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SOARES, V.M. Efeito da aspersdo de &gua sobre a contaminacdo
microbiolégica em esteiras transportadoras de cortes de frango. Botucatu,
2014, 81p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina
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Filho”, Campus de Botucatu.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do uso de aspersao de
agua como forma de higiene operacional em esteiras sanitarias condutoras de
cortes de frango em quatro linhas de processamento. Em cada linha de
processamento, foram coletadas amostras de dois tipos de esteiras (modular e
lisa) higienizadas com agua e nao higienizadas, em quatro tempos distintos (To,
Ti, T, e T3). As amostras foram submetidas a contagem de mesofilos,
enterobactérias e pesquisa de L. monocytogenes. Culturas de L.
monocytogenes foram submetidas a sorotipagem e a PFGE. Foram realizadas
dez repeticbes do experimento em cada linha de processamento. Com base
nos resultados foi possivel observar que o efeito da utilizacdo da asperséo com
agua foi dependente de diversos fatores, tais como a linha de processamento,
tipo de corte, design do equipamento e o tipo de esteira. A higienizacdo por
aspersdao nao foi o fator primordial para garantir a eliminacdo de L.
monocytogenes, uma vez que o patdgeno foi isolado independente da linha de
processamento e tipo de esteira, aléem disso, os pulsotipos encontrados
evidenciaram a disseminacdo do patégeno nas linhas de processamento
avaliadas. Deste modo, a decisdo de retirar a agua do processo de
higienizacdo de esteiras condutoras deve ser precedida de um estudo criterioso
para garantir que a sua auséncia nao venha influenciar na inocuidade dos

produtos de origem animal.

Palavras-chave: carne de aves; contaminagdo; esteiras condutoras; L.

monocytogenes; micro-organismos indicadores.
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SOARES, V.M. Effect of water spray on microbiological contamination in
conveyor belts of chicken cuts. Botucatu, 2014, 81p. Tese (Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the use of water spray on cleaning of
conveyor belts in four broiler lines processing in Brazilian slaughterhouses.
Surface samples were collected of two types of conveyor belt (modular and
smooth) which passed through two processes (with and without water spray), in
four times (To, T1, T2 and T3). The samples were subjected to mesophilic and
enterobacteria count, and research of L. monocytogenes. Cultures of L.
monocytogenes were serotyped and submitted to PFGE. Ten replicates of the
experiment were performed on each processing line. The results demonstrated
that the effect of the use of spraying with water was dependent on several
factors, such as the processing line, product type, equipment design and the
type of conveyor belt. The cleaning spray is not the primary factor in ensuring
the elimination of L. monocytogenes, because the pathogen was isolated
independent of the type of conveyor belt and processing line, moreover, PFGE
demonstrated the dissemination in the processing lines. Thus, the decision to
remove the water from the cleaning of conveyor belts must be preceded by a
study to ensure that the absence of this procedure does not influence the safety

of products of animal origin.

Keywords: Chicken meat; contamination; conveyor belts, indicator

microorganisms, L. monocytogenes.



1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o maior exportador mundial de carne de aves.
Esta posicdo se deve, em grande parte, a modernizacdo do setor e a
tecnologia aplicada nas operacfes de abate e processamento com o objetivo
de atender os mercados interno e externo e suportar a crescente demanda pelo
aumento da producao de alimentos de origem animal.

Para a modernizacao e agilidade dos processos de desossa, utilizam-se
esteiras condutoras que, por entrarem em contato direto com as carcagas e
cortes de frango, recomenda-se a higienizacdo por meio de aspersao continua
de agua. Esse sistema de higienizacdo tem como finalidade evitar que a
contaminacdo proveniente do produto cru que entra em contato com a
superficie seja transferida aos produtos que irdo ser processados nas mesmas
esteiras.

A higienizacdo continua com a utilizacdo de aspersores eleva
significativamente os gastos com agua dentro do processo de industrializacédo
da carne de aves. Além disso, 0 aumento da umidade dentro da sala de cortes,
devido a presenca de aerossois, pode auxiliar na disseminacdo de micro-
organismos, levando a contaminacdo dos produtos manipulados nas
superficies destinadas a manipulacéo de alimentos.

Neste sentido, alguns estudos tém surgido nos dltimos anos visando a
reducdo da utilizacdo da agua e até sugerindo a retirada por completo em
alguns procedimentos industrias, dentre eles a higienizacdo de superficies.
Porém, essa retirada deve ser realizada com muito critério para garantir que a
auséncia da agua neste procedimento ndo venha a comprometer a inocuidade
dos alimentos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do uso de
aspersdo de agua sob pressdo como forma de higiene operacional sobre a
populacdo de micro-organismos indicadores de higiene e a presenca de
Listeria monocytogenes em esteiras condutoras de cortes em quatro linhas de

processamento de matadouros de frangos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Higienizacao na industria de alimentos

A higienizacdo de superficies de manipulacdo de alimentos é parte
fundamental para a obtencédo de produtos com qualidade microbiologica e que
nao oferecam riscos de veiculacédo de patdgenos aos consumidores.

Nas industrias de produtos de origem animal, estes procedimentos
fazem parte dos chamados Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional
(PPHO), que devem ser elaborados, descritos, implantados e monitorados
visando estabelecer a forma rotineira pela qual o estabelecimento industrial
evitard a contaminacdo cruzada entre superficies de contato e os produtos,
preservando sua qualidade e integridade por meio da higiene antes, durante e
depois das operacdes de industrializacao dos alimentos (BRASIL, 2003).

Os PPHO devem descrever os procedimentos de limpeza e sanitizacao,
compreendendo a conservacdo e manutencdo sanitdria de instalacdes,
equipamentos e utensilios e a frequéncia dos procedimentos adotados (antes,
durante e apGs a operacéo industrial).

Deve dispor de especificacdo e controle das substancias detergentes e
sanitizantes utilizadas e de sua forma de aplicagcdo, meios de monitorizacao da
eficiéncia da higienizacéo e respectivas frequéncias, bem como aplicacdo de
acOes corretivas a eventuais desvios, garantindo o apropriado destino aos
produtos ndo conformes (BRASIL, 2003).

Basicamente na industria, o plano PPHO é composto pelas atividades
pré-operacionais e operacionais. As pré-operacionais abrangem 0s
procedimentos de higiene executados antes do inicio das atividades industriais;
ja as operacionais estdo relacionadas a limpeza e sanitizacdo dos
equipamentos e utensilios durante a producdo e nos intervalos entre turnos
(BRASIL, 2003).

Um protocolo de higienizacdo compreende duas etapas: limpeza e
sanitizacdo. A primeira tem por objetivo remover 0s residuos organicos e
inorganicos das superficies utilizando agua e solucbes detergentes e a
segunda visa a eliminacdo de patégenos e a reducdo, a niveis aceitaveis, de

micro-organismos deteriorantes pela utilizacdo de sanitizantes.



Geralmente, a higienizacdo completa (limpeza e sanitizacdo) é realizada
apenas nas atividades pré-operacionais, por requerer um tempo maior. Durante
as operacionais, métodos continuos sao os mais utilizados e tem como objetivo
a eliminacdo constante da matéria organica presente nas superficies, evitando
gue este material se acumule e dificulte o processo de higienizagdo completa
ao término do turno de trabalho.

Em é&reas de manipulacdo de produtos carneos, especificamente em
salas de cortes de matadouros de aves, bovinos e suinos, € comum a
utilizacdo de mesas continuas conhecidas como esteiras sanitarias condutoras.

Em estabelecimento de aves, a higienizacdo operacional dessas esteiras
€ realizada com a aspersdo de agua (preferencialmente morna), sendo uma
pratica rotineira devido as exigéncias estabelecidas por meio da Portaria 210
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a fim de
atender, basicamente, aos interesses sanitarios dos paises importadores e por
se considerar que € um processo de higiene operacional de fluxo continuo
(BRASIL, 1998; BERSOT et al., 2012; SOARES et al., 2014).

Esse sistema de higienizacdo com a utilizagdo de agua tem como
finalidade evitar que a contaminagao proveniente do alimento que entra em
contato com a superficie seja transferida aos novos produtos que sé&o
processados nas mesmas superficies (BERSOT et al., 2012; SOARES et al.,
2014).

O processo de higienizacdo, quando obedece corretamente as etapas
de limpeza e sanitizacdo, é de extrema importancia pois evita a permanéncia
de matéria organica e de micro-organismos deteriorantes e patogénicos que
podem ser transferidos para os alimentos durante as etapas de processamento
(THEVENOT et al., 2005).

Neste sentido, Rodrigues et al. (2013) verificaram que esteiras
condutoras de corte de frango onde foi detectada a presenca de Listeria antes
da sanitizacdo tornavam-se livres da contaminacdo apds sanitizacdo. Ja
Gbomez et al. (2014) isolaram L. monocytogenes de esteiras condutoras
inadequadamente higienizadas.

Para garantir a qualidade da higienizacdo e, consequentemente, a
gualidade microbiolégica dos produtos que sdo processados em plantas de

abate, as superficies que entram em contato com os produtos devem ser



periodicamente avaliadas para garantir que os procedimentos de higienizagao
estejam sendo realizados de forma correta e eficaz. Deste modo, a aplicacéo
de medidas de verificacdo da eficiéncia da higienizacdo € imprescindivel para
garantir a qualidade de produtos elaborados em plantas processadoras de
alimentos.

O primeiro método que deve ser utlizado para a avaliagdo da
higienizacdo é a inspec¢éao visual das superficies e equipamentos. Embora seja
um método ndo completamente confiavel, pode possibilitar a deteccdo de
falhas grosseiras no processo de higienizacdo, porém, a ndo observacdo de
residuos numa superficie ndo indica que esta se encontra completamente
limpa.

Este tipo de inspecdo deve ser realizada por pessoa treinada, com
preparacao e experiéncia, com capacidade para avaliar corretamente o nivel de
limpeza. De qualquer maneira, para a verificacdo da confiabilidade da inspecao
visual, deve ser realizada periodicamente a avaliacdo por ensaios
microbiolbgicos.

Na avaliacdo microbiologica, sédo utilizados swabs ou esponjas em uma
area pré-determinada da superficie a ser amostrada. Posteriormente, 0s
swabs/esponjas sdo acondicionados em tubos ou sacos plasticos estéreis
contendo solucdo diluente para que, no laboratorio, seja realizada a analise
pretendida baseada na escolha do micro-organismo ou grupo de micro-
organismos. Contudo, apesar das analises microbiolégicas serem simples e de
facil interpretacdo, requerem méao-de-obra laboratorial além de o resultado ser
conhecido no minimo apds 24-48 h a partir da amostragem.

Em industrias de alimentos de origem animal, a inspecdo para a
avaliacdo da eficiéncia das higienizacdes realizadas (pré-operacional e
operacional) deve ser realizada pelo 6rgdo de fiscalizacdo, além daquela
efetuada rotineiramente pelo setor industrial responséavel. O Servico de
Inspecédo Federal brasileiro, por meio da Circular 175 (BRASIL, 2005)
estabelece formas de verificacdo dos programas de autocontrole que as
industrias devem ter implementados, onde estdo incluidos os controles

higiénico-sanitarios dos equipamentos e utensilios.



O monitoramento e a verificacdo oficial in locu sdo executados
diariamente logo ap6s a conclusdo dos procedimentos pré-operacionais de
higienizacdo e tém como objetivo avaliar se os mesmos foram corretamente
executados de modo a assegurar a qualidade microbiolégica da superficie,

prevenindo a contaminagéo bacteriana e a contaminagao cruzada.

2.2 Higienizacdo X consumo de 4gua

Para que uma superficie seja corretamente higienizada e que tenha uma
boa qualidade microbiolégica, diversos fatores relacionados a técnica de
higiene operacional e pré-operacional devem ser levados em consideracao,
dentre eles a quantidade e a pressao da agua utilizada.

Devido ao fato de que durante a higiene operacional os aspersores ficam
ligados e direcionados para as superficies que entram em contato com 0s
produtos, o gasto de agua é significativo. Segundo a Portaria 210 do MAPA, o
consumo médio de 4gua em matadouro de aves deve ficar em torno de 30 L
por ave abatida, incluindo o consumo de todas as sec¢des do matadouro.
Volume inferior é permitido desde que preservados 0s requisitos tecnolégicos e
higiénico-sanitarios (BRASIL, 1998).

Este gasto consideravel é uma preocupacdo da industria tanto pela
questdo econdmica, devido ao préprio custo da agua e de seu tratamento
posterior, quanto ambiental, por fatores relacionados ao despejo dos efluentes
no meio ambiente. Além disso, essa discussdo € extremamente relevante pelo
fato da agua ser um bem essencial esgotavel e até mesmo escasso em muitas
regides do pais e do mundo, cabendo a industria de alimentos utiliza-la de
forma racional.

Neste sentido, algumas vertentes estdo surgindo nos ultimos anos
propondo a reducao do volume de &gua utilizada nos procedimentos de higiene
industrial e nos demais processos de industrializacdo da carne de aves.

Visando a reducdo da quantidade de agua utilizada no pré-resfriamento
de aves, Souza-Junior et al. (2012) avaliaram o efeito do aumento do tempo de
renovacdo da agua do chiller de 8 h (BRASIL, 1998) para 16 h. Os autores
verificaram que n&o houve diferenca significativa nas contagens de micro-

organismos mesofilos, enterobactérias, coliformes e E. coli quando se



aumentou o tempo de renovacéo de agua para 16 h, sugerindo que esta pratica
seria importante para a economia de agua durante o processo de abate de
aves.

Estudos em esteiras de matadouros higienizadas por métodos
alternativos tém sido realizados visando a diminui¢cdo da dgua bem como na
reducdo dos gastos com energia elétrica e utilizacdo de detergentes e
sanitizantes. Axelsson et al. (2013) avaliaram a tecnologia de ultrassom como
substituicdo a higienizacdo convencional (aAgua, detergente e sanitizante) em
diferentes esteiras condutoras de alimentos.

Os resultados demonstraram a reducao de 1 a 2 ciclos logaritmicos nas
contagens microbianas quando comparadas com aquelas detectadas com o
emprego da higienizacdo convencional. Tolvanén et al. (2007) avaliaram esta
mesma tecnologia frente a contaminacao por L. monocytogenes em esteiras e
observaram reducéo significativa nas contagens do patégeno em superficies de
polipropileno e aco inoxidavel.

A utilizacdo de radiacdo ultravioleta também tem sido reportada como
uma alternativa eficiente na reducdo da contaminacdo de esteiras. Morey et al.
(2010) observaram que a luz ultravioleta influenciou na reducédo das contagens
de L. monocytogenes, sugerindo que esta tecnologia pode ser aplicada de
modo a diminuir os gastos com &gua dentro do processo de higienizacdo
industrial.

Além destas tecnologias, existe a hipétese da retirada por completo da
dgua na higienizacdo das esteiras, uma vez que ha maior formacdo de
aerossois e de dispersdo de particulas de agua aumentando a umidade e
podendo promover maior disseminacdo de matéria organica, permitindo a
disseminacdo de micro-organismos que contaminariam os produtos de forma
gradativa e continua.

O fato é que ndo existem subsidios suficientemente comprovados da
efichcia da utilizacdo da &gua na higiene operacional e de sua acao frente a
reducdo da contaminacdo. De qualquer forma, a retirada da agua deve ser feita
com cautela e a tomada de deciséo a respeito deste assunto deve ser baseada
em estudos criteriosos que garantam que a auséncia deste procedimento nao
influencie na contaminacdo dos produtos de origem animal, principalmente por

micro-organismos patogénicos como L. monocytogenes.



2.3 Caracteristicas de L. monocytogenes

Dentre as espécies que compde o género Listeria, L. monocytogenes é a
Gnica considerada patogénica aos humanos, sendo mundialmente reconhecida
como um importante patdgeno veiculado por alimentos e responsavel por
causar surtos de listeriose em humanos e animais (FORSYTHE, 2005; JAY et
al., 2005; JAY, 2005; FRANCO & LANDGRAF, 2008). As outras espécies que
compde o0 género sao L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L.
welshimeri, L. marthii e L. rocourtiae (LECLERCQ et al., 2009; GRAVES et al.,
2010).

Estas espécies podem ser diferenciadas pela realizacdo de testes
fenotipicos como a fermentacdo de acgUcares e caracteristicas hemoliticas
(DOYLE et al., 1997; JAY et al., 2005; JAY, 2005).

Os micro-organismos pertencentes ao género Listeria sdo bacilos curtos
(0,4 a 0,5 pum de didametro e 0,5 a 2 um de comprimento), Gram-positivos,
anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos e capsulas. Sdo moveis a
temperatura de 25°C devido a presenca de flagelos peritriquios. L.
monocytogenes pode multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatura (0 a
45°C) e pH (4,6 - 9,6), além de tolerar concentragfes salinas elevadas (210%),
apresentando uma capacidade de sobreviver em condicdes ambientais
desfavoraveis (DOYLE et al., 1997; JAY et al., 2005; JAY, 2005; FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

As espécies do género Listeria podem ser caracterizadas pela presenca
de antigenos somaticos (O) e flagelares (H) (JAY et al., 2005). Por esta
classificagcdo, L. monocytogenes € atualmente dividida em 13 sorotipos
(RYSER & MARTH, 2006), sendo que os mais isolados e associados a
ocorréncia da listeriose humana sao 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b (JAY et al., 2005;
SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007, RAGON et al., 2008), sendo este
ultimo responsavel por 50% dos casos da doen¢ca em humanos.

Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 1/2c predominam em amostras isoladas de
alimentos e ambientes de processamento (ROCOURT et al., 1989; GILOT et
al., 1996; OJENIYI et al., 1996).



Existe ainda a diferenciacdo de L. monocytogenes em trés linhagens
genéticas, sendo possivel a sua caracterizacdo pela realizagdo da PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis — Eletroforese em Campo Pulsado),
considerada o método padréo ouro (gold standard) para essa determinacao por
ser uma técnica reprodutivel e com alto poder discriminatério (GRAVES et al.,
2001; DOUMITH et al., 2004).

Por este método, os sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e sdo agrupados em um
grupo genético ou linhagem I. Os sorotipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3c sdo agrupados
numa linhagem 1l e a terceira linhagem filogenética dentro de L.
monocytogenes € composta pelos sorotipos 4a e 4c (ILSI, 2005; RAGON et al.,
2008). InformacgbOes sobre as diferentes linhagens sdo importantes para
determinar associa¢des entre os diferentes subtipos de L. monocytogenes e

casos de listeriose humana e animal (ILSI, 2005).

2.4 Listeriose alimentar

L. monocytogenes € frequentemente isolada de alimentos, sendo estes
0s principais veiculos para a infeccdo de humanos e animais. Estudos relatam
0 seu isolamento em carne e produtos carneos, leite cru e subpasteurizado,
gueijos, sorvetes, alimentos prontos para o consumo, saladas e alimentos de
origem marinha, inclusive alimentos refrigerados (GUDBJORNSDOTTIR et al.,
2004; SANT'ANA et al., 2012; CARTWRIGHT et al., 2013; EFSA, 2013a).

Uma série de sinais clinicos sdo observados em casos de listeriose de
origem alimentar. A ingestdo de alimentos contaminados com este patdgeno €
particularmente perigosa para pessoas dentro de grupos de risco, como por
exemplo, idosos ou pessoas acometidas por doengcas que comprometam o
sistema imunoldgico. Os indices de mortalidade nestes casos podem variar de
20 a 30%. Nestes grupos, a infeccdo resulta em sinais como meningite,
meningoencefalite e septicemia, sendo que o0 agravamento destes sinais
muitas vezes pode levar a morte.

Em mulheres gravidas, L. monocytogenes pode infectar o feto e causar
aborto ou nascimento prematuro. Os recém-nascido podem infectar-se durante
o parto e desenvolver meningite (GELLIN & BROOME, 1989; JENSEN et
al.,1994; GOULET & MARCHETTI, 1996).



O periodo de incubacao da listeriose varia de horas a semanas e a dose
infectante ainda ndo é bem definida. Estima-se que esteja entre 10°a 10° UFC
(FARBER et al., 1996; DALTON et al., 1997), contudo existem alguns relatos
onde surtos ocorreram com contaminacdo muito baixa dos alimentos
envolvidos (MEAD et al., 1999).

Devido a capacidade de tolerar o pH gastrico, enzimas proteoliticas e
sais biliares, L. monocytogenes entra no organismo via trato digestério
(SLEATOR et al.,, 2003). Uma vez no hospedeiro, € capaz de induzir sua
captacao e transpassar de célula a célula podendo permanecer viavel um longo
tempo no interior de macréfagos. Apdés essa fase, alcanca a corrente
sanguinea devido a capacidade de atravessar as barreiras intestinal,
hematoencefalica e placentaria, tendo especial tropismo pela placenta e
sistema nervoso central (LECUIT, 2005).

Dados oficiais do Centers for Disease Control and Prevention do
Departamento de Saude dos Estados Unidos demonstram que, de 1998 a
2008, ocorreram 25 surtos de listeriose naquele pais, acometendo 353 pessoas
com 216 hospitalizagbes e 48 mortes (EUA, 2013a). Este mesmo sistema de
vigilancia apontou que, de 2009 a 2010, ocorreram 9 surtos com 49 doentes e
40 hospitalizagbes (EUA, 2013b). Contudo, o valor real € provavelmente maior
devido a subnotificacéo.

Neste sentido, estudos apontaram que L. monocytogenes causa a
doenca em aproximadamente 2500 pessoas por ano com cerca de 500 mortes
nos Estados Unidos (MEAD et al., 1999). Na Unido Europeia, em 2011 foram
confirmados 1.476 casos de listeriose humana de origem alimentar (EFSA,
2013b). Todos estes dados indicam que este patdgeno é o que apresenta a
maior taxa de mortalidade dentre os de origem alimentar.

No Brasil, ha uma grande deficiéncia no diagnéstico clinico e na
notificacdo de casos e surtos de listeriose alimentar, o que se reflete na
inexisténcia de relatos oficiais por parte das autoridades sanitarias, conflitando
com os varios relatos de listeriose humana no Brasil. Vale ressaltar que
nenhum destes relatos relaciona a patologia com a ingestdo de alimentos
contaminados (HOFER et al.,, 1998, 1999) embora, este fato possa estar
relacionado a falta de conhecimento por parte da comunidade médica em
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relacdo a importancia dos alimentos na disseminacédo de L. monocytogenes, o
que dificulta a identificagéo da fonte da doenca (DESTRO, 2013).

Uma caracteristica importante de L. monocytogenes € a sua distribuicéo
ubiquitaria, sendo encontrada amplamente distribuida na natureza e altamente
adaptada para sobreviver no ambiente, sendo 0 homem e o0s animais 0s
reservatorios para o patégeno (FENLON, 1999; JAY et al., 2005; FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

Esta caracteristica, somada a capacidade de formacdo de biofilmes
bacterianos e a habilidade de suportar condicbes ambientais desfavoraveis,
tornam L. monocytogenes muito frequente em plantas de processamento de
produtos de origem animal (BERSOT et al., 2001; DJORDJEVIC et al., 2002;
HARVEY et al., 2007; BERSOT et al., 2008; CHIARINI et al., 2009).

O elevado indice de contaminacdo de plantas de processamento gera
preocupacdes de ordem sanitaria pela possibilidade de contaminacdo cruzada
dos produtos de origem animal e, consequentemente, o aumento da
probabilidade da ocorréncia de casos de listeriose humana de origem alimentar
(ICMSF, 1996).

2.5 L. monocytogenes em alimentos e ambientes de processamento

Uma vez no ambiente de processamento, a contaminacao de alimentos
pode ser recorrente, pois algumas cepas de L. monocytogenes podem persistir
por meses ou até anos aderidas as superficies se desprendendo de forma
intermitente pela presenca de biofilmes (MARKKULA et al., 2005).

Pesquisas em matadouros de aves demonstraram a disseminacao deste
patdgeno no ambiente e nas instalacdes industriais. No Brasil, Nalério et al.
(2009) isolaram o micro-organismo em varios pontos da cadeia de producao de
aves, incluindo equipamentos da area de depenagem, evisceracdo, pré-
resfriamento e sala de cortes, além de isolarem L. monocytogenes nas
amostras de frangos resfriados.

Também no Brasil, Chiarini et al. (2009) avaliaram superficies,
equipamentos, maos de manipuladores e produtos finais de dois
estabelecimentos de abate de aves, encontrando uma positividade total de

20,9% no estabelecimento com evisceracdo automatica e 16,4% no com
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evisceracdo manual, com destaque para as superficies de contato da area de
evisceracao, sala de cortes e ambiente de producéo de carne mecanicamente
separada. A contaminacdo para os produtos finais também foi avaliada e, da
mesma forma, o patdégeno foi encontrado.

Sakaridis et al. (2001) encontraram uma positividade variando de 16 a
60% em carcacas de frangos de quatro matadouros na Grécia, com uma meédia
de 38%. Resultados semelhantes foram obtidos em dois estudos realizados na
Espanha por Capita et al. (2001) e Vitas et al. (2004) que encontraram uma
positividade de 32 e 36,1% de carcacas de frango contaminadas com L.
monocytogenes, respectivamente.

Barros et al. (2007), no Brasil, encontraram uma positividade de 25,9%
para carcacas bovinas, 22,2% em linguicas frescais e 25% em carnes moidas
coletadas de matadouros e estabelecimentos comerciais de carne. Além disso,
L. monocytogenes foi isolada do ambiente de producédo, sendo encontrada em
equipamentos e utensilios das industrias, tais como facas, caixas metalicas,
moedores e mesas de aco inoxidavel.

Meloni et al. (2013) avaliaram a disseminacédo de L. monocytogenes em
cinco plantas de processamento de carne suina da Italia durante trés anos. Os
autores encontraram uma positividade de 33% nas carcacas suinas e 23% em
equipamentos, utensilios e superficies de contato. Este estudo ainda
demonstrou que algumas das cepas isoladas permaneceram por varios meses
nos matadouros, mesmo sendo aplicadas medidas de higienizacdo para evitar
a contaminacao.

Em carcacas bovinas, Wieczorek et al. (2012) observaram uma
contaminacao por L. monocytogenes na ordem de 10,8% em carcacas obtidas
de matadouros da Polonia.

Na China, Zhu et al. (2012) avaliaram trés matadouros (A, B e C) de
bovinos durante um periodo de sete meses, coletando amostras de couro, das
carcacas na pré-evisceragcdo, poOs-evisceracdo e pos-lavagem, carcagas
resfriadas, produtos finais e amostras ambientais. L. monocytogenes foi isolada
em todos os pontos da cadeia de producdo com destaque para as amostras do
matadouro B. Nesta industria, 0 couro apresentou 76,2% de positividade e as
amostras coletadas de carcacas na pré-evisceracdo, pos-evisceracdo e pos-

lavagem apresentaram 80%, 70,6%, 81,8% de positividade, respectivamente.
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Carcacgas frias apresentaram 95% de positividade e todas as amostras do
produto final bem como do ambiente foram positivas na pesquisa do patégeno.

Ochiai et al. (2010), no Japdo, avaliaram 379 amostras de carne
comercializadas em estabelecimentos da regido metropolitana de Toquio. Os
autores encontraram uma prevaléncia de 15,5% nas amostras de carne bovina,
28,7% nas de aves, 35,7% na suina e 54,5% na carne moida suina.

Carne moida bovina comercializada em supermercados chilenos foi
avaliada por Foerster et al. (2012), sendo que do total avaliado, 37% das

amostras foram positivas para L. monocytogenes.

2.6 Controle de L. monocytogenes

Como forma de controlar este patdégeno e evitar a ocorréncia de
listeriose de origem alimentar, alguns paises tém estabelecido critérios ou
limites legais para o nimero de L. monocytogenes permitido em alimentos,
especialmente produtos prontos para 0 consumo.

Nos Estados Unidos, devido a alta mortalidade causada pela listeriose,
a politica é rigida, levando os 6érgaos de fiscalizacdo sanitaria a adotar o
sistema de tolerancia zero, ou seja, alimentos ndo podem apresentar o
patdgeno quando avaliados laboratorialmente, levando ao recolhimento do
comércio quando é detectada a sua presenca na amostra analisada.

Outros paises como Canada, Alemanha e paises da Unido Europeia
também séo criteriosos e mantém uma politica sanitaria de modo a garantir a
seguranca dos alimentos de origem animal no que tange a auséncia de L.
monocytogenes na maioria dos alimentos (JAY et al., 2005).

No Brasil também existem parametros para o controle de L.
monocytogenes, mas este esta restrito apenas a um tipo de alimento. A
Portaria 146 do MAPA (BRASIL, 1996) estabelece os requisitos microbiolégicos
para gueijo e determina que os de umidade acima de 46% devem ser isentos
deste patdgeno.

Da mesma forma, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, por meio
da RDC 12 (BRASIL, 2001) determina a auséncia deste micro-organismo em
unidades amostrais de queijo. Cabe ressaltar que estas duas sdo as Unicas
legislacdes que estabelecem parametros para L. monocytogenes em alimentos
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em nosso pais e que 0S queijos sdo 0s Unicos alimentos que possuem
parametros microbiolégicos para tal patégeno.

Outra forma de fiscalizacdo e controle € o realizado pelo MAPA por meio
da Instrucdo Normativa 9, que estabelece os procedimentos de controle de L.
monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o consumo. Esta
regulamentagdo tem como objetivo monitorar e assegurar a inocuidade de
produtos de origem animal prontos para o consumo em indastrias de alimentos.

O controle oficial € baseado na coleta rotineira de amostras para a
avaliacdo microbiolégica, a inspecéo e verificacdo das instalacdes no que diz
respeito a contaminacdo cruzada, facilidade de limpeza e sanitizacéo,
avaliacdo da matéria-prima e a avaliacdo dos métodos utilizados como forma
de evitar a multiplicacdo bacteriana ao longo do processo de producdo de
alimentos (BRASIL, 2009).

Este controle realizado durante o processo de producdo é uma das
principais medidas que se tem tomado ultimamente, no Brasil, para evitar a
contaminagao de alimentos por L. monocytogenes.

Uma vez que a bactéria é amplamente distribuida na natureza, suporta
situacbes de estresse e forma biofilme, € necessario prevenir sua entrada nos
ambientes de processamento; para tanto, deve-se fazer o controle nos pontos
de origem da matéria-prima por meio de medidas que minimizem as chances
de contaminagcdo (BERESFORD et al., 2001; CHMIELEWSKI & FRANK, 2003;
GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

Além do controle da matéria-prima, é de suma importancia que as
industrias tenham programas efetivos de higienizacdo de modo a controlar as
condi¢cdes ambientais, evitando que os equipamentos e utensilios utilizados no

processamento do alimento sejam 0s responsaveis pela contaminacao inicial.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do uso de aspersdo de agua como forma de higiene
operacional em esteiras sanitarias condutoras de cortes de frango em quatro
linhas de processamento em matadouros de aves de grande importancia na

comercializacdo em territério nacional e na exportacdo de frangos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da higienizacdo operacional por aspersdo de agua nas
contagens de micro-organismos mesofilos e enterobactérias e na presenca de
L. monocytogenes em superficies de esteiras lisas e modulares utilizadas em

linhas de processamento de matadouros de aves.

Determinar os sorotipos e perfis moleculares de L. monocytogenes
isolados de superficies de esteiras lisas e modulares com e sem aspersao de

agua utilizadas em linhas de processamento de matadouros de aves.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta

As amostras superficiais das esteiras foram colhidas em quatro linhas de
processamento de matadouros habilitados para a exportacdo e de grande
expressdo na producdo e comercializacdo de produtos avicolas para o
comércio nacional e internacional, com volume diario de abate de aves de
320.000 (linha de processamento A), 440.000 (linha B), 170.000 (linha C) e
320.000 (linha D).

4.2 Superficies avaliadas e protocolos de higienizacao

Foram avaliadas esteiras condutoras de cortes de frango dos tipos
modular (polietileno) e lisa (poliuretano) (Figura 1). O sistema de higienizacao
continua das esteiras consistia na utilizagdo de aspersores de agua afixados
em um dado ponto da esteira para permitir a higienizacdo da superficie durante
0 seu movimento.

Foram selecionadas quatro esteiras (duas modulares e duas lisas),
sendo que em uma esteira de cada tipo o sistema de higienizacédo foi

completamente desligado durante o periodo do experimento.

Figura 1. Esteiras utilizadas no experimento. A — Esteira modular / B — Esteira
lisa.
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As esteiras avaliadas na presente pesquisa transportavam cortes de
uma carcaca de frango tais como asas, sobrecoxas, peito e pele. A descricdo
das linhas de processamento, as esteiras e 0s cortes transportados estédo

apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Linhas de processamento, esteiras e cortes de frangos
transportados.

. Esteira lisa Esteira modular
Linha _ _ _ _
Com asperséo Sem aspersao Com asperséo Sem aspersao
A Coxa/sobrecoxa’ Coxa/sobrecoxa’ Pele Meio/coxinha da asa’
B Filé de peito Meio/coxinha da asa’ Filé de peito Filé de peito
C Coxal/sobrecoxa’  Meio/coxinha da asa’ Peito* Peito"
D Peito* Peito* Filé de Peito Filé de peito

"Corte com presenca de pele.

4.3 Coleta das amostras

Para a tomada das amostras com vistas as contagens de micro-
organismos mesoéfilos aerdbios estritos e facultativos viaveis e enterobactérias,
foi utilizada como referencial a metodologia sugerida pela Decisao n° 471/2001
da Comunidade Europeia (EC, 2001).

As amostras foram coletadas com a utilizacdo de swabs esterilizados
numa area pré-determinada de 20 cm? (moldes de 4 x 5 cm) tomados em
amostras quintuplas e coletados em duplicata (exceto TO).

Dessa forma, cada conjunto de cinco swabs correspondeu a uma
amostragem de uma area de 100 cm? em cada esteira avaliada. Os swabs
foram acondicionados em tubos tipo Falcon contendo 10 mL de solug&o salina
peptonada 0,1%. Dessa forma, cada 1 mL correspondeu a uma amostragem de
10 cm? da superficie.

Para a pesquisa de L. monocytogenes, foram utilizadas esponjas pré-
hidratadas com 10 mL de solugcao salina peptonada 0,1%, sendo amostradas
quatro areas previamente delimitadas de 100 cm? (totalizando 400 cm?) das
superficies de acordo com as recomendacdes feitas pelo Health Canada (HC,
2010).
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Foi empregado caldo neutralizante Letheen somente na coleta de
amostras logo apos a higienizagao pré-operacional.
Apbés a coleta, os swabs e esponjas foram acondicionados sob

refrigeracao até o momento da realizacédo das analises.
4.4 Amostragem

As amostras foram coletadas em dois turnos trabalho em cada uma das
guatro linhas de processamento, respeitando os seguintes intervalos de tempo:

e J12coleta - logo ap6s a higienizacao pré-operacional (To).

e 22coleta - 1 hora antes do intervalo para almoco (T3).

e 32coleta - 1 hora antes do intervalo para o jantar (T2) e

e 42coleta - 1 hora antes do término do segundo turno (T3).

Foram realizadas 10 repeticbes do experimento em cada
estabelecimento e em cada uma das esteiras avaliadas, modulares e lisas,
obtendo-se ao final das coletas um total de 1120 amostras para contagem de
micro-organismos indicadores e 640 amostras para pesquisa de L.

monocytogenes.
4.5 Analises microbiolbgicas
4.5.1 Contagem de micro-organismos mesdfilos

Os tubos contendo os swabs foram homogeneizados em Vortex por um
tempo n&o inferior a 1 minuto. A partir deste mesmo tubo (10°), foram obtidas
diluicdes decimais de 10™ e 10 que foram inoculados em Petrifilm™ AC (3M,
St. Paul, MN) na quantidade de 1 mL de cada diluicdo. As placas foram
incubadas a 35-37°C/48 h. Apds as contagens das col6nias, o resultado foi
expresso em log UFC/cm?.
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4.5.2 Contagem de enterobactérias

Foram utilizadas as mesmas diluices decimais obtidas para a contagem
de mesdfilos, utilizando para a quantificacdo deste grupo bacteriano placas de
Petrifim™ EB (3M, St. Paul, MN). As placas foram incubadas a 35-37°C/24 h.
Ap6s as contagens das colénias, o resultado foi expresso em log UFC/cm?

4.5.3 Pesquisa de L. monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada conforme descrito por
Pagotto et al. (2001). As bolsas plasticas contendo as esponjas receberam 100
mL de Listeria Caldo Base de Enriquecimento (DIFCO) que, ap6s a
homogeneizacdo em stomacher por 2 min, foram incubadas a 30°C/48 h.
Decorrido este periodo, uma aliquota de 0,1 mL do LEB foi transferida para um
tubo contendo 10 mL de caldo Fraser (DIFCO) que foi incubado a 35°C/48 h.

A segquir foi realizada a semeadura em placas de agar Palcam (DIFCO) e
agar Oxford (DIFCO) sendo ambas incubadas a 35°C/24-48 h. Colbnias
caracteristicas de ambos os meios de cultura, foram semeadas em agar soja
tripticase com 0,6% de extrato de levedura (TSAYE-DIFCO) e incubadas a
30°C/24-48 h, para verificacdo de pureza. Os isolados purificados foram
submetidos a provas de producdo de catalase, fermentacdo de carboidratos

(xilose, ramnose e manitol), producéo de B-hemolise e motilidade.
4.5.3.1 Sorotipagem molecular das culturas de L. monocytogenes

As culturas de L. monocytogenes foram submetidas a PCR para
identificacdo do sorotipo de acordo com Doumith et al. (2004) e as sequéncias
dos oligonucleotideos utilizados na sorotipagem molecular de L.

monocytogenes estéo descritas no Quadro 2.
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Quadro 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na sorotipagem
molecular de L. monocytogenes.

Genes Sequéncia (5'-3) Produto Sorotipo de L.
(pb) monocytogenes

Imo0737 For: AGG GCT TCA AGG ACT TAC CC 691 1/2a, 1/2c, 3a e 3c
Rev: AGC ATT TCT GCT TGC CAT TC

Imo1118 For: AGG GGT CTT AAATCC TGG AA 906 1/2ce 3c
Rev: CGG CTT GTT CGG CATACTTA

ORF2819 For: AGC AAA ATG CCA AAACTC GT 471 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e
Rev: CAT CACTAAAGC CTCCCATTG

ORF2110 For: AGT CCATCC CTT ACT TTG GAC 597 4b, 4d e 4e
Rev: CAT CCATCC CTT ACT TTG GAC

Prs For: GCT GAA GAG ATT GCG AAA GAA G 370 Todas as espécies de
Rev: CAAAGA AACCTTGGATTT GCG G Listeria

Para a extracdo do DNA, os isolados de L. monocytogenes foram
purificados em agar TSAYE e incubados a 30°C por 24 h. Apos esse periodo, 3
a 5 colonias foram transferidas para microtubo contendo 50 puL de uma
solucdo a 0,25% de dodecil sulfato de sédio (Sigma-Aldrich, St. Loius, EUA)
em solucdo de 0,05N NaOH estéril. Ap6s homogeneizacéo, os tubos foram
incubados em termobloco a 99°C por 15 min. Em seguida, foram
adicionados 100 uL de agua ultrapura estéril e, apés homogeneizacao, o
microtubo foi armazenado a -20°C até o momento da analise.

A reacdo de PCR foi conduzida em termociclador MasterCycle® PCR
(Eppendorf Scientific, Hamburg, Alemanha) utilizando 25 pL, contendo 2ul de
DNA, 2U de Taq polimerase (Thermo Scientific, Waltham, EUA), 0,2mM de
DNTP (Thermo Scientific, Waltham, EUA); 2 mM de MgCl,; 10 pyL de buffer
10x e os 5 pares de primers (Invitrogen™, EUA) nas seguintes
concentracdes: 1uM de Imo0737, 1uM de ORF2819, 1uM ORF2110, 1,5uM
de Imo1118 e 1,5uM de prs. A amplificacéo foi conduzida empregando-se as
seguintes condi¢cbes: 3 min a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 0,40 min, 53°C por
1,15 min e 72°C por 1,15 minutos, e um ciclo final a 72°C por 7 min. Controles
positivos e negativos foram incluidos no teste.

Aliquotas de 5uL dos produtos gerados na PCR foram adicionadas a 3
uL de tampao para eletroforese (Thermo Scientific, Waltham, EUA) e
separadas por eletroforese em 2% de gel de agarose em tampdo TBE 0,5x
(90mM Trizma base, 90 mM acido bédrico, 2mM EDTA). A visualizacdo do
produto amplificado foi realizada por meio de coloragdo com brometo de etidio.
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Os isolados que apresentaram quatro fragmentos de DNA (Imo0737,
ORF2110, ORF2819 e prs) foram submetidos a sorotipificacdo molecular
segundo Borucki & Call (2003), conforme descrito a seguir:

Para a extracdo do DNA as culturas foram recuperadas em caldo BHI
(incubadas overnight). Aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos tipo
eppendorf e centrifugadas a 15000 x g por 3 minutos. Apds esta etapa, o
sobrenadante foi descartado e o DNA de cada cultura foi extraido de acordo
com o protocolo do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corp.,
Madison, WI, EUA).

Na realizacdo do PCR multiplex as reac¢des continham 12,5uL de Go
Taq Green Master Mix 2x (Promega), 1L de cada primer (1uL de D1 F, 1yl de
D1 R, 1yL de D2 F, 1uL de D2 R, 1lpuL de GLT F, 1pyL de GLT R) na
concentracdo de 40 pMol, 2uL de DNA e agua livre de DNA (Promega) até
completar o volume de 25uL (4,5 uL de agua). A reacdo de PCR convencional
continham 12,5uL de Go Taq Green Master Mix 2x (Promega), 1uL de cada
primer (1puL de flaA F e 1uL de flaA R), 2uL de DNA e agua livre de DNA
(Promega) até completar o volume de 25puL (8,5 uL de agua).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em um gel de
agarose a 2% durante 90 minutos, em voltagem constante de 90 V em tampao
TBE 0,5x, e corados utilizando GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). O
resultado foi visualizado sob luz ultravioleta, e imagem capturada utilizando o

transiluminator LPIX (Loccus Biotecnlogia, S&o Paulo, SP, Brasil).

4.5.3.2 Tipagem molecular das cepas de L. monocytogenes

Para a caracterizacao filogenética dos isolados de L. monocytogenes foi
realizada a tipagem molecular por eletroforese em campo pulsado (Pulsed
Field Gel Electrophoresis - PFGE), através do protocolo proposto pelo PulseNet
(EUA, 2009) empregando-se as enzimas Apal e Ascl (BioLabs, Massachusetts
USA).

Colbnias purificadas de cada cultura foram diluidas em 2 mL de tampéao
TE [10 mM Tris-HCI: 1 mM EDTA (Invitrogen, CA, USA)], cuja DO foi corrigida
entre 0,8 a 1,0 a 610 nm. Para a formacéo dos blocos, 400 uL da suspenséo

das culturas foram transferidos para microtubos contendo 20 puL de lisozima (20
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mg/ml) (Roche, New Jersey, USA), com incubacéo a 55°C por 20 min. Em
seguida, 20 uL de Proteinase K (20 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Minnesota, USA)]
e 400 pL da solucéo 1% SeaKenGold Agarose (Lonza, New Jersey, USA) + 1%
SDS foram adicionados e homogeneizados, sendo entdo distribuidos em
moldes acrilicos (BioRad, California, USA).

Os blocos de agarose foram tratados com a solucéo de lise (50 mM Tris,
50 mM EDTA, 1% sarcosina e 20 mg/mL proteinase K) em tubos tipo Falcon
gque foram incubados em shaker a 54°C por 2 h. Apos duas lavagens
sucessivas com agua ultrapura estéril a 54°C e quatro com tampéo TE a 54°C
sob agitacdo constante (150 rpm), os blocos foram estocados em tampao TE
em refrigerador até a restricdo enzimatica. Por¢cdes de cerca de 1/6 dos blocos
foram retiradas com laminas e submetidas a digestdo com as enzimas de
macrorrestricdo, Apal ou Ascl, em seus respectivos tampdes, sendo incubadas
a 25°C e a 37°C, por 3 h, respectivamente.

Os produtos da macrorrestricdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose (Agarose SeaKem Gold 1% em tampao TBE 0,5X), empregando-se
0 equipamento CHEF-DR IlI® Variable Angle System (BioRad, California, USA)
com os parametros: voltagem 6V, angulo interno 120°, tempo de corrida de 18
h e pulsos de 4 a 40 s interpolados.

O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (1 uL/mL), a imagem
foi registrada sob luz ultravioleta, empregando-se o sistema UVP Biolmaging
Systems (Digidoc-IT Systems, USA). Os dendrogramas foram construidos
utilizando-se o programa BioNumerics (Applied). Lambda Ladder PFG Marker
(BioLabs, Massachusetts USA) foi utilizada como referéncia para padrdo de

peso molecular.

4.6 Andlise dos dados

Inicialmente a distribuicdo das variaveis foi analisada e as contagens
bacterianas foram convertidas para a escala logaritmica. Modelos de medidas
repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2011) foram usados para comparar
cada meédia da contagem bacteriana entre as esteiras e linhas de

processamento. Um termo de interacdo entre esteira e momento foi incluido em
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todos os modelos para testar a hipétese de que a diferenca entre esteiras foi
dependente do momento analisado.

Subsequentemente, a analise foi realizada separadamente para cada
linha de processamento. Uma estrutura de covariancia de simetria composta
resultou no melhor ajuste para modelar a correlacdo entre as medidas
repetidas dentro da mesma esteira e linha de processamento. O teste de Tukey
foi usado para ajustar os valores-P resultantes de comparac6es multiplas.

O teste de Qui-quadrado foi utilizado em analise univariada para
identificar fatores associados ao isolamento de L. monocytogenes.
Posteriormente, um modelo de regresséo logistica (PROC GLIMMIX, SAS
Institute, 2011) foi construido para estimar as chances de isolamento de L.
monocytogenes entre linhas de processamento, esteiras e momentos. O nivel

de significancia estatistica foi definido como 0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da asperséo de agua na contaminacao por mesoéfilos

Na Tabela 1 estdo dispostas as médias das contagens de micro-
organismos mesofilos de amostras superficiais de esteiras lisas e modulares,
com e sem 0 uso de aspersdo de &gua independente da linha de
processamento.

Cabe ressaltar que nesta tabela estdo contidos os resultados da
avaliacdo em Tj, T, e T3, excluindo os obtidos em Ty, pelo entendimento que
neste momento as esteiras se encontravam em condi¢cdes de higiene muito
melhores devido ao procedimento de higiene pré-operacional, pela utilizacédo
de agua, detergentes e principalmente de sanitizantes.

Para as esteiras lisas, ndo houve diferenga estatistica significativa nas
contagens obtidas das amostras superficiais na comparacao entre esteiras com
e sem aspersao (p=0,94). Nas esteiras modulares, ndo foi observada a mesma
tendéncia, sendo que a meédia nas esteiras higienizadas por aspersdo foi
significativamente menor que das esteiras ndo higienizadas (p<0,001).

Comparando os tipos de esteiras, as lisas apresentaram resultados
significativamente menores quando comparados com as modulares
independentemente do tipo de higienizacdo. Portanto, em uma analise global,
independente da linha de processamento e do tipo de produto transportado
pelas esteiras, verificou-se que as esteiras lisas podem ser consideradas mais

higiénicas, quando observadas as contagens de micro-organismos mesofilos.

Tabela 1. Populacdo média de micro-organismos mesdfilos (log UFC/cm?) em
esteiras de quatro linhas de processamento submetidas ou ndo a higienizacéo
continua com aspersao de agua.

Esteira Asperséo Média* N

Lisa Presente 1,63+0,6" 240
Ausente 1,65+0,7 4 240

Modular Presente 1,86+ 0,8 240
Ausente 2,07+0,6° 239

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05).
* Média do somatdrio dos resultados obtidos para tempo de amostragem T4, To € T3,
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Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados individuais das quatro linhas
de processamento para a contagem de mesdfilos.

Para as esteiras lisas, na linha A as contagens ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa quando comparado o tipo de higienizacéo
(p=1), ou seja, o uso de aspersdo de dgua ndo apresentou efeito superior na
remocao da contaminacao, ressaltando-se que as condi¢cdes encontradas em
ambas esteiras eram semelhantes em relacdo aos produtos (coxa com

sobrecoxa) transportados.

Tabela 2. Populacdo média de micro-organismos mesdfilos (log UFC/cm?) em
esteiras submetidas ou ndo a higienizacdo continua com aspersdo de agua de
quatro linhas de processamento (A, B, C e D).

_ Esteiras Lisas Esteiras Modulares
Hinha Com aspersdo Sem aspersdo Com aspersdo Sem aspersao
A 1,563+0,4*%¢  152+05° 2,26 +0,4FF 2,27+04FF
B 1,91+0,5 PF 243+04F 1,90 + 0,6 PF 245+05F
C 2,03+ 0,4 °FF 0,96 +0,5% 2,15+0,8 FF 2,18+ 0,4 FF
D 1,04+0,4 " 1,69 +0,3 P 1,11 +0,7 8 1,37 +0,2 "8

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05).
* Média do somatério dos resultados obtidos para tempo de amostragem Ty, T, € Ty,

Nas linhas B e D, o processo de higienizagdo se mostrou eficaz na
reducdo das contagens de mesofilos (p<0,001).

Na linha B, além do emprego da aspersdo, as menores contagens
podem ser justificadas pelo tipo de produto transportado pois o0 mesmo nao
apresentava pele o que reduz a contaminacéo do corte e consequentemente a
menor transferéncia de micro-organismos para a esteira.

Com relacao ao tipo de corte das esteiras, nas conversas iniciais com o0s
responsaveis pelos estabelecimentos buscou-se trabalhar em esteiras onde
eram transportados cortes cujos niveis de contaminacdo inicial fossem
semelhantes. Porém, devido as condigbes operacionais relacionados aos
estabelecimentos, néo foi possivel realizar uma perfeita padronizacao.

Em todas as linhas de processamento e tipos de esteiras avaliadas, os
cortes processados nas superficies, tais como coxa, sobrecoxa, asas, meio das

asas e peito, eram cortes que continham a pele, com excecéo da linha B onde
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em uma esteira lisa era processado peito sem pele e na outra coxinha da asa e
meio da asa com pele.

No entanto, a pele ndo foi fator determinante para justificar o melhor
desempenho da aspersado na higienizacao das esteiras lisas na linha D. Neste
estabelecimento, os produtos que eras transportados eram 0os mesmos (peito
com pele) e o uso da agua foi efetivamente melhor na reducdo da
contaminacao.

Em uma andlise visual da esteira, era nitido que a agua participava de
forma eficiente na remocdo de residuos, pois sua pressao era constante e
forte. Além da variavel agua, um segundo fator também pode ter concorrido
para este melhor resultado: a forma de caida dos cortes nas esteiras.

Na esteira lisa com aspersdo de agua, os cortes que entravam para
serem processados vinham de uma calha transversal a esteira, assim, o corte
gue cai nesta esteira chocava-se contra a parede lateral e ndo deslizava. Ja na
esteira sem aspersdo, a entrada do produto era por meio de uma calha
localizada no mesmo sentido da esteira, o que fazia com que o corte deslizasse
no momento da caida.

A forma de entrada do produto resultava em um menor ou maior
deslizamento do peito na esteira aumentando a transferéncia de residuos e
contaminantes nesta superficie, caracteristica que era observada durante a
realizacdo da amostragem das esteiras.

Ao contrario, na linha C, a utilizacdo da agua teve um efeito negativo na
contaminacdo das superficies, pois nas esteiras higienizadas por asperséo a
média das contagens foi significativamente maior quando comparadas as nao
higienizadas.

Este fato pode ser justificado pelas condi¢des diferenciadas encontradas
nestas esteiras, pois as lisas com aspersdo com as maiores contagens
apresentavam uma maior circulagcdo de produtos e, ao mesmo tempo a linha
contava com muitos funcionarios responsaveis pelo refile dos cortes de coxa
com sobrecoxa.

Com relacdo as esteiras modulares, nas linhas A, C e D ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) quando comparados os efeitos da
utilizacao da asperséo no processo de higienizacéo.
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A linha B foi a Unica que apresentou resultado significativo (p<0,001)
guanto a utilizagdo ou ndo da aspersdao de &gua no processo de higiene
operacional das esteiras, ao contrario das demais linhas.

Nesta linha foi observada uma situacdo bem semelhante a ocorrida nas
esteiras lisas da linha D. Os produtos transportados nas esteiras eram
exatamente 0os mesmos, no entanto, o design do equipamento no momento da
entrada dos produtos na esteira parece ter influenciado os resultados.

Nesta linha, a esteira modular com aspersdo de agua apresentava um
anteparo de aco inoxidavel que diminuia a tensdo da queda do produto durante
sua entrada na esteira. Ao contrario, os produtos que caiam nas esteiras
modulares sem aspersdao que néo continham esse anteparo sofriam uma
gueda abrupta na esteira e consequentemente uma forca fisica auxiliava na
maior transferéncia de residuos e micro-organismos para estas esteiras.

Ao serem comparadas as médias obtidas nas esteiras lisas e modulares,
foi possivel observar que o tipo de esteiras pode influenciar no processo de
higienizacdo, resultando em menores ou maiores contagens de micro-
organismos mesofilos, fato que aconteceu em trés linhas de processamento.

Na linha A, a média das contagens nas esteiras lisas com asperséao foi
significativamente (p<0,001) menor quando comparada com a média das
esteiras modulares, fato que pode ser observado também quando
compararam-se o0s dois tipos de esteiras sem aspersdo de agua (p<0,001).

Cabe ressaltar, que mesmo ndo apresentando o mesmo produto para
comparacao entre esteiras, em todos o0s casos, 0S cortes de frango
apresentavam pele. Nas linhas C e D, as esteiras lisas sem aspersdao também
apresentaram diferencas significativas (p<0,001) quando comparadas com as
modulares. Na linha C, a contagem na lisa foi menor que na modular e na linha
D a contagem na modular foi menor que na lisa.

Estas diferencas podem ser explicadas pelas caracteristicas das
esteiras. Esteiras modulares sdo consideradas muito versateis, pois sao
desenhadas para proporcionar um transporte de cortes na horizontal ou em
curvas, permitindo o encaminhamento destes para outros setores, o que agiliza
0 processo de industrializagdo e permite adaptacdes e adequacdes ao espaco
das linhas de processamento.
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Para que estes objetivos sejam atingidos, este tipo de esteira é
constituida de um conjunto de pec¢as que se encaixam umas as outras, sendo
possivel dimensionar a esteira como desejado.

Apesar do fino ajuste entre os encaixes de uma esteira modular, as
reentrancias permitem o acumulo de material organico e micro-organismos,
dificultando o processo de higienizacdo continua o que pode ser a explicacédo
mais plausivel para a observacdo das maiores contagens de mesoéfilos
encontradas apds a amostragem das superficies modulares por meio do
swabs.

No entanto, na linha B, o tipo de esteira ndo influenciou na média das
contagens, pois os resultados tanto nas lisas quanto nas modulares né&o
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=1). A mesma situacéo
aconteceu nas linhas C e D, onde as esteiras higienizadas ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05).

Das linhas avaliadas, a D foi a que apresentou as menores contagens de
mesofilos quando testada a mesma superficie e tipo de higienizacdo, com
excecao das esteiras lisas sem asperséo da linha C, onde foram obtidas as
menores contagens de mesofilos.

Estas baixas contagens na linha C, podem ser justificadas pelo baixo
volume de produtos que eram transportados pela esteira, refletindo numa
menor transferéncia de micro-organismos do corte para a superficie. E a linha
D era a que apresentava 0s equipamentos e superficies em melhores
condicgdes.

A coleta de amostras nesta sala foi realizada poucos meses ap0s a sua
inauguracdo, estando as superficies ainda em excelente estado de
conservacao. Este fator pode explicar as menores contagens obtidas neste
estabelecimento, tanto para as esteiras lisas quanto para as modulares.

A utilizacdo continua de superficies causa o desgaste das esteiras que
leva a formacdo de pequenas ranhuras e deformidades. Uma vez presentes
estas ranhuras, a higienizacado pode ser prejudicada, pois a matéria organica
se adere as deformidades o que dificulta a sua remocéo.

Ainda com relacdo ao tempo de uso dos equipamentos das linhas de
processamento, constatou-se que em algumas esteiras a higienizagcéo continua

sob pressédo exercida pelo chuveiro ndo era um parametro padronizado, de tal
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modo que em alguns momentos a pressao diminuia prejudicando a retirada da
matéria organica, ocorréncia que era mais frequentemente observada nas
linhas B e C.

Este fato pode ser consequéncia da auséncia de parametros legais, uma
vez que a Portaria 210 exige apenas que as esteiras condutoras de carcacas e
cortes devem prever sistemas de lavagem continua, ndo especificando a
pressdo que deve ser utilizada (BRASIL, 1998).

Na Tabela 3, estdo dispostos os resultados da média das contagens de
micro-organismos mesofilos de amostras superficiais de esteiras lisas e
modulares, com e sem a utilizacdo de aspersdo de agua avaliadas em quatro
momentos de coletas (To, T1, T2 € T3).

Avaliando a média das quatro linhas de processamento (ABCD) e
individualmente, as médias das contagens de mesofilos em T, foram
significativamente (p>0,05) menores que nos demais tempos avaliados, com
excecdo da linha B, onde as contagens ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre Ty, Ti, T2 e T3 independentemente do tipo de
higienizacdo (com ou sem aspersédo de agua) e esteira (lisa ou modular).

Neste caso, as contagens iniciais ja eram altas, numericamente maiores
que as detectadas nas demais linhas de processamento, reflexo de uma
higienizacdo pré-operacional deficiente que permitiu a permanéncia de matéria
organica e consequentemente de micro-organismos nas superficies das
esteiras.

Atualmente, a legislacdo brasileira ndo estabelece nenhum padréao
microbiolégico para a avaliagdo da higiene pré-operacional de superficies em
matadouros de aves. Apesar de revogada em 2006, a Decisdo 471 da
Comunidade Europeia (EC, 2001) estabelecia como aceitaveis contagens de
até 10 UFC/cm? de mesodfilos (1 log) e 1 UFC/cm? de enterobactérias (0 log).

Tomando como base estes parametros, é possivel constatar que na
linha B, todas as esteiras avaliadas em T, apresentaram-se fora deste padréo.

Na média ABCD, nao houve diferenca significativa ha comparacéo entre
higienizacdo das esteiras lisas quando avaliadas no mesmo momento,

resultado observado também nas esteiras modulares.
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Tabela 3. Populacdo média de micro-organismos mesdfilos (log UFC/cm?) em
esteiras de quatro linhas de processamento submetidas ou ndo a higienizagao
continua com aspersao de agua coletadas em quatro diferentes momentos (T,
T, Tre Tg).

Esteiras Lisas Esteiras Modulares

Linha Momento
Com aspersdo Sem aspersdo Com aspersdo Sem aspersao
To 0,18 +1,3" 0,15+1.2" 0,68+1,4° 0,66+15°
ABCD LB 1,59+0,5°¢ 1,65+0,7 ° 1,67 £0,7 ¢ 2,01+0,5°
> 1,64+0,6 “° 157+0,7° 1,80+0,8 "  1,98+0,6°°
Ts 1,65+0,5° 1,73+ 0,6 “*¢ 2,10+0,8"° 2,21+06°
To -0,78+0,6" 0,36 +0,9" 0,45+12"° 1,05+1,3°%
R T, 1,65+0,3° 1,64 +0,4“° 2,19+0,4°F 2,29+04F
T, 1,50+0,4° 1,35+0,5°¢ 2,32+04F 2,19+0,4°F
Ts 1,45+0,4° 1,56 +0,4 ¢ 229+05F 2,33+05F
To 1,64+0,6" 1,95+0,3"° 2,02 +0,4"°° 2,30+0,5°°
5 T, 1,72+0,5"% 2,39+0,2°¢ 1,75+0,6 "® 2,35+0,4°¢
T, 2,05+0,5"® 2,45+0,5°¢ 1,96 + 0,6 *° 2,43+0,5°¢
Ts 1,96 + 0,4 *° 2,46 +0,5°¢ 2,00 £0,6 *® 257+06°
To 0,84 +0,9 "% -0,01+06" 1,14+12°° 021+11"°
o T, 1,93+0,4°F 0,92 +0,8°¢ 1,84 +0,7 °F 2,09 +0,3 ¢
T, 2,07+0,45° 0,87 +0,3 "¢ 1,95 +0,7 °%F 1,95+0,4°
Ts 2,08 +0,4 ¢ 1,08+0,3° 2,65+0,6° 2,47+04"°
To 0,97 +0,0" -0,96+0,1" -0,86 +0,3" -0,94+01"
5 T, 1,06 + 0,5 *° 1,64+0,3F 0,92+0,6° 1,31+0,2 °°
T, 0,94 +0,3°¢ 1,60+0,3° 0,96 £ 0,5 °¢ 1,35+0,2 “°
Ts 1,12 £ 0,3 % 1,83+0,3° 1,45+ 0,8 °F 1,46 £ 0,2 °F

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05) quando avaliada a
mesma linha de processamento.

Estes mesmo resultados foram observados por Soares et al. (2014), que
nao encontraram diferenca significativa entre o processo de higienizacdo de
esteiras lisas quando avaliadas num mesmo momento para a contagem de
mesofilos.

Analisando individualmente as linhas de processamento, pode-se notar
gque a partir de T;, em alguns momentos das linhas B, C e D, houve diferenca
significativa (p>0,05) que foi dependente da higiene operacional utilizada.

Com excecéo da linha A, onde as contagens a partir de T, nas esteiras

lisas com aspersdo de agua nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
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guando comparadas com as sem agua, 0 mesmo acontecendo com os valores
em todos os tempos, tipo de higiene operacional e esteiras desta linha.

Na linha B, as esteiras lisas avaliadas em T; com aspersao
apresentaram contagens significativamente menores quando comparadas com
as que néao foram higienizadas, fato que nao ocorreu nos demais tempos. Nas
esteiras modulares com aspersdo, as amostras avaliadas em Ts foram
menores quando comparadas com as esteiras sem agua, ndo sendo observada
esta mesma diferenca nos demais tempos avaliados.

Na linha C, as esteiras lisas sem aspersao em T4, T, e T3z apresentaram
contagens menores quando comparadas com as esteiras com aspersao, ja nas
modulares ndo houve diferenca entre a utilizacdo ou ndo da aspersao de agua
ao longo do turno de trabalho.

Na linha D, as esteiras lisas com aspersao em Ty, T, e T3z apresentaram
contagens menores quando comparadas com as esteiras nao higienizadas.
Nas modulares, nao foi observada diferenca estatistica significativa entre o tipo
de higienizacao.

Quando os resultados foram avaliados ao longo dos tempos observou-se
gue, na maioria dos casos, as contagens no inicio do dia eram
significativamente menores comparadas as obtidas ao longo do dia, o que era
um resultado esperado jA que a coleta em Ty era realizada logo apo6s a
higienizacdo pré-operacional das esteiras que, entre outros procedimentos
utilizava sanitizantes com o objetivo de eliminar 0s micro-organismos,
preparando as superficies para o inicio do processo de industrializacdo dos
cortes.

Com o passar das horas e o aumento de fluxo de passagem de produtos
nas esteiras, as contagens aumentaram independente do processo de
higienizacdo, como observado no incremento da contaminacdo superficial de
To para Ty, T2 € T3, em grande parte das esteiras avaliadas.

Soares et al. (2014) observaram que as contagens obtidas logo apds a
higienizacdo pré-operacional foram significativamente menores que as
observadas durante o dia de trabalho apenas em esteiras higienizadas com
aspersdo. Para as esteiras ndo higienizadas, a contaminagdo por mesofilos

nédo apresentou diferenca estatistica significativa ao longo do dia.
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Outra tendéncia observada foi a manutencdo constante da
contaminacao de mesofilos ao longo da coleta durante o dia de trabalho, pois
de uma forma geral, em todas as linhas de processamento e esteiras nao
foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos de coleta
Ti1, T2 e T3, independente do uso de aspersdo de 4gua para a higienizacdo das
esteiras.

A principio, esperava-se que somente nas esteiras com 0 uso de
aspersao de agua fosse possivel observar essa situacédo, no entanto, mesmo
sem o uso da agua foi observada que a contaminacdo manteve-se constante e,
gue ndo houve um incremento da contaminagdo ao longo dos tempos de
coleta. Avaliando sobre este aspecto, a auséncia de aspersdo de agua néo

exerceu influéncia sobre a contaminacéo ao longo do dia.

5.2 Efeito da asperséo de dgua na contaminacao por enterobactérias

Na Tabela 4, estdo dispostas médias das contagens de enterobactérias
independente das linhas de processamento. Da mesma forma que para
mesofilos, os resultados apresentados nesta tabela sdo as médias dos tempos
T1, T2eTs,

Tabela 4. Populacdo média de enterobactérias (log UFC/cm?) em esteiras de
guatro linhas de processamento submetidas ou ndo a higienizagdo continua
com aspersao de agua

Esteira Asperséo Média* N

Lisa Presente 0,59+0,5" 239
Ausente 0,76 +0,7® 239

Modular Presente 0,89+0,8° 240
Ausente 1,32+0,6° 237

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05).
* Média do somatdrio dos resultados obtidos para tempo de amostragem T4, To € T3,

O processo de higienizacdo influenciou nas contagens obtidas nas
esteiras lisas, pois as com aspersao apresentaram resultados menores quando
comparadas com as esteiras onde ndo se utilizou aspersdo (p<0,001), o

mesmo sendo observado nas esteiras modulares.
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Comparando os tipos de esteiras, as lisas apresentaram resultados
melhores quando comparados com as esteiras modulares, independentemente
do tipo de higienizacéo (p<0,001).

Na Tabela 5, estdo dispostos os resultados da média das contagens de
enterobactérias de amostras superficiais de esteiras lisas e modulares, com e
sem o0 uso de aspersao de agua das quatro linhas de processamento.

Para as esteiras lisas, somente na linha A o processo de higienizacao
ndo apresentou resultado significativo, seguindo a mesma tendéncia observada
para a contagem de mesdfilos. O padréo observado para meséfilos manteve-se
também nas demais linhas.

Nas linhas B e D o processo de higienizacdo se mostrou eficiente, pois
as contagens nas esteiras sem aspersao foram maiores que naquelas com
asperséo, assim como ocorrido nas contagens de mesdfilos.

Na linha C o processo se inverteu, as contagens nas esteiras com
aspersao foram maiores que nas sem aspersado, resultado este também
observado nas contagens de micro-organismos mesofilos e, justificado pelo
maior volume de produtos que eram transportados e a manipulacao intensa

dos produtos por parte dos funcionarios nesta esteira.

Tabela 5. Populagdo média de enterobactérias (log UFC/cm?) em esteiras
submetidas ou ndo a higieniza¢do continua com aspersdo de agua de quatro
linhas de processamento (A, B, C e D).

Linha Esteiras Lisas Esteiras Modulares
Com agua Sem agua Com agua Sem agua
A 0,82+04*“°® 081+06°° 165+0,7F 1,73+0,6F
B 042+04°% 149+03F 092+05° 152+03F
C 095+05° -0,12+05* 0,81+06°° 142+05F

D 0,16 +0,4 8 0,88+0,4° 0,17+0,68% 0,62+0,4°P

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05).
* Média do somatério dos resultados obtidos para tempo de amostragem Ty, T, € T3,

Nas esteiras modulares, da mesma forma que nas lisas, apenas na linha
A o processo de higienizagcdo com aspersdo ndo se mostrou eficiente, pois as
contagens ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05). Nas
demais linhas, o processo de higienizacdo apresentou diferenca estatistica
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significativa (p<0,05), com médias da contagem de enterobactérias menores
nas esteiras com aspersdo em relacdo as esteiras sem aspersao. Fato este
gue ndo havia sido observado nas linhas C e D nas contagens de micro-
organismos mesofilos (Tabela 2).

Comparando esteiras lisas com as modulares, podemos observar que o
tipo de esteiras influenciou no processo de higienizacao, resultado observado
nas linhas A, B e C.

Na linha A, as esteiras lisas com aspersdo apresentaram contagens
menores que as modulares que passaram pelo mesmo processo de
higienizacgdo, resultado observado também nas esteiras lisas e modulares sem
aspersao.

Na linha B, a diferenca foi observada apenas nas esteiras com aspersao,
onde as lisas apresentaram menores contagens. Na linha C, esta diferenca foi
observada nas esteiras sem aspersao.

Na Tabela 6 estdo dispostos os resultados da média das contagens de
enterobactérias de amostras superficiais de esteiras lisas e modulares, com e
sem a utilizacao de aspersao de 4gua avaliado em quatro momentos de coletas
(To, T1, T2 € T3).

Avaliando individualmente cada linha de processamento bem como a
média (ABCD), podemos observar que a as contagens em T, foram
significativamente menores que nos demais tempos, com excec¢ao das esteiras
lisas com aspersdo e modulares com e sem aspersao, todas pertencentes a
linha B.

Avaliando a média das quatro linhas de processamento (ABCD),
podemos observar que nas esteiras lisas, 0o processo de higienizagdo com
aspersao nao influenciou nas contagens obtidas avaliadas no mesmo
momento, semelhante ao que foi observado por Soares et al. (2014).

Nas esteiras modulares, somente nas amostras avaliadas em Ty que 0
processo de aspersdo nao influenciou nas contagens; a partir de Ti, a
aspersao exerceu influéncia nas contagens encontradas, sendo que as meédias
nas esteiras com aspersao foram significativamente menores que nas esteiras
sem aspersao.

Na linha A, ndo houve diferenga entre o tipo de higienizagcdo em nenhum

dos momentos avaliados nas esteiras lisas. Nas esteiras modulares, a
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diferenca foi observada apenas em Ty, onde as contagens neste momento para
as esteiras com aspersdo foram significativamente menores quando
comparadas com as sem aspersao, sendo que nos demais momentos nao foi

observada esta diferenca.

Tabela 6. Populacéo média de enterobactérias (log UFC/cm?) em esteiras de
quatro linhas de processamento submetidas ou ndo a higienizagdo continua
com aspersdo de agua coletadas em quatro diferentes momentos (To, Ty, T2 €

T3).

Esteiras Lisas

Esteiras Modulares

Linha Momento
Com agua Sem agua Com agua Sem agua
To -065+05" -053+08" -0,36+0,7"° -001+1,2°
T, 052+0,6° 0,80+08“ 080+08° 127+06"°
ABCD T, 069+06° 069+0,7°° 088+08° 1,25+0,6"°
Ts 055+0,4°° 081+0,7°° 098+0,8F" 1,44+0,7°
To -1,00+0,0" -0,78+0,7" -0,55+0,7" 0,38+1,2°
T, 1,00+£0,3% 1,01+06°% 161+06°° 1,86 +0,5°
A B B CD CD
T, 0,85+ 0,4 0,58 + 0,5 1,59+0,8 1,55+0,6
Ts 0,63+03° 0,83+0,5° 1,76 +0,8° 1,80+ 0,6°
To -0,13+0,3" 0,556+0,5° 060+0,4° 1,22+0,8°
T, 0,07 +0,4"® 1,47+0,3° 087+05°° 1,37+0,3°
B C F CDE F
T, 0,63+0,4 1,47 + 0,4 0,99 + 0,4 1,57 +0,3
T, 0,57+0,3°¢ 154+0,2" 0,88+0,6 “° 1,63+0,3"
To -045+0,7" -0,88+0,3" -052+05" -064+05""
o T, 0,85+0,5“® -004+0,6° 0,60+0,8° 1,27+0,4
T, 1,15+0,6°F -022+04% 074+04° 123+05°F
T, 087+0,4° -009+05°% 1,09+06° 1,76+05"
To -1,00+0,0" -1,00+0,0" -0,96 +0,1 " -1,00+0,0"
T, 0,17 + 0,4 B¢ 0,75+0,5F 0,10+0,5° 0,61+0,4°F
D B E BCD E
T, 0,15+ 0,4 0,91 +0,3 0,21+0,8 0,67 +0,3
Ts 0,15+0,4° 0,99+0,45 0,20+0,5°" 0,58+0,4°*

Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa (P < 0,05) quando avaliado a
mesma linha de processamento.

A partir de T, na linha D, o processo de higienizacédo nas esteiras

lisas apresentou

resultado

significativo,

pois

as contagens

foram

significativamente menores quando a higienizacdo foi realizada. Nas esteiras
modulares, este resultado foi observado apenas nas esteiras avaliadas em T, e
To.
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De forma semelhante aos mesdfilos, a contaminacdo de enterobactérias
manteve-se constante ao longo dos turnos de trabalho, pois de uma forma
geral, em todas as linhas de processamento ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas (p<0,05) entre os tempos de coleta T;, T, e Tg,
independente do uso de aspersao de agua ou tipo das esteiras.

Num estudo semelhante, a contagem de enterobactérias ndo apresentou

diferenca estatistica ao longo do periodo avaliado (SOARES et al., 2014).

5.3 Efeito da asperséo de agua na contaminagédo por L. monocytogenes

Na Tabela 7 encontra-se o numero de isolados das diversas espécies do
género Listeria isoladas nas linhas de processamento avaliadas. Das 640
amostras avaliadas, 314 (49,06%) foram positivas para uma (237), duas (73)
ou até trés (4) espécie do género, sendo L. innocua a mais frequente (29,21%),

seguida por L. monocytogenes (22,19%) e L. welshimeri (9,06%).

Tabela 7. Espécies de Listeria isoladas de amostras de superficies de esteiras
lisas e modulares, com e sem aspersao de agua de quatro linhas de
processamento.

Listeria A (n=160) B (n=160) C (n=160) D (n=160) Total
innocua 35 81 71 0 187
monocytogenes 25 52 63 2 142
welshimeri 0 49 0 9 58

Chiarini et. al (2007), ao avaliarem a contaminagdo por Listeria em
equipamentos, utensilios e superficies que entram ou ndo em contato com
alimentos em matadouros de aves, observaram que L. innocua foi a espécie
predominante em todos os tipos de amostras analisadas, incluindo esteiras
condutoras de salas de cortes. Os autores atribuem que a maior frequéncia
desta espécie, quando comparada com as demais do género, se deve ao fato
de L. innocua poder estar mais adaptada ao ambiente onde foi realizado o

estudo.
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A alta frequéncia de L. innocua pode ser considerado um dado
preocupante, pois alguns autores ressaltam que a presenca de espécies de
Listeria, sobretudo L. innocua, pode indicar a presenca de L. monocytogenes
(SLADE, 1992).

Na Tabela 8 estdo dispostas as frequéncias de isolamento de L.
monocytogenes nas esteiras lisas e modulares.

Das linhas de processamento avaliadas, a D foi a que apresentou a
menor frequéncia de isolamento. Como mencionado anteriormente, 0s
equipamentos desta linha tinham pouco tempo de uso, o que certamente
refletiu tanto na menor frequéncia de isolamento do patégeno quanto nas
menores contagens dos micro-organismos indicadores avaliados.

A linha C foi a que apresentou a maior frequéncia de isolamento seguido
pela linha B. O volume de abate pode ter influenciando para contaminacéo das
superficies da linha B, porém, na linha C esta justificativa ndao € o fator principal
responsavel pela contaminacdo observada, pois esta linha era a que tinha
menor volume de abate.

Talvez a hip6tese apresentada para os grupos de micro-organismos
indicadores nao possa ser aplicada igualmente para L. monocytogenes,
inclusive porque a anadlise realizada foi a presengca e auséncia e ndo a
guantificacdo, que foi feita para os indicadores mesofilos e enterobactérias.

Chiarini et al. (2007) avaliaram a recuperacdo e disseminagéo de L.
monocytogens em produtos, superficies que entravam ou ndo em contato com
alimentos e agua de duas plantas de abate de aves no Brasil.

Na planta de evisceracdo automética a recuperagdo do patdgeno foi de
20,1%, sendo que a recuperacao do patégeno em superficies que entram em
contato com alimentos foi de 19,6% e, na planta manual, L. monocytogenes foi
recuperada em 16,4% do total de amostras avaliadas e nas superficies que
entram em contato com o alimento a porcentagem de positivos foi de 17,3%.

Dias (2008) em estudo sobre a persisténcia de cepas de L.
monocytogenes em uma linha de abate industrial de frangos em matadouro
localizado em Sao Paulo, isolou o patégeno em 15,7% do total de amostras
avaliadas, destes, 22,5% foram amostras positivas de superficies que entravam

em contato com alimentos, incluindo esteiras condutoras.
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Tabela 8. Frequéncia de isolamento de L. monocytogenes em amostras de
esteiras lisas e modulares com e sem asperséo de agua.

Amostras NUumero de positivas % N ValordeP
Por linha
A 25 15,63 160 <0,0001
B 52 32,5 160
C 63 39,38 160
D 2 1,25 160
Por esteira
Lisa com aspersao 36 22,5 160 0,0005
Lisa sem aspersao 50 31,25 160
Modular com asperséo 19 11,88 160
Modular sem asperséo 37 23,13 160
Por momento
To 17 10,63 160 0,0005
T, 41 25,63 160
T, 38 23,75 160
T3 46 28,75 160

Das esteiras avaliadas, a que apresentou a menor frequéncia foi a
modular com aspersdo seguida da lisa com aspersdo. Este resultado
demonstra que a aspersdo com agua exerceu influéncia na presenca de L.
monocytogenes.

Contudo, mesmo observando que os resultados foram melhores quando
utilizou-se a asperséo, a higienizagdo nao conseguiu reduzir completamente a
contaminagdo, resultando num elevado numero de amostras superficiais
positivas.

Quando se avaliou a frequéncia por momentos, o To foi o que
apresentou as menores frequéncias, resultado que ja era esperado, pois este
era 0 momento em que a esteira estava pronta para iniciar o processamento

dos cortes.
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Logo apds o inicio do processamento, a passagem dos produtos pelas
superficies das esteiras, levou a contaminac¢do, como pode ser observado no
incremento do nimero de isolamentos de L. monocytogenes que se manteve
constante ao longo do processo de industrializacao.

Independente da linha de processamento, tipo de esteira, higienizacéo e
tempo avaliados, evidenciou-se um numero significativo de amostras positivas
para o referido patdgeno, indicando a permanéncia de L. monocytogenes
mesmo apos os procedimentos de higienizacdo utilizados antes do inicio dos
trabalhos (higienizagdo pré-operacional) e durante a industrializagdo para a
obtencédo dos cortes carneos (higienizacdo operacional), o que pode indicar a
possivel presenca de biofilmes bacterianos com resisténcia as técnicas usuais
de higienizacao utilizadas pelos estabelecimentos.

Adicionalmente, a presenca de L. monocytogenes indicou que as
esteiras foram fontes potenciais de contaminagdo cruzada para os produtos
gue séo transportados nestes equipamentos.

Na Tabela 9 estdo dispostos a Razdo de Chance (Odds Ratio - OR) e
respectivos intervalos de confiangca da comparacéo entre os diferentes tipos de
esteiras e tipo de higienizacéo.

Quando foram avaliados os resultados independentemente das linhas de
processamento (valores em ABCD), foi possivel observar que nas esteiras
lisas, a chance de isolamento do patdgeno foi significativamente maior nas
esteiras sem aspersao (OR=0,569; 1C=0,325-0,998), o mesmo acontecendo
com as esteiras modulares (OR=2,533; 1C=1,323-4,851), mostrando que a
aspersdo exerceu um efeito sobre o isolamento de L. monocytogenes nas
superficies avaliadas.

Na comparacédo entre os dois tipos de esteiras, a chance de isolamento
nas esteiras lisas com agua foi maior que nas modulares que passaram pelo
mesmo processo de higienizagdo (OR=2,426; 1C=1,265-4,654), ao contrério
das esteiras lisas e modulares sem higienizacdo com agua onde o resultado

obtido néo foi significativo.
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Tabela 9. Razado de chance (OR) e intervalo de confianca (IC) da pesquisa de
L. monocytogenes em amostras de esteiras lisas e modulares com e sem
aspersao de agua.

Frequéncia nas esteiras

Linha OR IC 95%
Lisas (%) Modulares (%)
ABCD 22,5 31,25 11,88 23,13
com agua sem agua 0,569 0,325 0,998
com agua semagua 2,533 1,323 4,851
com agua com agua 2,426 1,265 4,654
sem agua sem agua 1,683 0,962 2,944
A 10,0 40,0 7,5 5,0
com agua sem agua 0,167 0,049 0,565
com agua sem agua 0,649 0,101 4,170
com agua com agua 1,370 0,283 6,639
sem agua sem agua 12,667 2,639 60,789
B 22,5 60,0 17,5 30,0
com agua sem agua 0,194 0,072 0,517
com agua sem agua 2,020 0,695 5,877
com agua com agua 1,369 0,450 4,158
sem agua sem agua 3,900 1,376 8,900
C 57,5 25,0 17,5 57,5
com 4gua sem agua 4,059 1,556 10,588
com dgua semagua 6,378 2,262 17,986
com agua com agua 6,378 2,262 17,986
sem agua sem agua 0246 0,094 0,643
D 0 0 5,0 0
com 4gua sem agua 1,000 <0,001 -

com dgua semagua <0,001 <0,001 -
com agua com agua <0,001 <0,001 -

sem agua sem agua 1,000  <0,001 -

Pela presenca de reentrancias nas esteiras modulares, esperava-se
isolar o patégeno em maior quantidade nestas superficies, contudo observou-
se 0 contrario, as esteiras lisas apresentaram uma quantidade maior de
amostras positivas (Tabela 8).

Esse maior isolamento pode estar relacionado a quantidade de agua
residual nas esteiras lisas, uma vez que formava-se uma lamina de agua na

superficie que pode ter influenciado na maior facilidade de recuperacédo do
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patégeno, o que nado foi observado nas esteiras modulares, pois a presenca
das reentrancias permitiu a drenagem da agua por entre 0S encaixes nao
ocorrendo acumulo de 4gua nesta superficie.

Uma segunda hipOtese para explicar alta frequéncia de L.
monocytogenes nas esteiras lisas € a competicdo com outros micro-
organismos. Como observado nas Tabelas 1 e 4, as esteiras modulares
apresentaram maiores contagens de micro-organismos mesofilos e
enterobactérias que por sua vez apresentaram frequéncias menores para L.
monocytogenes. Estes resultados podem indicar uma dificuldade na
competicdo de L. monocytogenes quando presente em um ambiente com
outros micro-organismos (SLADE, 1992; VELUZ et. al, 2012).

Uma terceira hip6tese pode estar relacionada as caracteristicas do
material das esteiras. No estudo conduzido por Veluz et. al (2012) sobre a
capacidade de adesdo de L. monocytogenes em diferentes tipos de esteiras e
ao longo de 48 h, foi observado uma adesdo maior do patdbgeno nas esteiras
de poliuretano (esteiras lisas) em relacdo as de polipropileno (esteiras
modulares) quando ambas apresentavam-se higienizadas.

No entanto, a avaliacdo da capacidade de adesdo do patégeno em
superficies que haviam sido rinsadas com frango variou ao longo de 48 h de
estudo. E ndo foram observadas diferencas significativas entre esteiras de
poliuretano e polipropileno nos tempos de 1, 6 e 48 h.

Com relacdo a OR da linha A, as esteiras lisas sem aspersdo
apresentaram uma chance de isolamento maior quando comparadas com as
esteiras com aspersdo (OR=0,167; 1C=0,049-0,565), fato que nao foi
observado nas modulares.

Na comparacdo entre os tipos de esteiras, as lisas sem aspersédo de
agua apresentaram chance de isolamento significativamente maior do
patdgeno quando comparadas com as modulares sem aspersdo (OR=12,667;
IC=2,639-60,789), 0 que néo foi observado nas esteiras lisas e modulares com
aspersao.

Tendéncia semelhante foi observada na linha B. Nas lisas a chance de
isolamento foi maior nas esteiras sem aspersao de agua (OR=0,194; IC=0,072-
0,517) ndo sendo observada diferenca significativa nas modulares. Quando

comparadas os tipos de esteiras, a chance de isolamento foi maior nas esteiras
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lisas sem aspersdo de agua quando comparadas com as modulares nao
higienizadas (OR=3,5; IC=1,376-8,9). Para as esteiras lisas e modulares com
aspersao a diferenca nao foi significativa.

De modo geral, nas linhas A e B foi observado uma maior frequéncia de
L. monocytogenes nas esteiras lisas sem aspersédo de agua. No caso da linha
A, o produto transportado nestas esteiras era 0 mesmo, coxa com sobrecoxa, e
as condicbes muito semelhantes de volume de abate, portanto a agua parece
ter influéncia direta no maior isolamento do patégeno, diferenca ndo observada
na quantificagdo de micro-organismos indicadores.

Na linha B, as condi¢gbes ndo eram as mesmas, pois as esteiras lisas
sem aspersao transportavam produtos que continham pele.

Na linha C, as esteiras lisas com aspersao apresentaram chance
significativamente maior de isolar L. monocytogenes quando comparadas com
as sem aspersao (OR=4,059; 1C=1,556-10,588). Nas esteiras modulares,
observou-se o inverso, a chance de isolamento foi significativamente maior nas
esteiras sem aspersao (OR=6,378; IC=2,262-17,986).

Na comparacdo entre as esteiras, a chance de isolamento foi
significativamente maior nas lisas com aspersao quando comparadas com as
modulares com aspersao (OR=6,378; 1C=2,262-17,986), ao contrario do que foi
observado nas esteiras sem a higienizagcéo, onde as modulares apresentaram
maior chance de isolamento do patdégeno (OR=0,246; IC=0,094-0,643).

Nesta linha, as chances de isolamento de L. monocytogenes maiores ou
menores, parecem estar relacionadas diretamente a fatores ligados ao fluxo de
produtos transportados nas esteiras, uma vez que a lisa com asperséo
apresentava fluxo maior de produtos e intensa manipulagdo por parte de
funcionérios, o que parece ter aumentado significativamente o isolamento de L.
monocytogenes neste equipamento.

Na linha D, o patdgeno foi isolado apenas nas esteiras modulares com
dgua, sendo a chance de isolamento nesta esteira significativa quando
comparada com as demais (OR=1,0; IC=<0,001).

Na Tabela 10 encontram-se os resultados de Raz&o de Chance (OR) e
intervalo de confianca (IC) da pesquisa de L. monocytogenes em amostras de
esteiras lisas e modulares com e sem aspersao de agua avaliadas em

diferentes tempos (To, T1, T2 € T3).
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Nas esteiras lisas e modulares com aspersao a chance de isolamento de
L. monocytogenes em T ndo apresentou diferenca estatistica em comparacao
aos tempos T;, T, e T3. Ja nas esteiras sem asperséo, tanto nas lisas quanto
nas modulares, a chance de isolamento de L. monocytogenes foi menor em Ty
do que nos demais tempos avaliados.

A frequéncia de isolamento do patdégeno difere do estudo de Rodrigues
et al. (2013), que avaliaram esteiras de salas de corte ap6s o procedimento de
desinfeccdo e ndo encontram L. monocytogenes nas superficies desinfetadas.

A presenca do patégeno em T, nesse estudo evidencia falha nos
procedimentos de higienizacdo pré-operacional e, portanto a persisténcia do
micro-organismo nas esteiras.

Logo apds o inicio do processamento, a passagem dos cortes pelas
superficies das esteiras levou a contaminacdo como pode ser observado no
incremento do numero de isolamentos de L. monocytogenes, sendo que este
manteve constante ao longo do processo de industrializacdo em todas as
esteiras avaliadas (Tabela 9).

Whyte et al. (2004) observaram que a recuperacao de Listeria na pele de
pescoco de aves no periodo noturno foi superior ao turno da manha, sugerindo
a ocorréncia de maior contaminacdo cruzada na planta por parte dos
equipamentos ao longo dos turnos de trabalho. No entanto, no presente
estudo, apesar das frequéncias em T3 terem sido numericamente maiores que

T, e T, os resultados nao foram significativos.



43

Tabela 10. Frequéncias, Razdo de Chance (OR) e intervalo de confianca (IC)
da pesquisa de L. monocytogenes em amostras de esteiras lisas e modulares
com e sem aspersao avaliadas em diferentes tempos (To, T1, T2 € T3).

Esteira/Higienizacao Frequéncias (%) OR IC 95%
Lisa com asperséo To (17,5) x T1(20,0) 0,559 0,190 1,646
To (17,5) x T2 (27,5) 0,848 0,273 2,636
To (17,5) x T3(25,0) 0,636 0,213 1,899
T1(20,0) x T2 (27,5) 1,517 0,532 4,328
T1(20,0) x T3(25,0) 1,138 0,417 3,108
T.(27,5) xT3(25,0) 0,750 0,259 2,171
Lisa sem asperséo To (15,0) x T1(35,0) 0,328 0,110 0,977
To (15,0) x T, (35,0) 0,328 0,110 0,977
To (15,0) x T3(40,0) 0,265 0,090 0,781
T1 (35,0) x T2 (35,0) 1,000 0,396 2,524
T1(35,0) x T3(40,0) 0,808 0,324 2,014
T, (35,0) x T3(40,0) 0,808 0,324 2,014
Modular com aspersao To (7,5) x T1(210,0) 0,730 0,151 3,535
To (7,5) x T2 (12,5) 0,568 0,125 2,584
To (7,5) x T3(17,5) 0,382 0,090 1,618
T, (10,0) x T2 (12,5) 0,778 0,191 3,172
T1(10,0)xT3(17,5) 0,524 0,139 1,974
T, (12,5) x T3(17,5) 0,673 0,193 2,355
Modular sem asperséo To (2,5) x T1(30,0) 0,060 0,007 0,495
To (2,5) x T2 (27,5) 0,068 0,008 0,563
To (2,5) x T3(32,5) 0,053 0,006 0,439
T1(30,0) x T2 (27,5) 1,130 0,425 3,000
T1(30,0) x T5(32,5) 0,890 0,343 2,310
T, (27,5) x T3(32,5) 0,788 0,300 2,071

5.3.1 Caracterizacdo molecular de L. monocytogenes

Na Tabela 11 estdo apresentados os perfis de sorotipos das culturas de

L. monocytogenes identificadas a partir de amostras superficiais das esteiras

lisas e modulares.
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Foram testadas 241culturas (41 da linha A, 83 da B, 113 da C e 4 da D)
com o predominio do perfil 1/2a ou 3a, com uma frequéncia de 52,28% sendo
que este perfil foi observado em todas as linhas avaliadas. O perfil 4b-v1
apresentou uma frequéncia de 47,30% sendo observado nas linhas B e C.
Apenas uma (0,41%) cultura apresentou o perfil 1/2b, 3b ou 7 sendo
encontrada na linha A.

Sé&o descritos na literatura mais de 14 sorotipos de L. monocytogenes,
no entanto, somente trés sorotipos (1/2a, 1/2b, e 4b) sdo os principais
responsaveis pelos casos de listeriose em humanos.

O sorotipo 1/2a é mais frequentemente isolado de alimentos e o sorotipo
4b esta relacionado com grande parte dos casos clinicos da doenca (BORUCK
& CALL, 2003; DOUMITH et al., 2004).

Deste modo, todos os sorotipos isolados nas quatro linhas de
processamento estdo relacionados com o0s sorotipos de maior potencial

patogénico.

Tabela 11. Sorotipos identificados de culturas de L. monocytogenes obtidas a
partir do isolamento em amostras superficiais de esteiras de quatro linhas de
processamento (A, B, C e D).

Total por linha

Perfil Total (n=241)
A (n=41) B (n=83) C (n=113) D (n=4)

1/2a ou 3a 40 81 1 4 126 (52,28%)

4b-v1 - 2 112 - 114 (47,30%)

1/2b, 3b ou 7 1 - - - 1 (0,41%)

De acordo com a classificacdo de Doumith et al., (2004) as cepas podem
ser divididas em quatros grupos, sendo: Grupo 1, composto dos sorotipos 1/2a
e 3a (amplificacdo do fragmento de DNA Imo0737); Grupo 2, composto dos
sorotipos 1/2c e 3c (amplificacdo de ambos fragmentos de DNA Imo0737 e
Imo1118); Grupo 3, composto pelos sorotipos 1/2b, 3b e 7 (amplificacdo do
fragmento de DNA ORF2819); e Grupo 4, composto por cepas do sorotipo 4b,
4d e 4e (amplificacdo dos fragmentos de DNA ORF2819 e ORF2110). O
fragmento de DNA prs estd presente em todos 0s grupos, pois caracteriza o
género Listeria.



45

As cepas 4b-v1 isoladas neste estudo, apresentaram quatro fragmentos
de DNA amplificados, que se referem aos genes Imo0737, ORF2110, ORF2819
e prs, ou seja, este sorotipo apresenta fragmentos dos grupos 1 e 4, padrao
nao observado por DOUMITH et al. (2004).

No entanto, este perfil encontra-se descrito na literatura cientifica
(HUANG et al., 2011; LECLERCQ et al, 2011) e este padrdao molecular de
sorotipo também foi observado por outros estudos em matadouros de aves no
Brasil (CHIARINI et al, 2007; DIAS, 2008).

Os isolados que apresentaram este perfil foram submetidos a
sorotipificacdo molecular segundo Borucki & Call (2003) e apresentaram o

padrdo molecular correspondente aos sorotipos 4b, 4d, 4a ou 4c.

5.3.2 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Para a PFGE foram testadas 132 cepas de L. monocytogenes isoladas
das esteiras das quatro linhas de processamento, sendo 21 da linha A, 49 da
B, 60 da C e duas da D.

Os isolados da linha A foram submetidos & macrorestricdo com a enzima
Apal e os demais isolados submetidos a macrorestricdo com as enzimas Apal
e Ascl.

Na Figura 2, estdo representados os perfis e 0 nivel de similaridade das
cepas submetidas a macrorestricdo pela enzima Apal.

Foram obtidos seis padrbes diferentes de bandas nas amostras de L.
monocytogenes avaliadas, sendo o perfil A observado em 42 cepas, destes,
sete foram recuperadas da linha A e 35 da linha B, todas sorotipificadas como
1/2a ou 3a.

O perfil B esteve presente em 14 cepas, todas da linha A que foram
sorotipificadas como 1/2a ou 3a. O perfil C foi encontrado em 12 cepas
isoladas e o perfil D em apenas uma cepa, ambos da linha B e sorotipificadas
como 1/2a ou 3a.

O perfil E foi observado em 60 cepas da linha C e uma da linha B, sendo
estes sorotipificadas como 4b-vl e, o perfil G foi observado em duas cepas da
linha D e, ambas do sorotipo 1/2a ou 3a.
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O grupo clonal | foi composto pelos perfis C e D, o grupo clonal Il foi
composto pelos perfis genéticos G, B e A, e o grupo clonal Ill composto pelo
perfil E. O grupo clonal | apresentou 64,8% de similaridade em relacdo ao

grupo Il e, o grupo Il apresentou 50,9% de similaridade em relacdo aos demais

1/2a ou 3a AeB
db-v1 CeB

l LTI
IR IRl

Figura 2. Perfis e taxa de similaridade das cepas submetidas a macrorestricao
pela enzima Apal.
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Na Figura 3 estdo representados os perfis e nivel de similaridade das
cepas submetidas a macrorestricdo pela enzima Ascl.

Foram obtidos nove padrdes diferentes de bandas nas amostras de L.
monocytogenes avaliadas, sendo o perfil A1 observado em 12 cepas da linha
B, todas sorotipificadas como 1/2a ou 3a. O perfil B1 esteve presente em 30
cepas da linha B que foram sorotipificadas como 1/2a ou 3a.

O perfil C1 foi encontrado apenas em uma cepa, o perfil D1 em quatro
cepas e o perfil E1 em uma cepa, todas da linha B e sorotipificadas como 1/2a
ou 3a.

O perfil F1 foi observado em 58 cepas da linha C, todas pertencentes ao
sorotipo 4b-v1. O perfil G1 esteve presente em duas cepas da linha C, sendo
sorotipificadas como 4b-v1.

O perfil H1 foi observado em duas cepas da linha D, ambas eram do
sorotipo 1/2a ou 3a. O perfil I1 foi encontrado em uma cepa da linha B,
sorotipificada como 4b-v1.

No grupo clonal | estdo os perfis genéticos B1, D1, E1, A1 e H1, no
grupo Il os perfis F1, I1 E G1 e no grupo clonal Ill apenas o perfil genético C1.
A taxa de similaridade entre os grupos | e Il foi de 47,5% e a similaridade entre

0 grupo lll e os demais foi de 46,2%.
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Figura 3. Perfis e taxa de similaridade das cepas submetidas & macrorestricdo
pela enzima Ascl.

Na Figura 4 estdo discriminados os perfis da linha A e os perfis
combinados das linhas B, C e D das culturas submetidas a macrorestricdo com
as enzimas Apal e Ascl, de acordo com esteira, momento e data de coleta das
linhas de processamento.

Na linha A, o perfil A somente n&o foi isolado na esteira modular sem
aspersao, tendo sido isolado apenas uma vez nas esteiras lisa e modular com
aspersao. Na esteira lisa sem aspersao, o perfil A esteve presente nos tempos
T1, T2 € T3 €, ao longo de um periodo de coleta de dois meses.

O perfil B foi recuperado em todas as esteiras avaliadas. Na esteira
modular com asperséo, o perfil B foi recuperado uma Unica vez. Na esteira
modular sem aspersao, observou-se o perfil B nos tempos T; e T, na primeira e
segunda coleta, respectivamente.

O perfil B esteve presente na esteira lisa com agua nos tempos T, e T3
na quinta coleta e foi recuperado novamente na nona coleta, ou trés semanas
apos seu primeiro isolamento. Na esteira lisa sem asperséo, o perfil B foi
recuperado em oito momentos distintos ao longo de sete semanas nos tempos
Ty, ToeTs.

Na combinacdo dos perfis nas linhas B, C e D foram encontrados nove
pulsotipos diferentes.

Na linha B foram observados seis perfis combinados distintos (A1C,
B1A, C1D, D1A, E1A e I1E), todos sorotipificados como 1/2a ou 3a, exceto o
perfil genético I1E que foi sorotipificado como 4b-v1.

Na esteira lisa com aspersdo, de nove cepas testadas, sete eram do
perfil B1A e duas do perfil A1C, sendo que o perfil B1A foi recuperado de todos
os tempos avaliados (To, Ty, T2 € T3) e esteve presente mesmo dois meses
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apos sua primeira recuperacao e, o perfil A1C foi isolado nos tempos T; e T3
em dias subsequentes (coleta 19 e 20).

Na esteira lisa sem aspersdo, 23 cepas foram avaliadas e quatro
apresentaram o perfil A1C, 18 o perfil BLA e uma E1A isolada na coleta 17 no
tempo To. O perfil A1C foi observado nas trés primeiras coletas e esteve
presente em todos os tempos (To, T1, T2 € T3), 0 perfil BLA somente nao foi
observado no tempo Ty, Nno entanto, esteve presente em todas as coletas, onde
foi possivel sua recuperacéo, portanto foi observado apds dois meses de sua
primeira recuperacgao.

Na esteira modular com aspersao, os perfis A1C, D1A e I1E foram
iIsolados apenas uma vez nos tempos T3, T, e Tp, respectivamente. O perfil
B1A observado em trés cepas testadas esteve presente nos tempos Ty € To,
sendo uma das cepas recuperada apdés dois meses de seu primeiro
isolamento.

Na esteira modular sem asperséo de 11 culturas avaliadas, cinco eram
do perfil A1C, duas do perfil B1A, trés do perfil D1A e uma do perfil C1D que foi
encontrado na primeira coleta do tempo T3 da linha B. O perfil A1C foi isolado
dos tempos T, T2 e T3, sendo observado dois meses ap0Os sua primeira coleta.

O perfil B1A, presente no tempo T3, foi recuperado novamente no tempo
T, apds dois meses. As trés cepas do perfil D1A foram observadas nos tempos
T, e Tz em trés coletas distintas e seguidos (Coleta 16, 17 e 18).

Na linha C, de 60 cepas pesquisadas 58 apresentaram o perfil genético
F1E, sorotipo 4b-v1, que esteve presente em todas as esteiras, tempos (T, Ty,
T, e T3) e coletas, sendo de até 18 dias o intervalo entre o primeiro e o ultimo
isolamento destas cepas.

Em duas cepas foi observado o perfil combinado G1E (sorotipo 1/2a ou
3a), isoladas das esteiras lisas com aspersédo e modular sem aspersdo, ambas
do tempo T3 e recuperadas na ultima coleta desta linha.

Na linha D, duas cepas com o perfil HLG (sorotipo 1/2a ou 3a) foram
isoladas na esteira modular com asperséo, com um intervalo de 15 dias entre

as coletas.
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Figura 4. Mapa dos perfis da linha de processamento A e dos perfis
combinados das linhas B, C e D de culturas submetidas a macrorestricdo com
as enzimas Apal e Ascl, de acordo com esteira, momento e data de coleta.

A recuperacdo de cepas com mesmo perfil genético tanto ao longo dos

dias como em semanas e meses diferentes de coleta, indica falha no processo

de higienizacdo operacional como demonstrada também nas frequéncias de L.
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monocytogenes isolada em Ty. Esta falha pode levar a persisténcia de grupos
genéticos numa mesma planta de processamento e a colonizacdo das
superficies, uma vez que L. monocytogenes € capaz de formar biofilmes em
superficies que entram ou ndo em contato com alimentos.

E importante ressaltar que a adesdo de L. monocytogenes acontece
firme e rapidamente nas superficies inertes utilizadas na industria de alimentos
(FRANK & KOFFI, 1990), podendo ocorrer a partir de poucos minutos a
algumas horas.

Devido a rapidez em que ocorre esta primeira fase, L. monocytogenes
pode aderir-se em plantas de processamento de alimentos, maquinas e
instalacdes industriais, resultando numa fonte continua de contaminacédo para
os produtos de origem animal; neste sentido, considera-se que a primeira fase
da formacéo de biofilmes é crucial para a contaminagéo do processo (BRYERS
& FLETCHER, 2000) e reside nesta etapa o principal ponto de controle da
indUstria, que esta diretamente relacionado com a eficiéncia de higienizacao
pré-operacional.

A primeira etapa da formacao de biofilmes (adeséo) de cepas que estéo
dispersas no ambiente de processamento e que estdo nele ha varios anos é
muito mais forte do que para aquelas que acabaram de entrar no ambiente
industrial, sendo que as mais antigas estdo intimamente relacionadas com a
contaminagao por L. monocytogenes nos produtos (LUNDEN et al., 2000).

Em nosso caso, para afirmar que as cepas isoladas neste estudo séo
antigas e persistentes seriam necessarias novas avaliacdes destas superficies,
pois de acordo com Lundén et al. (2000) as cepas sdo consideradas
persistentes quando sdo isoladas de equipamentos, ambientes e produtos de

um matadouro repetidas vezes ao longo de meses ou anos.



6 CONCLUSOES

O efeito da utilizacdo da aspersdo com agua nas esteiras condutoras de
cortes de frango foi dependente de diversos fatores, tais como a linha de
processamento, tipo de produto, design do equipamento e o tipo de esteira.
Assim sendo, a decisdo de se retirar a 4gua do processo deve ser precedida de
um estudo criterioso para garantir que a sua auséncia ndo venha influenciar na

inocuidade dos produtos de origem animal.

Nas condicdes do presente estudo, baseando-se nas contagens de
micro-organismos indicadores, as esteiras do tipo lisa foram as que

apresentaram as melhores condicOes de higiene.

A higienizacdo por aspersdo ndo foi o fator primordial para garantir a
eliminacdo de L. monocytogenes, uma vez que o0 patdgeno foi isolado
independente da linha de processamento e tipo de esteira, demonstrando que
a higienizagdo operacional é o procedimento chave para a reducdo das

frequéncias deste micro-organismo.

Houve variagdo dos sorotipos de L. monocytogenes isolados
dependendo da linha de processamento avaliada e, como esperado, 0s
sorotipos 1/2a, 3a e 4b-v1 foram os que apresentaram as maiores frequéncias

demonstrando a relagéo que estes tem com produtos de origem animal.

Os perfis genéticos dos isolados de L. monocytogenes evidenciaram a
disseminacao do patégeno dentro das linhas de processamento ao longo dos
periodos de coletas, apontando falhas nos processos de higienizacéo utilizadas

nas linhas de processamento.
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ABSTRACT

Conveyor belts are widely used in food-handling areas, especially in poultry processing plants. Because they are
in direct contact with food and it is a requirement of the Brazilian health authority, conveyor belts are required to
be continuously cleaned with hot water under pressure. The use of water in this procedure has been questioned
based on the hypothesis that water may further disseminate microorganisms but not effectively reduce the
organic material on the surface. Moreover, reducing the use of water in processing may contribute to a reduction
in costs and emission of effluents, but no consistent evidence to remove water during conveyor belt cleaning has
been reported. Therefore, the objective of the present study was to compare bacterial counts on conveyor belts
that were or were not continuously cleaned with hot water under pressure. Superficial samples of conveyor belts
(cleaned or not) were collected at three different times during operation (T1: after the preoperational cleaning - 5
am, T2: after the first work shift - 4 pm, and T3: after the second work shift - 1:30 am) in a processing facility of
poultry meat, and the samples were subjected to mesophilic and enterobacteria counts. For Enterobacteriaceae,
no significant differences were observed between the conveyor belts, independent of the time of sampling or the
cleaning process. No significant differences were observed between the counts of mesophilic bacteria at the
distinct times of sampling on the conveyor belt that had not been subjected to continuous cleaning with water at
45°C. When comparing similar periods of sampling, no significant differences were observed between the
mesophilic counts that were obtained from the conveyor belts that were or were not subjected to continuous
cleaning with water at 45°C. Continuous cleaning with water did not significantly reduce microorganism counts,

suggesting the possibility of discarding this procedure in chicken processing.
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Brazil is the largest exporter of poultry meat in the world (4). This position in the poultry market is due
in large part to the modernization of the sector and the technification of slaughter and processing to meet the
demands of the domestic and foreign markets and to support the growing demand for a significant increase in the
production of food animals, especially of poultry origin. The slaughter and production of poultry cuts in Brazil
occurs in large volume. In 2012, approximately 5.24 billion birds were slaughtered in the Brazilian industry of
chicken meat.

To achieve this number of processed birds in a practical manner, poultry meat cuts are nearly
exclusively obtained using continuous conveyor belts. Because these conveyor belts are in direct contact with
poultry carcasses and cuts, the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply requires that such
equipment should be continuously cleaned by automatic spraying with water (8, 9).

This cleaning system using water aims at preventing contamination from the food that comes in contact
with the belt from being transferred to other products that are processed on the same belt. When inadequately
cleaned, conveyor belts and other equipment that is used during the slaughter and processing of meats may serve
as sources of microorganisms (7, 11, 12, 16).

However, it may be considered that, although water physically removes dirt, it may spread organic
material and enable the dissemination of microorganisms that gradually and continuously contaminate other
products on these surfaces and the processing environment through aerosolization. Based on this hypothesis, the
possibility of removing the water from this operational process was evaluated. Additionally, not using water may
contribute significantly to reduced costs in the industry and decreased emission of effluents with high levels of
organic material into the environment.

No consistent evidence exists to suggest completely removing the use of water from conveyor belt
cleaning; however, once residues adhere to equipment and surfaces, they may become potential sources of
contamination due to biofilm production on the surface of this equipment (1, 18). The solid-liquid interface
between the surface and the aqueous medium provides an ideal environment for bacterial attachment and
multiplication (2, 5, 15). Bacteria are attracted to these interfaces, and biofilms begin to be formed on solid
surfaces that come in contact with the liquid. The humidity and temperature of the environment may contribute
to bacterial multiplication and, consequently, to biofilm formation. Biofilms are formed by different species of
bacteria pathogenic to men, such as Salmonella, Campylobacter jejuni, enterohemorrhagic Escherichia coli and
Listeria monocytogenes (6, 14, 15, 17). These biofilms may serve as permanent sources of contamination of

foods, thus risking the innocuousness and quality of the food that is produced in these conditions.
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Based on these considerations, the objective of the present study was to compare microbial counts on
conveyor belts that were or were not subjected to continuous cleaning by water spraying at 45°C in the chicken

cutting area of a poultry abattoir.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted at a poultry slaughterhouse in Parand, Brazil, licensed as a poultry meat
exporter, and mean slaughtering capacity was 320,000 birds/day. The facility had a cutting area of 831 m2, kept
at controlled temperature, between 10 and 12°C.

Two conveyor belts were selected that were fabricated with polyurethane, were 0.45-m wide and 10-m
long and received the same type of cut (legs and drumsticks) during the experiment. The system of cleaning the
conveyor belt consisted of continuous spraying of heated (45°C) and chlorinated (1 ppm) water at a given point
of the belt to sanitize the surface during its movement, and this spray system (1 atm) was in operation throughout
the entire day. The cleaning system of one of the conveyor belts remained off during the experiment.

Superficial samples were collected twice a week over six weeks. In each sampling, triplicates (three
different points) were collected at three times (T1, T2 and T3) from both conveyor belts (with or without
continuous cleaning). The following times were used for sampling: T1 - after the preoperational cleaning (5 am);
T2 — after the first work shift (4 pm); T3 - after the second work shift (1:30 am), which completed the two work

shifts of conveyor belt use.

Collection of conveyor belt samples. Superficial samples were collected using moistened sterile swabs of 100
cmz-delimited area (10 x 10 cm?) that were transferred to 10 mL of NaCl 0.85% (w/v) saline solution and
refrigerated (4°C) during transport to the laboratory. A total of 216 samples were collected, 108 from each

conveyor belt.

Microbiological analyses: aerobic mesophilic bacteria counts. The tubes containing the swabs were
homogenized in a vortex for no less than 1 minute. Serial dilutions of the sample were prepared with 0.1% sterile
saline peptone solution, and 1 mL of each dilution was dispensed onto the center of a Petri dish containing plate
count agar (pour-plate method). Plates were incubated at 35-37°C/48 h. After the counting of colonies, the

results were expressed in log CFU/cm? (10).
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Microbiological analyses: Enterobacteriaceae counts. Serial dilutions were made as described, and 1 mL of
each dilution was dispensed onto the center of a Petri dish containing violet red bile glucose (pour-plate method
with overlay). The plates were incubated at 35-37°C/24 h. After counting of colonies, the results were expressed

in log CFU/cm? (10).

Statistical procedure. The mean counts from each conveyor belt and times were compared by Analysis of
Variance to verify significant differences (p < 0.05) using the Statistica 7.0 software (StatSoft Inc., Tulsa, OK,

USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Results of the microbiological analyses of the conveyor belts are presented in Table 1. It was possible to
verify the lower mean values of the mesophilic aerobes at the beginning of the processing (T1), when compared
to the intermediate and final periods (T2 and T3) regardless of the cleaning method, but this difference was
significant only for conveyor belts that were subjected to cleaning (p < 0.05).

The results were expected because preoperational cleaning aims to eliminate organic matter adhering to
the surfaces of the conveyor belts and reduce bacterial counts through the use of sanitizers. Throughout the
production process, contact with chicken meat contaminates the surfaces of conveyors, and the operational
process of cleaning is not able to significantly reduce bacterial counts.

When comparing similar periods of sampling, no significant differences (p > 0.05) were observed
between the mesophilic aerobe counts that were obtained from the conveyor belt that was subjected or not
subjected to continuous cleaning with water at 45°C, which clearly indicated that the use of the hygienic
conditions of the present study was not advantageous.

For Enterobacteriaceae, no significant differences (p > 0.05) were observed between the conveyor
belts, independent of the time of sampling or cleaning process. Enterobacteria are good indicators of hygienic
conditions because high counts indicate contamination during the process and inadequate cleaning and
sanitizing. Furthermore, these conditions are favorable for the multiplication of different microorganisms, mainly
enteropathogens, or possible biofilm formation (13).

Currently, no microbiological standards for determining the presence of microorganisms on the surface
of equipment exist in Brazil. Thus, European standards (3) were used in the present study. Decision no. 471 of

2001 determines the acceptable limits for the counts of mesophilic aerobic microorganisms and enterobacteria on
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the surface of equipment after preoperational (T1) cleaning procedures. This standard determines that counts of
mesophilic aerobic microorganisms over 10 CFU/cm? (1 log) and of enterobacteria over 1 CFU/cm? (0 log) are
“unacceptable” for food-contact surfaces, such as conveyor belts, after preoperational cleaning procedures. This
regulation was used because it represents the requirements that are determined by the European Community for
meat-exporting industries. The mean counts of mesophilic and Enterobacteriaceae that were obtained at T1 for
the conveyor belts that were subjected or not subjected to the continuous cleaning system were in accordance
with these reference values.

Considering the conditions that were evaluated in this study and the obtained results, no significant
differences in the microbiological counts from conveyor belts that were cleaned or not cleaned were found.
Additionally, continuous cleaning with water at 45°C did not significantly reduce mesophilic aerobes and
Enterobacteriaceae counts on this equipment, suggesting the possibility of discarding this procedure in chicken
processing to reduce the emission of effluents into the environment.

However, additional studies must be conducted to verify if this absence of differences can also be
observed in the chicken products and to consider other microorganisms that are typically associated with poultry
production. Based on this evidence, alternative cleaning processes must be proposed and evaluated to provide

proper microbial load reduction on poultry processing facilities equipment.
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Table 1. Mean and standard deviation values of mesophilic aerobes and Enterobacteriaceae counts (log

CFU/cm?) of superficial samples from conveyor belts.

Mesophilic aerobes Enterobacteriaceae
Time*
Cleaning No Cleaning Cleaning No Cleaning
T1 — After preoperational cleaning 0.37 £0.75° 0.52 + 0.56°" -0.36 + 0.58° -0.36 + 0.39°
T2 — After first shift 1.26 £0.71° 0.96 + 0.47°° -0.04 + 0.65* -0.16 + 0.50°
T3 — After second shift 1.05 +0.20° 0.89 + 0.67°¢ -0.14 + 0.57° -0.39 + 0.66°
ANOVA test F(5’ 66) = 3.78; p< 0.05 F(5’ 56) = 0.57; p= 0.72

*T1-5am; T2-4 pm; T3 -1:30 am.
** mean values with distinct superscript letters indicate significant differences (p < 0.05) by the Fisher (LSD)

test.



