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RESUMO 

 

Analisar e entender o perfil da comunidade bacteriana das carcaças de frango de corte 

durante o processo de abate pode ser uma ferramenta útil para a agroindústria avícola 

produzir alimentos com maior inocuidade. O microbioma do matadouro-frigorífico de 

frangos de corte tem um grande impacto na segurança do produto final gerado. O 

manuseio e o consumo de produtos de origem aviária têm sido associados à transmissão 

de importantes patógenos aos consumidores, como Salmonella spp., Campylobacter 

jejuni, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Porém outras bactérias patogênicas 

também podem estar relacionadas com a cadeia avícola. Nos matadouros-frigoríficos, a 

contaminação da carcaça de frango por bactérias patogênicas pode ocorrer durante todas 

as etapas do processamento, incluindo abate, sangramento, evisceração, lavagem e 

refrigeração. Este trabalho tem como objetivo realizar a técnica de sequenciamento de 

próxima geração de alto rendimento (HT-NGS) para identificar o microbioma presente 

nas carcaças de frango de corte durante o processo de abate em matadouros-frigoríficos. 

Foram coletadas 312 carcaças de frango de corte em três matadouros-frigoríficos do Rio 

Grande do Sul com Serviço de Inspeção Federal (SIF). Também foram coletados 200 

mL de água do chiller em três pontos distintos (início, meio e fim) do tanque em cada 

matadouro-frigorífico sendo realizado um pool para cada ponto amostrado. 

O pool correspondente a cada ponto foi constituído de 100 mL, sendo deste total 50 mL 

por ponto amostrado de cada visita. A comunidade microbiana das carcaças de frango 

foi dominada pelo Reino Bacteria em todos os matadouros-frigoríficos. Foram 

identificados quatro filos, 11 classes, 15 ordens e 22 famílias. No matadouro-frigorífico 

A foram identificados 20 gêneros e nos matadouros-frigoríficos B e C foram 

identificados 28 gêneros em cada. No matadouro-frigorífico A foram identificadas 26 

espécies e nos matadouros-frigoríficos B e C foram identificadas 37 espécies em cada. 

No chiller foram identificadas 17 espécies e não foi observada nenhuma espécie comum 

aos três estabelecimentos avícolas. Na área limpa (embalagem final) foram identificadas 

21 espécies, sendo a espécie C. jejuni a única comum aos três estabelecimentos 

avícolas. O processo de abate reduziu o número de espécies e a quantidade de 

sequências identificadas dos microrganismos. O chiller não foi capaz de eliminar ou 

diminuir a quantidade de alguns contaminantes detectados, independentemente do 

matadouro-frigorífico avaliado. Entre os microrganismos com potencial patogênico 

detectado, foi observada a presença do C. jejuni nos três matadouros-frigoríficos. O 

microbioma das carcaças de frango de corte foi diferente para todos os matadouros-

frigoríficos. Os resultados demonstram que o microbioma associado à carcaça varia 

conforme o matadouro-frigorífico, bem como de acordo com a origem do lote. 

 

Palavras-chave: metagenômica, carcaça, microbioma, matadouro-frigorífico, frango de 

corte 
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ABSTRACT 

 

Analyzing and understanding the profile of the bacterial community of broiler chicken 

carcasses during the slaughter process can be an useful tool for the poultry industry to 

produce microbiologically safer food. The microbiome of a broiler slaughterhouse has 

a great impact on the safety of the final product generated. On the other hand, the 

handling and consumption of products of avian origin have been associated with the 

transmission of important pathogens to consumers, such as Salmonella spp., 

Campylobacter jejuni, Escherichia coli and Listeria monocytogenes. However, other 

pathogenic bacteria may also be related to the poultry chain. In slaughterhouses, 

chicken carcass contamination by pathogenic bacteria can occur during all stages of 

processing, including slaughter, bleeding, evisceration, washing and refrigeration. This 

work aims at performing the next generation high throughput sequencing technique 

(HT-NGS) to identify the microbiome present in broiler carcasses during the slaughter 

process in slaughterhouses. A total of 312 broiler carcasses were collected from three 

slaughterhouses in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, all served with Federal 

Inspection Service (SIF). 200 mL of water from the chiller were also collected at three 

different points (beginning, middle and end) of the chiller tank in each processing plant, 

with a pool being made for each point sampled. The pool corresponding to each point 

consisted of 100 mL, of which 50 mL per point was sampled at each visit. The microbial 

community of chicken carcasses was dominated by the Bacteria Kingdom in all 

slaughterhouses. Four phyla, 11 classes, 15 orders and 22 families were identified. In 

slaughterhouse A, 20 genera were identified and in slaughterhouses B and C, 28 genera 

were identified in each. In slaughterhouse A, 26 species were identified and in 

slaughterhouses B and C, 37 species were identified in each. In the chiller, 17 species 

were identified and no species common to the three poultry establishments were 

observed. In the clean area (final packaging), 21 species were identified, with the 

species C. jejuni being the only one common to the three poultry establishments. The 

slaughter process reduced the number of species and the amount of identified sequences 

of microorganisms. The chiller was not able to eliminate or reduce the amount of some 

contaminants detected, regardless of the slaughterhouse evaluated. As referred, among 

the microorganisms with pathogenic potential detected, the presence of C. jejuni was 

observed in all three slaughterhouses. The microbiome of broiler carcasses was 

different for all slaughterhouses. The results demonstrate that the microbiome 

associated with the carcass can vary according to the slaughterhouse sampled, as well 

as according to the origin of the batch being processed. 

 

Keywords: metagenomics, carcass, microbiome, slaughterhouse, broilers
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os avanços em genética, nutrição, manejo e sanidade propiciaram uma excelente 

evolução do desempenho da avicultura nas últimas décadas e, neste contexto, o Brasil 

ocupa uma posição de destaque no cenário internacional. Atualmente, o Brasil é o 

segundo maior produtor mundial de carne de frango, sendo que o país produziu quase 

13.000.000 toneladas do produto em 2018. Além disto, o país é líder em exportação de 

carne de frango, tendo exportado 4.101.000 toneladas do produto no último ano (ABPA, 

2019). Para manter essa posição consolidada, a agroindústria nacional necessita 

produzir e exportar alimento seguro e com altos padrões de higiene rígidos. Neste 

contexto, a preocupação com a sanidade e com a inocuidade dos produtos destinados ao 

consumidor passa a ser imperativo.  

Os produtos de origem avícola estão relacionados com os principais patógenos 

de importância em saúde pública, como Campylobacter jejuni, Escherichia coli e 

Salmonella spp. Desta forma, o controle microbiológico destes produtos tornou-se de 

suma importância para a indústria avícola, tendo em vista que a identificação e a 

associação de patógenos relacionados com surtos de infecções e toxinfecções 

alimentares ficou mais evidente ao longo dos últimos anos. 

A qualidade higiênico-sanitária dos produtos destinados ao consumidor é de 

fundamental importância na indústria avícola. Durante o processamento da carcaça no 

matadouro-frigorífico, diferentes microrganismos podem contaminar o produto, bem 

como serem transmitidos para o homem. A microbiota nas carcaças é oriunda da ave 

viva, mas também pode ser modificada ao longo das etapas de processamento através da 

adição de uma microbiota contaminante. 

Os microrganismos representam a maior diversidade de material genético do 

planeta. Devido às dificuldades de técnicas adequadas de isolamento, estima-se que 

apenas 0,1% a 1% dos microrganismos possam ser isolados através das técnicas 

convencionais de cultura (AMANN et al., 1995). Logo, cada vez mais se tem utilizado 

as ferramentas moleculares para auxiliar na identificação dos microrganismos presentes 

em um determinado microbioma. 

Técnicas moleculares baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR), como 

polimorfismo do tamanho e composição de bases de fragmentos terminais de restrição 

(T-RFLP), eletroforese em gel de gradiente desnaturante/de temperatura 

(DGGE/TGGE) e técnicas de hibridização, como hibridização fluorescente in situ 
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(FISH) e microarranjo distinguem de forma tradicional as comunidades de 

microrganismos por meio do padrão de bandas do gene ribossomal. Contudo, 

atualmente as técnicas de sequenciamento estão sendo amplamente utilizadas para 

avaliar a diversidade microbiana. Os sequenciadores de primeira, segunda, terceira e 

quarta geração possibilitam o sequenciamento em larga escala de amostras ambientais 

para a identificação e para a caracterização das espécies microbianas presentes nas 

comunidades. 

Dentre estes, especialmente as técnicas de sequenciamento de segunda, terceira e 

de quarta geração, ou sequenciamento de próxima geração de alto rendimento (HT-

NGS), estão sendo amplamente utilizadas para determinar os microrganismos presentes 

em uma amostra, assim como para caracterização de suas funções no respectivo 

ambiente. Por esta razão, a utilização do HT-NGS representa uma importante 

ferramenta para análise da diversidade taxonômica da comunidade microbiana total de 

um ambiente. A técnica também possibilita identificar microrganismos que ainda não 

foram isolados através do emprego de meios de cultura tradicionais. 

Ao contrário do que se observa em áreas específicas de estudo da biologia, como 

por exemplo, a caracterização dos microrganismos em amostras de solo, as informações 

sobre a diversidade microbiológica na carcaça de frango e na agroindústria ainda são 

escassas. Desta forma, este estudo visa identificar as bactérias presentes no microbioma 

da carcaça de frango e avaliar possíveis variações, isto é, se as bactérias presentes neste 

microbioma são reduzidas ou eliminadas durante as etapas do processamento. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Identificar o microbioma presente nas carcaças de frango de corte durante o processo de 

abate em matadouros-frigoríficos de aves através da técnica de HT-NGS. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar os microrganismos presentes em carcaças de frangos de corte na entrada 

da área limpa e após a embalagem em matadouros-frigoríficos de aves e avaliar 

variações da composição e da concentração do microbioma.  

 Identificar a composição da microbiota presente na água do chiller. 

 Identificar microrganismos patogênicos e/ou deteriorantes que possam estar 

presentes no microbioma das carcaças de frango de corte. 
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3 REVISÃO BLIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Processo de produção da carne de frango 

 

Durante o processo de produção da carne de frango, ocorre uma grande 

manipulação das carcaças desde a chegada ao matadouro-frigorífico até o produto final, 

o que pode levar a alterações da microbiota (SANTOS, 2009). A principal fonte de 

contaminação durante o abate é a própria ave, através dos microrganismos presentes na 

superfície do frango, no conteúdo do trato gastrointestinal e nas vias respiratórias 

(COTTA e DELPECH, 2000). De acordo com Oliveira et al. (2011), a microbiota 

presente nas carcaças pode reduzir a durabilidade do produto, além de representar um 

risco para a saúde do consumidor. Com o objetivo de reduzir ou minimizar a 

contaminação das carcaças, o abate das aves deve seguir normas rígidas que visam à 

produção de alimentos seguros (SILVA et al., 2007). O Serviço de Inspeção Federal 

(SIF) é responsável pela fiscalização da maior parte da carne de frango produzida no 

país, garantindo o cumprimento destas normas e assegurando a qualidade desta proteína 

animal (OLIVEIRA et al., 2016). 

 

3.1.1 Etapas do abate e processamento 

 

O abate de aves segue normas rígidas descritas no Regulamento da Inspeção 

Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1950) e no 

Regulamento Técnico da Inspeção Tecnológica e Higiênico-Sanitária de Carne de Aves 

- Portaria 210/98 (BRASIL, 1998), elaborados pelo Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento (MAPA). Estas normas definem as etapas do pré-abate e do abate 

propriamente dito. Com o objetivo de reduzir a contaminação das carcaças, a estrutura 

dos matadouros-frigoríficos é dividida em “área suja” e “área limpa”. Na área suja 

ocorre o recebimento, descarga e pendura das aves, seguida pela insensibilização, 

sangria, escaldagem e depenagem. Essa área é separada fisicamente da área limpa, onde 

as carcaças são encaminhadas para a evisceração e a lavagem (BRASIL, 1998).  
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3.1.2 Contaminação da carcaça durante o processamento 

 

O status microbiológico da carcaça depende da eficácia de boas práticas de 

fabricação do matadouro-frigorífico, que por sua vez depende do fluxograma, dos 

equipamentos e da higiene dos colaboradores (PATTERSON, 1971). A contaminação 

da carcaça durante o seu processamento pode ocorrer devido à grande quantidade de 

matéria orgânica presente nas plantas de abate. Esta contaminação é ocasionada pelo 

contato com superfícies contaminadas ou através do contato direto com outras carcaças 

(THOMAS e McMEEKIN, 1980; WHYTE, 2004). Durante o abate, a contaminação 

pode ser minimizada se os procedimentos de higiene e desinfecção dos equipamentos e 

das instalações forem rigorosamente adotados (BERNDTSON, DANELSSON-THAM e 

ENGVALL, 1996).  

A contaminação da carcaça durante o abate inicia-se através da pele da ave. As 

aves podem trazer junto às penas uma microbiota própria, que pode ser disseminada 

durante o processamento da carcaça (HUMPHREY e JORGENSEN, 2006). Muitos 

microrganismos considerados deteriorantes estão presentes na pele das aves: 

Acinetobacter, Brochothrix thermosphacta, Enterobacter spp., Lactobacillus spp., 

Moraxella spp., Pseudomonas spp. e Shewanella putrefaciens. Outros microrganismos 

como Micrococcus, Staphylococcus e Streptococcus beta-hemolíticos, Citrobacter sp., 

Escherichia coli, Klebsiella sp., Salmonella spp. e Staphylococcus sp., têm sido isolados 

de frangos de corte (FREITAS et al., 2004). C. jejuni também pode estar presente na 

pele das aves e pode contaminar as superfícies do abatedouro (FORSYTHE, 2002). 

Durante o processo de abate, as etapas de escaldagem e de depenagem são as 

que apresentam os índices mais altos de contaminação. Não obstante, esses índices não 

são alterados após a etapa de evisceração. A água utilizada na etapa da escaldagem para 

a “lavagem” da carcaça pode estar relacionada com o aumento da contaminação, 

indicando uma provável contaminação cruzada (ABU-RUWAIDA, 1994). A utilização 

do grande volume de água pela indústria avícola durante as etapas do abate pode 

influenciar para difundir, manter e, até mesmo, para multiplicar as bactérias 

(PACHECO, 2014). 

A maioria dos microrganismos identificados não são considerados patogênicos 

para os consumidores. A presença de tais microrganismos serve para indicar a qualidade 

microbiológica e a sanidade do produto que será destinado ao consumo humano. 

Contudo, a contaminação pode estar relacionada com a presença de patógenos com 



19 

 

 

 

 

potencial deteriorante para o alimento. Tal situação sugere condições sanitárias 

ineficazes de manipulação, processamento, produção ou armazenamento (RODRIGUES 

et al., 2008).  

Alguns pontos do fluxograma de abate apresentam um maior risco de 

contaminação das carcaças. A evisceração, por exemplo, consiste em uma etapa crítica 

do abate, devido à possibilidade de contaminação cruzada quando ocorre perfuração do 

intestino (COTTA e DELPECH, 2000), pois o conteúdo fecal pode entrar em contato 

com a carcaça. A contaminação da carcaça também pode estar relacionada com a água, 

o ar, os manipuladores, as facas de corte, as tábuas de corte e o gelo utilizado pela 

indústria (COTTA e DELPECH, 2000). Outras etapas do processamento também são 

consideradas críticas para a contaminação, como a pendura, a sangria e a passagem da 

carcaça pelo pré-chiller e pelo chiller (ALMEIDA e SILVA, 1992).  

A etapa do pré-chiller é considerada contestável por alguns pesquisadores no 

que concerne sobre a composição ou controle da microbiota das carcaças de frango que 

passam por este sistema. O pré-chiller pode tanto diminuir a multiplicação de 

microrganismos deteriorantes e inibir o desenvolvimento de bactérias com potencial 

patogênico, quanto pode participar na contaminação cruzada das carcaças de frangos. O 

uso de temperatura baixa, bem como da água clorada são de suma importância nesta 

etapa do processamento (ABU-RUWAIDA, 1994; VON RÜCKERT et al., 2009).  

A presença de microrganismos aeróbios mesófilos e de bactérias do grupo 

coliforme em altos níveis em alimentos processados indica tratamento inadequado e/ou 

contaminação pós-processamento. Esta contaminação está relacionada com a falta de 

higiene durante a manipulação e/ou contato da carcaça com equipamentos não 

higienizados corretamente (RODRIGUES et al., 2008). 

A vida de prateleira dos produtos está diretamente relacionada com a 

contaminação inicial e final da carcaça, uma vez que a diminuição da microbiota final 

depende das diversas etapas do abate (KNOOP, PARMELLE e STADELMAN, 1971). 

Alimentos com microbiota deteriorante ou patogênica propiciam baixa rentabilidade, 

devido à vida curta de prateleira, além de representarem riscos à saúde humana 

(OLIVEIRA et al., 2011). Um abate com um bom controle de qualidade propiciará uma 

carcaça com menor contaminação e, consequentemente, um maior tempo de vida de 

prateleira (ISOLAN, 2007). Monitorias devem ser feitas constantemente para identificar 

os pontos de maior contaminação e os microrganismos que estão circulando na planta 

de abate (ABU-RUWAIDA et al., 1994).  
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Segundo Mead (1974), o controle microbiológico durante o abate determina a 

qualidade final do produto. Os índices microbiológicos são empregados principalmente 

na análise final da carcaça e/ou cortes de aves, porém são indicados também para 

avaliar o processo de abate (AVENS et al., 2002; CARVALHO, COSTA e 

CARVALHO, 2002; CARDOSO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008). 

De acordo com Rodrigues et al. (2008), os chuveiros de lavagem das carcaças, 

instalados entre a entrada da área limpa até após a evisceração, não exercem efeito 

significativo na redução de aeróbios mesófilos, coliformes totais e coliformes 

termotolerantes. 

O MAPA instituiu alguns programas de controle no que tange sobre a qualidade 

dos produtos de origem animal. Um destes programas é a Análise de Perigos e Pontos 

Críticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 1998), que foi inserido gradualmente nas 

indústrias de produtos de origem animal, sob o regime do SIF. Já o Programa Nacional 

de Controle de Patógenos (PNCP) (BRASIL, 2017) tem por objetivo realizar a análise 

laboratorial contínua das carcaças de frangos de corte e perus, in natura, para a 

identificação de Salmonella spp., envolvendo os matadouros-frigoríficos de aves 

registrados no SIF (PACHECO, 2014). Concomitante aos programas já mencionados 

acima, o SIF coordena e realiza rigorosamente a inspeção sanitária do abate nos 

matadouros-frigoríficos de frangos de corte pela medição e pelos registros dos 

parâmetros de controle higiênico sanitário dispostos na Portaria N° 210 (BRASIL, 

1998). 

Atualmente, o maior entrave é diminuir a disseminação dos microrganismos, 

evitando assim uma contaminação entre as carcaças. Além dos programas de APPCC, o 

matadouro-frigorífico deve ter um programa de limpeza e sanitização eficiente, um 

controle periódico da qualidade da água e dos microrganismos circulantes no ambiente 

industrial, além de controles de higiene dos manipuladores (BARBALHO et al., 2005). 

Alternativamente, a indústria pode adotar técnicas mais robustas, como as técnicas de 

HT-NGS, para poder identificar novos microrganismos circulantes na sua planta, ou 

simplesmente para avaliar a diversidade microbiana, tendo em vista que apenas 0,1-1% 

dos microrganismos é cultivável através das técnicas convencionais de isolamento 

(DIMITROV, 2009). 

 

 

 



21 

 

 

 

 

3.2 Microbioma de carcaças de frango 

 

A deterioração do produto, bem como infecções e toxinfecções alimentares estão 

diretamente relacionadas com a presença dos microrganismos na carne (GALHARDO, 

2006). Os microrganismos encontram na carne um excelente “meio de cultivo”, devido 

as suas características peculiares, como grande atividade de água, alto valor nutricional 

e o pH tendendo a valores neutros (SOUZA et al., 2014). 

A composição da microbiota das carcaças de frangos pode ser afetada pelas 

diferentes etapas do abate. Microrganismos aeróbios mesófilos, enterobactérias, 

Bacillus sp., Clostridium spp., Corynebacterium sp. e Streptococcus spp. são 

comumente encontrados nas carcaças e servem como indicadores da qualidade higiênica 

dos produtos (CARDOSO et al., 2005). Em matadouros-frigoríficos de aves, 

Clostridium botulinum, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e 

Staphylococcus aureus são os microrganismos patogênicos mais comumente 

encontrados (FORSYTHE, 2002).  

Neste sentido, vários são os estudos que empregam a metodologia convencional 

com o uso de meios de cultura específicos para a identificação destes microrganismos 

patogênicos. Araújo et al. (2002), ao analisar dez amostras de blanquet de peru fatiado e 

dez amostras de presunto de peru fatiado, detectaram Listeria monocytogenes em 50% e 

60% das amostras, respectivamente. Silva et al. (2002) isolaram Salmonella spp. em 

71,7%, Escherichia coli em 95% e Staphylococcus aureus em 43,3% de 60 cortes de 

carne de aves adquiridos no comércio varejista da cidade de João Pessoa, PB.  

Já em São Paulo, Tessari et al. (2008) mostraram a presença de Salmonella 

Enteritidis em 19,1% das 68 amostras de carcaças de frangos congeladas e processadas 

oriundas de matadouros-frigoríficos que foram analisadas. Rodrigues et al. (2008) 

analisaram a contaminação superficial de carcaças de frango por microrganismos 

aeróbios mesófilos, coliformes totais e coliformes termotolerantes em diferentes fases 

do processo de abate em um matadouro-frigorífico sob sistema SIF. De acordo com os 

resultados, não houve diferença estatística significativa entre as diferentes fases de 

abate. Perdoncini et al. (2015) avaliaram a ocorrência de C. jejuni  e C. coli em 105 

carcaças de frangos de corte coletadas após o chiller em matadouros-frigoríficos 

localizados no sul do Brasil. Do total analisado, em 37,1% das carcaças foi isolada o 

Campylobacter, sendo que C. jejuni e C. coli foram identificados, respectivamente, em 

97,5% e em 2,5% dos casos.  
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A contagem padrão de microrganismos mesófilos aeróbios estritos e facultativos 

viáveis é o método indicador de populações bacterianas em alimentos que é mais 

utilizado (BRASIL, 2017). Entretanto, sabe-se que a maioria dos microrganismos não é 

cultivável pelas técnicas convencionais de isolamento ou podem não ser detectados 

quando em níveis muito baixos (DIMITROV, 2009). Assim, técnicas de biologia 

molecular, como a reação em cadeia da polimerase (PCR), também estão sendo 

utilizadas para identificar patógenos nas carcaças. Hong et al. (2003) padronizaram uma 

PCR-ELISA para identificação de C. jejuni e Salmonella enterica a partir de carcaças de 

frangos. Cortez et al. (2006) relataram a ocorrência de Salmonella spp., Salmonella 

Enteritidis e Salmonella Typhimurium em matadouros-frigorírificos por multiplex-PCR 

a partir de amostras de fezes, de penas, da escaldagem, da evisceração e de rinsagem de 

carcaças não evisceradas, evisceradas e do chiller. Matias et al. (2010) compararam os 

níveis de Salmonella spp. detectados por PCR diretamente de carcaças e de caldos de 

pré-enriquecimento, antes e depois da incubação, para verificar a viabilidade da técnica 

a ser utilizada em programas de controle de qualidade. Ivanova et al. (2014) 

desenvolveram uma PCR em tempo real para identificação rápida de C. jejuni para 

aplicação em diferentes etapas do processamento de aves. Lindsey et al. (2015) 

desenvolveram uma multiplex PCR para determinar se Escherichia albertii estava 

presente em amostras de carcaças durante o processamento. 

Técnicas de HT-NGS também já foram utilizadas em alguns estudos recentes 

citados na literatura. Nieminem et al. (2012) compararam a composição, a diversidade e 

o potencial metabólico das comunidades microbianas em produtos marinados e não 

marinados. Zhang et al. (2014) reportaram sequências virais de girovírus detectadas em 

carne de frango. Kim et al. (2017) identificaram alterações microbianas na composição 

de carcaças de frango durante o processamento, além de terem comparado as 

comunidades microbianas identificadas através do HT-NGS e do isolamento 

convencional em carcaças de frango rinsadas com água peptonada. Entretanto, ainda 

não existem dados disponíveis quanto à composição do microbioma de carcaças de 

frango produzidas no Brasil. 

 

3.3 Sequenciamento de alto rendimento 

 

Estudos sobre a diversidade microbiana têm avançado consideravelmente desde 

que os métodos de sequenciamento de DNA foram desenvolvidos por Sanger, Nicklens 
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e Coulson (1977). Esse avanço se deve a estudos filogenéticos moleculares que visam 

tentar relacionar os microrganismos. Árvores filogenéticas baseadas em sequências de 

genes são mapas ilustrativos da biodiversidade (HUGENHOLTZ, GOEBEL e PACE, 

1998). Entretanto, o conhecimento da extensão e da diversidade microbiana tem sido 

limitado pelo estudo de microrganismos cultivados. Estima-se que 99% dos 

microrganismos na natureza não são cultivados pelas técnicas convencionais (AMANN, 

LUDWIG e SCHLEIFER, 1995). 

Entre 1977 e 2016, quatro gerações de sequenciamento foram desenvolvidas e 

são denominadas de sequenciamento de alto rendimento (high throughput sequencing – 

HTS) ou sequenciamento de última geração (next generation sequencing – NGS) 

(AMBARDAR et al., 2016). Essas novas tecnologias permitem um sequenciamento 

com maior geração de dados a um menor custo (AMBARDAR et al., 2016). As 

plataformas de segunda geração são GS FLX 454 (Roche
®
, Branford, EUA), HiSeq, 

MiSeq, NextSeq e Solexa (Illumina
®
, San Diego,  EUA), SOLiD ABI e Ion Torrent 

(ThermoFischer Scientific
®
, Gilford , EUA), e as plataformas de terceira e de quarta 

geração são PacBio (Pacific Biosciences
®
, Menlo Park, EUA) e Nanopore (Oxford 

Nanopore Technologies
®

, Oxford, Reino Unido) (AMBARDAR et al., 2016). 

O sequenciamento de alto rendimento propicia resultados rápidos e, com isso, 

proporciona novas abordagens na microbiologia. Diversos microrganismos que não são 

cultiváveis até o momento podem ser caracterizados com essas novas tecnologias. 

Assim, o gene 16S rRNA é o mais utilizado atualmente para identificar bactérias devido 

a sua alta conservação e ao volume de sequências disponíveis em bancos de dados 

(HUGENHOLTZ, SKARSHEWSKI e PARKS, 2016; YANG et al., 2016). O 

sequenciamento a partir do gene 16S rRNA propicia uma extensa gama de identificação 

de diversas bactérias diretamente de amostras ambientais, eliminando a etapa de 

técnicas convencionais de cultivo de microrganismos (CHRISTOFF et al., 2017). O 16S 

rRNA possui nove regiões hipervariáveis, V1-V9, que são largamente utilizadas para 

estudos sobre a taxonomia de microrganismos (YANG et al., 2016). A acurácia na 

identificação da região 16S do rRNA é dependente de diversas etapas do 

sequenciamento, como a preparação da biblioteca, o sequenciamento propriamente dito 

e a análise de bioinformática (TREMBLAY et al., 2015; KEBSCHULL e ZADOR, 

2015; GOHL et al., 2016).  
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3.3.1 Sequenciamento de segunda geração 

 

As plataformas de segunda geração diferem, principalmente, na química do 

sequenciamento, o que proporciona diferenças nas taxas de desempenho, comprimento 

da leitura, taxa de erro, cobertura do genoma, custo e tempo de execução (METZKER, 

2010; SCHOLZ, LO e CHAIN, 2012). Para o sequenciamento, são necessárias duas 

etapas: a preparação do template e o sequenciamento propriamente dito. A preparação 

do template é dividida em três partes: (i) extração do ácido nucleico, que depende da 

amostra, fonte e tipo de estudo a ser feito (METZKER, 2010; FIERER et al., 2012); (ii) 

preparação das bibliotecas, que envolve a fragmentação do DNA em menor tamanho de 

forma aleatória, a sobreposição de fragmentos seguida da purificação final do DNA 

fragmentado e da ligação de um adaptador (CARUCCIO, 2011; HINGAMP et al., 

2013); (iii) amplificação do template, na qual o DNA template selecionado após a 

montagem da biblioteca está sujeito à amplificação clonal. A amplificação clonal 

envolve a amplificação em fase sólida de fragmentos de DNA e ajuda no 

desenvolvimento de sinal fortemente detectável durante o sequenciamento. O único 

fragmento de DNA a ser sequenciado é aquele fragmento que se ligar às beads, 

superfícies iônicas ou células de fluxo. Dependendo da plataforma de sequenciamento, a 

PCR em emulsão (emPCR) ou PCR em ponte é utilizada para amplificar os fragmentos 

de DNA ancorados em milhões de fragmentos de matriz espacialmente separados 

(SHAO et al., 2011; KAWASHIMA, LAURENT e PASCAL, 2012). 

 

3.3.1.1 Plataforma Illumina 

 

A plataforma Illumina necessita da montagem de uma biblioteca de 

sequenciamento, a qual permite a amplificação e a fixação das sequências que serão 

submetidas ao sequenciamento. São necessários dois adaptadores diferentes que são 

adicionados nas terminações 5’ e 3’ de todas as moléculas. Este sequenciamento utiliza 

o método do molde amplificado clonalmente (METZKER, 2010). 

Somente as plataformas Illumina realizam o sequenciamento denominado 

paired-end, através do qual a amplificação clonal é feita via pontes de PCR (Figura 1) 

(KAWASHIMA et al., 2012). O método paired-end permite sequenciar os fragmentos 

de DNA a partir de ambas extremidades, resultando em uma plataforma com alta 

cobertura, alto número de leituras e maior volume de dados, quando comparado com 
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sistema de sequenciamento de fim único (AMBARDAR et al., 2016). Este tipo de 

sequenciamento gera dados de sequência de alta qualidade, devido a maior 

probabilidade de alinhamento a uma referência, além de facilitar a detecção de 

rearranjos genômicos (inserções, deleções e inversões), elementos de sequências 

repetitivas, fusões de genes e novos transcritos (AMBARDAR et al., 2016). Além disso, 

também fornece alinhamento superior através de regiões do DNA contendo sequências 

repetitivas e produz grandes contigs para de novo sequenciamento por preenchimento de 

lacunas na sequencia consenso (AMBARDAR et al., 2016). 

O MiSeq permite fazer resequenciamento direcionado, análise metagenômica 

16S, sequenciamento de genomas pequenos, perfis de expressão gênica direcionados, 

entre outras funções. Os reagentes do MiSeq permitem até 15Gb de saída de dados com 

25 milhões de leituras de sequenciamento e comprimentos de leitura de 2 × 300 pb 

(Illumina
®
). 

 

 

Figura 1. Processo de sequenciamento plataforma Illumina, onde o DNA se liga 

adaptadores em ambas às extremidades (paired-end) e durante a amplificação forma as 

“pontes” (modificado de METZKER, 2010). 

 

3.3.2 Sequenciamento de última geração aplicado à avicultura 

 

Técnicas moleculares avançadas, tais como o HT-NGS, vêm sendo amplamente 

utilizadas na produção avícola. Entretanto, o uso destas técnicas está mais relacionado a 

estudos da microbiota intestinal ou respiratória (SHAUFI et al., 2015; SHABBIR et al., 

2015). Kim e Mundt (2011) compararam a microbiota intestinal de frangos saudáveis e 

acometidos com a síndrome da desuniformidade tardia (Runting Stunting Syndrome - 
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RSS). Yeoman et al. (2012) unificaram as informações sobre microbioma e biologia 

molecular a respeito do trato gastrointestinal de frangos. Zhao et al. (2013) analisaram a 

microbiota intestinal relacionando gênero e genótipo. Sergeant et al. (2014) analisaram 

o perfil microbiano cecal de frangos de corte e encontraram 699 filotipos, sendo a 

maioria desconhecida. Já Waite e Taylor (2014) também estudaram a microbiota 

intestinal de aves e demonstraram que as aves possuem uma composição similar àquela 

dos mamíferos.  

Videnska et al. (2014) analisaram a prevalência de genes de resistência a 

antimicrobianos, bem como a microbiota intestinal de aves de postura e de corte de 

quatro diferentes países da Europa Central determinados por PCR em tempo real e por 

pirosequenciamento. Shaufi et al. (2015) analisaram a microbiota do íleo e do ceco de 

aves mais velhas e encontraram maior diversidade na microbiota no ceco em relação às 

aves mais jovens. Choi, Lee e Sul (2015) elaboraram uma revisão sobre estratégias de 

HT-NGS recentes para analisar a composição da microbiota do trato gastrintestinal de 

aves e suas funções relacionadas à saúde. Ballou et al. (2016) analisaram a ontogenia da 

microbiota intestinal de frangos e como os tratamentos bacterianos vivos utilizados 

comumente influenciam a dinâmica desta comunidade microbiana. Shah et al. (2016) 

caracterizaram o desenvolvimento da comunidade viral de RNA no intestino delgado de 

frangos de corte saudáveis desde a eclosão até 6 semanas de idade e a contribuição da 

origem do criador versus idade da ave no desenvolvimento da estrutura da comunidade. 

Shabbir et al. (2015) caracterizaram a microbiota do trato respiratório inferior de 14 

aves no Paquistão.  

Shehata et al. (2015) caracterizaram e sequenciaram o genoma total do vírus 

H9N2 isolados de surtos em frangos de corte no Egito. O’Brien et al. (2016) 

caracterizaram a composição de comunidades microbianas de poeiras sedimentada e em 

suspensão em instalações de frangos de corte por HT-NGS. Salahenn et al. (2017) 

determinaram a composição de extratos fenólicos bioativos de mirtilo (Vaccinium 

corymbosum) e amora-preta (Rubus fruticosus) e avaliaram sua funcionalidade como 

uma intervenção alternativa aos promotores de crescimento em frangos de corte por 

modulação da microbiota do intestino. Eckstrom e Barlow (2019) identificaram e 

caracterizaram genes de resistência a antibióticos em resíduos alimentares, adubos e 

produtos agrícolas, assim como avaliaram a presença de comunidades microbianas e 

espécies potencialmente patogênicas através do HT-NGS. Qi et al. (2019) analisaram a 

estrutura e a diversidade da microbiota cecal de frangos de corte e aves de postura. 
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Neste estudo, a análise por sequenciamento demonstrou que Firmicutes, Bacteroidetes e 

Proteobacteria foram os principais filos bacterianos cecais identificados em ambas 

categorias de aves.  

Kim et al. (2019) avaliaram o método de isolamento de C. jejuni a partir de fezes 

de frango usando HT-NGS e técnicas de isolamento convencional. A técnica de HT-

NGS foi utilizada para indicar qual o melhor meio para isolar C. jejuni a partir das fezes 

de frangos. De Césare et al. (2019) investigaram o impacto da suplementação de uma 

dieta pobre em proteínas no microbioma cecal e no desempenho produtivo de frangos 

de corte. O estudo mostrou que uma ingestão reduzida de proteína bruta em frangos de 

corte aumenta a quantidade de Lactobacillaceae no ceco.  

Qiu et al. (2019) utilizaram o HT-NGS para estudar os principais vírus que 

infectavam seis granjas de aves em duas províncias do leste da China. Lee et al. (2019) 

caracterizaram a comunidade microbiana no trato reprodutivo de aves de postura e 

determinaram a origem da microbiota intestinal do embrião. A microbiota do oviduto 

foi analisada em quatro diferentes regiões através do HT-NGS. A composição 

microbiana e abundância relativa de gêneros bacterianos foram estáveis em todo o trato 

reprodutivo da ave, sendo que o oviduto da galinha mostrou uma abundância 

relativamente alta de Lactobacillus.  

Em relação à segurança dos alimentos e aos estudos do microbioma em aves, 

existem poucos trabalhos desenvolvidos até o momento. Nieminem et al. (2012) 

utilizaram a técnica de HT-NGS para comparar a composição, a diversidade e o 

potencial metabólico das comunidades microbianas de filetes de carne marinados e não 

marinados. Já Zhang et al. (2014) reportaram sequências virais via HT-NGS detectadas 

em carne bovina, suína e de frango que foram adquiridos em supermercados da cidade 

de San Francisco nos Estados Unidos. Rothrock et al. (2016) avaliaram os microbiomas 

presentes no chiller em um matadouro-frigorífico de aves e determinaram como as 

populações de bactérias, incluindo patógenos de origem alimentar e organismos de 

decomposição, variam em relação às comunidades bacterianas em geral de acordo com 

o dia de processamento.  Handley et al. (2018) utilizaram HT-NGS e dados 

quantitativos de isolamento convencional para determinar o perfil da microbiota de 

carcaças de frango e a eficácia de antimicrobianos. Recentemente, Chen et al. (2020) 

analisaram a diversidade da comunidade bacteriana em carcaças de frango em várias 

etapas em uma linha de processamento na Austrália. Dez carcaças de frango foram 

amostradas aleatoriamente antes e depois da escaldagem, antes e depois do resfriamento 



28 

 

 

 

 

no chiller e após o resfriamento a ar. O estudo tentou identificar onde a contaminação 

cruzada pode ocorrer e qual etapa do processamento teve a influência mais significativa 

no perfil da comunidade bacteriana nas carcaças de frango 
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4 CONCLUSÃO 

 

 Foram identificadas 21 Espécies bacterianas na entrada da área limpa e ou após a 

embalagem final nos três matadouros-frigoríficos. No geral, o processo de abate 

reduziu o número de espécies e a quantidade de sequências identificadas dos 

microrganismos. 

 Foram identificadas 17 Espécies bacterianas nos pontos de coleta do chiller nos três 

matadouros-frigoríficos, sendo que o tanque de resfriamento não foi capaz de 

eliminar ou diminuir o Sphingomonas paucimobilis, nos matadouros-frigoríficos A e 

B, e de Acinetobacter bohemicus e Arcobacter cryaerophilus no matadouro-

frigorífico C. 

 Entre os microrganismos com potencial patogênico detectado, foi observada a 

presença do C. jejuni nos três matadouros-frigoríficos. O processo de abate foi capaz 

em eliminar este microrganismo em todos os estabelecimentos.  

 O microbioma das carcaças de frango de corte não pode ser atribuído com um único 

perfil para todos os matadouros-frigoríficos, pois cada um desses lotes analisados é 

oriundo de diferentes propriedades. Dessa forma não é possível atribuir 

características específicas aos microbiomas como um todo, pois cada matadouro-

frigorífico apresenta sua própria microbiota relacionado à origem do lote. 
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