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RESUMO

Os procedimentos de higienizacdo nos matadourosavis consistem
fundamentalmente no uso de agua quente, detergerganificantes. Embora a agua
quente e os detergentes diminuam a carga bactedasasuperficies, o0 objetivo
principal do seu uso € a remocéao de residuos @ag@Bi minerais. A sanitizacdo, que €
a ultima etapa do procedimento de higienizacd@ wésluzir os microrganismos até
niveis seguros, de modo a obter um produto de h@didgde higi€énico-sanitaria.
Dentre os contaminantes da carne de aves, micisngas patogénicos apresentam
grande relevancia como causadores de doencasadasupor alimentos e por terem
reflexo econémico. Do ponto de vista da seguranda degradacéo de alimentos, os
biofilmes sdo importantes devido a sua formacaakmentos, utensilios e superficies
e a sua dificuldade de remocdo. Com base na raevaestes temas, nesta tese
constam seis trabalhos cientificos. No primeirddhao foi avaliada a contaminacéo
bacteriana das superficies em contato com carrfeadgo através das contagens de
microrganismos mesofilos aerébios, coliformes tascherichia coli, Staphylococcus
sp, S. aureuse pesquisa d8almonellasp. Verificou-se que &. coli foi detectada na
bancada de aco inoxidavel e na esteira sobrepestaytbn”, Staphylococcusp foi
detectado em todas as amost&saureusédo foi detectado apenas na bancada de aco
inoxidavel e em uma das esteiras lisas de polinoet®Salmonellasp esteve ausente em
todas as superficies analisadas. No trabalho 2o0avs¢ a formacdo de biofiime em
placas de poliestireno pdalmonellaHeidelberg isoladas de abatedouros avicolas,
cultivadas em caldo TSB com diferentes concentsad@eglicose e a hidrofobicidade
destas cepas na fase logaritmica (4 h) e na fdaei@®ria (24 h) do crescimento
bacteriano. AsS. Heidelberg foram capazes de formar biofilmes nleeptireno, com
diferentes fontes de nutrientes, sendo fortementagdoras de biofilme no caldo TSB
sem suplementacédo de glicose, e foram determinawlas altamente hidrofobicas e
com média hidrofobicidade. O terceiro trabalho rializado para comparar o uso de
swab e esponja para avaliacdo de superficies etatoaom alimentos em matadouro
de aves. Concluiu-se que ndo houve diferenca ®statientre as duas metodologias
para a verificacdo da higienizacdo em superficd@socas bancadas de aco inoxidavel,

esteiras de poliuretano, esteira sobreposta deorihye placas de polietileno. No



trabalho 4 foi realizada a pesquisa 8almonellasp e Listeria sp em diferentes
superficies de contato com alimentos e a verifcagd efichAcia do processo de
sanitizacdoSalmonellasp. ndo foi isolada em nenhuma das superficiesd&st Antes
da lavagem, isolou-desteria welshimerida esteira de poliuretand_e monocytogenes
da mesa de aco inoxidavel, ambas de superficigeratm residuos de alimentos. Apos
a lavagem com agua quente isolou-seonocytogeneda esteira de poliuretano, sendo
que este agente nao foi novamente isolado ap@taotento com amonia quaternaria a
2%. No trabalho 5 foram avaliadas as condi¢coe€higp-sanitarias das superficies de
uma sala de cortes de abatedouro avicola, utilzaridrobiologia convencional (placas
Rodac e esponja) e ATP-bioluminescéncia, parasarai efetividade da agua quente e
da acédo de trés principios ativos (acido peracéticwnia quaternaria e biguanida) no
processo de higienizacdo, quantificando microrgaoss mesofilos aerobios,
Staphylococcus aureudsscherichia colie ATP. O método ATP-bioluminescéncia
demonstrou a presenca de matéria organica em ¢sdosntos coletados e, assim como
a microbiologia convencional, também evidenciou ficdeia da higienizacéo,
demonstrando ser um meétodo rapido para a veriticas&ontrole do processo. A
utilizacdo das placas Rodac possibilitou uma metbouperacdo de microrganismos
que a esponja na quantificacdo de mesofilos aesdBiocoli e S. aureus Houve
reducdo da contaminacdo ap0s 0 uso da agua q@ameto aos sanitizantes, apos o
uso da amonia quaternaria e do acido peracéticao@as as superficies avaliadas, ndo
houve mais recuperacdo de coli e S. aureus.No trabalho 6 foi realizada a
quantificacdo da formacéo de biofilme em poliestr@orListeria, Escherichia colie
Staphylococcus aureusolados de superficies de abatedouro avicolamastras d&.
aureus formaram biofilme no poliestireno em pelo menosaudas concentracdes
testadas, sendo fortemente formadoras em caldoco8B2 %, 3 %, 3,5 % e 4 % de
glicose. As amostras deisteria demonstraram-se moderadamente formadoras de
biofilme em todas as concentracbes de glicosed@staxceto as cultivadas em TSB
com 1,5 % glicose, no qual foram ndo formadorasaeamente formadoras. Uma
amostra, cultivada no caldo TSB com 3,5 % de giicési a UnicalL. monocytogenes
considerada fortemente formadora de biofilme. Asostras deE. coli formaram
biofilme em pelo menos uma das concentragbes testae foram fortemente

formadoras quando cultivadas em caldo TSB com 8,%% e 4 %.



ABSTRACT

Cleaning procedures at poultry slaughterhousedisinclude the use of hot
water, detergents and sanitizing agents. Althougthwater and detergents reduce the
bacterial load on surfaces, their main goal iseimave organic and mineral residues.
Sanitization, which is the last cleaning step igeted at reducing the number of
microorganisms to safety levels so as to obtainodyxt of good hygienic and sanitary
quality. Among contaminants of poultry meat, pa#mmg microorganisms play a key
role as causing agents of foodborne diseases aodhalve a remarkable economic
impact. With respect to food safety and degradatidofilms are important because of
their formation on foods, utensils and surfaces hadause they cannot be easily
removed. Given the relevance of these issues, résept study includes six scientific
articles. The first one assessed bacterial conttinm of surfaces in contact with
poultry meat based on the counting of aerobic meiteg total coliformsEscherichia
coli, Staphylococcusp, S. aureusand investigation ofSalmonellasp. E. coli was
detected on stainless steel tables and on the eagnhylon conveyoiStaphylococcus
spwas detected in all samples; aureusvas not detected only on stainless steel tables
and on one smooth polyurethane conveyor, @alinonellasp was not detected in any
of the surfaces analyzed. The second article as$dssfilm formation on polystyrene
cutting boards bysalmonellaHeidelberg isolated from poultry slaughterhouggewn
in TSB at different glucose concentrations, in &ddito the hydrophobicity of these
strains in the logarithmic phase (4 h) and in tteienary phase (24 h) of bacterial
growth. S. Heidelberg strains were capable of forming biofion polystyrene, at
different nutrient concentrations, and turned aubé strong biofilm producers in TSB
without glucose supplement, being regarded as yightl moderately hydrophic. The
third article compared the use of swab and spongte assessment of surfaces in
contact with foods at a poultry slaughterhouseoficluded that there was no statistical
difference between the two methods used to cheekckaning of surfaces such as
stainless steel tables, polyurethane conveyors,rhead nylon conveyors and
polyethylene cutting boards. Article 4 investigatealmonellasp andListeria sp on
different surfaces in contact with foods and thicafy of the sanitization process.

Salmonellasp. was not isolated on any of the surfaces andlyBefore washing,
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Listeria welshimeriwas isolated from the polyurethane conveyor lanshonocytogenes
from the stainless steel table, both from surfabas contained food residues. After hot
water washingl.. monocytogenesas isolated from the polyurethane conveyor, bist t
pathogen was not detected again after cleaning 28iihlquaternary ammonium. Article
5 assessed the cleaning and hygiene of surfacéleircutting room of a poultry
slaughterhouse using conventional microbiologicathnds (Rodac plates and sponge)
and ATP-bioluminescence to assess the effectiveok$®t water and the action of
three active ingredients (peracetic acid, quatgraanmonium and biguanide) in the
sanitization process, quantifying aerobic mesopmficroorganismsStaphylococcus
aureus Escherichia coliand ATP. The ATP-bioluminescence assay revealegepce

of organic matter at all sites analyzed and, ab witnventional microbiology, it also
demonstrated that sanitization was efficaciousyipgpthat it is a quick method for
inspecting and controlling the process. The usdRoflac plates allowed for better
recovery of microorganisms than the sponge in tlentfication of aerobic mesophiles,
E. coli andS. aureus Contamination was reduced after hot water useh \"éigard to
sanitizing agents;. coliandS. aureusvere no longer detected on any of the surfaces
analyzed after the use of quaternary ammonium amdcptic acid. The last article
quantified biofilm formation on polystyrene byisteria, Escherichia coli and
Staphylococcus aureusolated from surfaces at a poultry slaughterho@seaureus
strains formed biofilm on polystyrene at least ¢ @f the concentrations tested, being
strong biofilm producers in TSB with 2, 3, 3.5 a#fib of glucoseListeria strains were
moderate biofilm producers at all glucose concdiotna, except for those grown in
TSB containing 1.5% of glucose, in which they diot form biofilm or were weak
producers. Oné&. monocytogenestrain, grown in TSB with 3.5% of glucose, was the
only one regarded as strong biofilm produéercoli strains analyzed formed biofilm at
least at one of the concentrations and were stofym producers when grown in
TSB with 0, 3.5 and 4% of glucose.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira, em fungcédo da continua ggcéo de novas tecnologias,
apresenta destacados indices de produtividadep sendeus indicadores de producao
iguais ou frequentemente melhores aos encontradagualquer outro pais do mundo.
Seu bom desempenho esta fundamentado em um sigtenieo-cientifico avancado,
além da realizacdo de um bom trabalho profissienaltodos os niveis de atuacéo,
como producado, comercializacdo, distribuicdo e gagéo. Essas caracteristicas ndo so
fazem do Brasil o maior exportador mundial de cadefrango, mas também permite a
populacao adquirir um produto de boa qualidadeelmaisto.

A boa aceitacdo dos produtos avicolas brasileiros nmundo se deve
principalmente a qualidade microbioldgica que agmesm. Desta forma, as empresas
avicolas, com o intuito de manter os mercados agiabnquistar novos consumidores,
buscam constantemente aprimorar as condi¢cdes tugiganitarias em toda a cadeia
produtiva. No segmento de abate e processamentprddatos avicolas, as industrias
brasileiras disponibilizam de um moderno parqueustdal, sendo a maioria dos
frigorificos habilitados para exportar carne de saeeseus produtos para 0S mais
exigentes mercados internacionais.

No abate e processamento das aves, 0 grande desadilp principalmente
devido as barreiras sanitarias internacionais,itreque ocorra contaminacao cruzada
dos produtos durante sua industrializacdo. A implgacao de programas de qualidade,
como boas préticas de fabricacdo e analise degsegigpontos criticos de controle, tem
contribuido em muito na melhoria das condicdes éhigb-sanitarias dos
estabelecimentos. Contudo, ainda € necessarioim@apmento destes programas e a
implantacdo de novas tecnologias para garantir ducé® de microrganismos
patogénicos nos produtos avicolas, para que estsrias ndo causem doencas de
origem alimentar.

Neste contexto, pesquisas que abranjam a aval@dgsiacondi¢cdes higiénico-

sanitarias de abatedouros de aves apresentam geded@ncia, por auxiliar a industria
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avicola a ter um maior conhecimento das reais ¢opdidos abatedouros de aves no
Brasil, levando a um aprimoramento das condi¢cOg€micas destes estabelecimentos.
Por este motivo, decidiu-se pela realizacdo dodesam superficies em contato com
alimentos, em sala de cortes, determinando aspléEaorte, as esteiras e as mesas,
utilizadas nas linhas de corte de coxa de frangopocobjeto de estudo. Foram
pesquisados 0s microrganismos patogénfgalsnonellasp., Listeria sp., Escherichia
coli e Staphylococcus aureualém da realizacdo da quantificacdo de microsyaos
mesofilos aerdbios, os quais sao utilizados rotneente na industria para indicar os
niveis de contaminacéo apos a higienizacao.

Devido a importancia cada vez maior da congruépaime a agilidade e a
qualidade no processamento das carnes de aveseja qtilizacdo da microbiologia
convencional pode demorar de 24 a 48 horas pdteagéio dos resultados referentes a
microrganismos mesofilos aerobios, os quais auidha em uma decisdo referente a
uma medida corretiva quanto a uma higienizacao feitd, pesquisou-se o0 uso da
quantificacdo de ATP por bioluminescéncia, metogialajue proporciona resultados
em minutos e possibilita tomada de decisfes imesliat

Em relacdo aos microrganismos encontrados emfaipsy muitos deles podem
estar aderidos e, apds esta aderéncia, podem foiofiime. A formacdo de biofilme
vem sendo cada vez mais estudada em industriasindentos, devido a sua maior
capacidade de resisténcia ao processo de higi@oizdpr esta razdo, as bactérias
recuperadas no abatedouro foram avaliadas em oedag@a capacidade de formacao de
biofilme em superficie de poliestireno. Tambémaiadliada a formacao de biofiime e a
hidrofobicidade de amostras 8almonellaHeidelberg previamente isoladas do mesmo

abatedouro avicola onde foi realizado o experimento
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Estruturacao da tese

2.1.1.Reviséao bibliografica

Consiste em uma breve revisao geral da literangiobando aspectos relativos
as condicbes higiénico-sanitarias de abatedourasfilntes, microrganismos
patogénicos, entre outros, uma vez que cada urtratzedhos anexados tem sua propria

revisao referente ao assunto abordado.

2.1.2.Trabalhos cientificos

2.1.2.1Trabalho 1

"Avaliagdo microbioldgica de superficies de contatem um matadouro de aves"
Neste trabalho foi avaliada a contaminagéo bactarilas superficies em contato

com carne de frango através das contagens de gaciemos mesofilos aerdbios,

coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcusp, S. aureus e pesquisa de

Salmonellasp.

Publicado — 1l Congresso Latino Americano de Mgt de Alimentos. Revista

Higiene Alimentar, vol. 21, n° 150, abril 2006.

Anexo |: Documento de comprovacao da publicacawatmlho.

2.1.2.2Trabalho 2

"Avaliacdo da hidrofobicidade e da formacédo de biafme em poliestireno por

SalmonellaHeidelberg isoladas de abatedouro avicola"
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Neste estudo foi avaliado a formacéo de biofilmeptéacas de poliestireno por
SalmonellaHeidelberg isoladas de abatedouro avicola e adlds em caldo TSB com
diferentes concentracbes de glicose, e avaliadadmfbbicidade destas cepas em
diferentes tempos de incubacdo: no inicio da fagaritmica (4 horas) e na fase
estacionéria (24 horas).

Aceito para publicacéo: Acta Scientiae Veterinariae

Anexo II: Documento de comprovacao de aceitacawat@lho para publicacéo.

2.1.2.3Trabalho 3

"Comparacao do uso de swab e de esponja para avaj@o das condicdes higiénico-
sanitarias da sala de corte de um matadouro de aves

Neste trabalho foi avaliada as condi¢es higiénjeracionais de superficie de
contato com alimentos em uma sala de cortes dedithab avicola, para comparar
duas metodologias de esfregagwabs e esponjas, para avaliar a efetividade da
higienizacdo operacional.
Publicagdo: VIII Mostra de iniciacdo cientifica. efr Ciéncias Agrarias —
Microbiologia de alimentos. Universidade de Passade.

Anexo lll: Documento de comprovacéao da publicagédrabalho.

2.1.2.4.Trabalho 4:
“Investigation of Salmonellasp and Listeria sp from stainless steel, polyurethane
and polyethylene surfaces in the cutting room of poultry slaughterhouse”

Este estudo investigou a presencalateria e Salmonellaem superficies de
sala de corte de abatedouro avicola e a eficageatesso de higienizagao utilizado.
Publicacdo: Trabalho submetido para Brazilian JaluwhMicrobiology.

Anexo IV: Documento de envio do trabalho.

2.1.2.5.Trabalho 5
"ATP-Bioluminescéncia e microbiologia convencionalp{acas Rodac e esponja) na
avaliacdo das condi¢Bes higiénico-sanitarias em rficies de contato com
alimentos em sala de cortes de matadouro de aves”

Neste estudo foram avaliadas as condi¢cdes higi&ainitarias das superficies

das mesas de aco inoxidavel, esteiras de poliwretgolacas de polietileno de uma sala
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de cortes de abatedouro avicola, utilizando a rhiglogia convencional, por placas
Rodac e esponja, e ATP-bioluminescéncia, parasamadi efetividade da agua quente e
da acédo de trés principios ativos (acido peracéticwnia quaternaria e biguanida) no
processo de higienizacdogquantificando microrganismos mesofilos aerdbios,
Staphylococcus aurepscherichia colie ATP.

Publicacao: A ser enviado para publicagao

2.1.2.6.Trabalho 6:
"Quantification of biofilm production on polystyrene by Listeria, Escherichia coli
and Staphylococcus aureussolated from a poultry slaughterhouse”

Neste trabalho foi observada a formacao de biefiem placas de poliestireno
por Staphylococcus aureugscherichia coli Listeria monocytogenes L. welshimeri
isolados em sala de corte de um abatedouro avicola.

Publicagcao: Trabalho submetido para publicacdoraailtan Journal Macrobiology

Anexo V: Documento de submissao do trabalho.

2.1.3.Consideracoes finais

Abordagem dos principais aspectos referentesrabalhos da tese.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil, atualmente, lidera as exportacdes deecde frango no mundo. As
exportacdes de carne de frango encerraram 2007ecobarques de 3,3 milhdes de
toneladas, um aumento de 21% em relacdo a 200&ceita cambial somou quase US$
5 bilhées, o que corresponde a um aumento de 5%¥e soano anterior. Com este
desempenho, as exportacées de carne de frangaratingm 2007 um recorde na
historia do setor (ABEF, 2009).

O agronegocio avicola brasileiro movimenta em tated.0 bilhdes de ddlares
ao ano, representando 2% do PIB do pais. Emprega de 2 milhdes de pessoas em
suas atividades diretas e indiretas e tem crescidma taxa de cerca de 10% ao ano,
nas trés ultimas décadas (MENDES; SALDANHA, 200Mp Estado do RS, a
avicultura é responsavel por 45.000 empregos diret800 mil empregos indiretos,
ajudando, desta forma, ndo somente a geracdo degmsmas cidades, mas também a
fixacdo de méo de obra no campo. Atualmente sae deaB.500 familias de produtores
integrados de frango de corte que trabalham negpmento agropecuario (ASGAV,
2009).

O bom desempenho da avicultura brasileira estéafuedtado em um sistema
técnico-cientifico avangado, além da realizacaaumiebom trabalho profissional em
todos os niveis de atuacdo, como producao, conieagiao, distribuicdo e exportagéao.
Essas caracteristicas, ndo sO fazem do Brasil orragportador mundial de carnes de
frango, mas também permite a populacao adquiriproduto de boa qualidade a baixos
custos (FURLAN, 2000).

A industria avicola brasileira, em funcdo da camiragregacdo de novas
tecnologias, apresenta destacados indices de piddde, sendo que seus indicadores
de producéo sao iguais ou freqientemente melhogesracontrados em qualquer outro
pais do mundo (SALLE; SILVA, 2000).
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Contudo, com a globalizagdo dos mercados, a niédtate tem diminuido ao
longo do tempo, o0 que tem levado o setor a buscamdamizacao da eficiéncia no
processo produtivo. Para tanto, a incorporacaotaotesde novas tecnologias em todas
as areas, tem se tornado fundamental para a sobmeia da atividade. Ao mesmo
tempo, a manutencdo deste posto exige uma grarmissidade de manutencdo da
sanidade dos plantéis avicolas e, também, dasg@@sdhigiénico-sanitarias dentro dos
abatedouros.

O procedimento de higienizagdo nos matadouros @es aconsiste
fundamentalmente no uso de agua quente, detergentnificantes. Embora os
detergentes diminuam a carga bacteriana das stipsrfd objetivo principal do seu uso
€ a remocao de residuos organicos e minerais. ifizegdo, que é a ultima etapa do
procedimento de higienizacdo, visa reduzir micmoigaos alteradores e eliminar
patogénicos até niveis seguros, de modo a obtgroduto de boa qualidade higiénico-
sanitaria (MORAES et al, 1997). Numa industria dedptos de origem animal, em
especial a industria de carnes e derivados, a lienpesanitizacéo € pratica de extrema
importancia no sentido de evitar-se acdes dosdstcausadores da contaminacdo dos
alimentos, que levam a perda das suas qualidadesalépticas e nutricionais, bem
como a sua degradacédo, que pode ocasionar enfeesida maior ou menor gravidade
ao homem (PARDI et al., 2001).

A atividade biolégica de cerca de 500 agentes igoBrpertencentes as séries da
biguanida com os grupamentos substituidos tem sdaliadas desde 1950,
encontrando-se entre eles, varios membros com lat@losobre bactérias, fungos e
virus, que levaram a sintese quimica de uma sérieledivados da bisbiguanida
(ANDRADE; MACEDO, 1996). Os compostos de amonia tqu@ria Quaty sao
largamente utilizados como anti-sépticos e desinfes devido a sua acéo surfactante e
a baixa toxicidade, aliado ao seu poder microbe¢McDONELL; RUSSEL, 1999).
Osquatstém um alto poder bacteriostético, potencializadia formacgéo de filmes ou
peliculas sobre a superficie, com poder residuajdgoor mais lisas que sejam estas
superficies (WIEST, 1984). O &cido peracético ésamitizante que possui algumas
vantagens, como nao produzir compostos toxicosaotimnogénicos, ter baixo impacto
ambiental e ser relatado como eficaz contra bieffROSSONI; GAYLARDE, 2000).

Dentre os contaminantes da carne de aves, micisrgas patogénicos

apresentam grande importancia, por possuirem rete&v&omo causadoras de doencas
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veiculadas por alimentos e, consequentemente, teeflexo econOmico, causando
perdas no mercado interno e em exportagoes.

As bactérias aerObias mesodfilas sé@o constituidas bactérias da familia
Enterobacteriaceae,e Bacillus Staphylococcus, Streptococcusntre outros. A
contagem padrao em placa tem sido utilizada comediwador da qualidade higiénica
dos alimentos, fornecendo também idéia sobre sapat€itil de conservacao (SILVA et
al., 1997; CARDOSO et al, 2000). Contagens altaticaim uma matéria-prima
excessivamente contaminada, limpeza e desinfeagdapkrficies inadequadas, higiene
insuficiente na producao, e condi¢des inapropriaigatempo e temperatura durante a
producado ou conservacao dos alimentos (SIQUEIRB519

O génerdescherichia juntamente com outras bactérias fermentadoréactizse
da familia Enterobacteriaceaecomo as dos génerdsnterobacter Citrobacter e
Klebsiella formam o grupo denominado coliforme (FRAZIER, @97SILVA;
JUNQUEIRA, 1995). O habitat das bactérias que peemm ao grupo coliforme é o
trato intestinal do homem e de outros animais,eéantto, podem persistir por longos
periodos e se multiplicarem em ambientes nao f€PARDI et al., 1995; JAY, 2005).
O indice de coliformes totais é utilizado para @wvahs condicdes higiénicas; altas
contagens significam contaminagdo poés-processamditpezas e sanificacfes
deficientes, tratamentos térmicos ineficientes altiplicacdo durante o processamento
ou estocagem. O indice de coliformes fecais € eyagdae como indicador de
contaminacgdo fecal, ou seja, de condi¢Bes higiéaoitarias deficientes, levando-se
em conta que a populacdo deste grupo é constijuidaipalmente por uma alta
populacdo dé&. coli, podendo também indicar outros patégenos intgiDBEAZARI,
1998; PARDI et al.,, 1995; SIQUEIRA, 1995). Em gewd bactérias do grupo
coliformes séo prejudiciais para os alimentos, audepresenca determina a inutilidade
dos mesmos (FRAZIER, 1976). O grupo de coliformesréstituido de uma microbiota
que frequentemente estd associada a carne deDmrdse elas, &. coli normalmente
alcanca populacbes de 100 UFC/g da carcaca solicbesdnormais de obtencéo
(DELAZARI, 1998).

O Staphylococcus aureué um mau competidor, pode ser transmitido pela
manipulacéo, e apresenta grande risco nos alimemogue a microbiota normal foi
destruida ou inibida, como em carnes defumadaslgadas, e a ma conservacéo de
alimentos em altas temperaturas € uma das priscig@isas das intoxicacbes por
StaphylococcuéRode et al, 2007).
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Listeria monocytogenegé uma bactéria amplamente distribuida na natureza,
freqlientemente encontrada em produtos carneospB&sgeno € o agente da listeriose,
uma infeccdo alimentar atipica que apresenta aka te mortalidade, periodo de
incubacdo longo e predilecdo por pacientes queatenhondicbes imunoldgicas
deficitarias (SILVA et al., 2004). Embora as carfiesscas apresentem, geralmente,
baixas contagens dé. monocytogenesa medida que aumenta seu grau de
processamento, aumenta o risco de contaminacao, (1996). Pelisser et al. (2001)
avaliaram a ocorréncia desteria sp em carcacas refrigeradas de frango, comparando-
se a metodologia convencional recomendada pelo RiAlificada pela introducdo de
uma segunda etapa de enriquecimento antes do plagu&, e o método rapido
Clearview™ (Oxoid®). Foram analisadas 48 carcacas de frango de mliésrenarcas e
supermercados de Floriandpolis, Brasil, kisteria sp foi encontrada em 21 (43,7%)
amostras.

A Salmonellaé o mais importante microrganismo em surtos agdosia carne
de aves (DELAZARI, 1998). Em muitos paises, prosiidobase de ovos e carne de
frango constituem-se nas principais causa de &ntedmana onde regularmente sao
registrados surtos envolvenddalmonella(MEAD, 1989). E considerado um dos
enteropatdogenos humanos mais frequentemente ads®@amicrobiota entérica das
aves, originando-se de diferentes fontes do anmgeritola (CARDOSO et al., 2000).

Normalmente, as carcacas contaminadas @amonella sp. apresentam
pequeno numero de bactérias (< 100 UFC/carcacaavep a menos que ocorra
conservagao inadequada, em altas temperatura, pogeeter, como consequéncia, uma
intensa multiplicacdo (INGRAM; SIMOSEN, 1990; MEAD989).

A industria avicola nacional desenvolve atualmegri@ndes esforcos para a
implantacdo de programas de qualidade na areanigada, a fim de se adequar as
exigéncias dos mercados externos, cada vez mhagiudis quanto a esse aspecto. Em
ambito nacional, se observa também uma conscigabzarescente por parte do
consumidor em relacdo as exigéncias de qualidad@asa dos produtos avicolas
oferecidas no mercado, principalmente em rela¢@amonella

Do ponto de vista da seguranca e da degradacabntentos, os biofilmes séo
importantes devido a sua formacdo em alimentos)silies e superficies e a sua
dificuldade de remocé&o. Os biofilmes em condicGasinais tendem a ser compostos
por culturas mistas, e sdo considerados mais emsist aos produtos utilizados

comumente para limpeza e sanificacdo. A presenchiafdémes de culturas mistas
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também predispde a ocorréncia de microrganismosg@aicos, 0s quais podem se
aderir a essa superficie. (JAY, 2005; FORSYTHE 2200

Um biofilme consiste no crescimento de bactéfiasgos ou protozoarios, de
modo isolado ou em combinacéao, ligados por umaimextracelular, presa a soélidos
ou superficies sdlidas. A adeséo é facilitada petaecdo microbiana de uma matriz de
exopolissacarideos, muitas vezes referida comodlix. Nesse microambiente sdo
formadas microcol6nias e canais de agua utilizagwa o transporte de nutrientes e
produtos toxicos As células microbianas suspensadiguidos, que ndo estdo em
biofilmes, apresentam-se em estado de livre fl@oadenominado plancténico (JAY,
2005).

A adeséo bacteriana pode ser dividida em doigiestgrimaria e secundaria. O
primeiro estagio é reversivel e é determinado poiaveis fisico-quimicas, como as
interacdes hidrofdbicas, forcas eletrostaticas;a®rde van der Walls, temperatura e
forcas hidrodindmicas, que vao determinar a adesfte as duas superficies, a célula
bacteriana e a superficie de interesse. Na adesamddaria ocorre uma mediacao
molecular entre adesinas especificas e superf@ienicrorganismo consolida sua
adesao através da producdo de um complexo exauisdeo e/ou ligando receptores
especificos presentes nas pilis com a superficienagi@rial. No final deste estagio a
adeséo é irreversivel (COSTERTON et al., 1995).

Existe uma heterogeneidade quimica dentro do hiefifazendo com que haja,
dentro de uma mesma comunidade, diferentes estdgiasescimento e de atividade
metabdlica. As diferencas nas concentragfes detmivigdevido a sua limitacdo na
penetracdo no biofilme, também influenciam nas darde desenvolvimento das
bactérias pertencentes a comunidade (WERNER eR@04). Werner et al. (2004)
puderam observar, também, que a atividade de sirgestéica é proporcional a
guantidade de oxigénio que consegue penetrar fitni®o

Essa comunidade de microrganismos sésseis sdetmaqor células que se
aderem a uma superficie, embebidas em uma mattiacelular formada por
exopolissacarideos, e exibem um fenotipo alteradantp ao seu crescimento,
expressdo génica e producdo de proteinas (DONLAGSTERTON, 2002). As
propriedades fisico-quimicas da superficie podeancex uma forte influéncia sobre a
adesdo dos microrganismos, 0s quais aderem maitndate as superficies

hidrofobicas (plasticos) do que as hidrofilicagl(@iou metais). Estudos mostram que a
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adesdo microbiana se torna melhor com o aumenthidiafobicidade, tanto da
superficie celular como do substrato de adesdo (BN COSTERTON, 2002).

Componentes da superficie celular promovem (fobinas) ou reduzem
(hidrofilinas) as propriedades que podem coexisdirsuperficie bacteriana, podendo
ocorrer alteragBes na estrutura da matriz de eissachrideos durante a curva de
crescimento (ROSEMBERG et al.,, 1986). Pbde-se whseque, nas amostras
avaliadas, houve grande alteracdo do indice defbliicidade em relacdo ao tempo de
incubacdo. Entretanto, outros fatores podem alterstes resultados, como o
hidrocarboneto utilizado. Neste sentido, Rosembaral. (1980) testou diferentes
microrganismos frente ao xileno, octano e hexadgcabtendo variagcdes nos
resultados quanto ao volume de hidrocarboneto tefmavaliada.

Embora multiplas bactérias e fatores externosenitiem a adeséao e acumulo, a
melhor forma de compreender o mecanismo de biddilrem bactérias como os
staphylococci € a producdo de uma adesina polisdaza extracelular, “termed
polysaccharide intercellular adhesin” (PIA) ou “puokric N-acetyl-glucosamine”
(PNAG) por enzimas codificadas pelo operca Modificagdes no ambiente bacteriano
pela adicdo de cloreto de sodio ou etanol no meicrelscimento podem ativar o operon
ica via caminhos regulatorios distintos em um tipoaR-dependente. O
desenvolvimento de biofilmes em isolados 8&aphylococcus aureusneticilina
resistentes é primariamente glicose-induzidos eeapamente envolve uma proteina
adesina. Estes dados revelam um nivel previameaseodhecido de complexidade de
ambos mecanismos e regulacao de biofilmeSermureusosica-dependentes e osa-
independentes (O’Gara, 2007). O gemef em S aureus é requerido pelo
desenvolvimento de biofilmes em meios com glicose atoreto de soédio, com
expressdo nao regulada pelo opdaman A formacao de biofilmes pode ser afetada por
condi¢cdes ambientais relevantes para a industrieeaticia, como temperatura, cloreto
de sdédio, glicose e etanol. A presenca combinaddodeto de sddio e glicose aumenta
a formacéo de biofilme (Roa al, 2007).

A conjugacéao bacteriana promove a transferénciadmal de material genético
entre doadores e células receptoras pelo contatcofisendo um fenémeno de
conseqguéncia evolucionaria fundamental. Biofiimés gerfeitamente adequados a
troca de material genético de varias origens, esidim demonstrado que a conjugacao

bacteriana ocorre dentro de biofilmes. Plasmidiosjugativos naturais expressam
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fatores que induzem bactérias plancténicas a fomoaentrar em comunidades de
biofilmes (Ghigo, 2001).

A avaliacdo da formacéo e presenca de biofilme @grer§icies de ambientes de
processamento de alimentos, como ac¢o inoxidavelatiwa, polietileno, polipropileno,
entre outros, tem sido estudada através do usdeaterdes metodologias (Parizzi et al,
2004). Jessen; Lammert (2003) avaliou o ambienterodeessamento de carnes, apés a
higienizacdo, realizando a contagem total de myemismos aerobios. Para tanto, as
coletas, em areas semelhantes, foram realizadagéstide duas metodologias; na
primeira delas a superficie foi raspada antes wgdfv com oswah na segunda
metodologia sswabentrava em contato com a superficie e era friedontrés vezes
consecutivas. Neste trabalho evidenciou-se queganda metodologia era a mais
adequada para comprovar a presenca de biofimaipenfgies.

A sensibilidade das bactérias aos sanitizantegsdecomum em industrias de
alimentos, quando estas compdem um biofilme, muiags difere da encontrada em
testes com células plancténicas. Em trabalho sedizpor Joseph et al (2001), que
avaliou a formacao de biofilme @&almonellaem aco inoxidavel, plastico e cimento, o0
substrato que teve a menor formacdo de biofilmeofaico inoxidavel, com 3x10
UFC/cnf. Também foi avaliada a acdo de sanitizantes sblfimes e células
planctonicas, havendo grande diferenca entre adtadss obtidos, com o biofilme
apresentando uma resisténcia muito maior. Eviders®) entdo, a necessidade de
procedimentos de limpeza feitos de forma criteriesa ambientes produtores de
alimentos, ja que somente 0 uso de sanitizantebiefimes integros ndo apresentou
bons efeitos.

N&o existe um método pratico para a quantificagdomicrorganismos em
biofilmes no ambiente de uma industria de alimentst® ocorre porqueswabse
esponjas ndo destacam quantitativamente a micaofioe esta firmemente aderida.
Entretanto, amostragens pswabse esponjas sdo informacdes Uteis em relacdo ao
crescimento microbiano na superficie e a grau de/idade da higienizacao
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003)

Uma das formas de verificar a eficacia dos pranedios de limpeza é o uso do
método de placas Rodac (“replicate organism derecnd counting”), que permite a
replicacdo de organismos diretamente em agar apdato com a superficie e emprega
placas especiais que possuem um nivel elevadoate(&y, 2005). As placas Rodac

podem ser utilizadas em um programa de monitoramenerificacdo para determinar
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se 0s niveis bacterianos de superficies lisas gpod@sas estdo em limites seguros. A
utilizacdo deste método é aconselhada principabnapbts a sanitizacdo, quando as
superficies se encontram com menor contaminac@®pigmndo a leitura das placas
apos incubacdo (SNYDER, 2003).

Testes usando ATP-bioluminescéncia séo larganaaatiéos como método de
monitoria dostatushigiénico-sanitario de linhas de producédo de altoe A técnica de
ATP-bioluminescéncia detecta células microbianasséduos de alimentos, os quais
podem persistir apds uma limpeza inadequada ensaranigem de nutrientes para o
crescimento microbiano (CORBITT et al., 2000).

Métodos rapidos baseados no crescimento bacteeiametabolismo tém sido
desenvolvidos usando os principios da ATP-biolustéscia, biofisica, radiometria e
impedancia. Este ensaio detecta a quantidade de eNTRuperficies de contato no
processamento de alimentos bem como da prépriateanasser analisada. O ATP
detectado por esta técnica € derivado de micrasgars, células somaticas, plantas e
animais, e varios equipamentos que usam os prascda ATP-bioluminescéncia estao
disponiveis comercialmente. O ATP reage com o cexaplenzimatico luciferina-
luciferase e a luz emitida é medida por um lumindme a expressa em unidades
relativas de luz (URL). Este método oferece redokeem tempo real, permitindo tomar
acOes imediatamente, como higienizar novamenteupsrficies antes da utilizacao
(COSTA et al. 2006).

Costa et al. (2006), usaram a técnica do ATP-biolascéncia para avaliar os
procedimentos de higienizacdo de superficies em iagridavel dos tanques de
transporte de leite cru, de estocagem de leiteresfriado, de equilibrio de um
pasteurizador, de estocagem de leite pasteurizadpara embalagem de leite
pasteurizado e, ainda, a superficie interna de werdrifuga de leite quanto a
determinacdo de ATP (URL.¢the da contagem de meséfilos aerébios (UFC)cri
técnica do ATP-bioluminescéncia indicou que 100% daperficies estavam em
condicOes higiénicas inadequadas, enquanto a @nthgcteriana indicou que apenas

50% estavam de acordo com as recomendacdes da ABd% de acordo com a OMS.
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4 TRABALHOS CIENTIFICOS
4.1 TRABALHO 1

AVALIACAO MICROBIOLOGICA DE SUPERFICIES DE CONTATO EM UM
MATADOURO DE AVES

Microbiological evaluation of surfaces in poultlgsgghter

RODRIGUES, L. B.%; SOARES, J.2; CAMARGO, C. B.2; TRENHAGO, G.2
OLIVEIRA, A. P.2; ORSATO, J.2; TAGLIARI, V. Z.2; FAZO, N. N.2; FRAGA, S. T 3;
SANTOS, L. R.2; NASCIMENTO, V. P.2

1 Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias VeteSnraRAVET / UFRGS
2 Centro de Pesquisa em Alimentacao — Cepa / UPF

3 Médica Veterinaria, autbnoma.

Palavras-chave: swab, superficies, coliformesscherichia coli, Staphylococcus,

Salmonella.

INTRODUCAO

A industria avicola brasileira tem apresentado,ultisi0s anos, altos indices de
produtividade, sendo o Brasil o maior exportadomdial de carne de frango. Ao
mesmo tempo, a manutencéo deste posto exige aadanihs plantéis avicolas e das
condi¢cdes higiénico-sanitarias dentro dos abatedouDentre os contaminantes da
carne de aves, microrganismos patogénicos apresegtande importancia, por
possuirem relevancia como causadores de doengadagzs por alimentos, e terem
reflexo econdémico, causando perdas no mercadootem exportacdes. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a contaminabacteriana das superficies em
contato com carne de frango através das contagensnitrorganismos mesofilos
aerdbios, coliformes totaigscherichia coli, Staphylococcus sp, S. aureupesquisa

de Salmonella sp.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na sala de cortes de umdoata de aves do Rio Grande
do Sul e no Laboratdrio de Microbiologia do Centl® Pesquisa em Alimentacao
(Cepa) da Universidade de Passo Fundo (UPF). Astamsdforam coletadas durante o
processamento, em trés linhas para cortes degeftango. As superficies testadas, em
um sé momento, foram: bancada de ac¢o inox, esteigoliuretano, esteira sobreposta
de “nylon”, e placas de polietileno. A metodolodia coleta das amostras foi baseada
em Evancho et al (2001), Gibson et al (1999) e Ewmt al (1997), utilizando swabs
estéreis friccionados em uma &area de 100, atelimitada por molde estéril, e
transferidos para tubos com 10 mL de solucdo tanpéo neutralizanteSwabSRK,
Copan). Foram realizadas a contagem de: microngasisnesofilos aerobios (Evancho
et al, 2001; Swanson et al, 2001; Morton, 2001)ifarnes totais eEscherichia coli
(Evancho et al, 2001; Swanson et al, 2001; Kornakiinson, 2001)Staphylococcus
sp. e S. aureugEvancho et al, 2001; BRASIL, 2003); e pesquisaSdémonella sp.
(Evancho et al, 2001; BRASIL, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacdo microbiolégica dasrfiojgs da sala de cortes de
matadouro de aves estdo descritos na Tabela 1.

Observou-se que B. coli foi detectada na bancada de acgo inox e na esteira
sobreposta de nylogtaphylococcus sfpi detectado em todas as amost@saureus
nao foi detectado apenas na bancada de aco inor aneg das esteiras lisas de
poliuretano e Salmonella spesteve ausente em todas as superficies analisadas.
Conforme Evancho et al (2001), apds a higienizag8osuperficies de contato com
alimentos ndo devem apresentar mais de 100 UFCedéfilos por area analisada. No
presente estudo, avaliou-se as superficies duoaptecessamento dos cortes e pbde-se
observar que apenas a esteira lisa de poliuretanesentou indices inferiores ao
indicado. Isto demonstra que, mesmo que a higiedzaeduza a carga bacteriana,

durante o processamento havera a recontaminacauo pgicies.

Tabela 1. Resultados da avaliacdo microbiolégicasigerficies da sala de cortes de

matadouro de aves.
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Cont. Colif. . Staphylo-
. . Salmonella
Amostras mesofilos  totais (UE'CCCO#) coccusspp (SUF%UJEZL)‘S <
(UFC.om®d  (UFC.cm?) ' (UFC.cn?) ' P
Esteirarugosade 5 o\ 150 <1 <01  92x10° 35x10' Auséncia
poliuretano
Linha Flacade /o 10 13x10t <01 7.0 238 Auséncia
1 polietileno
Bamﬁ‘%";‘(de a0 g8x102 2,7x10t 1,4 x 10t 2,0 <10  Auséncia
Esteralisade ., 100 <q1 <01 6.0 45 Auséncia
poliuretano
Linha Placade 10 <01 <01  1,3x10 78  Auséncia
polietileno
Bancfr‘%ide a0 4 7y 100 26 <01 <1,0 <10  Auséncia
Esteira 2
sobrepostade 1,4x10 9,2x103 1.6x10 8,4x102 6,8x102 Auséncia
nylon
Linha Este_lra lisa de 5,4 x 101 <0,1 <0,1 9,0 <1,0 Auséncia
3 poliuretano
Placade o, 100 18x1020 <01  1,8x102 1,1x10? Auwién
polietileno
Bancfr‘%ide a0 54x102 1,6x10 <01  40x100 <10  Auséncia
CONCLUSAO

Uma vez que a recontaminacao das superficies datoaturante a realizacao
dos cortes de aves € inerente ao processo, é fentEnque as carcacas de frango que
chegam a sala de desossa tenham sido obtidas ppragomsso rigoroso de higiene,

visando diminuir ou controlar a contaminacao pristexte nestas carcacas.
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Resumo

Bactérias do génerdalmonellasdo consideradas a principal causa de infeccfes
alimentares em humanos associadas a produtos as/inal maioria dos paises. Sao
capazes de formar biofilmes em diferentes supesidificultando sua eliminacao por
procedimentos de limpeza e sanificacdo na indudérialimentos. Estudos demonstram
uma melhor adesdo microbiana com o aumento dafbideadade, tanto da superficie
celular como do substrato de adesdo. Neste trabatidmu-se a formacéo de biofilme
em placas de poliestireno pdrHeidelberg isoladas de abatedouros avicolasyadhs
em caldo TSB com diferentes concentracdes de glie@shidrofobicidade destas cepas
na fase logaritmica (4 h) e na fase estacionadahj2do crescimento bacteriano. No
caldo TSB sem suplementacao de glicose, todas asti@® foram capazes de formar
biofilme, sendo duas amostras fortemente formadalasbiofime, e a maioria
fracamente formadora. Nos caldos TSB com 0,5, 1105e% de glicose, todas as
amostras foram fracamente formadoras. Nos cald®& cbé 2,0 a 4,0 % de glicose,
varias amostras apresentaram-se nao formadorasdenass fracamente formadoras.
Apo6s a incubacgéao a 36°C por 4 horas, o indice di®flobicidade foi inferior a 10 %,
com todas as amostras sendo altamente hidrofiNascubacdo a 36°C por 24 horas
os resultados foram distintos, sendo 1/16 altamémndeofobica, 9/16 com média
hidrofobicidade e 6/16 altamente hidrofilicas. 8s Heidelberg foram capazes de
formar biofilmes no poliestireno, enfatizando a esstdade da sua verificacdo em
outras superficies, além de avaliar outros hidimmatos e tempos de incubacdo
relacionados aos indices de hidrofobicidade.

Descritores: Salmonellabiofilme, hidrofobicidade, poliestireno
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Abstract

Bacteria of the genuSalmonellaare regarded as the major cause of food
poisoning in humans, being associated with the wopsion of poultry products in
most countries. These bacteria can produce biofim different surfaces, and
consequently, cleaning and sanitation proceduresl us the food industry cannot
remove them easily. Studies have shown that battexdhesion improves as
hydrophobicity (both of the cell surface and of #@hesion substrate) increases. The
present study assessed biofilm formation on potgsiy plates by. Heidelberg strains
isolated from poultry slaughterhouses, grown on T@B different glucose
concentrations, and the hydrophobicity of thesairstrin the logarithmic phase (4 h)
and in the stationary phase (24 h) of bacterialwgno In TSB without glucose
supplementation, all strains produced biofilm; twb them were strong biofilm
producers, and most of them were weak biofilm peads. In TSB with 0.5, 1.0 and
1.5% dof glucose, all strains were weak biofilmdurcers. In TSB with 2.0 to 4.0% of
glucose, several strains did not produce biofilnmemeas others were weak biofilm
producers. After incubation at 36°C for 4 h, theldephobicity index was less than
10%, and all strains were highly hydrophilic. Inatibn at 36°C for 24 h vyielded
different results: 1 out of 16 strains was highlydrophobic, 9 out of 16 were
moderately hydrophobic and 6 out of 16 were hidhlgrophilic. S. Heidelberg strains
formed biofilm on polystyrene, which underscoreg thecessity to verify biofilm
formation on other surfaces, in addition to invgating other hydrocarbons and
incubation times in relation to hydrophobicity inés.

Key-words: Salmonellabiofilm, hydrophobicity, polystyrene.
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Introducao

Dentre os contaminantes da carne de av8slraonellaspp. € o mais relevante
enteropatdgeno humano em surtos associados aonuoriaste alimento. Sdo capazes
de formar biofilme em diferentes superficies. Ndustria alimenticia, muitas vezes
encontram ambientes propicios para seu desenvaltdm@aumentando o risco da
contaminacgao devido a sua permanéncia apos a izigpdo [4,16].

Os biofilmes em condi¢des naturais tendem a sapostos por microrganismos
em culturas mistas, e sdo considerados mais m&isteaos produtos utilizados
comumente para limpeza e sanificacéo [8,10]. A &m0 e presenca de biofilme tém
sido estudadas através do uso de diferentes megpaslde quantificacdo, sendo muito
utilizado o ensaio em placas de microtitulacdo [2].

As propriedades fisico-quimicas da superficie podexercer uma forte
influéncia sobre a adesao dos microrganismos, ass cqaderem mais facilmente as
superficies hidrofobicas (plasticos) do que asdiilitas (vidro ou metais). Estudos
mostram que a adesao microbiana se torna melhorocanmento da hidrofobicidade,
tanto da superficie celular como do substrato ésaml[7].

Assim, os objetivos deste trabalho foram avalidoranacdo de biofilme em
placas de poliestireno p&almonellaHeidelberg (SH) isoladas de abatedouro avicola e
cultivadas em caldo TSB com diferentes concentsagde glicose e avaliar a
hidrofobicidade destas cepas em diferentes temposalbacdo: no inicio da fase

logaritmica (4 horas) e na fase estacionaria (2ds)o

Material e Métodos
A metodologia foi baseada em técnicas descritds 18], adaptadas para a

analise de 15 amostras & Heidelberg (SH) isoladas em abatedouro avicola de
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carcacas antes do chiller ou depois do chiller suddes de cloaca (Tabela 1), obtidas

em experimento realizado anteriormente [6]. A cqyardao utilizada foi aS

Typhimurium ATCC 14028.

Tabela 1. Amostras d8almonellaHeidelberg utilizadas no trabalho, provenientes de

abatedouro avicola, isoladas de carcacas antekilthr,adepois do chiller e de suabes

de cloaca, e cepa padr@almonellalyphimurium ATCC 14028.

Sigla

Microrganismo

Momento

da colheita

Tipo de

amostra

EB1

EB2

EB3

EB4

EBS

EB6

EB7

EBS8

EB9

EB10

EB11

EB12

EB13

EB14

EB15

EB16

S Typhimurium ATCC 14028

SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg
SalmonellaHeidelberg

SalmonellaHeidelberg

Antes do chiller
Depois do chiller
Antes do chiller
Antes do chiller
Antes do chiller
Antes do chiller
Antes do chiller
Depois do chiller
Depois do chiller
Antes do chiller
Antes do chiller
Depois do chiller
Antes do chiller
Antes da depenadeira

Antes da depenadeira

Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Carcaca de frango
Suabe de cloaca

Suabe de cloaca
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As amostras foram inoculadas em agar TSA (Try@ay Broth without
Dextrosé, com 1,5 % de agar ) sem glicose (0 %) e TSAesnphtado com 0,5; 1; 1,5:
2; 2,5; 3; 3,5 e 4 % de glicose, incubadas a 3@6fCp horas e transferidas para caldo
TSB! (Tryptic Soy Broth without Dextrose), com 0,5 % dereto de sodio em sua
formulacdo, com as mesmas concentracdes de gkcomeibacdo a 36°C por 24 horas.
Em seguida, aliquotas das culturas foram adicicnada caldo TSBcom a mesma
concentracdo de glicose até atingir a escala latd-htland.

Posteriormente, 200 pL de cada suspensao bactdoesa inoculados, em
triplicata, em pocos de placas estéreis de miatag@o de poliestireno de 96 cavidades
com fundo plan Os controles negativos foram pocos com caldos'T®En cada
concentracdo de glicose, em triplicata, ndo inamsdaAs placas foram incubadas a
36°C por 24 horas. A suspenséao bacteriana foiafgpie cada poco foi lavado 3 vezes
com 250 pL de solucéo fisiologica a 0,9% estérpd#y foi realizada a fixacdo do
biofilme com 200 pL de metanol peor 15 minutos, com posterior remocao. As placas
foram secas a temperatura ambiente, coradas comuRO@e solucdo de cristal
violeta®de Hucker 2% durante 5 minutos, lavadas em Agusenter e secas a
temperatura ambiente. Apods foi realizada a leilaabsorbancia em leitor de ELISA
(Rosys Anthos 2016 550 nm.

O valor da densidade o6ptica de cada amostra (Bmadpbtido pela média
aritmética da absorbancia dos trés pocos e este fadlcomparado com a média da
absorbancia dos controles negativos (Docn). Paexrdmar o grau de formacao de
biofilme foi utilizada a seguinte classificacdoorfarmadora de biofilme (Doa Docn),
fracamente formadora de biofilme (Docn<B@aDocn), moderadamente formadora de

biofilme (2.Docn<Dog4.Docn) e fortemente formadora de biofilme (4.Dd2os).
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Para avaliar a hidrofobicidade foram analisadasnasmas 15 amostras &e
Heidelberg (SH) isoladas em abatedouro avicola, cepa padrads. Typhimurium
ATCC 14028, em diferentes tempos de incubac&o. ulooese as amostras em
duplicatas do caldo BH& 36°C, mantendo-os na estufa por 4 horas e pboi2$. Em
ambos os tempos, padronizou-se 4 mL de uma suspbasteriana com tampéao PBS
(0,01M, Ph 7,2) em DO igual a 1.0 através da leitwla absorbancia por
espectrofotometria a 400 nm. Posteriormente, 3,6dmktada suspenséo bacteriana foi
adicionada a 0,4 mL de hidrocarboneto, neste castemo®. A mistura foi agitada em
vortex por 5 min e deixada em repouso por 20 mimgido o equilibrio das fases
oleosa/aquosa, a camada inferior foi removida @ kd absorbéancia a 400 nm.
Considerou-se como branco o caldo BHI ndo inocyladon tampéo PBS e xileno,
agitado, deixado em repouso e com remocdo da canmdeiaor. O indice de
hidrofobicidade (IH) foi determinado aplicando-s&emula: IH = 100 x (Vi-Vf) / Vi,
sendo Vi absorbancia inicial e Vf absorbancia fi@nsiderou-se para IH > 70% a
bactéria altamente hidrofébica, para IH < 30% adtar@ hidrofilica e para 30% < IH <

70% média hidrofobicidade [9].

Resultados

Na incubagéo em caldo TSB sem suplementacdo desglitodas as amostras
foram capazes de formar biofilme, sendo a maigaeaimente formadora de biofilme.
Duas amostras no TSB com 0 % de glicose foramnfmmge formadoras de biofilme, a
EB7 e a EB10, ambas provenientes de carcagas,rownfdemonstrado na Tabela 2.
Nos caldos TSB com 0,5 % de glicose, TSB com 1de%licose e TSB com 1,5% de
glicose, todas as amostras foram fracamente formasd@é partir da incubacdo nos

caldos TSB suplementados com 2,0 a 4,0% de gli®dss amostras apresentaram-se
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ndo formadoras e as demais fracamente formadoraamdstra EB10 apresentou a
capacidade de formar biofilme em todas as conagigsa e foi considerada fracamente

formadora em todos os caldos suplementados cowsglic

Tabela 2. Resultados da formacdo de biofilme nasagl de microtitulacdo de
poliestireno par&almonellaHeidelberg em caldo TSB com diferentes concentsagée

glicose, e cepa padr&almonellalyphimurium ATCC 14028.

Nao Fracamente Moderadamente Fortemente

Meios testados formadoras formadoras de formadoras de formadoras de

de biofilme biofilme biofilme biofilme

TSB sem G 0 14 0 2
TSB+05% G 0 16 0 0
TSB+1%G 0 16 0 0
TSB+15% G 0 16 0 0
TSB+2% G 6 10 0 0
TSB+25% G 12 4 0 0
TSB+3% G 7 9 0 0
TSB+35% G 4 12 0 0
TSB+4% G 2 14 0 0

~ TSB — Tryptic Soy Broth without Dextrose — DifcoG — Lllucose.

Com relacéo a hidrofobicidade, de acordo com arkid, observou-se que, apos
a incubacédo a 36°C por 4 horas, o indice de hidicftade foi inferior a 10%,
considerando todas as amostras (16/16) altamedriafiticas. Na incubacgéo a 36°C por

24 horas as amostras apresentaram resultados tafistisendo 1/16 altamente
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hidrofobica (EB1), 9/16 com média hidrofobicida@B@ a EB5 e EB12 a EB16) e 6/16

altamente hidrofilicas (EB6 a EB11).

100
90
80 4=
70
60
50
40
30
20
10

0 4

Indice de
Hidrofobicidade (IH) %

& &

Amostras

= o
IH < 30 % amostra altamente hidrofilica InCUbaQaO por 24 horas a 36°C

30 %< IH < 70 % amostra com média hidrofobicidade - o
IH> 70 % amostra altamente hidrofébica Incubac&o por 4 horas a 36°C

Figura 1. Resultados obtidos na avaliacdo da hobrofdade desalmonellaHeidelberg
em caldo BHI em incubacéo por 4 e 24 horas, e padedoSalmonellaTyphimurium

ATCC 14028.

Discussao

Um biofilme é uma comunidade de microrganismoseigscaracterizada por
células que se aderem a uma superficie, embebidaremmatriz extracelular formada
por exopolissacarideos, e exibe um fendtipo aleergdanto ao seu crescimento,
expressao génica e producdo de proteinas [7].d8oa¢do em indUstrias alimenticias é

de especial importancia por seu potencial como fonte crbonica de contaminacgao
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microbiana aos alimentos, podendo transmitir dogreg@m de aumentar a resisténcia a
limpeza e sanitizacao [16].

A quantificacdo de biofilmes iniciaram com um nu&tdaseado no seu cultivo
em tubos teste e subsequente coloracdo para deteagkonhecimento do biofilme.
Apos, os pocos das placas de microtitulacédo forsexas como recipiente para cultivo,
e os resultados foram medidos por espectrofotomeddiferentes métodos podem ser
utilizados, como os tubos teste, placas de miatatifio, microscopia, testes em placas
de agar vermelho Congo, entre outros. No entantonéiodo das placas de
microtitulacdo permanece entre 0s ensaios maisudrdggmente usados para
investigacao de biofilme [12,18].

Foi quantificada a formacéao de biofilme por 122atras de&Salmonellaspp em
superficie de poliestireno [16], utilizando infus&rebro coracdo (BHI), caldo triptona
de soja (TSB), caldo de carne (MB) e caldo triptdeasoja diluido 1/20 (1/20-TSB)
em placas de microtitulagcdo. Os nutrientes contidhas meios influenciaram
significativamente a quantidade de biofilme prodoziO caldo TSB diluido (1/20-
TSB) foi 0 mais efetivo em promover a producédo defilme pelas amostras de
Salmonellaavaliadas, seguido pelo TSB. O caldo de carne ¢lbf@&am os menos
efetivos. Deste modo, 0s pesquisadores concluinaen agSalmonellaspp testadas
produziram mais biofilme em meios com nutrientestados.

Das S. Heidelberg testadas, todas foram provenientesbdeedouro avicola e
formaram biofilme em meio sem adicdo de glicosque demonstra a capacidade de
desenvolvimento biofiilme em ambiente sem glicosema ja foi demonstrado
anteriormente por estudos c@almonellaspp e também comEa coli 0157:H7 [5,16].

O uso de poucos nutrientes se torna mais preoteigaando se avalia amostras

como a EB10, que foi fortemente formadora de biadilem meio sem glicose, e é
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proveniente de carcaca coletada apos o chillee. &€sim dos pontos do abatedouro que
apresenta grande dificuldade de higienizacdo derantroducéo da carne de frango,
tornando a presenca de uaHeidelberg produtora de biofilme nestes locaisristo
para a saude publica. Existe a possibilidade dd¢aconacdo cruzada nas plantas
frigorificas, além do fato de que este é um sorawaticado em surtos de infec¢des de
origem alimentar que ja vem apresentando relatomulé-resisténcia a antibioticos
[11,15,20].

A adeséao bacteriana pode ser dividida em estduyingrios e secundarios. O
primeiro estagio é reversivel e é determinado poiaveis fisico-quimicas, como as
interacOes hidrofdbicas, forcas eletrostaticas;a®rde van der Walls, temperatura e
forcas hidrodinamicas, que vao determinar a adesfie as duas superficies, a célula
bacteriana e a superficie de interesse. Na adesamdaria ocorre uma mediacao
molecular entre adesinas especificas e superfiogee 0 microrganismo consolida sua
adesédo através da producdo de um complexo exgmai$deo e/ou ligando receptores
especificos presentes nas pilis com a superficienagi@rial. No final deste estagio a
adeséo é irreversivel [3,19].

Componentes da superficie celular promovem (hodhiaBs) ou reduzem
(hidrofilinas) as propriedades que podem coexisdirsuperficie bacteriana, podendo
ocorrer alteragBes na estrutura da matriz de eisachrideos durante a curva de
crescimento [1,14]. Pbdde-se observar que, nas @msostvaliadas, houve grande
alteracdo do indice de hidrofobicidade em relag@ideanpo de incubacdo, podendo
relaciona-lo com as diferentes fases de desenvehtionda superficie bacteriana, como
citam os autores [1,14].

Entretanto, outros fatores podem alterar os @0t referentes a

hidrofobicidade, como o hidrocarboneto utilizado.esi¢ sentido, diferentes
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microrganismos ja foram testados frente ao Xxilemdano e hexadecano, obtendo
variacbes nos resultados quanto ao volume de lidvooeto e bactéria avaliada. Os
hidrocarbonetos simulam a superficie de adesd@da am deles tem um sitio de
ligacdo diferente, com melhores ou piores resuigolara cada microrganismo. Na
literatura encontrada, o uso do xileno tem sidmselnado par&almonellaspp [1,13].

A presenca de amostras altamente hidrofébicas enéldia hidrofobicidade
quando foi utilizado 24 horas de incubacdo, sende gstas mesmas amostras
apresentaram a capacidade de formacao de biofiloseiazem supor que, quanto maior
o tempo de contato com a superficie, maior a chadee aderéncia destes
microrganismos, provavelmente devido a modificagisscaracteristicas da superficie
bacteriana daS. Heidelberg avaliadas. Além disto, observa-se aitApcia de avaliar,
nestas amostras, outros hidrocarbonetos e diferéatepos de incubacdo, além de
estudar a formacéo de biofilmes em superficiesesti@o diretamente em contato com

os alimentos nos abatedouros de frangos de corte.

Conclusbes

Os dados obtidos por este trabalho denotam grasieledncia por demonstrar
que asSalmonellaHeidelberg isoladas de amostras coletadas emdalaites de frangos
de corte possuem a capacidade de serem hidrofébiades formarem biofilme na
superficie testada, o que pode induzir a uma np@onanéncia destes microrganismos
no ambiente de processamento na industria e, coastgnente, a uma maior chance

de transmissao aos alimentos, com riscos ao codsumi

NOTAS INFORMATIVAS

! Laboratérios Difco, Sparks, USA.
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% Cral artigos para laboratério Ltda, Cotia, Brasil.

3Vetec quimica fina LTDA, Duque de Caxias, Brasil.

“ Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Austria
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COMPARAGAO DO USO DE SWAB E DE ESPONJA PARA AVALIAGAO DAS CONDIGOES
HIGIENICO-SANITARIAS DA SALA DE CORTES DE UM MATADOURO DE AVES.
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DEMAIS AUTORES: Natalie Nadin Rizzo, Vinicius Zancanaro Tagliari, Daiane Ferreira, Graciela Trenhago, Keli
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UNIVERSIDADE: Universidade de Passo Fundo

INTRODUGAO:

A manuteng&o do Brasil como primeiro exportador mundial de came de frango exige uma grande necessidade de
sanidade dos plantéis avicolas e, também, das condigbes higiénico-operacionais dentro dos abatedourcs. A
presenga de microrganismos no ambiente de processamento dos alimentos pode levar & sua contaminagdo,
reduzindo a qualidade. As superficies em contato com os alimentos como, as bancadas de inox, as esteiras lisas,
as esteiras sobrepostas e as placas de polietieno constituem pentos imporantes que devem ser avaliados de
forma a nao representarem risco de contaminagdo, evitando contaminagdo direta ou cruzada e a adulteragéo do
produto, preservando sua qualidade por meio da higiene antes, durante e depois das operagdes industrials.
Foram avaliadas as condigbes higiénico-operacionais de superficies de contato com alimentos em uma sala de
cortes de abatedouro avicola, com duas metodologias de esfregago: swabs e esponjas, para analisar a efetividade
da higienizag&o operacional.

METODOLOGIA:

O trabalho foi reslizado em matadouro de aves, na linha dos cortes de peito de frango. As amostras foram
coletadas na higienizagfo operacional, antes da lavagem e apds a lavagem com &gua quente, em B ou 7
repetigbes para cada tipo de superficie (mesas de ago inox, esteiras de poliuretano, placas de polietileno, esteira
sobreposta de nylon). As coletas e os ensaios estavam de acordo com Downes; Ito (2001). As amostras foram
coletadas utilizando swabs, os quais foram friccionados 20 vezes nos sentidos das diagonais, em uma érea de
coleta de 100 cm2 e transferidos para 10 mL de solugéo tampéo neutralizante. Como esponja foram utilizados
lengos dobrados e umedecidos com 50 mL de AP 0,1 % com neutralizantes. Com molde de 100 em2, foram
friccionadas contra a superficie com 10 movimentos da esquerda para a direita @ 10 movimentos de baixo para
cima e retornaram 4 bolsa de origem com mais 50 mL de AP 0,1%. Foi realizada a contagem total de bactérias
mestfilas em todas as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
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Nas bancadas de aco inox, antes da higiene operacional a média em log UFC/em2 nas esponjas e nos swabs fol,
respectivamente, de 1,38 e 1,40, Apés a higiene operacional, tanio nas esponjas guanto nos swabs as médias
diminuiram, cbtendo-se, respectivamente, 0,76 e 0,77. Nas esteiras lisas de poliuretano, antes da higiene
operacional, 2a média em log UFC/cm2 nas esponjas e nos swabs foi, respectivamente, de 1,87 e 1,96. Apds o uso
da dgua quente, obteve-se, respectivamente, 1,64 e 1,74 Nas placas de polietileno antes da higiene aperacional a
média em log UFC/em2 nas esponjas e nos swabs foi, respectivamente, de 332 e 2,19. Apds a higiene
operacional, nas esponjas a media diminui para 2,54. No entanto, nos swabs ocorreu um aumento na média para
2,87, Nas esleiras sobreposias de nylon antes da higiene operacional a média em log UFC/ecm2 nas esponjas e
nos swabs foi, respectivamente, de 2,81 e 2,76. Apos a higiene operacional, nas esponjas e nos swabs as médias
aumentararn, respectivamente, para 3,00 e 3,38, provavelmente devido acs espagos que existem nesta superficie
entrelagada, que acumulam residuos. Foi realizada a andlise estatistica dos resultados utilizando ANOVA, e ndo
houve interagdo entre tipo de superficie, momento da coleta e método utilizado, com p = 0, B206. De acordo com
Silva et al. (2007), a técnica do esfregaco de superficie aplica-se aos alimentos cuja contaminagio &
predominantemente superficial, como carcagas, de bovinos, suinos, aves e pelxes. Aplica-se também & andlise
de superficles de equipamentos, mesas, utensllios e embalagens. A contagem padrBio de microrganismos
mesdfilos aerdbios estritos e faculatives vidvels tem sido utilizada como um indicador da qualidade higiénica dos
alimentos e de superficies, fornecendo também idéia sobre tempo (til de conservagio. Deste medo, como néo
houve diferenga estatistica entre swak e esponja, ambes podem ser utilizados para o controle higiénico-sanitérios
de superficies.

CONCLUSAD:

As duas metodologias utilizadas para coleta, esponja & swab, podem ser utilizadas para a verificagio da
higienizag&o em superficies como as bancadas de ago inox, esteiras de poliuretano, esteira sobreposta de nylon e
placas de polietieno.
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4.4 TRABALHO 4

Investigation of Salmonella spand Listeria sp from stainless steel, polyurethane

and polyethylene surfaces in the cutting room of poultry slaughterhouse

Laura Beatriz Rodrigué$; Luciana Ruschel dos SantodNatalie Nadin RizZo
Vinicius Zancanaro Taglidri Keli Hepp; Graciela Trenhadp Amauri Picollo de

Oliveira’; Franciane GoelzDaiane FerreitaVladimir Pinheiro do Nascimento

'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, ©rdidade de Passo Fundo;

"Faculdade de Veterinaria, Universidade Federalidd@ande do Sul

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate tlesgmce oSalmonella s@ndListeria
sp in different surfaces that come in contact wittodoand the efficacy of the
disinfection process. First, the level of detectidrthe methods to isolatalmonella sp
andListeria monocytogenasas determined using Labordisponges to which 0.5 g of
chicken fat were added and which were artificiatigntaminated withSalmonella
Typhimurium ATCC 14028 andlisteria monocytogeneATCC 7644. The level of
relative detection for isolation ddalmonellaTyphimuriumwas 1 cfu/150 ml of 1%
peptone water and afisteria monocytogene& cfu/150 ml of 1% peptone water. In the
slaughterhouse, samples were collected at the fetiek gorocessing of cuts, before and
after the surfaces were washed with hot water ted disinfection. The disinfectants
tested were 0.5% peracetic acid, 2% quaternary anumoand 1% biguanide. Samples

were collected at random from stainless steel sabpmlyurethane conveyors and
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polyethylene boards used for cutting chicken leggha same time. Material was
collected four times for each of the three surfaeesl 108 trials were conducted for
each microorganisnSalmonella spvas not isolated in any of the surfaces analyzed.
Before washing,Listeria welshimeriwas found in the polyurethane conveyor and
Listeria monocytogenem the stainless steel table, both surfaces wotidfresidues.
After washing with hot watet,isteria monocytogenesas isolated in the polyurethane
conveyor of line 2, but was no longer found aftéirdection with 2% quaternary
ammonium.

Keywords: Salmonella, Listeriasurfaces, disinfectants

Pesquisa deSalmonella spe Listeria spem aco inox, poliuretano e polietileno da
sala de cortes de um matadouro avicola

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investig&almonella spe Listeria sp em diferentes
superficies de contato com alimentos e a eficamapdcesso de sanitizacao.
Inicialmente determinou-se o nivel de deteccadivelalas metodologias de isolamento
de Salmonella s deListeria monocytogend@sndo como matrizes esponjas Laboftlin
acrescidas de 0,5g de gordura de frango e contdasreatificialmente corBalmonella
Typhimurium ATCC 14028 gisteria monocytogeneSTCC 7644. O nivel de deteccéo
relativa paraSalmonellaTyphimurium foi de 1 UFC/150m| de AP1% e pariateria
monocytogene$oi de 2 UFC/150 ml de AP1%. No abatedouro, as stras foram
coletadas no final do processamento dos cortess anapods a lavagem das superficies
com &gua quente e apos a sanitizacdo. Os destefetastados foram acido peracético
a 0,5%, amonia quaternaria a 2% e biguanida a avAliacdes foram realizadas em

linhas de cortes, ao mesmo tempo, em trés sugerficiesas de aco inox, esteiras de
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poliuretano e placas de polietileno. As coletasirfoifeitas em quatro repeticdes para
cada uma das trés superficies, totalizando 108icangmra cada microrganismo.
Salmonella spnédo foi isolada em nenhuma das superficies w@stahtes da lavagem,
na linha dois, isolou-se.isteria welshimerida esteira de poliuretano lasteria
monocytogeneda mesa de aco inoxidavel, ambas de superficiderodbm residuos de
alimentos. Apos a lavagem com agua quente isolouisteria monocytogeneda
esteira de poliuretano, também na linha 2, sendoegte agente ndo foi novamente
isolado apds o tratamento com amonia quatern&ia.a

Palavras-chave: Salmonella, Listeria superficies, sanitizantes

INTRODUCTION

Cleaning in poultry slaughterhouses consists bigicaf the use of hot water,
detergents and disinfectants (6). Although detdasgydacrease the bacterial load found
on surfaces, the main objective of their use ieetiove organic and mineral residues.
Disinfection, which is the last stage of the clegniprocess, aims at reducing
microorganisms and eliminating pathogens so thatldeare safe for good quality
products (16).

Among poultry meat contaminants, pathogenic migganisms such aSalmonella sp
and Listeria monocytogeneare of utmost importance because they cause fonebo
diseases and consequently result in economic lassése domestic market and in
exports.

Listeria monocytogeness widely distributed in nature and often found nmeat
products. This pathogen causes listeriosis, anctlyfwod infection with high mortality
rates, a long incubation time, and predilection ifamunodeficient individuals (21).

Although fresh meats usually have a low level Lof monocytogenesthe risk of
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contamination is higher as the level of food preo®s increases. A previous study
analyzed 48 chicken carcasses from different plantssupermarkets in Floriandpolis,
Brazil, andListeria spwas found in 21 (43.7%) of the samples (19).

Salmonellais the most important microorganism in outbreagsoaiated with poultry
meat (7, 17). In several countries, products maille &ggs and chicken meat are the
main causes of human enteritis, and outbreaks ressigo Salmonellaare often
recorded (15). It is one of the human enteropath®gmost often associated with
intestinal microbiota in poultry, and originatesrr different sources in the poultry
environment (3). Carcasses contaminated @#imonella spusually have a small
number of bacteria (<100 cfu/carcass), unless tisen@adequate conservation at high
temperatures and, consequently, intense multiphicgf0, 15).

This study investigated the presencd.isteria andSalmonellaon the contact surfaces
in the cutting room of a poultry slaughterhousdhat end of the processing of cuts,
before and after the surfaces were washed withMadér and after disinfection with
peracetic acid, quaternary ammonium or biguanidethe effects of these treatments

on the reduction of these microorganisms.

MATERIAL AND METHODS

Determination of relative detection limit

The relative detection limit, or detection threshobf the methods used to isolate
Salmonella spand Listeria monocytogenesvas based on ISO 16140:2003 (11).
Laborclin® sponges were used as matrices with 50 ml of 1%opepwater (PW) with
neutralizing agents to which 0.5 g of chicken fasvadded, obtained from chickens that
were proven negative foSalmonella spp. and Listeria spp. For the artificial

contamination of the samples, ATCC strains werahated at 36 + 1°C for 18 to 24 h
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and then dilutedSalmonellaTyphimuriumATCC 14028 was used at concentrations of
1 cfu/150 ml of 1% peptone water (PW) (1 ml of #@ dilution), 5 cfu/150 ml of 1%
PW (0.5 ml of 1@ dilution) and 10 cfu/150 ml of 1% PW (1 ml of @ilution), and
Listeria monocytogeneSTCC 7644 at concentrations of 2 cfu/150 ml of PW (1 ml

of 10° dilution) , 6 cfu/150 ml of 1% PW (0.5 ml of E@ilution) and 12 cfu/150 ml of
1% PW (1 ml of 18 dilution). Ten matrix repetitions were made focke@oncentration
and negative controls (no microorganism inocul3tidime analysis of each sample was
made in duplicate.

The methods of pre-enrichment followed the stubdie8rasil (2) and Evancho et al. (8)
by adding 100 ml of 1% buffered PW to the bag wfta sponge (Laborclfhsponges,
50 ml of 1% PW and neutralizing agents) for eaama, which were blended in a
stomacher for 1 minute. After blending, the micgaisms were inoculated to achieve
the concentrations described above. For the irmyasdn of Listeria monocytogenes
they were incubated at 30 + 1°C for 18-24 hourd,fanSalmonella spat 36 + 1°C for
16-20 hours. The methods used to complete thetigolaf microorganisms were the
same described in items 2.4.1.1 and 2.4.1.2. Ttexten threshold was defined as the

minimum concentration at a frequency of at lea850

Sampling

This study was conducted in the cutting room obalipy slaughterhouse with capacity
for 20,000 animals per hour in the state of Rio@eado Sul, Brazil. Samples were
collected at the end of cutting, during preoperalaleaning: before the surfaces were
washed, without the removal of residues; after wagshvith hot water at 45 to 8G and
22.5 bar pressure; and after washing with 2% sodhnyaroxide detergent (Power

Foanf, Johnson Diversey) was applied using a foam géoreiar 10 minutes. Water at
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45 to 50C and 22.5 bar pressure were used for rinsing dsihfection. Three
disinfectants were tested: 0.5% peracetic acidd&in Fort& Johnson Diversey) was
applied to line 1, 2% quaternary ammonium (Divodaivoquat Fort& Johnson
Diversey) to line 2, and 1% biguanide (Divosan Biept 358, Johnson Diversey) to
line 3, all of them for 15 minutes, followed by sing, as described above. Evaluations
were made in three processing lines for cuttinglam legs at the same time and on
fully randomized sites of three surfaces: stainksgl tables, polyurethane conveyors,
and polyethylene cutting boards. Samples wereecigtl four times for each of the
three surfaces. Therefore, 36 analyses were pegfbfar each surface to investigate the
presence ofSalmonella spand 36 forListeria sp in a total of 108 tests for each

microorganism.

Sample collection

Test samples were collected from the surfaces usmmgventional microbiology
methods according to Evancho et al. (8). Spongabdiclir® sponge with 50 ml of 1%
peptone water and neutralizing agent) were usestrab each surface randomly in an
area of 100 chdelineated by a sterile metal template. All samplere sent to the

laboratory under refrigeration in isothermal conéais.

Investigation of Salmonella spListeria monocytogeneand other species oListeria
Pre-enrichment

The pre-enrichment method was described by Brakifid Evancho et al. (8): 200 ml
of 1% peptone water was added to the bag withfbage (Laborclifi sponge with 50
ml of 1% peptone water and neutralizing agent)eAtt minute in a stomacher blender,

an aliquot of 50 ml was transferred to a sterilipedtainer and incubated at 30 %1
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for 18-24 hour to isolatkisteria sp.The bag with the remaining 100 ml was incubated

at 36 + £C for 16-20 hours for the isolation 8almonella sp

Isolation of Salmonella sp

The method used was described by Andrews et alB¢akil (2), Evancho et al. (8) and
McNamara (14). Selective enrichment was conducted Rappaport-Vassiliadis
(Laborclin®) medium and selenite cystine (Labor8jitbroth for 24 to 30 hours at 41 +
0.5°C in water bath. Isolation was conducted in chroemig agar forSalmonella
(Laborclin®) and brilliant-green phenol-red lactose sucrose &igaborclirf) incubated
at 36 + PC for 18-24 hours. Colonies compatible wilalmonellawere confirmed

using biochemical and serological tests. Resultge wescribed as presence or absence.

Isolation of Listeria monocytogenes and other liatepecies

The method used was described by Evancho et al.Hi&hins (9) and Ryser and
Donnelly (20). Selective enrichment was performeéfaser (Laborcli®) broth for 18-
24 hours at 30 +°C. Isolation was conducted in agar Listeria aceaydio Ottaviani
and Agosti - ALOA (Laborclifi) agar and Modified Oxford - MOX (Laborcfth agar
incubated at 35 +°Z for 24-48 hours. The colonies compatible withteria spwere
confirmed forL. monocytogeneand other species using biochemical td3esults were

described as presence or absence.

RESULTS
Relative detection limit
The detection limit for the method used to isol&&monellaTyphimurium was 1

cfu/150 ml of 1% PW because the microorganism veamd in 9 of the 10 samples
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artificially contaminated. At the other concentoas, SalmonellaTyphimurium was
isolated in all samples. The detection limit of theethod to investigaté.isteria
monocytogenesvas 2 cfu/150 ml of 1% PW, bacteria were found8irof the 10
artificially contaminated samples. At concentrasaf 6 cfu/150 ml of 1% PW,isteria
monocytogenewas isolated in 9 of the 10 samples, and at 1A560uml of 1% PW, in

all samples.

Investigation of Salmonella sp
Salmonella spvas not isolated in any of the surface sample$yaed: stainless steel,

polyurethane or polyethylene.

Investigation of Listeria monocytogeneand other Listeria species

Listeria spwas not isolated from any of the surfaces in lihesnd 3 (stainless steel,
polyurethane and polyethylene). In line lAsteria welshimeriwas isolated from the
polyurethane conveyor, andsteria monocytogenefrom the stainless steel table, both
when the surfaces had food residues, before washitgr washing with hot water,
Listeria monocytogenewas isolated from the polyurethane conveyor, aistine 2.
Listeria spwas not isolated after disinfection with 2% quatey ammonium. Results

are shown in Table 1.

DISCUSSION

In the method used in this study, the level of dibe for Listeria monocytogenesas 2
cfu/150 ml of 1% PW, and bacteria were found in 88Rthe samples. Fd@almonella
Typhimurium, the level was 1 cfu/150 ml of 1% PWchese bacteria were found in

90% of the artificially contaminated samples.



57

Tomazelli et al. (22) studied the detection $&lmonellain food, water and
environmental samples using the comparison of th&X Bystem and the official
Brazilian method, and established that the relatfietction level of the method was 1

to 2 cfu/25 g of sample.

Loncarevic et al. (13) validated a method of d&édacof Listeria monocytogenassing

a level of contamination of 18 cfu/25 g and foundeasitivity of 94.4 to 96.4% in
ALOA, LCA, OCLA and LMBA using conventional microbliogical methods after
enrichment with Half-Fraser broth, and sensitivity 97.7 to 100% when two
enrichment methods were used, Half-Fraser follole&raser.

In our study,Salmonella spvas not found in the different lines, surfaceaifgess steel
table, polyurethane conveyor and polyethylene mgtiboards) and collection time
points (before surface washing, after washing wahwater, and after disinfection). As
the detection limit of the method was 1 cBalmonellawas likely to be absent or below
1 cfu in the collection areas, which were 10¢.c@®n the surfaces studieSalmonella
was not found, which may be assigned to the faattte batch of slaughtered broilers
was free of this microorganism or that good prounctpractices and the hazard

analysis and critical control point in this indystvere adequately applied.

To investigate contamination of surfaces on a pputaughtering line of infected
poultry and subsequent cross-contamination of néected poultry, Olsen et al. (18)
investigated the presence $&imonellaatl7 defined points over two 1-week periods.

Equipment at all but one control point on the skaagline tested positive at least once
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during the study. The live receiving area was thesintontaminated. The number of
positive samples from control points in the sedioased for killing, evisceration and
giblet processing, cooling and the final processang packaging area indicated that
contamination decreases towards the end of theepsow line, it may indicate that
contamination decreases towards the end of theegsow line and cleaning is therefore
more effective at this stage. However, it may asuoply reflect that there are less
Salmonellaleft to contaminate the equipment, the longer thieken has been on the
processing line. Therefore, the results obtainesdun experiment, with absence of
Salmonellaon the surfaces in contact with foods, may betedldo the findings of

Olsen et al. (18), as the samples were collectedh fthe cutting room, one of the

environments with lowest contamination in the sldeghouse.

Listeria spwas not recovered from the stainless steel tatiiegyolyurethane conveyors
and the polyethylene cutting boards of lines 1 &rad any collection time point. As the
detection limit of the method was 2 cfuisteria was absent or below 2 cfu in the

collection areas, which were 100 tm

In line 2, Listeria welshimeriwas found in the polyurethane conveyor, ansteria
monocytogenegsn the stainless steel table when the surfacesaswed food residues
and before washindisteria spwas not found in the polyethylene cutting boariser
operational cleaning, which consisted of removaksfdues from the surfaces using hot
water with pressurel.isteria spwas not recovered from the stainless steel taties
polyethylene cutting boards, blisteria monocytogenesas found in the polyurethane
conveyor, which suggested that hot water alone m@senough to eliminate the

microorganism from this surface. The isolation dfedent Listeria species on the same
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surface (polyurethane conveyor) may be assigneitiecdfact that four different sites
were examined in sample collection, and that tmeight have been different species
contaminating the surfaces on random sites. Wighneto the total number of samples,
2.7% (3 samples) showed contaminationLlisteria sp, but unlike other surfaceg,

monocytogenewas isolated from the polyurethane conveyor dfténwater washing.

After washing with hot water, a 2% sodium hydroxdtergent was applied and water
was used for rinsing. Thereafter, 0.5% peracetid acas applied to line 1, 2%
quaternary ammonium to line 2, and 1% biguaniddine 3. After this stage of
disinfection,Listeria was no longer isolated, which indicates that the of a detergent
and posterior use of quaternary ammonium were agffbtis in removing the
microorganisms from this surface. This is also ingoat to prevent biofilm production
by microorganisms, as in another experiment, atheiListeria strains formed biofilm

on plastic surfaces (data not shown).

According to Kaskova et al. (12) cleaning and dexition play a major role in an
effective program to control diseases in poultrgduction and processing facilities.
Therefore, they conducted a study to investigageetficacy of disinfection in a poultry
processing plant. Peracetic acid at 0.01% and @a&ternary ammonium applied for
20 minutes were efficient agairi§scherichia coli, Staphylococcus aurearsd Bacillus

cereus.

In a study conducted for comparing the presendastéria in automated (plant A) and
manually operated (plant M) slaughterhouses, tlogl tmntact surfaces and the non-

food contacsurfaces were assessed, and so were samples ofandtbroilers obtained
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from different slaughtering stepkisteria monocytogenesas detected in 85 (20.1%)
samples from plant A and 70 (16.4#%@m plant M. Plant A samples were also positive
for Listeria innocua (48.5%, 205 samples) and faisteria welshimeri(3.3%, 14
samples). Plant M samples revealed that 58.4% (Zu0@pred.. innocuaand 0.9% (4)

L. welshimeri The prevalence df. monocytogeneeelative to food contact surfaces

amounted to 19.6% in plant A and 17.3% in planiB).

On assessing environmental factors by comparing tvéh the absence or presence of
contamination by L. monocytogenesin poultry and pork processing plants,
Chasseignaux et al. (4) evaluated characteristicsthe analyzed surfaces and
workrooms and found thatisteria was isolated from most plants, from surfaces and
environments with a temperature less than 10°Cnaoidture greater than 70%. These
environmental characteristics are similar to thobserved in the cutting rooms of
slaughterhouses, and are consistent with the csiodsi obtained by Chiarini et al. (5),
who noted that.. monocytogenewas more frequently isolated products collected
after immersion chilling, which indicates that timathogen would be more frequently
disseminated in cutting rooms, where the tempezatuapproximatel§0°C, compared

with the reception-evisceration area, where thepraturas above 25°C.

The psychotrophic properties af monocytogenesoncur with the findings of these
studies, as such properties could selasteria and indicate some difficulty in the
growth of competitive microflora. And, at high teerptures, the microflora can
compete withListeria and prevent its establishment. The cutting rooraleaner than

the evisceration area, with lower temperature, @®s8 competitive microorganisms,

being more susceptible to the growth_ddteria than that oSalmonella4, 5, 18)
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Poultry slaughterhouses should detect which migamisms predominate at different
sites of the industry, so that they can fight thera specific manner, &almonellamay
not be the most relevant pathogen in a cutting romheread.isteria may, due to its
growth characteristics and to the environmentaldd@ns of the cutting room. The
importance of effective cleaning should be undeesto since in this experiment
Listeria was recovered after the use of hot water, butafiter the use of sanitizing

agents.
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Table 1— Results of investigation &almonella s@ndListeria spon different surfaces

(stainless steel, polyurethane and polyethylen#)arcutting room of a poultry

slaughterhouse.

Before washing After hot water After disinfection

washing

Salmonella Listeria Salmonella Listeria Salmonella Listeria

Line

Line

Line

Polyurethane Absence
conveyor
Polyethylene Absence
boards

Stainless Absence

steel table

Polyurethane Absence
conveyor
Polyethylene Absence
boards

Stainless Absence
steel table

Polyurethane Absence
conveyor
Polyethylene Absence
boards

Stainless Absence

steel table

Absence Absence Absence Absence Absence

Absence Absence Absence Absence Absence

Absence Absence Absence Absence Absence

PresenceAbsence PresenceAbsence Absence

d e

Absence Absence Absence Absence Absence

PresenceAbsence Absence Absence Absence

e

Absence Absence Absence Absence Absence

Absence Absence Absence Absence Absence

Absence Absence Absence Absence Absence

a: 0.5% peracetic acid was used in this line.

b: 2.0% quaternary ammonium was used in this line.



c: 1.0% biguanide was used in this line.
d: Isolation ofListeria welshimeri

e: Isolation ofListeria monocytogenes
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4.5 TRABALHO 5

ATP-BIOLUMINESCENCIA E MICROBIOLOGIA CONVENCIONAL
(PLACAS RODAC E ESPONJA) NA AVALIACAO DAS CONDICOES
HIGIENICO-SANITARIAS EM SUPERFICIES DE CONTATO COM
ALIMENTOS EM SALA DE CORTES DE MATADOURO DE AVES

Laura Beatriz Rodrigué$, Luciana Ruschel dos Santo¥inicius Zancanaro Taglidri
Natalie Nadin Rizz Graciela TrenhadpDaiane Ferreifa Amauri Picollo de
Oliveira!, Franciane GoetzCarlos Costa Florindo Luiz Castoldi Vladimir Pinheiro

do Nascimentd

Y Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, €rsidade de Passo Fundo;

2 Faculdade de Veterinaria, Universidade Federalidd@ande do Sul

RESUMO

Foram avaliadas as condi¢Bes higiénico-sanitdaasdperficies de uma sala de
cortes de abatedouro avicola, utilizando microlgi@occonvencional (placas Rodac e
esponja para quantificacdo de mesodfilos aeroltaphylococcus aureukscherichia
coli ) e ATP-bioluminescéncia para analisar a agdogda guente e de trés principios
ativos no processo de higienizacdo. As amostraanfocoletadas no final do
processamento dos cortes, antes e apés a lavagesuperficies com agua quente e
apos a sanitizagcdo com acido peracético a 0,5%niamdaternaria a 2% e biguanida a
1%. As avaliacbes foram realizadas em trés linlazaites de coxa de frango, ao
mesmo tempo e de forma completamente casualizadsigerficies de aco inoxidavel,
esteiras de poliuretano ou placas de polietilen®.cAletas foram feitas em quatro
repeticbes para cada uma das trés superficiedizaoido 108 ensaios para cada
microrganismo. O método ATP-bioluminescéncia detechatéria organica em todos
0s pontos coletados demonstrando ser um meétoddor@pira a verificagéo e controle
do processo. A utilizacdo das placas Rodac possibibma melhor recuperacao de

microrganismos do que a esponja na quantificacamel®filos aerobios. colie S.
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aureus Apo6s o uso de agua quente houve reducdo da coeigio e, apds o0 uso da
amonia quaternéria e do 4cido peracético, ndo haouperacédo de. colie S. aureus

em todas as superficies avaliadas.

PALAVRAS CHAVES: ATP-bioluminescéncia, RODAC, contagem, mesdfilos,

Staphylococcus aurepuBscherichia coli

1 INTRODUCAO

O procedimento de higienizagdo nos matadouros des aconsiste
fundamentalmente no uso de agua quente, detergergasificantes (Contreras et al.
2003). Embora os detergentes diminuam a cargarkzatdedas superficies, o objetivo
principal do seu uso € a remocéao de residuos @ag@Bi minerais. A sanitizacdo, que €
a ultima etapa do procedimento de higienizacdoa wieduzir microrganismos
alteradores e eliminar patogénicos até niveis ssgaie modo a obter um produto de
boa qualidade higiénico-sanitaria (Moraes et é,7)9

A atividade biolégica de cerca de 500 agentes igoBrpertencentes as séries da
biguanida com o0s grupamentos substituidos tem sslaliadas desde 1950,
encontrando-se, entre eles, varios membros com lat@#losobre bactérias, fungos e
virus, que levaram a sintese quimica de uma sérigledivados da bisbiguanida
(Andrade; Macedo, 1996). Os compostos de amonitequaia Quat9 sao largamente
utilizados como anti-sépticos e desinfetantes degidsua acdo surfactante e a baixa
toxicidade, aliado ao seu poder microbiocida (McBlprRussel, 1999). Oguatstém
um alto poder bacteriostatico, potencializado faiamacao de filmes ou peliculas sobre
a superficie, com poder residual longo por masslgue sejam estas superficies (Wiest,
1984). O acido peracético é um sanitizante queup@gumas vantagens, como nao
produzir compostos toxicos ou carcinogénicos, t@xd impacto ambiental e ser
relatado como eficaz contra biofilmes (Rossoni; I&ale, 2000).

Dentre os contaminantes da carne de aves, micisrgas patogénicos
apresentam grande importancia, por possuirem rete&v&omo causadoras de doencas
veiculadas por alimentos e, consequentemente, teeflexo econdémico, causando

perdas no mercado interno e em exportagoes.
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As bactérias aerObias meséfilas sdo constituidas bactérias da familia
Enterobacteriaceae,e Bacillus Staphylococcus, Streptococcusntre outros. A
contagem padréo em placa tem sido utilizada comodiwador da qualidade higiénica
dos alimentos, fornecendo também idéia sobre sepaditil de conservacao (Silva et
al.,, 1997; Cardoso et al, 2000). Contagens altaticam uma matéria-prima
excessivamente contaminada, limpeza e desinfeez8apkrficies inadequadas, higiene
insuficiente na producao, e condi¢des inaproprialdgatempo e temperatura durante a
producao ou conservacao dos alimentos (Siqueif)19

O S. aureus2 um mau competidor e apresenta grande risco limen&os em
gue a microbiota normal foi destruida ou inibidamo em carnes defumadas ou
salgadas, e a ma conservacao de alimentos enteaftaeraturas € uma das principais
causas das intoxicacfes @iaphylococcugRode et al., 2007).

O génerdescherichia juntamente com outras bactérias fermentadoréectizse
da familia Mterobacteriaceaecomo as dos génerdsnterobacter Citrobacter e
Klebsiellg formam o grupo denominado coliforme (Frazier, &9%ilva; Junqueira,
1995). O habitat das bactérias que pertencem guw groliforme € o trato intestinal do
homem e de outros animais, entretanto, podem perpx longos periodos e se
multiplicarem em ambientes néo fecais (Pardi et18195; Jay, 2005). Ascherichia
coli € a principal representante do grupo dos colifsriieeais, que sdo empregados
como indicadores de contaminacdo fecal, ou sejacotelicdes higiénico-sanitarias
deficientes (Delazari, 1998; Pardi et al., 1995u8ira, 1995).

Uma das formas de verificar a eficacia dos pranedios de limpeza é o uso do
método de placas Rodac (“replicate organism detecnd counting”), que permite a
replicacdo de organismos diretamente em Agar ap@sito com a superficie e emprega
placas especiais que possuem um nivel elevado ae(2ay, 2005).

Testes usando ATP-bioluminescéncia séo larganaaatiéos como método de
monitoria dostatushigiénico-sanitario de linhas de producédo de altoe A técnica de
ATP-bioluminescéncia detecta células microbianasséduos de alimentos, os quais
podem persistir apds uma limpeza inadequada ensaranigem de nutrientes para o
crescimento microbiano (Corbitt et al., 2000).

Deste modo, foram avaliadas as condi¢Bes higi&aodarias das superficies
das mesas de aco inoxidavel, esteiras de poliwretgotacas de polietileno de uma sala
de cortes de abatedouro avicola, utilizando a rhiglogia convencional, por placas

Rodac e esponja, e ATP-bioluminescéncia, parasamadi efetividade da agua quente e
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da acdo de trés principios ativos (&cido peracésicnia quaternaria e biguanida) no
processo de higienizagdoguantificando microrganismos mesofilos aerdbios,

Staphylococcus aurepuBscherichia colie ATP.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

O trabalho foi realizado na sala de cortes de urtadoaro de aves no sul do
Brasil, com capacidade de abate de mais de 20.0€9 @or hora. Para analisar as
condicOes higiénico-sanitarias, foram utilizadasrobiologia convencional (placas de
contato - Rodac e esponja) e ATP-bioluminescémsaamostras foram coletadas no
final do processamento dos cortes, na higienizac&aperacional: antes da lavagem
das superficies, sem a retirada dos residuos; apé@gagem com agua quente, entre
45C e 50°C e pressao de 22,5 bar; e apos lavagendetargente a base de hidroxido
de sodio a 2% (Power FodmJlohnson Diversey) com tempo de acdo de 10 minutos
enxagie com agua entre @5e 50°C e pressdo de 22,5 bar, e sanitizacdomFora
testados trés sanitizantes: acido peracético a (CB%san Fort&, Johnson Diversey),
amoénia quaternaria a 2% (Divosan Divoquat Forimhnson Diversey) e biguanida a
1% (Divosan Divosept 350 Johnson Diversey), os quais tiveram tempo de de&lb
minutos. As avaliagOes foram realizadas em trémsirde cortes de coxa de frango, ao
mesmo tempo e de forma completamente casualizadags superficies: mesas de aco
inoxidavel, esteiras de poliuretano e placas desfileho. As coletas foram feitas em
quatro repeticdes para cada uma das trés supsrfizeste modo, em cada superficie
foram realizadas 36 analises de microbiologia cociemal por esponja para as
contagens deEscherichia coli, de Staphylococcus aureugs de microrganismos
mesofilos aerdbios, 36 de placas de contato (Rog@a@ cada ensaio (contagens de
Escherichia coli, Staphylococcus aureaisle microrganismos mesofilos aerdbios) e 36

de ATP-bioluminescéncia, totalizando 108 ensaiosad@ metodologia/microrganismo.
2.2 Metodologia de coletas das amostras

2.2.1 Coletas utilizando esponja
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As coletas de amostras das superficies para re@tizézos ensaios por métodos
de microbiologia tradicional foram realizadas baslease em Evancho et al (2001).
Foram feitas por meio de esponja (Lencos umedetidbsrclir®, com 50 mL de agua
peptonada 0,1% com neutralizantes), a qual fotisiada em cada tipo de superficie,
de forma completamente casualizada, em uma aré8@len, delimitada por molde

esteéril.

2.2.2 Coletas utilizando agar em placas de contato

Foram coletadas amostras das superficies utilizagdo em placas de contato
(placas Rodac, com neutralizantes lecitina e TvBfgnbaseando-se em Evancho et al
(2001). As placas foram distribuidas de forma cetaphente casualizada, e cada agar
exposto foi mantido em contato com a superficiespeegundos, sob pressao.

2.2.3 Coletas utilizandswabspara ATP-bioluminescéncia

As coletas das superficies foram realizadas utiieametodologia baseada em
Costa et al (2006) seguindo as recomendacdes dodate A coleta foi feita por meio
de swabsespecificos para deteccdo de ATP por bioluminesad8wabslLuciPac W,
Kikkoman®). Os swabsforam friccionados, nos sentidos das diagonaisndado um
angulo de 30° com a superficie, em uma area derif@elimitada por moldes.

Todas as amostras coletadas foram transportadas refoigeracdo, em

recipientes isotérmicos, até o laboratorio.
2.3 Avaliagdo da contaminagéo nas superficies da@& nos cortes
2.3.1 Ensaios por microbiologia convencional com genja
Segundo metodologia recomendada por Evancho 20@lL) e Swanson
et al (2001), foram adicionados 50 mL de agua peuta tamponada a 0,1% na

saqueta com esponja (Lencos umedecidos Lab8yaiom neutralizantes), para a

realizagéo de diluigdes sucessivas.
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2.3.1.1 Contagem de microrganismos mesoéfilos abios

Foi utilizada metodologia baseada em Evancho €2@D1), Swanson et al
(2001) e Morton (2001), onde, a partir das dilug:@6*, 102, 103, foram inoculados 0,5
mL em superficie em agar para contagem (PCA - Iciib8). A leitura foi realizada ap6s

48 horas de incubacg&o a 36 + 1°C. Os resultadasfexpressos em lagJFC.cn’.
2.3.1.2 Contagem d&taphylococcus aureus

A metodologia a seguir foi baseada em Evancho @04l1) e Lancette; Bennett
(2001). As diluicdes 18§ 102 10° tiveram aligiiotas de 0,1 mL inoculadas na superfic
agar Baird-Parker (Laborcff. A leitura foi realizada ap6s 30 - 48 horas dribacédo a
36 + 1°C. Foi realizada a confirmacédo Seaureusatravés de provas bioquimicas. Os

resultados foram expressos emiddFC.cn.
2.3.1.3 Contagem d&scherichia coli

Foi utilizada metodologia baseada em Evancho €2@D1), Swanson et al
(2001) e Kornacki; Johnson (2001), A partir dasuiddes 10, 10° 10° foram
inoculadas aligliotas de 0,5 mL em superficie em érigtal violeta vermelho neutro bile
(Laborclin®). A leitura foi realizada ap6s 18 - 24 horas dribacdo a 36 + 1°C. Coldnias
tipicas foram confirmadas por caldos seletivos ®/gws bioquimicas pargscherichia

coli. Os resultados foram expressos emdtf-C.cn’.
2.3.2 Ensaios por microbiologia convencional comatas de contato (Rodac)
2.3.2.1 Contagem de microrganismos mesofilos abrds
Foi utilizada metodologia baseada em Evancho €2@01), Swanson et al
(2001) e Morton (2001), utilizando o 4gar PCA coeutralizantes em placas de contato

(placas Rodac - Laborcfin A leitura foi realizada apds 48 horas de incébag 36 +

1°C. Os resultados foram expressos enlogC.cm?.
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2.3.2.2 Contagem d&taphylococcus aureus

A metodologia a seguir foi baseada em Evancho @04l1) e Lancette; Bennett
(2001), utilizando o agar Baird-Parker com neutealies em placas de contato (placas
Rodac - Laborclifi). A leitura foi realizada ap6s 30 - 48 horas dribracéo a 36 + 1°C.
Foi realizada a confirmacdo & aureusatravés de provas bioquimicas. Os resultados

foram expressos em lagJFC.cnm?.
2.3.2.3 Contagem dé&scherichia coli

Foi utilizada metodologia baseada em Evancho €2@0D1), Swanson et al
(2001) e Kornacki; Johnson (2001), utilizando agjastal violeta vermelho neutro bile
com neutralizantes em placas de contato (placasdRed._aborcliff). A leitura foi
realizada ap6s 18 - 24 horas de incubacéo a 36 #Jdlonias tipicas foram confirmadas
por provas bioquimicas patsscherichia coli Os resultados foram expressos emgdog
UFC.cni®,

2.3.3 Ensaio por ATP-Bioluminescéncia

Os swabs(swabsLuciPac W, Kikkomafi) tiveram suas extremidades quebradas
para o reagente entrar em contato com a amostrasegonda, foram introduzidos no
lumindmetro para leitura da emissdo de luz (LurtetreD10N, Kikkomafi). Os

resultados foram expressos emyddRL.cm?.

2.4 Analise estatistica
Foram aplicados aos dados resultantes destéhwahanalise da variancia para
o delineamento em blocos completos casualizados teste Tukey com 5 % de
significancia (COHort Software, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas coletas das diferentperficies, utilizando a

metodologia de ATP-bioluminescéncia, estdo descniTabela 1.
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Tabela 1. Logy URL.cm? de ATP em diferentes superficies da sala de caftes
abatedouro de aves antes da higienizacao, apdmgela com agua quente e ap0s 0s

sanitizantes. Média das repeticoes.

Superficies

Tratamentos Mesas de Placas de Esteiras de

aco inoxidavel polietileno poliuretano
Antes da limpeza 2,29Aa 2,01 AB a 1,63 B ab
ApOs agua quente 1,21 Abc 0,87 Ab 0,93Acd
Acido peracético 0,51 AB cde 0,33 B bc 1,43 A abc
Amonia quaternaria -0,12Ae 0,33 Abc 0,52 Acd

Biguanida 1,10 A bed -0,57Bc 0,20 ABd

As médias seguidas das mesmas letras maiusculanhas e das mesmas letras

minusculas nas colunas, nao diferem entre si pste e TukeyR<0,05).

Nas mesas de aco inoxidavel, antes da limpezayeise a maior média de
ATP, com diferenca estatistica frente aos demaiartrentos, demonstrando que tanto a
agua quente como os sanitizantes reduziram a aagfnica desta superficie. A
reducdo de ATP apos o uso somente da dgua quentmskeou diferenca apds o uso de
amonia quaternéria, mas foi semelhante ao acidacético e a biguanida. A amoénia
quaternaria, no aco inoxidavel, foi o sanitizanie gbteve maior reducéo, apresentando
diferenca estatistica com a biguanida, sendo sstatnente semelhante ao acido
peracético.

Nas placas de polietileno, 0 momento em que arBcigese apresentou com
maior contaminacdao foi antes da limpeza, com dif@eestatistica entre todos os outros
tratamentos, como esperado. A utilizacdo da ageatgqupara a reducdo de ATP foi
semelhante ao acido peracético e a amonia qudterapresentando diferenca somente
com a biguanida, que levou a uma maior reducao ator e ATP nas placas de
polietileno.

O valor de ATP ap0s o uso do acido peracéticoestsras de poliuretano foi
semelhante ao resultado de antes da limpeza, micama possivel falta de eficiéncia
deste produto nesta superficie, ou uma alta contagdo nos locais das coletas, ja que

as linhas eram diferentes. Entretanto, o acido cpé®d apresentou resultados
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semelhantes ao uso da agua quente e da amonianquiatecom diferenca estatistica

somente em relagdo a biguanida, que proporcionowrnmmaducdo na esteira de

poliuretano, com resultado semelhante a améniseméaia e apos a agua quente, e
com diferenca em relacdo a antes da limpeza eadaudcido peracético.

Em relacdo aos tratamentos, os resultados oldittes da limpeza nas mesas de
aco inoxidavel foram semelhantes aos das placpsligileno, enquanto os das esteiras
de poliuretano foram diferentes do aco inoxidavedeenelhantes aos das placas de
polietileno. Ap06s 0 uso da agua quente e da amduedernaria, os valores de ATP
foram semelhantes nas trés superficies. O uso ido @geracético demonstrou maior
eficiéncia nas placas de polietileno, semelhanteeaoltado obtido nas mesas de acgo
inoxidavel e com diferenca estatistica quanto asiras de poliuretano. Os valores
obtidos nas placas de polietileno, superficie goevé maior reducdo nos valores de
ATP com o uso da biguanida, foram semelhantes aossteira de poliuretano e
apresentaram diferenca em relagcdo ao ago inoxidavel

Numa industria de produtos de origem animal, gpe@al a industria de carnes
e derivados, a limpeza e sanitizacdo é uma prdéiextrema importancia no sentido de
se evitar os fatores causadores da contaminacaalidentos, que levam a perda das
suas qualidades organolépticas e nutricionais, t@mo a sua degradacdo, que pode
ocasionar enfermidades de maior ou menor gravidademem (Pardi et al., 2001).

Métodos rapidos, baseados no crescimento baabeeianetabolismo, tém sido
desenvolvidos usando os principios da ATP-biolusténcia, biofisica, radiometria e
impedancia. A ATP-bioluminescéncia detecta a qdadé de ATP em superficies de
contato no processamento de alimentos bem comodgagpamostra a ser analisada. O
ATP detectado por esta técnica é derivado de ngarasmos, células somaticas,
plantas e animais, e varios equipamentos que usamprimcipios da ATP-
bioluminescéncia estdo disponiveis comercialme@teATP reage com o complexo
enzimatico luciferina-luciferase e a luz emitidanédida por um lumindmetro que a
expressa em unidades relativas de luz (URL). Estedo oferece resultados em tempo
real, permitindo tomar acfes imediatamente, corg@hizar novamente as superficies
antes da utilizacao (Costa et al., 2006).

Existe a recomendacao que, apés a higienizac@btepha o maximo de 1 Igg
URL.cm?, de acordo com Ukuku et al. (2001). O uso da &guente na higiene
operacional foi suficiente para a reducdo da cangeobiana e de matéria organica nas

esteiras e nas placas de polietileno. entretantaménia quaternaria foi o Unico
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sanitizante que obteve resultados menores quedU&).cmi? em todas as superficies
testadas. Com os dispositivos de amostragem de @gorPbioluminescéncia, niveis
extremamente baixos de contaminacdo podem serattecem segundos, permitindo
uma rapida determinacéo da eficiéncia da limpeda estado de higiene de superficies,
validando os programas de controle, aumentando guragca nos alimentos,
melhorando a qualidade dos produtos e reduzindosiss.

Conforme as recomendacdes do fabricante do eqgemanbumitester PD10N,
utilizado neste experimento, sugere-se que sejahosscomo referéncia, para a leitura
de ATP-bioluminescéncia em superficies, as sequimtedidas: menos que 50 URL
(1,7 logo) podem ser considerados limpos; de 50 a 200 URIO(% 2,30 logy) esta
relacionado com contaminacdo organica muito redyziprovavelmente sem o
crescimento de bactérias; de 200 a 500 URL (2,3070 logg) a superficie esta
levemente suja, com contaminagdo tal que as bast@aderdo comecar a crescer
dentro de poucos dias; acima de 500 URL (> 2,7@)leayperficie suja, contaminacao.
Considerando estas sugestdes, antes mesmo dantawageagua a superficie da esteira
de poliuretano poderia ser considerada limpa, estod demais tratamentos estariam de
acordo, em todas as superficies.

Kascova et al, 2007, utilizando o método ATP-highescéncia para investigar
a eficiéncia da limpeza e desinfeccdo em supesfide corte de um abatedouro,
observaram que, de 50 amostras analisadas, 80e4eajpsram contaminacéo < 100 (<
2 logi0) URL, considerando como superficie limpa, 10%ead0 e 300 (2 e 2,47 |y
URL, sendo estas suspeitas, e 10% > 300 (> 2gdd) MRL, considerando superficies
sujas. Estes dados estdo de acordo com os enamtragresente pesquisa, onde todos
0S pontos apds 0 uso da agua quente e dos samtizgiresentaram contaminacgao < 2
logio, inclusive a média dos pontos coletados na esteioliuretano antes da limpeza.

Costa et al. (2006), usaram a técnica do ATP-biolascéncia para avaliar os
procedimentos de higienizacdo de superficies em iageidavel dos tanques de
transporte de leite cru, de estocagem de leiteresfriado, de equilibrio de um
pasteurizador, de estocagem de leite pasteurizadpara embalagem de leite
pasteurizado e, ainda, a superficie interna de wgerdrifuga de leite quanto a
determinacdo de ATP (URL.¢tHh e da contagem de meséfilos aerébios (UFG)cm
Considerando que valores menores que 150 (< 2d;é) IORL eram considerados
limpos, de 150 a 300 (2,17 a 2,471§)dJRL eram considerados suspeitos, e acima de
300 (> 2,47 logy) URL em condi¢cbes higiénicas inadequadas, a tacd@ ATP-
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bioluminescéncia apontou que 100% das superficiesam em condi¢cdes higiénicas
inadequadas, enquanto a contagem bacteriana indigeuapenas 50% estavam de
acordo com as recomendacdes da APHA e 33% de acond@a OMS.

Na comparacdo dos meétodos placas Rodac e espwmamja, avaliacdo da
contagem de microrganismos mesofilos aerdbiosupsrficies apresentaram-se com
diferencas relacionadas as metodologias. Os rdsslt@btidos nas coletas estdo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Utilizacdo de placas Rodac e esponjagaiacdo da contagem de microrganismos mes@#odbios de diferentes superficies da

sala de cortes de abatedouro de aves antes daibagi&o, apds a lavagem com agua quente e apasitzastes. Média das repeticoes.

Superficies
Mesas de Placas de Esteiras de
Tratamentos aco inoxidavel Polietileno Poliuretano
(UFC.cm?) (UFC.cm?) (UFC.cm?)
Rodac Esponja Rodac Esponja Rodac Esponja

Antes da limpeza 2AB a -0,46CD a 2AB a 2,59 a 1,23ABC a -1,48 a
Apoés agua quente -0,88 bc -1,563 a 2A a -0,51BC b 1,05AB a -1,70C a
Acido peracético -1,85AcC -1,18 a -2A b -1,70A b -0,12A a -1,70A a
Am. quaternaria -0,58A bc -1,70A a 2ADb -0,81A b -0,48A a -1,20A a
Biguanida -0,2A bc -0,62A a -0,27A b -1,70A b 0,45A a -0,46A a

- Am. quaternaria: aménia quaternaria.

As médias seguidas das mesmas letras mailusculdmimas e das mesmas letras mindsculas nas colndasdiferem entre si pelo teste de

Tukey P < 0,05).
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Quando foram utilizadas as placas Rodac, nas naesago inoxidavel, houve
diferenca entre o resultado antes da limpeza e @pé® da agua quente e sanitizantes.
N&o houve diferenca entre os sanitizantes testadosiso da agua quente na reducao
dos microrganismos mesofilos, apesar da maior diigéio ter sido obtida pelo acido
peracético. J& com a microbiologia convencional egponja ndo houve diferenca entre
nenhum tratamento.

Nas placas de polietileno, quando foram utilizades placas Rodac, a
contaminacgao antes da limpeza e apés a agua doemte semelhantes, e ambos foram
diferentes dos sanitizantes, demonstrando que itizago foi efetiva para todos os
produtos testados. O resultado obtido pelas coletam esponja nas placas de
polietileno foi 0 mais alto de todas as superficiesliadas, e apresentou diferenca em
relacdo aos demais tratamentos. A reducéo obtidadgeia quente e pelos sanitizantes
foi semelhante.

N&o houve diferenca entre os tratamentos quandoia@srganismos mesofilos
aerébios foram avaliados pelas placas Rodac ou esponja, nas esteiras de
poliuretano.

O maior numero de microrganismo foi recuperado cam método
microbiolégico convencional com esponjas, nas glalepolietileno, antes da limpeza.
O uso das esponjas nas mesas de aco inoxidawafalhante ao uso das placas Rodac
e da esponja nas esteiras de poliuretano, e diéedas metodologias em outros pontos
de coleta.

Avaliando o resultado das metodologias ap0s aglEwacom agua quente, a
melhor recuperacdo de microrganismos mesofilosbaesofoi obtida pelo método
Rodac, nas placas de polietileno, o qual foi seamtéh ao Rodac das esteiras de
poliuretano. Este ultimo foi similar ao Rodac nassas de aco inoxidavel e a esponja
nas placas de polietileno. Todas as analises delimdogia convencional com esponja
foram semelhantes entre si e ao método Rodac nm@xidavel.

Apoés 0 uso dos sanitizantes acido peracético, menguaternaria e biguanida,
nao houve diferenca estatistica entre os métodoseahiuma das superficies avaliadas.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstrgreno processo de limpeza e
sanitizagao utilizado na sala de cortes avaliadefitaz, pois a contaminagéo referente
a microrganismos mesofilos aerdbios encontradaeimi, todos os pontos avaliados,
menor que 1 log UFC.cm® apés o uso dos sanitizantes, com qualquer um dos

principios ativos testados. Esta avaliacdo estéaawdo com a Decisdo 471 da
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Comunidade Européia (CE, 2001), a qual recomendaapoés a higienizacéo, os niveis
de meséfilos devam estar entre 0 a 10 UFC,cau seja, até 1 lag UFC.cn®. A
Decisdo descreve o método de placa de contatceena&cd da zaragatoawal) e/ou
métodos ISO para as coletas de superficies degzamento de carnes apos a limpeza e
desinfeccdo. Os resultados também demonstraram comaminacdo menor que a
recomendada pela Decisdo 471 (CE, 2001) apds odaségua quente, antes da
sanitizacdo, em alguns pontos avaliados, como rsa me aco inoxidavel. Entretanto,
as placas de polietileno apresentaram altas coraa@ds a agua quente pelo método
Rodac.

Cabe ressaltar que na rotina de higienizacdo dmplde polietiieno em um
abatedouro, ndo € utilizada somente agua quentee doglas as placas passam pela
sanitizacdo antes de retornarem ao uso, sendgestedimento realizado de forma
manual ou automatica. Diferentemente do que acem®m as mesas de aco inoxidavel
e as esteiras de poliuretano, nas quais sao matiza higiene operacional com a
remocao de residuos e utilizando somente aguaajsehtpressao.

Métodos convencionais para detectar e monitocarga bacteriana em plantas
de processamento de alimentos utilizam swabs eng®@ed e placas de contato, entre
outros. Swabs ou esponjas sao utilizados para remzowmicroflora das superficies e a
amostra liquida é plaqueada em Agar para contagenmeios seletivos e o0s
microrganismos podem ser identificados, tendo con@or desvantagem o tempo
consumido (Chae; Schraft, 2001; Wirtanen et ab3]19

Placas de contato amostram a superficie diret@mpeala pressdo do Agar
solidificado contra a superficie. Este método ésrsanples que o da esponja, mas néo é
possivel utiliza-lo em superficies irregulares ogasas, as quais normalmente abrigam
biofilmes. A limitacdo deste método depende de @upressao € aplicada no Agar, o
tempo de contato, a presenca de sujidades, e sgao c@nsegue apreender a
contaminagdo bacteriana. Microrganismos que naoreadequantitativamente a
superficie do Agar durante a aplicacao resultarsetecdo de uma microflora especifica
ou em um numero microbiano subestimado da superéimiostrada (Chmielewski;
Frank, 2003).

Na comparagdo dos métodos placas Rodac e espumemja, avaliagdo da
contagem deescherichia coli,as superficies apresentaram-se com poucas difstenca

Os resultados obtidos nas coletas estao descatboalela 3.
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Tabela 3 - Utilizacdo de placas Rodac e esponja pamnliacdo da contagem de

Escherichia colide diferentes superficies da sala de cortes dedtab de aves antes

da higienizacdo, apds a lavagem com agua quenp® as sanitizantes. Média das

repeticoes.
Superficies
Mesas de Placas de Esteiras de
Tratamentos aco inoxidavel Polietileno Poliuretano
(UFC.cm?) (UFC.cm?) (UFC.cm?)
Rodac Esponja Rodac Esponja Rodac Esponja
Antesda  na3pa -1,70Ba -2Ba  -1,70Ba  -2Ba  -178B
limpeza
Apds agua
—-2ADb -1, 70Aa -167Aa-1,70Aa -190Aa -1,70Aa
quente
Acido
. -2Ab -1, 70Aa -2Aa -1,70Aa -2Aa -1,7@A
peracético
Am.
- -2Ab -1,70Aa -2Aa -1,786a -2Aa -1,70Aa
quaternaria
Biguanida -2ADb -1,70Aa -1,70Aa-1,70Aa -1,7Aa -1,70Aa

- Am. quaternaria: aménia quaternaria.

As médias seguidas das mesmas letras mailsculaiinhas e de mesmas letras

minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pste de TukeyR<0,05).

Nas mesas de aco inoxidavel, onde foram utilizafaplacas Rodac, houve

diferenca entre o resultado antes da limpeza e @pés da agua quente e sanitizantes.

N&o houve diferenca entre os sanitizantes teseaogso da agua quente em relacao a

Escherichia coli ja que houve auséncia do agente na superficietaglos os

tratamentos. Na microbiologia convencional com egpmdo houve diferenca entre

nenhum tratamento. Nas placas de polietileno eest@sras de poliuretano ndo houve
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diferenca entre os tratamentos em nenhum dos nstadaliados, em relagdo a
quantificacao dé&. coli.

Em relacdo aos métodos Rodac e esponja, a meboperacédo dE. coli foi
pelas placas Rodac, nas mesas de aco inoxidave$ da limpeza, a qual apresentou
diferenca estatistica em relacdo aos meéetodosaddz em todos os outros pontos de
coleta neste tratamento. Nos demais tratamentoshodve diferenca estatistica entre
0s métodos quanto a todos os pontos de coleta.

Em alguns pontos de coleta houve isolamentdEdeoli, como através do
método Rodac, antes da limpeza, na mesa de agd&vek Apos o uso da agua quente
e dos sanitizantes ndo houve mais recuperacd® deli, demonstrando eficicia dos
processos. Apesar da utilizacdo de quatro pontoscaleta representando cada
tratamento, ndo foi possivel a recuperacak.dmli antes da limpeza das superficies de
polietileno e poliuretano, provavelmente devidofato de haver grande contaminacao
nas placas Rodac provenientes destes locais, dificidtou o isolamento de colGnias
puras dekE. coli. Tanto nas placas de polietileno como nas estdegmliuretano, pelas
placas Rodac, houve o isolamentoEdecoli nas amostras coletadas ap0s o uso da agua
quente. Houve recuperacdo He coli ap6s o uso da biguanida, demonstrando sua
ineficicia para este agente nas condi¢des testddés.o uso do acido peracético e da
amonia quaternaria ndo houve recuperacde. del..

As placas Rodac podem ser utilizadas em um pragrd@nmonitoramento e
verificagdo para determinar se 0s niveis bactesia®osuperficies lisas e ndo porosas
estdo em limites seguros. A utilizacdo deste mééodoonselhada principalmente apos
a sanitizacdo, quando as superficies se encontram menor contaminacao,
propiciando a leitura das placas ap0ds incubacamléEsn2003).

N&o houve isolamento deé. coli através da microbiologia convencional na
coleta por esponjas, provavelmente devido ao baiimero destas bactérias nas
superficies amostradas, ndo sendo recuperadasptido.

Na analise estatistica realizada com os dadodasb# partir da quantificacao de
Staphylococcus aureusxcetuando-se a interacado tratamentos e metods|ogje foi
significativa P < 0,05), a analise da variancia ndo revelou igéarantre superficies e
tratamentos e entre superficies e metodologiase€idtados obtidos nas coletas para a
comparacdo dos métodos placas Rodac e esponja,apaliacdo da contagem de

Staphylococcus aureusstao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Utilizacdo de placas Rodac e esponja panliagcdo da contagem de
Staphylococcus aurewesn UFC.crif antes da higienizacdo, apés a lavagem com agua

guente e apods os sanitizantes. Média das repeticdes

Metodologias

Tratamentos
Rodac Esponja
Antes da limpeza -0,99 Aa -1,00 Aa
Apds agua quente -1,MWb -1,00 Aa
Acido peracético -2,00 Bb -1,09a
Amaonia quaternaria -2,00 Bb -1,00 Aa
Biguanida -2,00 Bb -1,00 Aa

As médias seguidas das mesmas letras mailsculainhas e de mesmas letras

minuUsculas nas colunas, nao diferem entre si pste tle TukeyR < 0,05).

Ao analisar os resultados na metodologia com pl&a$ac, a média obtida
antes da limpeza foi diferente estatisticamente demais tratamentos. Houve
recuperacdo d&. aureusapOs a agua quente, mas ndo apos o uso dos sdeiiza
demonstrando a eficacia na reducdo do microrganismo

Nas coletas realizadas com a esponja nao housredda entre os tratamentos, e
nao houve recuperacdo d& aureus provavelmente devido ao fato de que os
microrganismos coletados eram diluidos em 100 méagie peptonada a 0,1% para dar
inicio aos ensaios. A metodologia utilizada parte enicrorganismo preconiza a
utilizacdo de um inoculo de 100 pL nas placas, atla diluicdo, e deveria haver um
baixo numero deS. aureusnas areas das superficies amostradas, que nam fora
recuperados pelo método.

Na comparacdo entre os meétodos, antes da limpea, houve diferenca
estatistica. Contudo, houve o isolamentoSdewureusgpelo método Rodac e néo pelo
método de esponja. ApOs 0 uso da agua quente &édosanitizantes houve diferenca
entre os métodos, apesar de que, apdés os samtizar#o houve isolamento &
aureuspor nenhum dos dois métodos. Ambos os valoresiluila (-2 para Rodac, -1
para a esponja) representam a nédo deteccao dagaiciemo pelo método em questéo,
devido ao limite de quantificagéo ser diferente.

Um dos principais fatores que contribuem na coimagdo das superficies na

sala de corte € a contaminacdo dos cortes, a Gu@l diretamente relacionada a
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eficiéncia do processo de abate. Rodrigues etO8I8)2 estudando a contaminagdo das
carcacas de frangos de corte nas diferentes edappsocesso de abate, verificou uma
reducao significativa na contagem de aerébios mesptoliformes totais e coliformes
termotolerantes apods o pré-resfriamento das cascAfEm disso, estes autores, embora
nao tenham encontrado diferenca significativa maaconinacéo d&. colinas diferentes
etapas de abate avaliadas encontraram, ap0s oegfri@dmento, uma baixa
contaminac&o por este agente (0,4Ja4fC.cm?de carcaca).

Olsen et al. (2003) investigoBalmonellaem superficies de um abatedouro
avicola e a subsequente contaminacgéo cruzada. bsdeguipamentos de um ponto de
controle na linha de abate testada foram posita@smenos uma vez e a area de
recebimento foi a mais contaminada. O numero desta® positivas nas secdes de
abate, evisceracdo e processamento de miudosamesfito, processamento final e area
de embalagem indicam que a contaminacgéo é redaaifiaal do processamento. Deste
modo, os resultados obtidos no presente experimeatn a baixa recuperacéo He
coli e deS. aureuspodem estar relacionados com o mencionado penisal. (2003),
ja que a amostragem foi na sala de cortes, umrdbgnates com menor contaminacao
em um abatedouro.

A reducdo significativa de microrganismos nas Hugpes apds a limpeza,
encontradas neste trabalho, demonstraram a imp@taa higiene operacional na
manutencdo da contaminacdo abaixo dos limites recdados. Gibson et al. (1999),
avaliando o efeito da limpeza com detergentes @& @temperatura ambiente com
diferentes pressdes, em um programa de sanitizagdama indastria de alimentos,
observaram uma reducdo na contaminacdo microbiasasuperficies de 1 lgg Ja
Dunsmore et al. (1981), observaram que a contad@inagicrobiana apos a limpeza
com detergentes e agua sob presséo, em supedécax inoxidavel, foi reduzida em
99,8 % (aproximadamente 3 lgg No presente trabalho foram obtidos resultados
semelhantes a estes autores, com a contaminac&apesicies reduzida de 1 a 31¢g
apos a fase de limpeza somente com agua entBeed50°C e pressédo de 22,5 bar, na
maioria dos pontos avaliados, principalmente ercés aos microrganismos mesofilos
aerobios.

Os desinfetantes avaliados neste trabalho ( anguaiternaria, acido peracético
e biguanida), sdo comumente utilizados na sanéizag sala de corte nos frigorificos
no Brasil. Os resultados demonstraram que ndo hoongediferenca significativa nos

pontos avaliados e que, apdés a sua aplicacdo taslasuperficies apresentaram
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contaminacgdo abaixo do recomendado pela Normativap&ia, em relacdo a contagem
de microrganismo mesofilos aerdbios. Resultadosskbemtes a este trabalho foram
encontrados por Frank e Chmielewski (1997) queljaavdo a eficiéncia de compostos
a base de amoénia quaternaria na concentracdo d@.g00. em superficies de aco
inoxidavel e policarbonato liso, verificaram umanoninacdo menor que 5 UFC€m
apos a desinfecgdo. Kascova et al. (2007), avaianeficiéncia dos compostos a base
de amobnia quaternaria na concentracdo de 0.5% eguarfmies de abatedouros,
verificaram uma reducdo na contaminacdo de 99,2%s aua aplicacdo. Neste
experimento, ap6s o uso da amoénia quaternaria écitlm peracético, em todas as
superficies avaliadas, ndo houve mais recuperagBoablie S. aureus.

A utilizacdo de diferentes métodos de analise paraitorar o status higiénico-
sanitario de superficies em contato com cortes rdagb permite uma maior
flexibilidade em relagcdo ao controle da higienizacd utilizacdo do método para
deteccdo de ATP por bioluminescéncia proporciod@uores relacionados a imediata
eficacia do processo de higienizacdo, e a microfial convencional proporciona
indicadores de contaminacdo microbioldgica nas réigpes de um estabelecimento.
Ambos os métodos sao aplicaveis em programas déamarde condi¢des higiénico-
sanitarias de superficies de contato com alimertesde que se determine qual o
propésito de cada um. Conciliar o uso de ambaspodfiP-bioluminescéncia e placas
Rodac, por exemplo, em dias e turnos alternadeemana, podem trazer beneficios ao
controle do processamento das aves, tornando pbssfumada de medidas corretivas
imediatas apdés os procedimentos de higienizacd@andgu se utiliza ATP-
bioluminescéncia, e tomando conhecimento dos nivkEs microrganismos que
contaminam as superficies e quais sdo 0s patogénmjce persistem apds a

higienizacdo, quando utilizar a microbiologia taoinal.
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ABSTRACT

This study assessed biofilm formation on polystgrdmy Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, L. welshimeand Escherichia coli, isolated from a
slaughtering plant. Microorganisms were grown owptic soy agar (TSA) and
transferred to tryptic soy broth (TSB) containing @6 of sodium chloride, without
glucose, and supplemented with 0.5; 1; 1.5; 2; 2,8.5 and 4% of glucose, incubated
at 36°C for 24 hours. The cultures were inoculateéd polystyrene microtiter plates,
and were incubated, rinsed, fixed with methanaingtd with Hucker’s crystal violet
2%, having their absorbance read at 550 nm. Thstrains ofStaphylococcus aureus
formed biofilm on polystyrene at least at one o #toncentrations tested, strongly
producing biofilm in TSB 2% (1 strain), 3% (1 strgi 3.5% (3 strains) and 4% of
glucose (5 strains). The six strains lakteria produced biofilm moderately at all
concentrations of glucose, except for those growi B with 1.5% of glucose, where
they either did not produce biofilm or were weakfiin producers. A strain, grown on
TSB with 3.5% of glucose, was the orly monocytogenethat strongly produced
biofilm. The nine strains oEscherichia coliproduced biofilm at least at one of the
concentrations and turned out to be strong biofihaducers when grown on TSB with
0% (3 strains), 3.5 % (1 strain) and 4% of gluc@sstrain). Microorganisms isolated
from the slaughtering plant are able to producélmo

Keywords: Listeria, Escherichia coliStaphylococcus aureusiofilm, polystyrene
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Quantificacdo da formacao de biofilme em polieatrporListeria, Escherichia colie

Staphylococcus aureusolados de superficies de abatedouro avicola

RESUMO

Este trabalho avaliou a formacdo de biofilme emiegtteno porStaphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, L. welshimeriEscherichia coli, isoladas de
abatedouro avicola. Os microrganismos foram cultgaem agar TSA e transferidos
para caldo TSB com 0,5 % de cloreto de sddio, deosg e suplementado com 0,5; 1;
1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4 % de glicose, incubado$%CJor 24 horas. As culturas foram
inoculadas em placas de microtitulacdo de polestir e foram incubadas, lavadas,
fixadas com metanol, coradas com cristal violetéldeker 2% e tiveram a absorbancia
lida a 550 nm. As 11 amostras &aphylococcus aureurmaram biofilme no
poliestireno em pelo menos uma das concentracostadss, sendo fortemente
formadoras em caldo TSB com 2 % (1 amostra), 3 @n{astra), 3,5 % (3 amostras) e
4 % de glicose (5 amostras). As seis amostrasLidéeria demonstraram-se
moderadamente formadoras de biofilme em todas raentracdes de glicose testadas,
exceto as cultivadas em TSB com 1,5 % glicose, v tpram ndo formadoras e
fracamente formadoras. Uma amostra, cultivada o cBSB com 3,5 % de glicose,
foi a UnicaL. monocytogenesonsiderada fortemente formadora de biofilme. Agen
amostras d&scherichia coliformaram biofilme em pelo menos uma das conceddsac
testadas, e foram fortemente formadoras quandwadéts em caldo TSB com 0 % (3
amostras), 3,5 % (1 amostra) e 4 % de glicose (&sta). Demonstrou-se que 0s
microrganismos isolados do abatedouro avicola possa capacidade de formar
biofilme.

Palavras-chave: Listeria, Escherichia coli Staphylococcus aureusbiofiime,

poliestireno

INTRODUCTION
A biofilm is a population of microbial cells gromg on a surface and enclosed in
an amorphous extracellular matrix. Biofilm formedfood processing environments is

of special importance as it has the potential tbasca chronic source of microbial
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contamination that may lead to food spoilage ardnaission of diseases, and bacteria in
biofilms exhibit enhanced resistance to cleanind) samitation (18).

A considerable number of both spoilage and pathicgaicroorganisms are able
to participate at a higher or lower intensity inttb@dhesion processes and biofilm
formation. Pseudomonas aeruginosa, Micrococapp andEnterococcus faeciurare
some of the spoilage microorganisms whetasteria monocytogenes, Escherichia coli
and Staphylococcus aureuselong to the pathogenic group (11). The adhesion o
bacteria to host tissue is the first step in patinegis. Similarly, bacterial adhesion to
inanimate surfaces is the first step in the foromatof biofilms - a real problem in

industrial processes and medical devices (23).

Although measurement of bacterial adhesion is mapb, especially when
agents used to prevent adhesion are developedateveéesmall number of techniques
can be used for such purpose (23). Formation aedepce of biofilm have been
investigated by different quantification methodspoamg which the microtiter plate
system is widely used (1, 18-20). Microtiter plagstems for quantifying biofilm
formation have been investigated using many diffeoeganisms and stains (1, 2, 19).
Therefore, this study assessed biofilm formation polystyrene plates by
Staphylococcus aureug&scherichia coli Listeria monocytogenes and L. welshimeri
isolated from the cutting room of a slaughteringnpland grown on tryptic soy broth

(TSB) using different glucose concentrations.

MATERIALS AND METHODS
Sampling

This study was conducted in the cutting room qgdoalltry slaughterhouse in
southern Brazil with capacity for 20,000 animals peur. Samples were collected at
the end of the cutting phase, during preoperatictedning: before the surfaces were
washed; after washing with hot water and after wegshvith 2% sodium hydroxide
detergent (Power Fodin Johnson Diversey), rinsing and disinfection wit6%
peracetic acid (Divosan FofteJohnson Diversey), 2% quaternary ammonium (Divosa
Divoquat Fort&, Johnson Diversey), and 1% biguanide (Divosan Sepo 350,
Johnson Diversey). Evaluations were made in threeggsing lines for cutting chicken

legs at the same time and on fully randomized sifethree surfaces: stainless steel
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tables, polyurethane conveyors, and polyethyleagepl Samples were collected four
times for each of the three surfaces and 36 amalysze performed for each assay
totaling 108 assays for each microorganism. Théowohg methods were used:
Evanchoet al (4), Hitchins (8), and Ryser and Donnelly (16) fovestigation of
Listeria sp Evancho et al (4) and Lancette and Bennett (10) for counting
Staphylococcus aureuand Evanchet al (4), Swansoret al (21) and Kornacki and
Johnson (9) foEscherichia coli The bacteria recovered in this experiment and tse

verify biofilm formation are described in Table 1.

Assessment of biofilm formation on polystyrene miastiter plates

The method was based on the techniques descnb8tepanoviet al (19, 20),
adapted for the analysis dfisteria sp (6 strains) Escherichia coli(9 strains)and
Staphylococcus aureugll strains). The standard strains used weirsteria
monocytogeneATCC 7644 Escherichia colIATCC 25922 andtaphylococcus aureus
ATCC 25923. The strains were grown on tryptic sg@ra(TSA) without dextrose
(Difco) using 1.5% of agar, without glucose (0%)dan TSA supplemented with 0.5;
1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5 and 4% of glucose, incubaed6°C for 24 hours and transferred
to tryptic soy broth (TSB) without dextrose (Dif¢ayith 0.5% of sodium chloride,
using the same glucose concentrations and incubati®@6°C for 24 hours. Thereatfter,
aliquots of the cultures were added to the TSBgudime same glucose concentration

until MacFarland scale 1 was obtained.

Later, 200 pL of each bacterial suspension weoeulated, in triplicate, onto
96-well, flat-bottomed sterile polystyrene micretiplates (Cral). Non-inoculated TSB
wells, in triplicate, at each glucose concentrgtere used as negative controls. The
plates were incubated at 36°C for 24 hours. Théebat suspension was aspirated and
each well was washed three times with 250 pL aflstphysiological saline at 0.9%.
After that, the biofilm was fixed with 200 pL of mf@anol for 15 minutes, and later
removed. The plates were dried at ambient temperastained with 200 pL of
Hucker’s crystal violet solution at 2% for 5 minsitevashed in running water and dried
at ambient temperature. Afterwards, absorbancereas using an ELISA plate reader
(Rosys Anthos 2010) at 550 nm.
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The optical density (O of each strain was obtained by the arithmeticrafa
the absorbance of three wells and this value wagpaced with the mean absorbance of
negative controls (Of). The following classification was used for theéeteination of
biofilm formation: no biofilm production (OD<OD,y, weak biofilm production
(OD,:<ODs<2.0Dy ), moderate biofilm production (2.QB0D<4.0D,) and strong
biofilm production (4.0R<OD;).

RESULTS AND DISCUSSION

All Staphylococcus aurewgdrains analyzed produced biofilm on polystyrehe a
least at one of the concentrations used. The stia@me strong biofilm producers when
grown on TSB with 2% (1 strain), 3% (1 strain),%.%3 strains) and 4% of glucose (5

strains), as described in Table 2.

Strains S4 and S6, obtained from polyethyleneepl&bntaining poultry meat
residues, before washing with water, were stromdilbi producers on polystyrene in
media with 3.5% and 4% of glucose. Strains S8 addv&re obtained from stainless
steel tables before washing. Strain S8 was a stbasfdm producer in the broth with
2% of glucose and strain S9 was a strong biofilodpcer in broths with 3% and 4% of
glucose. Isolates S15 and S16 were obtained frolyuaihane conveyors, collected
after washing with hot water. S15 was a strongilbmoproducer in the medium with 4%
of glucose, and S16 was a strong biofilm producebrioths with 3.5% and 4% of

glucose.

Rode et al. (14) assessed biofilm productionShyaureususing polystyrene
microplate quantification to test the TSB used with supplementation and with
concentrations of 0.16; 0.31; 0.63; 1.25; 2.5;;46;58 and 10% of glucose and sodium
chloride (NaCl), among other factors, such as teatpee, incubation time and growth
medium. The authors mention that the optimal comagan of NaCl and glucose for
biofilm production ranges between 1.5% and 6%, taatithe combination of NaCl and
glucose in the culture medium increased biofilnmfation byS. aureusLevels of CQ,
anaerobiosis, NaCl, glucose, ethanol and osmotiesst can influence biofilm
production (5, 12).
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With regard toS. aureusstrainsinvestigated in this experiment, there was a
larger number of strong biofilm producers when gnaw media with concentrations of
3.5 % and 4% of glucose. Thus, one may supposehtphaer glucose concentrations

stimulated biofilm production by these strains.

The strains otisteria monocytogenemndListeria welshimerianalyzed showed
adhesion to polystyrene at nearly all concentratifrable 2). The strains dfisteria
were moderate biofilm producers at all glucose eatrations, except for the strains
grown on TSB at 1.5% of glucose, in which the ssaiid not produce biofilm or were
weak biofilm producers. Strain L6, grown on TSB3a&& % of glucose, obtained from
polyurethane conveyors and collected after washuith hot water, was the only

Listeria monocytogenesrain that showed strong biofilm production.

Biofilm production on a plastic surface was quiadi in 48 strains ot.isteria
monocytogeneby Stepanovic et al. (18), using brain heart imlngBHI), TSB, meat
broth (MB) and 1/20 diluted TSB (1/20-TSB) in plasmicrotiter plates. All tested.
monocytogenestrains produced biofilm. However, the nutrienhtemt of the medium
significantly influenced the quantity of biofilm guluced.L. monocytogeneproduced
the highest quantities of biofilm in BHI, followeay TSB, then MB, and the smallest
quantities of biofilm were produced in 1/20-TSB.ushthe researchers concluded that

L. monocytogengsroduces more biofilm in the nutrient-rich medium.

Even though only one of the strains tested in siudy was a strong biofilm
producer on polystyrene in TSB with 3.5% of glucoge Listeria strains analyzed

produced biofilm in all the other media, being sléied as moderate biofilm producers.

Several factors play a role in biofilm producticand the different effects of
nutrient content of the growth media on its forroatimay be a response of the
microorganism to environmental conditions as altegumutations in genes that control

biofilm formation (15).

The strains oEscherichia colianalyzed showed adhesion to polystyrene at least

at one of the concentrations tested. They weregtbiofilm producers when grown in
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TSB with 0% (3 strains), 3.5% (1 strain) and 4%gébfcose (1 strain), as shown in
Table 2.

Strains C2, C3 and C4 were obtained from staingtesl| tables containing
poultry meat residues, before washing with watad furned out to be strong biofilm
producers on polystyrene in TSB with 0% of glucaSegain C1, also obtained from
stainless steel tables before washing, were stboofgm producers in the broth with

3.5% and 4% of glucose.

The capacity of biofilm production byEscherichia coli O157:H7 in
environments with few nutrients was demonstratedDieyvanti and Wong (3), who
grew it in minimal salts medium (MSM) supplementsdh 0.01% of glucose, and
observed biofilm formation on stainless steel chigisfilms were also developed I&y
coli 0157:H7 on stainless steel chips in TSB, I/5 diatof TSB, 0.1% Bacto peptone
(BP) and MSM supplemented with 0.04% of one of thkkowing carbon sources:
glucose, glycerol, lactose, mannose, succinic acidium pyruvate or lactic acid. These
researchers asserted that biofilms developed fastethat a higher number of adherent
cells were recovered when the organisms were gimowow nutrient media. Regardless
of the carbon source, biofilms developed in MSM sisting of shorter bacterial cells
and thicker extracellular matrix, with glucose &g best substrate for stable biofilm

formation.

The models studied by Ghazaati al. (6) usingE. coli O;11; indicate that the
bacteria found in food processing environments lwamighly resistant and difficult to
eliminate. Bacterial adhesion and subsequent salraf bacteria include interactions
between the bacterial cell, the surface and th@snding microenvironment. The same
researchers note that an effective cleaning andatan program, if included in the
process from the very beginning, usually prevehts accumulation of particles and

bacteria on the surface of equipment and subsedpiaiitn formation.

The assessment of biofilm formation on microtipdates has been used in
several studies, with different media as nutriemirse, among which TSB is most
widely employed (13, 14, 18-20, 22).
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Tiba et al (22) used the polystyrene microplate system teess biofilm
formation byE. coliisolated from cases of cystitis in women. Of 10@lgzed strains,
44 were moderate or strong biofilm producers, waerb6 strains did not produce

biofilm or were weak producers.

Biofilm quantification began with culturing of Hibns in test tubes and their
subsequent staining for detection and identificatisfter that, the microtiter plate wells
were used as growth vessels, and the results weesured by spectrophotometry.
Different methods can be used, such as test tubesptiter plates, radiolabeling,
microscopy, Congo red agar plate test, among athosvever, the microtiter plate

method is still widely used for assessing biofilmguction (13, 20).

By using the polystyrene microtiter plate methibavas possible to find out that
all strains ofListeria, Staphylococcus aureuwsmndEscherichia colihad the capacity to
produce biofilm, even if they are weak producensai least one of the growth media

tested.

The strains ofS. aureuswere strong biofilm producers in TSB with higher
glucose concentrations, in line with the resultsaoted by other authors (14, 19, 28).
aureusis a poor competitor and has a high potentiat@tamination of foods in which
the normal microbiota was destroyed or inhibitesl,ira smoked or salted meats, and
poor food preservation at high temperatures is ohdhe major causes of food
poisoning byStaphylococcugl4). In this study, aS. aureusstrains were obtained from
polyethylene plates, from polyurethane conveyord &om stainless steel tables,
surfaces that are in contact with poultry cutshe $laughterhouse may contaminate

these foods and cause diseases in consumers fadthiétems are mishandled by them.

Although hygiene conditions for food productionvlabeen continuously
improved in food industries, outbreaks of listeisosaused by the consumption of
contaminated products may occur, and thereforeyigirgg an effective control of
Listeria spp. has been a challenge (7). The strainsLofmonocytogenesind L.
welshimerianalyzed were obtained from stainless steel tadohelsfrom polyurethane
conveyors, and showed weak and moderate biofilmdtion in TSB with different

glucose concentrations, but especially in medishwit to 4% of glucose. Ar.
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monocytogenestrain isolated from the polyurethane conveyor @aastrong biofilm
producer in TSB with 3.5% of glucose. These reswtye consistent with those
obtained by Stepanoviet al. (18), who concluded thdt. monocytogeneproduces

more biofilm in nutrient-rich media.

Escherichia colican cause several diseases, but outbreaks obegatsritis play
a key role (17). The strains Bf coli assessed were obtained from stainless steel tables
from polyethylene plates and from polyurethane eyovs, and were capable of
forming biofilm in media with the tested glucosencentrations. Thés. coli strains
isolated from stainless steel tables were stroofjlioi producers in TSB with 0% of
glucose, that is, in an environment with nutrieepuvation, as may be the case of
surfaces in food industries, such as poultry slterglouses, and as demonstrated by
Dewanti and Wong (3) foE. coli O157:H7. Nevertheless, da. coli strain, also
obtained from stainless steel tables, was a stboofgm producer in TSB with 3.5%
and 4% of glucose, thus showing the different wakereby biofilm can be produced
by E. coli. Among the analyzed bacteria, two were recovereth fthe polyethylene
plate and from the polyurethane conveyor aftergiy@ication of a sanitizing agent (1%
biguanide). However, thede coli strains were weak or moderate biofilm producers in
the media assessed, on polystyrene surface, loaigshiofilm production was expected
as the strains were isolated after sanitation. 8sgxtly, the results obtained for these
microorganisms with regard to biofilm productionyn@ange depending on the surface

and on the detection method used (23).

The data obtained in this study are very importa@tause they show that
Listeria, Staphylococcus aurewmndEscherichia coliisolated from surfaces in contact
with foods in the cutting room of a poultry slaugtitouse can produce biofilm, which
may cause the persistence of these microorganiamimgd food processing and
consequently lead to greater risks of food contation, jeopardizing consumers’
health. Further studies are still needed to dete¥ron which surfaces and under which

environmental conditions these microorganisms preduaore biofilm.
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Table 1. Microorganisms isolated from surfaces amtact with foods in a poultry

slaughterhouse.
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Code

Microorganism

Period of isolation

Sampled surface

S1
S3
S4
S6
S8
S9
S11
S13
S15
S16
S17
L1
L2
L3
L4
L5
L6
C1
C2
C3
C4
C6
C7
C8
C9
C10

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria welshimeri
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Escherichia coli

Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
After hot water use
After hot water use
After hot water use
Before washing
Before washing
Before washing
After hot water use
After hot water use
After hot water use
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
Before washing
After hot water use
After hot water use
After sanitizing agent

After sanitizing agent

Polyurethane
Polyethylene
Polyethylene
Polyethylene
Stainless steel
Stainless steel
Stainless steel
Polyethylene
Polyurethane
Polyurethane
Polyethylene
Stainless steel
Stainless steel
Polyurethane
Polyurethane
Polyurethane
Polyurethane
Stainless steel
Stainless steel
Stainless steel
Stainless steel
Stainless steel
Polyurethane
Polyethylene
Polyurethane

Polyethylene

' 1% biguanide was used as sanitizing agent irtté&é&ment.
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Table 2. Results for biofilm production on micretitplates foiStaphylococcus aureus
ListeriaandEscherichia colin TSB at different glucose concentrations

Tested media No biofilm Weak biofilm Moderate Strong biofilm
producers producers biofilm producers
producers

Sa. L. Ec Sa L Ec Sa L Ec Sa L Ec
TSB w/o G 4 1 0 8 3 3 0 3 4 0O O 3
TSB+05% G 11 4 O 1 1 2 0 2 8 0O O 0
TSB+1% G 11 1 1 1 5 2 0 1 7 0O O 0
TSB+15%G 1 3 0O 11 4 7 0O O 3 0O O 0
TSB +2% G 3 2 0 7 1 3 1 4 7 1 O 0
TSB+25% G 5 0O O 7 3 2 0 4 8 0O O 0
TSB+3% G 8 1 0 3 4 5 0 2 5 1 O 0
TSB+35% G 8 0O 2 1 2 1 0 4 6 3 1 1
TSB+4% G 2 0O 4 4 3 0 1 4 5 5 0 1

TSB: - Tryptic Soy Broth without dextrose — Difd8; glucose.
S.a: Staphylococcus aureus;:Listeria; E.cEscherichia coli
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos para avaliacdo das condi¢cdes ldgi€anitarias em sala de
cortes em abatedouros de frangos de corte sdosesaas Brasil, 0 que denota maior
relevancia a esta pesquisa realizada.

Quando se realizou o primeiro trabalho, para avadiacontaminacdo das
superficies em contato com carne de frango duranpeocessamento, objetivava-se
conhecer a freqtiéncia dos microrganismos nas sdpsrfgue seriam estudadas. A
contaminagao poEscherichia coliforam baixas, e poBalmonellasp. foi ausente. Os
microrganismos mesofilos foram os mais recuperaskrgjidos doStaphylococcusp,

S. aureus eoliformes totais.

Estas amostragens foram realizadas swrabs e deram uma visao inicial do
que seria recuperado nas bancada de ac¢o inoxidésteira de poliuretano, esteira
sobreposta de nylon e placas de polietileno amiEsaComo este experimento foi
realizado somente durante o processamento dos scodemonstrava que a
contaminacdo se mantinha constante durante o octdaalimento com a superficie, e
que existe uma necessidade inerente ao process@ paalizacdo de procedimentos de
higiene na sala de cortes.

A comparacédo entrewabe esponja foi realizada devido a uma sugestdogara
utilizacdo de um novo produto que estava sendoathnc Entretanto, havia a
necessidade de termos certeza em relacdo a siwdafke quando comparado ao uso
dos swabs tradicionalmente utilizados e recomendados paletas em superficies na
microbiologia. Deste modo, o experimento foi remdi@, ndo houve diferenca
estatistica, e as esponjas foram aplicadas pamocst@agem na proxima etapa do
trabalho.

Na avaliacdo das condi¢des higiénico-sanitariasatiade cortes de abatedouros
de aves, pesquisan@almonellasp, Listeriasp, Staphylococcus aureugscherichia
coli e microrganismos mesofilos aerdbios por microlg@oconvencional (placas

Rodac e esponja), além do uso de ATP-biolumineszépaderam ser analisados os
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diferentes tratamentos que foram utilizados no exymto (antes da limpeza, apés o
uso da &gua quente e dos sanitizantes acido pem@honia quaterndéria e biguanida).

O isolamento dd.. monocytogeneg L. welshimerina sala de cortes, e a
auséncia d&almonellasp. em todas as amostras pesquisadas, teve seapcomd ao
relacionar a capacidade de crescimentoLderia em ambiente frios e com alta
umidade, como a sala de cortes, por ela ser umé&rizaccom caracteristicas
psicotroficas, e pesquisas que demonstram a redded®&almonella durante o
processamento da carcaca, fazendo com que a mésguaeccom baixa contaminacao
para os cortes.

De modo geral, p6de ser observado que a agua glesote a uma reducdo na
carga de matéria organica, detectada pelo ATPnehém, de microrganismos, pois
houve uma reducdo de mesofil@s, coli e S. aureusapds sua aplicacdo. O uso de
sanitizantes também foi de fundamental importanjéigue ndo houve recuperac¢io
aureusapds o uso dos trés produtos, Elecoli ap6s o acido peracético e a ambnia
quaternaria, e deisteria monocytogenezp0s 0 uso de quaternario de amonia.

Os resultados encontrados demonstram que o pooasshigienizacdo é
importante e complexo, sendo relevante para qaepessivel a obtencdo de superficies
com baixos niveis de contaminagdo. Entretanto,otiaar de um abatedouro, nédo é
viavel uma higienizacdo freqlente e pré-operacjondilizando detergentes e
sanitizantes, pois 0 tempo para essa atividadedazido, estando normalmente
relacionado a trocas de turnos ou a horarios pianaraacao.

Deste modo, a higiene operacional, realizada adrdaéremocéo de residuos e
da utilizacdo de 4gua quente sob pressdo, se rauita importante para a reducéo de
microrganismos, e pode ser possivel, como demalosttd@m 0s microrganismos
mesofilos e com a os niveis de ATP, neste expetmrealizado.

Mesmo assim, a higienizacdo pré-operacional, mesinosendo tao frequente,
se faz necesséria para uma maior diminuicdo nasesdie microrganismos e, neste
trabalho, o uso de sanitizantes foi imprescindpaea a eliminacéo de patogénicos mas,
no caso do uso da biguanida, esta nao foi efetimra akE. coli.

Observa-se que aprimoramentos tem que ser readizad sentido de conseguir
realizar uma boa higienizacdo no tempo cada vez reaiguo que existe nos
abatedouros avicolas, para que se consiga manbemssniveis de produtividades com

qualidade microbiologica.
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Quanto aos métodos avaliados, o ATP-bioluminesae&t@monstrou a presenga
de matéria organica em todos os pontos coletad@snleém evidenciou a eficacia da
higienizacdo, demonstrando ser um método rapida paverificacdo e controle do
processo. Esta agilidade contribui também paraaguemadas de decisdo sejam feitas
de forma quase imediata, como tudo o que ocorrererambiente de abate.

A utilizacdo das placas Rodac possibilitou uma worelhecuperagédo de
microrganismos que a esponja na quantificacdo dedfifees aerobiosE. coli e S.
aureus E importante que se utilize métodos rapidos, céfiB-bioluminescéncia, para
auxiliar nas decisdes emergenciais, mas concilianierobiologia convencional é
indispensavel para que se tenha conhecimento dwsrganismos que fazem parte do
ambiente do abatedouro, e se estes estdo sena@néalinativados com o processo de
higienizacao.

Apds a recuperacdo dos microrganismos, foi reaizadquantificacdo da
formacgao de biofilme em poliestireno pelasteria, Escherichia colie Staphylococcus
aureusisolados, avaliando-se a fonte de glicose do fieerecido para crescimento. Os
microrganismos demonstraram-se com capacidade whearfobiofilme, sendo que
algumas amostras foram fortemente formadoras, cderedtes concentracdoes de
glicose, de acordo com a espécie bacteriana.

Também foi avaliada a formacao de biofilme em npilercas de poliestireno em
amostras dé&almonellaHeidelberg que haviam sido isoladas previamentenasmo
abatedouro avicola aonde seria realizado o expetimpara a avaliacdo, e a sua
hidrofobicidade. Estas amostras também foram capdedormar biofilme, com duas
amostras fortemente formadoras, e apresentaramofdiditidade. A hidrofobicidade é
um dos fatores envolvidos na formacdo de biofilmesamostras hidrofébicas
normalmente apresentam maior capacidade de adesao.

O fato de bactérias isoladas de alimentos ou dercies em contato com
alimentos possuirem a capacidade de formar biofémema informacdo de grande
valia, pois demonstra que a industria avicola d&vereocupar com os procedimentos
de higienizacdo que estdo sendo realizados, coms gpeodutos, em quais
concentracdes e qual o tempo de acao, para quelestdémes, caso sejam formados,
possam ser removidos.

Existe a necessidade de continuidade do trabedipetindo o experimento em
diversos pontos de abatedouros de frangos de gartgue neste trabalho houve

possibilidade de coleta em um Unico abatedourofefmcialmente poderiam ser
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realizadas pesquisas em abatedouros diferentesy@nentos diversos, para verificar
os resultados em condi¢des e lotes de aves diésreAlém de pesquisar somente
superficies em contato com alimentos, as supesfopie ndo estdo em contato também
poderiam ser avaliadas.

A pesquisa com biofilmes também necessita serndisigg avaliando a
hidrofobicidade dos microrganismos isolados, epacaade de formacao de biofilme

nas superficies de aco inoxidavel, poliuretanolietieno.
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