distribuicdo normal dos dados, o
procedimento estatistico adotado foi de acordo com os efeitos principais dos
tratamentos, pelo comando Proc-GLIMMIX para as analises de carcaca (antes e
depois) e pelo comando Proc-MIXED para as analises de agua (antes e depois),
adotando-se nivel de significancia de 5%. Os dados de temperaturas e tanques
(antes e depois) foram analisados como varidveis classificatérias e os dados de
coleta como variaveis resposta. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial, de acordo com o modelo estatistico abaixo:

Yij =+ Ti +T + Ti x T + eij,

onde Yij = é o valor observado para contagem de microrganismos; 4 = média
geral; Ti = efeito fixo do tempo i; T = efeito fixo de temperatura j; Ti x T%= efeito fixo
da interacdo entre o tempo e temperatura; e eij = erro aleatdrio associado a cada

observacéao.



31

5. RESULTADOS

5.1 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS AEROBIOS
MESOFILOS

5.1.1 Amostra de carcacas antes e depois da imersdo no tanque de pré-
resfriamento (4°C, 7°C e 10°C)

Na tabela 2 esta apresentada a analise da variancia para causa de variacao
tratamento (temperatura 4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imerséo das
carcacas em tanque de pré-resfriamento para contagem de microrganismos
heterotréficos aerdbios mesofilos (MES). Onde para o Tt 1 e Tt 3 ocorreu aumento
significativo da contagem de MES de 36,29 para 38,69 Log UFC.mL? e de 36,72
para 88,06 Log UFC.mL, respectivamente, enquanto que para Tt 2 houve uma

diminuicao significativa da contagem de 54,40 para 49,42 Log UFC.mL™2.

Tabela 2 — Andlise da variancia para causa de variacdo tratamento (temperatura
4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imersao das carcacas em
tanque de pré-resfriamento para contagem de microrganismos
heterotréficos aerébios mesdofilos (MES).

Microrganismo

Tratamento Amostras MES P_valor
(Log UFC.mLV6

CA* 36,29b 0,0006

Tt1!
CD5 38,69a 0,0003
CA* 54,40a <0,0001

Tt22
CD?® 49,42h <0,0001
CA* 36,72b 0,0005

Tt33
CD® 88,06a <0,0001

1 Corresponde ao tratamento 1 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 4°C; 2 Corresponde ao
tratamento 2 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 7°C; 3 Corresponde ao tratamento 3 - com
agua do tanque de pré-resfriamento a 10°C; 4 Carcaca antes da imersdo no tanque de pré-
resfriamento; 5Carcaca depois da imersdo no tanque de pré-resfriamento; ®Contagem de
microrganismos heterotréficos aerdbios mesofilos em log de unidades formadoras de colbénia por mL
(log UFC.mL™1). Letras iguais correspondem as médias que nao diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Na tabela 3 estdo apresentadas as médias das contagens de
microrganismos heterotréficos aerdbios mesofilos (MES) e o efeito da imersao das

carcacas, antes (CA) e depois (CD), em tanque de pré-resfriamento, nas
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temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de microrganismos heterotroficos
aerobios mesofilos (MES). O Tt 1 foi o que apresentou menor média para contagem
de MES nas CA e CD. No Tt 2 ocorreu uma diminuicdo na média da contagem de
MES nas superficies das carcacas depois da imersdo em tanque de pré-
resfriamento em agua a 7°C, enquanto que, para o Tt 3 foi verificada a maior média
da contagem de MES comparada com as temperaturas dos outros dois tratamentos.

Foi verificado efeito entre as médias da contagem de microrganismos
heterotréficos aerébios mesdfilos e a temperatura da agua do tanque nos trés
tratamentos, também foi verificado efeito significativo de interacdo em relacdo ao
aumento da contagem média de microrganismos heterotréficos aerdbios mesoéfilos e
a imersdo das carcacas pelo tanque de pré-resfriamento no Tt 3 (10°C) e no Tt 1
(4°C), como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da imerséo das carcacas, antes (CA) e depois (CD), em tanque de
pré-resfriamento, nas temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de
microrganismos heterotréficos aerébios mesdfilos (MES).

Microrganismo P_valor
MES
Amostras Tratamento EPM * 1
(Log UFC.mL) Temp®  Tempo?® Temp '(I)'empo
7
Tt1?! 36,29 bB
Carcagas antes 2
(CA) Tt2 54,40 aB
Tt3 3 36,72 bB
9,19 0,0397 0,0404 0,0104
Tt14 38,69 aA
Carcacas depois 5
(CD) Tt2 49,42 aB
Tt3 6 88,06 aA

1 Corresponde ao tratamento 1 - carcaga antes da imerséo no tanque de pré-resfriamento com agua a
4°C; 2 Corresponde ao tratamento 2 - carcaca antes da imersdo no tanque de pré-resfriamento com
agua a 7°C; 8 Corresponde ao tratamento 3 - carcaca antes da imersdo no tanque aferido de pré-
resfriamento com agua a 10°C; “Corresponde ao tratamento 1 - carcaga depois da imersdo no tanque
de pré-resfriamento com agua a 4°C; 5Corresponde ao tratamento 2 - carcaca depois da imersdo no
tanque de pré-resfriamento com agua a 7°C; 6Corresponde ao tratamento 3 - carcaca depois da
imersdo no tanque de pré-resfriamento com agua a 10°C; 7Contagem de microrganismos
heterotroficos aerébios mesofilos em log de unidades formadoras de colénia por mL (log UFC.mL1)
8Diferentes temperaturas da dgua do tanque de pré-resfriamento; ° Carcagas antes e depois de entrar
no tanque de pré-resfriamento; PInteracdo entre as diferentes temperaturas da agua do tanque e os
diferentes tempos da carcaga no tanque. Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significAncia de 5% (p < 0,05). Letras diferentes correspondem
as médias que diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras
mindsculas correspondem a comparacdo das médias dentro da mesma variavel temperatura (4°, 7° e
10°C). Letras mailsculas correspondem a compara¢do das médias dentro da mesma variavel tempo
(antes ou depois).

EPM — erro padrdo da média.
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5.1.2 Amostra de 4gua antes e depois da imersdo das carcacas no tanque de

pré-resfriamento e do gelo

A contagem meédia de MES nas amostras da agua antes da imersédo das
carcagas no tanque de pré-resfriamento foi de 0 UFC.mL* nos trés tratamentos.
Depois da imersédo das carcacas no tanque de pré-resfriamento a contagem média
foi de 8,0 log UFC.mL%, 13,0 log UFC.mL* e 4,0 Log UFC.mL*no Tt1, Tt2 e Tt 3,
respectivamente.

Também ndo houve contagem de MES nas amostras de gelo analisadas no

experimento.

5.2 CONTAGEM DE ENTEROBACTERIAS

5.2.1 Amostra de carcacas antes e depois da imersdo no tanque de pré-
resfriamento (4°C, 7°C e 10°C)

A tabela 4 apresenta a analise da varidncia para causa de variacdo
tratamento (temperatura 4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imerséo das
carcacas em tanque de pré-resfriamento para contagem de enterobactérias. Houve
aumento significativo na contagem de enterobactérias nos trés tratamentos apés a
imersao das carcacas de coelhos no tanque de pré-resfriamento. O Tt 1 aumentou
de 2,38 Log UFC.mL" para 3,20 Log UFC.mL?, o Tt 2 de 1,88 Log UFC.mL™ para
4,15 Log UFC.mL?%, e o Tt 3 aumentou de 2,97 Log UFC.mL?, para 4,83 Log
UFC.mL™.
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Tabela 4 — Analise da variancia para causa de variacdo tratamento (temperatura
4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imersao das carcacas em
tanque de pré-resfriamento para contagem de enterobactérias.

Microrganismo

Tratamento Amostras  Enterobactérias P_valor
(Log UFC.mLV6

CA* 2,38b 0,0137

Tt1!
CD® 3,20a 0,0015
CA* 1,88b 0,0457

Tt2?
CD® 4,15a 0,0001
CA* 2,97b 0,0029

Tt3®
CD? 4,83a <0,0001

1 Corresponde ao tratamento 1 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 4°C; 2 Corresponde ao
tratamento 2 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 7°C; 3 Corresponde ao tratamento 3 - com
agua do tanque de pré-resfriamento a 10°C; 4 Carcagca antes da imersdo no tanque de pré-
resfriamento; S5Carcaca depois da imersdo no tanque de pré-resfriamento; ®Contagem de
enterobactérias em log de unidades formadoras de col6nia por mL (log UFC.mL™1). Letras iguais
correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p
< 0,05).

Na tabela 5 estdo apresentadas as contagens médias de enterobactérias e o
efeito da imersédo das carcacas, antes (CA) e depois (CD), em tanque de pré-
resfriamento, nas temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de
enterobactérias. O Tt 1 foi o que apresentou menor média depois da imersédo das
carcacas pelo tanque de pré-resfriamento. A menor populacdo de enterobactérias
para as amostras de CA foi observada no Tt 2, no entanto, foi o tratamento que
apresentou maior contagem média depois das carcacas serem imersas em tanque
de pré-resfriamento quando se compara com as amostras de CA e CD entre cada
tratamento. O Tt 3 apresentou maior média nas amostras de CA e CD.

N&o foi observado efeito entre a contagem média de enterobactérias e 0s
diferentes tratamentos (4°C, 7°C e 10°C), mas foi verificado nos trés tratamentos
efeito significativo de interagdo em relagcdo a populacdo de enterobactérias e a

imersao das carcacgas de coelhos no tanque de pré-resfriamento.
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Tabela 5 - Efeito da imerséo das carcacas, antes (CA) e depois (CD), em tanque de
pré-resfriamento, nas temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de
enterobactérias.

Microrganismo

P_valor
Amostras Tratamento Enterobactérias EPM
-1V 7 * 1
(Log UFC.mL™?) Temp®  Tempo® Temp '(I)'empo
Tt1! 2,38aB
Carcagas 5
antes (CA) Tt2 1,89aB
Tt3 3 2,97aB
0,8962 0,4361 0,0337 0,7102
Tt14 3,20aA
Carcagas 5
depois (CD) 2 4,15aA
Tt3 ¢ 4,84aA

1 Corresponde ao tratamento 1 - carcaga antes da imerséo no tanque de pré-resfriamento com agua a
4°C; 2 Corresponde ao tratamento 2 - carcaca antes da imersdo no tanque de pré-resfriamento com
agua a 7°C; 8 Corresponde ao tratamento 3 - carcaca antes da imersdo no tanque aferido de pré-
resfriamento com agua a 10°C; “Corresponde ao tratamento 1 - carcaga depois da imersdo no tanque
de pré-resfriamento com agua a 4°C; 5Corresponde ao tratamento 2 - carcaca depois da imersdo no
tanque de pré-resfriamento com agua a 7°C; 8Corresponde ao tratamento 3 - carcaga depois da
imersao no tanque de pré-resfriamento com agua a 10°C; ‘Contagem de enterobactérias em log de
unidades formadoras de col6nia por mL (log UFC.mL™1) 8Diferentes temperaturas da agua do tanque
de pré-resfriamento; °® Carcagas antes e depois de entrar no tanque de pré-resfriamento;°Interacédo
entre as diferentes temperaturas da agua do tanque e os diferentes tempos da carcaga no tanque.
Letras iguais correspondem as médias que nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Letras diferentes correspondem as médias que diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Letras minUsculas correspondem
a comparacdo das médias dentro da mesma variavel temperatura (4°, 7° e 10°C). Letras mailsculas
correspondem a comparacgéo das médias dentro da mesma varidvel tempo (antes ou depois).

EPM — erro padrdo da média.

5.2.2 Amostra de 4gua antes e depois da imersdo das carcacas no tanque de

pré-resfriamento e do gelo

A contagem média de enterobactérias nas amostras da agua antes da
imersdo das carcacas no tanque de pré-resfriamento foi de 0 UFC.mL1 no Tt 1, Tt 2
e Tt 3. Depois da imersdo das carcacas no tanque, a contagem média de
enterobactérias foi de 6,66 log UFC.mL1, 6,07 log UFC.mL* e 7,13 log UFC.mL*
nos tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente.

Nao foi verificada contagem de enterobactérias nas amostras de gelo

analisadas no experimento.
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5.3 CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA

5.3.1 Amostra de carcacas antes e depois da imersdo no tanque de pré-
resfriamento (4°C, 7°C e 10°C)

A tabela 6 apresenta a analise da variancia para causa de variacao
tratamento (temperatura 4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imerséo das
carcacas em tanque de pré-resfriamento para contagem de estafilococos coagulase
positiva (ECP). O Tt 1 apresentou aumento significativo de 62,99 Log UFC.mL™ para
95,11 Log UFC.mL?, o Tt 2 e 0 Tt 3 também aumentaram significativamente de 53,
66 Log UFC.mL*? para 68,13 Log UFC.mL™, e de 49,46 Log UFC.mL para 67,55

Log UFC.mL™, respectivamente.

Tabela 6 — Analise da variancia para causa de variacdo tratamento (temperatura
4°C, 7°C e 10°C) antes (CA) e depois (CD) da imersao das carcacas em
tanque de pré-resfriamento para contagem de estafilococos coagulase
positiva (ECP).

Microrganismo

Tratamento Amostras ECP P_valor
(Log UFC.mL™Y6

CA* 62,99b 0,0007

Tt1!
CD® 95,11a <0,0001
CA* 53,66b 0,0028

Tt2?
CD® 68,13a 0,0003
CA* 49,46h 0,0052

Tt33
CD?® 67,55a 0,0003

1 Corresponde ao tratamento 1 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 4°C; 2 Corresponde ao
tratamento 2 - com agua do tanque de pré-resfriamento a 7°C; 3 Corresponde ao tratamento 3 - com
agua do tanque de pré-resfriamento a 10°C; 4 Carcaca antes da imersdo no tanque de pré-
resfriamento; SCarcaca depois da imersdo no tanque de pré-resfriamento; ®Contagem de
estafilococos coagulase positiva em log de unidades formadoras de colénia por mL (log UFC.mL™1).
Letras iguais correspondem as médias que ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Na tabela 7 estdo apresentadas as contagens meédias de estafilococos
coagulase positiva e o efeito da imersao das carcagas, antes (CA) e depois (CD), em
tanque de pré-resfriamento, nas temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de

estafilococos coagulase positiva. O Tt 3 apresentou menor contagem de
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estafilococos coagulase positiva tanto nas amostras das CA quanto nas amostras
das CD e o Tt 1 a maior contagem nas duas amostragens.

N&o houve efeito de interacdo em relagdo ao aumento da contagem de
estafilococos coagulase positiva e as temperaturas de 4°, 7° e 10°C. Também néo
foi verificado efeito de interacdo entre a imersdo das carcacas no tanque de pré-

resfriamento com a contagem de estafilococos coagulase positiva.

Tabela 7 - Efeito da imerséo das carcacas, antes (CA) e depois (CD), em tanque de
pré-resfriamento, nas temperaturas de 4°, 7° e 10°C sobre a contagem de
estafilococos coagulase positiva (ECP).

Microrganismo P_valor
ECP
A T EPM * 1
mostras ratamento (Log UFC.mL") Temp®  Tempo® Temp '(I)'empo
7
Tt1?! 62,99
Carcagas antes 2
(CA) Tt2 53,66
Tt3 3 49,47
16,09 0,3918 0,1139 0,8465
Tt14 95,11
Carcacas depois 5
(CD) Tt2 68,14
Tt36 67,55

1 Corresponde ao tratamento 1 - carcaga antes da imerséo no tanque de pré-resfriamento com agua a
4°C; 2 Corresponde ao tratamento 2 - carcaca antes da imerséo no tanque de pré-resfriamento com
agua a 7°C; 8 Corresponde ao tratamento 3 - carcaca antes da imersdo no tanque aferido de pré-
resfriamento com agua a 10°C; “Corresponde ao tratamento 1 - carcaga depois da imersao no tanque
de pré-resfriamento com agua a 4°C; 5Corresponde ao tratamento 2 - carcaca depois da imersdo no
tanque de pré-resfriamento com agua a 7°C; 6Corresponde ao tratamento 3 - carcaca depois da
imersdo no tanque de pré-resfriamento com agua a 10°C; “Contagem de estafilococos coagulase
positiva em log de unidades formadoras de col6nia por mL (log UFC.mL1) 8Diferentes temperaturas
da agua do tanque de pré-resfriamento; °® Carcagas antes e depois de entrar no tanque de pré-
resfriamento; Interagdo entre as diferentes temperaturas da agua do tanque e os diferentes tempos
da carcaga no tanque

EPM — erro padrao da média.

5.3.2 Amostra de agua antes e depois da imersao das carcacas no tanque de

pré-resfriamento e do gelo

A contagem média de estafilococos coagulase positiva nas amostras da agua
antes da imersao das carcacas no tanque de pré-resfriamento foi de 0 UFC.mL* no
Tt 1, Tt 2 e Tt 3. Depois a imersdo das carcagas no tanque, a contagem média de
estafilococos coagulase positiva foi de 2,57 log UFC.mL™?, 7,95 log UFC.mL* e 7,12
log UFC.mL1 no Tt 1, Tt 2 e Tt 3, respectivamente.

N&o houve contagem de estafilococos coagulase positiva nas amostras de

gelo analisadas no experimento.
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5.4 PRESENCA DE Salmonella spp.

N&o foi verificada a presenca de Salmonella spp. nas amostras de carcaca
antes e depois a imersdo em tanque de pré-resfriamento no Tt 1, Tt 2 e Tt 3. Nas
amostras de agua antes e depois a imersdo no tanque de pré-resfriamento e nas
amostras de gelo também nao foi observada a presenca de Salmonella spp. no Tt 1,
Tt2eTt3.

6 DISCUSSAO

Na contagem de microrganismos heterotroficos aerébios mesofilos na
superficie das carcacas dos coelhos, houve um aumento significativo quando
comparado cada tratamento individualmente antes e depois da imersdo no tanque
de pré-resfriamento, no Tt 1 (CA 36,29 Log UFC/mL para CD 38,69 Log UFC/mL) e
no Tt 3 (CA 36,72 Log UFC/mL para CD 88,06 Log UFC/mL) resultado que difere do
encontrado por Lopez et al. (2007) que nao observou diferenga significativa na
contagem de microrganismos heterotroficos mesdfilos antes da entrada das aves no
pré-chiller (6,4 NMP/g) e apds a saida destas do chiller (5,6 NMP/qg).

O trabalho de Lillard (1990) avaliou a contagem de mesoéfilos antes do pré-
chiller e apés o chiller em dois estabelecimentos de frangos e constatou a
diminuicdo significativa em ambos, a contaminacédo das carcacas de frangos antes
da entrada no pré-chiller no estabelecimento A foi de 6,69 UFC/carcaca € no
estabelecimento B foi de 6,67 UFC/carcaca, apés o chiller a contagem foi de 5,78
UFCl/carcaca no estabelecimento A e 5,94 UFC/carcaca no estabelecimento B,
mostrando que o pré-resfriamento diminuiu a contaminacao superficial por mesofilos
nas carcacas de frangos.

No abate de coelhos Miraglia et al. (2010) relatou que a contagem de
microrganismos heterotroficos mesofilos foi de 2,9 UFC/g apds o abate. Baddiani et
al. (2017) constatou que a contagem de microrganismos heterotréficos aerobios
mesofilos na carcaca de coelhos ap6s o resfriamento foi de 4,08 UFC/mL. Em
comparagao com os trabalhos citados, a contaminacgéo das carcacgas de coelhos por
microrganismos heterotréficos aerobios mesofilos no presente estudo foi superior
antes e apos a passagem pelo pré-resfriamento, indicando que o estabelecimento

em questao apresenta falhas higiénico sanitarias durante as operacdes de abate.
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Na agua do tanque nao houve crescimento de microrganismos heterotroficos
aerobios mesofilos antes das carcacas entrarem no tanque, depois da imersao foi
observado crescimento em todos os tratamentos, mostrando que apds a imersao
das carcacas ocorreu a contaminacdo da agua do tanque por microrganismos
heterotréficos aerobios mesofilos.

As amostras de gelo ndo apresentaram contagens de microrganismos
heterotréficos aerébios mesofilos, mostrando que o uso do gelo para o controle da
temperatura da agua de pré-resfriamento nédo interferiu na qualidade microbiologica
da carcaca e da agua.

No abate de aves, a recirculacdo da agua é proibida, além disso, ela deve ser
renovada de acordo com a entrada das carcagas no tanque (BRASIL, 1998). Mesmo
com a semelhanga entre o abate de aves, as diferengas com os cuidados referentes
a agua do tanque de pré-resfriamento podem ter sido o motivo do aumento da
contaminacgéo das carcacas e da agua do tanque. No abate de coelhos em questéo,
a agua recircula por tubulacdes e, além disso, ndo ocorre a sua renovacao, o que
acontece é a adicao de 4gua de acordo com a entrada das carcagas no tanque.

A recirculacdo da agua pode ser a responsavel por manter o0s
microrganismos, por mais tempo dentro do tanque fazendo com que a taxa de
contaminacgao e/ou multiplicacdo seja maior, Souza et al. (2012) relatou que quando
a agua é renovada e as carcacas permanecem em sentido oposto ao fluxo de agua
(contrafluxo) ocorre a retirada mecénica das bactérias que contaminam a carcaca.
Além disso, os microrganismos heterotroficos aerébios mesofilos presentes no
tanque podem apresentar comportamento psicrotréfico e ainda permanecer em
contato com as carcacas que apresentam condicfes intrinsecas ideais para sua
multiplicacdo. Somado a isso, a agua passa por tubulacao de dificil higienizacédo o
que pode favorecer o acumulo de sujidades e a formacdo de biofiime pelos
microrganismos que estavam presentes no tanque. Montanhini e Bersot (2013)
confirmaram o0 comportamento psicrotrofico de microrganismos mesofilos
armazenados, sob refrigeracdo, além de que esses mesmos microrganismos Sao
capazes de formar biofilme em superficie de aco inoxidavel (SILVA et al., 2018),
sendo estas superficies, as mesmas utilizadas no tanque de pré-resfriamento no
abate de coelhos.

Esses fatores podem ser os responsaveis pelo aumento da contaminacgéo das

carcagas e da agua por microrganismos heterotroficos aerdbios mesofilos dentro do
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tanque de pré-resfriamento. Cavani et al. (2010) relataram que quando a agua do
tanque de pré-resfriamento é renovada em volume correto, o controle de pH e da
temperatura é feito de forma eficiente associados cloracédo da agua e ao controle da
contaminacgdo inicial das carcacas a qualidade das carcacas pos-resfriamento ndo
sera prejudicada.

Foi observado efeito de interacdo em relacdo a temperatura da agua do
tanque e o aumento da contagem de microrganismos heterotroficos aerdbios
mesofilos na superficie das carcacas. Podemos observar o aumento sutil na
contagem de microrganismos heterotroficos aerébios mesdfilos a 4°C e o aumento
exuberante a 10°C. No entanto, também foi observado efeito de interacdo entre o
aumento da populacdo microbiana na superficie das carcacas e a passagem delas
pelo tanque de pré-resfriamento no Tt 1 e no Tt 3. Esses resultados indicam que o Tt
1 e o Tt 3 ndo foram eficazes para conter a contaminacdo das carcacas por
microrganismos heterotréficos aerdbios mesdfilos.

Em relacdo &s enterobactérias, foi observado aumento significativo em todos
os tratamentos (4°C, 7°C e 10°C) depois da imerséo das carcacas de coelhos no
tanque de pré-resfriamento, esse resultado difere do observado por Lopes et al.
(2007), que ndo detectaram diferenca significativa entre as amostras das carcacas
de frango antes da imersédo no tanque de pré-resfriamento com as amostras das
carcacas depois a imersao e dos resultados encontrados por Souza et al. (2012) que
relataram a diminuicdo da contaminacao por coliformes termotolerantes com a agua
do tanque de pré-resfriamento a 4°C, Simas et al. (2013) que concluiram que
resfriamento reduziu aproximadamente 90% da contaminacdo por coliformes
termotolerantes, e Lillard (1990) que constatou a diminuicdo da contaminacdo das
carcacas de aves ap0s a passagem pelo pré-resfriamento.

Ndo houve efeito de interacdo entre o aumento da contagem de
enterobactérias com a temperatura da agua do tanque de pré-resfriamento nas
amostras das carcacas antes e depois da imerséo para os trés tratamentos. Esses
resultados indicam que o aumento observado na contaminacéo das superficies das
carcagas de coelhos depois da imersdo das carcacas no tanque de pré-resfriamento
ocorreu independente da temperatura da agua do tanque. As amostras de agua néo
apresentaram contagem de enterobactérias antes da imersdo das carcagas no
tanque, no entanto, depois da imersao houve presenca desses indicadores em todos

0s tratamentos.
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A contaminacdo pelas enterobactérias acontece principalmente na
evisceracdo e também através da contaminacdo cruzada pelos colaboradores ou
ambiente de abate (MAHARJAN et al., 2019), quando a contaminacao € localizada e
possivel de ser delimitada, a area atingida € condenada e a carcaca € liberada
(BRASIL, 2020). No entanto, ocasionalmente, no frigorifico em questédo, ocorre a
contaminacdo em locais onde ndo € possivel a visualizacédo pelos colaboradores e a
carcaca € imersa no tanque contaminando a agua e as outras carcacas. Esse pode
ser um dos motivos do aumento da contaminacao das carcacas e da agua depois da
imersdo no tanque.

Em comparacdo aos outros grupos de indicadores, as enterobactérias
estavam em menor quantidade, tanto nas amostras de carcagas antes quanto nas
amostras de carcacas depois da imersédo, o que indica que mesmo apresentando
falhas eventuais, a etapa da evisceracao e a higienizacdo dos equipamentos estao
sendo eficientes (SILVA et al., 2017). Porém, devido a ineficiéncia no processo de
pré-resfriamento em tanque de imersdo com agua em relacdo ao controle de
enterobactérias é importante ressaltar que possiveis falhas nas operacdes do abate
de coelhos, como a nado visualizacdo da carcaca contaminada ou contaminacgao
cruzada pelos manipuladores e pelo ambiente podem resultar no aumento da
contagem de enterobactérias nas superficies das carcacas.

As amostras de gelo ndo apresentaram contagens de enterobactérias,
mostrando que o0 uso do gelo para o controle da temperatura da agua de pré-
resfriamento néo interferiu na qualidade microbiol6gica da carcaca e da agua.

No que diz respeito aos estafilococos coagulase positiva na superficie de
carcagas de coelhos, foi verificado aumento significativo em relagdo a contagem
média em todos os tratamentos apds a imersdo das carcacas no tanque de pré-
resfriamento. N&o houve efeito de interacdo em relacdo ao aumento da contagem de
estafilococos coagulase positiva e a temperatura do tanque de pré-resfriamento.

Nas amostras de agua antes da imersdo das carcacas no tanque de pré-
resfriamento ndo houve contagem para estafilococos coagulase positiva, depois da
imerséao foi observado crescimento desse indicador na 4gua do tanque em todos 0s
tratamentos.

Os estafilococos coagulase positiva foram os microrganismos indicadores
observados em maior quantidade quando comparado com os demais. A

contaminagao da carcaca pelos estafilococos coagulase positiva acontece durante
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as operacoes de abate, principalmente na esfola e pelas maos dos manipuladores. A
realizacdo da etapa de esfola manual e a manipulacdo das carcacas por parte dos
colaboradores devem ser reavaliadas e aperfeicoadas para evitar que grandes
quantidades de estafilococos coagulase positiva contamine a carcaca. O grande
problema dos estafilococos coagulase positiva € que dentro desse grupo tem-se o
Staphylococcus aureus potencial patégeno para os seres humanos (BORTOLAIA,
ESPINOS-GONGORA E GUARDABASSI, 2016), e segundo Kohler et al. (2008) e
Merz, Stephan e Johler (2016) sdo microrganismos comuns na carcaca de coelhos.
Inclusive, existem cepas de Staphylococcus aureus que causam problemas crénicos
em coelhos como lesBes de pele, abscesso e mastite (HERMANS et al., 2000) e isso
acaba refletindo na qualidade microbiolégica das carcacas de coelhos, de acordo
com Ferreira, Monteiro e Pinto (2014) as condenacdes por abscessos nas carcacas
de coelhos foram a principal causa de condenacdo das carcacas e dessas 25,9%
foram causadas pelo Staphylococcus aureus.

As amostras de gelo ndo apresentaram contagens de estafilococos coagulase
positiva, mostrando que o uso do gelo para o controle da temperatura da agua de
pré-resfriamento nao interferiu na qualidade microbiolégica da carcaca e da agua.

Nenhuma amostra foi positiva para Salmonella spp., tal resultado difere do
observado por Lopez et al. (2007) que detectou a presenca do patébgeno em uma
carcaca de frango antes de entrar no tanque de pré-resfriamento e outra numa
amostra de carcaca depois do tanque de pré-resfriamento e na agua do tanque.
Badr (2004) ndo detectou a presenca de Salmonella spp. nas carcacas. Kohler
(2008), Badianni et al. (2017), Miraglia et al. (2020) também relataram a auséncia do
patdégeno, e Lillard (1990) que constatou que o pré-resfriamento é o principal ponto
de contaminacao cruzada por Salmonella spp. no abate de frangos.

7 CONCLUSAO

As trés temperaturas (4°C, 7°C e 10°C) ndo foram capazes de controlar a
contagem 0s microrganismos heterotroficos aerdbios mesofilos, enterobactérias e
estafilococos coagulase positiva na superficie da carcaca de coelhos e na agua
utilizada no tanque de pré-resfriamento depois da imerséo das carcacas. Nao houve
crescimento de microrganismos indicadores nas amostras de gelo e nao foi

detectada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma das amostras. Com isso €
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importante que todos os cuidados referentes as boas praticas de fabricacdo e os
procedimentos de higiene operacional sejam seguidos rigorosamente para evitar a
contaminacdo das carcacas durante as etapas do abate, além disso, € necessario
uma reavaliagdo da etapa de pré-resfriamento realizada no abate de coelhos em
questdo, uma vez que, em todos os microrganismos indicadores avaliados e em
todas as temperaturas da agua, a contaminacdo aumenta apés a passagem das

carcacas pelo tanque.
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