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RESUMO

As superficies das industrias de alimentos podem ser consideradas importantes fontes
de contaminagdo microbiana para os alimentos caso nao sejam higienizadas
adequadamente. Diante disso, esse estudo objetivou avaliar a contaminagéo
superficial apés o processo de higienizagao pré-operacional nas superficies da sala
de cortes de um frigorifico de aves. As analises abrangeram as contagens de
microrganismos mesdfilos, psicrotréficos, Pseudomonas spp., além da detecgéo de
Listeria monocytogenes e Salmonella spp.. Adicionalmente, a diversidade microbiana
viavel dessas superficies foi investigada por meio das técnicas de MALDI-TOF MS e
sequenciamento do gene 16S rRNA, e os isolados foram caracterizados quanto ao
seu potencial de adesao em microplacas de poliestireno. Apesar da avaliacdo da
contaminagao superficial apos o procedimento de higienizagao ter revelado médias
gerais inferiores a 1,0 Log UFC/cm?, estabelecido por estudos anteriores como uma
contaminacao limite, foram identificadas contagens acima desse parametro,
representando 18% das amostras de mesdfilos, 30% de psicrotroficos e 10% de
Pseudomonas spp. No entanto, apdés o procedimento de higienizagdo, nao foi
evidenciada a presenga de Salmonella spp. e L. monocytogenes. As contagens para
cada grupo de microrganismo nao demonstraram diferencga estatistica (p > 0,05) entre
os diferentes materiais e tipos de esteiras. A avaliacdo da diversidade microbiana pela
técnica de MALDI-TOF MS revelou a predominancia dos géneros Candida (14,21%),
Serratia (13,7%), Staphylococcus (12,69%), Kocuria (12,69%), Aeromonas (6,09%) e
Lelliottia (6,09%) dentre os 197 microrganismos identificados. Além disso, é
importante destacar o isolamento de uma bactéria patogénica, Yersinia enterocolitica.
Em relacdo ao sequenciamento, as maiores frequéncias relativas foram de
Staphylococcus (13,42%), Acinetobacter (9,05%), Pseudomonas (8,65%), Serratia
(5,28%) e Aeromonas (4,36%). Ao se investigar a diversidade alfa e beta nas amostras
analisadas, nao foram identificadas diferencas significativas (p > 0,05) para os
diferentes materiais e tipos de superficie. O emprego das duas técnicas demonstrou
ser uma abordagem abrangente para avaliagao da diversidade microbiana viavel,
totalizando 43 géneros diferentes. Destes, cada técnica proporcionou a identificagéo
de 15 géneros exclusivos, enquanto 13 géneros foram comuns a ambas. Por fim,
constatou-se que 45,7% dos isolados apresentava diferentes niveis de capacidade de
adesdo. O plano amostral mais robusto e sensivel revela informagbes importantes
anteriormente desconhecidas pela industria de alimentos. Os resultados desse estudo
reforcam a importancia do controle rigoroso, monitoramento constante e estratégias
especificas para garantir a seguranga e qualidade nas instalagdées industriais de
alimentos.

Palavras-chave: MALDI-TOF; sequenciamento 16S rRNA; microrganismos
patogénicos; microrganismos deteriorantes; adesao.



ABSTRACT

Food industry surfaces can be considered important sources of microbial
contamination if they are not properly sanitized. Based on this, this study aimed to
assess surface contamination after the pre-operational sanitization process on the
surfaces of the cutting room of a poultry slaughterhouse. The analyses included counts
of mesophilic, psychrotrophic, and Pseudomonas spp. microorganisms, as well as the
detection of Listeria monocytogenes and Salmonella spp. In addition, the viable
microbial ecology of these surfaces was investigated using MALDI-TOF MS and 16S
rRNA gene sequencing techniques, and the isolates were characterized in terms of
their adhesion potential. Although the evaluation of surface contamination after the
sanitizing procedure revealed overall averages below the 1,0 Log UFC/cm? limit
established by previous studies as a limit contamination, counts above this parameter
were identified, representing 18% of the samples of mesophiles, 30% of psychrotrophic
and 10% of Pseudomonas spp. However, after the sanitizing procedure, the presence
of Salmonella spp. and L. monocytogenes was not evidenced. The counts for each
group of microorganisms showed no statistical difference (p > 0.05) between the
different materials and types of conveyor belts. The assessment of microbial diversity
using the MALDI-TOF MS technique revealed a predominance of the genera Candida
(14.21%), Serratia (13.7%), Staphylococcus (12.69%), Kocuria (12.69%), Aeromonas
(6.09%) and Lelliottia (6.09%) among the 197 microorganisms identified. It is also
important to highlight the isolation of a pathogenic bacterium, Yersinia enterocolitica.
In terms of sequencing, the highest relative frequencies were Staphylococcus
(13.42%), Acinetobacter (9.05%), Pseudomonas (8.65%), Serratia (5.28%) and
Aeromonas (4.36%). When investigating alpha and beta diversity in the samples
analyzed, no statistically significant differences (p < 0.05) were identified for the
different materials and surface types. Using the two techniques proved to be a
comprehensive approach to assessing viable microbial ecology, totaling 43 different
genera. Of these, each technique enabled the identification of 15 unique genera, while
13 genera were common to both. Finally, it was found that 45.7% of the isolates had
different levels of adhesion capacity. The more robust and sensitive sampling plan
reveals important information previously unknown to the food industry. The results of
this study reinforce the importance of strict control, constant monitoring and specific
strategies to guarantee safety and quality in industrial food facilities.

Keywords: MALDI-TOF; 16S rRNA sequencing; pathogenic microorganisms; spoilage
microorganisms; adhesion.
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1 INTRODUGAO

O setor agropecuario desempenha um papel importante para o Brasil. As
atividades agropecuarias representam um dos principais pilares da economia do pais,
representado uma parcela substancial do Produto Interno Bruto (PIB) (DA SILVEIRA,;
FEISTEL; BRUM, 2019). Dentre essas atividades, a avicultura se destaca pela sua
producao anual. Segundo dados da Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA,
2023), no ano de 2022 foram produzidos 14.524 milhdes de toneladas, totalizando um
valor bruto de 112.1 bilhées de reais, figurando o Brasil como o segundo maior
produtor e primeiro maior exportador de carne de frango do mundo.

Além do impacto econdmico, o setor exerce um papel importante sobre os
aspectos de seguranga alimentar. Frente ao cenario de incremento populacional ao
longo dos anos, torna-se cada vez mais indispensavel uma expansao produtiva que
atenda as exigéncias de mercado e garanta as condi¢gdes higiénico-sanitarias dos
processos tecnolégicos e a inocuidade dos alimentos (RICKE, 2023).

A carne de frango é um alimento amplamente consumido no pais em fungao
dos habitos alimentares da populacdo, da versatilidade de preparo e do preco de
mercado mais acessivel. Além disso, desempenha importancia na dieta humana por
ser nutricionalmente rica em proteinas, vitaminas e minerais. Contudo, suas
caracteristicas intrinsecas, como a composi¢ao quimica, atividade de agua e pH
préximo a neutralidade, propiciam um ambiente oportuno para a multiplicacdo de
microrganismos (CAPAN; BAGDATLI, 2021 ).

Os locais de manipulacao e processamento de matérias-primas na industria
alimenticia podem ser considerados fontes de contaminacao, visto que entram em
contato direto com os alimentos e podem servir de reservatério para microrganismos.
Nesse contexto, a identificagcdo e caracterizacdo desses microrganismos € uma
medida de importancia social, econbmica e de saude publica (ZENG et al., 2021,
ZHAO et al., 2017). Ao longo da cadeia produtiva € possivel avaliar a qualidade
microbiolégica dos produtos e processos atraves da contagem e pesquisa de
microrganismos indicadores e patogénicos (BRASIL, 2017a).

A higienizagdo das instalacbes e equipamentos da industria alimenticia
constitui uma etapa essencial ao longo de todo o processo produtivo. Através desse
procedimento aplicado rotineiramente € possivel reduzir a contaminagdo das

superficies a niveis aceitaveis. Os agravos associados a uma ineficiente higienizagao
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incluem a contaminagdo dos alimentos por bactérias patogénicas (MOURA et al.,
2019; TAGAR; QAMBRANI, 2023) ocasionando as chamadas doengas veiculadas por
alimentos, e a contaminagdo por microrganismos deteriorantes (HINTON JUNIOR;
CASON; INGRAM, 2004). Ambos os aspectos geram prejuizos econémicos, danos a
reputacdo da marca, e possiveis medidas sancionatorias (BRASIL, 2017a).

Em contrapartida, a eliminacdo completa dos microrganismos de uma
superficie representa um desafio significativo (MAES et al., 2019; TADIELO et al.,
2023b). A higienizagao pré-operacional € projetada para reduzir significativamente a
carga bacteriana de superficies e equipamentos, mas a eliminacgao total nem sempre
€ possivel devido a diversos fatores, como a complexidade das estruturas, natureza
dos materiais, condicdbes ambientais, eficacia dos produtos, caracteristicas dos
microrganismos, composi¢ao dos alimentos, entre outros (BERNARDES, 2012; TANG
et al., 2009).

A capacidade dos microrganismos de sobreviver e persistir por longos periodos
€ uma preocupacao para a industria alimenticia. A aptidao para aderir e formar biofilme
em superficies representam elementos facilitadores para a permanéncia desses
microrganismos (WAGNER et al., 2021). Consequentemente, a estrutura do biofilme
pode conferir maior resisténcia aos processos de higienizacdo realizados
(LANGSRUD et al., 2016; PANG; YUK, 2019; ZENG et al., 2021).

Mais estudos sao necessarios para caracterizar a identidade das bactérias e o
seu papel como participante da ecologia dessas superficies. Diante dessa demanda,
diversas técnicas tém sido utilizadas para auxiliar nesse processo, destacando-se, por
exemplo, a técnica de MALDI-TOF MS (Espectrometria de Massa de Tempo de Voo
por lonizacao de Dessorcgao a Laser Assistida por Matriz) e o sequenciamento do gene
16S rRNA (WAGNER et al., 2020). Assim, este estudo teve como objetivos avaliar a
contaminagao superficial apds o processo de higienizagdo pré-operacional nas
superficies da sala de cortes de um frigorifico de aves, por meio das contagens de
microrganismos indicadores e da pesquisa de microrganismos patogénicos; identificar
a diversidade microbiana viavel dessas instalagdes utilizando as técnicas de MALDI-
TOF MS e sequenciamento do gene 16S rRNA; e caracterizar o potencial de adesao

dos isolados.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Higienizag&o na industria de alimentos

A busca pela qualidade dos produtos € um desafio enfrentado por diversos
setores produtivos. Na industria de alimentos, em particular, o procedimento de
higienizacao se configura como uma etapa essencial para assegurar a qualidade e a
segurancga dos alimentos (BAKIN et al., 2023).

Apo6s o final de um dia de processamento, as superficies e equipamentos da
industria podem acabar retendo residuos organicos e inorganicos. Esses compostos,
além de servirem como fonte de nutriente para multiplicagcdo microbiana, criam um
filme condicionante para a fixacdo de microrganismos, favorecendo a formacao de
biofilme (DE OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010). Como medida preventiva, as
industrias realizam rotineiramente procedimentos de higienizagado abrangendo tanto o
ambiente industrial quanto todos as superficies de equipamentos e utensilios
envolvidos no processo de produgao.

A Higienizacdo Industrial e Operacional faz parte de um dos programas de
autocontrole exigidos pelas legislacbes e regulamentagdes do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a exemplo da Norma Interna n° 01, de
8 de margo de 2017 (BRASIL,2017b); Portaria n°® 210 de 10 de novembro de 1998
(BRASIL, 1998) e suas atualizacbes e o Regulamento de Inspegado Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017a) com suas
atualizacoes, a fim de garantir que o produto seja manuseado em superficies limpas.
Este programa de autocontrole aborda os processos de higienizagdo operacional,
realizado durante o processamento, e pré-operacional, realizado ao final do
processamento com vistas a preparar a superficie para o proximo dia de
processamento.

Segundo o RIISPOA (BRASIL, 2017a), a higienizacdo é resultado de dois
procedimentos distintos:

- Limpeza: remocéo de residuos organicos (carboidratos, lipideos e proteinas)
e inorganicos (sais minerais) das superficies que entram em contato direto ou indireto
com os alimentos.

- Sanitizagao: realizado posteriormente a limpeza com objetivo de eliminar a

populagao microbiana presente nas superficies por métodos fisicos e quimicos.
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O numero de etapas da higienizagdo de uma industria pode variar em fungéo
do tipo de residuo, pois diferentes detergentes podem ser necessarios para remover
de forma eficaz compostos organicos e inorganicos. Em termos gerais, o protocolo de
higienizacao compreende uma sequéncia que inclui uma etapa inicial de pré-lavagem,
seguida pela limpeza com detergentes, subsequente enxague, processo de
sanitizagao e, por fim, novo enxague (ROVIRA; DIEZ; MELERO, 2014).

A etapa de pré-lavagem é a eliminagédo dos residuos solidos mais grosseiros
com auxilio de agua, associada a eliminacado de residuos liquidos, permitindo sua
drenagem das superficies. No entanto, alguns residuos permanecem aderidos, e por
isso solugdes detergentes sao utilizadas na etapa subsequente de limpeza (KUNIGK,
2023).

Os diferentes tipos de residuos sao classificados em acido-soluveis, alcali-
soluveis, soluveis em agua e soluveis em solventes organicos. Por essa razao, os
detergentes empregados na rotina de higienizagao sdo agrupados em categorias, tais
como neutros, alcalinos suaves, alcalinos fortes, acidos suaves e acidos fortes
(DAMIAN, 2023). Adicionalmente, as formulacdes atuais dos detergentes apresentam
tensoativos, substancias utilizadas para favorecer a entrada de agua nos depdsitos
de sujeira e entre os residuos e a superficie (KUNIGK, 2023).

De acordo com Kunigk (2023), o processo de limpeza nao é afetado somente
pelas substancias presentes nas formulagdes dos detergentes, mas também pelo tipo
e concentragdo do tensoativo, temperatura de aplicagdo do detergente, agéo
mecanica sobre as superficies e o tempo de duragao do procedimento. Esses fatores
apresentam uma interdependéncia, isto €, uma variavel exerce influéncia sobre as
outras quando modificada. A titulo de exemplo, na Figura 1A, os quatro fatores estao
equilibrados, mas um aumento na concentracdo do detergente pode resultar na
necessidade de aplicar uma forca mecanica menor durante o procedimento de

limpeza, como demonstrado no Ciclo de Sinner (FIGURA 1B).
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FIGURA 1- ESQUEMA ILUSTRATIVO DO CICLO DE SINNER

Ciclode Ciclode

Sinner Sinner

FONTE: Adaptado de Kunigk (2023)

O processo de enxague com agua € realizado entre as etapas de lavagem
visando remover residuos, detergentes e sanitizantes. Sua principal fungao é atuar
como agente suspensor, garantindo a remocao eficiente desses elementos. No
entanto, é fundamental que a agua utilizada nesse procedimento atenda aos critérios
microbioldgicos e fisico-quimicos estabelecido por érgdos competentes (ANDRADE,
2008).

A fase sanitizacédo, executada apds o processo de limpeza, utiliza métodos
fisicos e quimicos para a reducédo da populacdo microbiana das superficies. Dentre
os métodos fisicos, o calor e a radiagao ultravioleta sdo as mais utilizadas, e nos
métodos quimicos, sao utilizadas substancias sanitizantes. Comercialmente, diversos
desses compostos estao disponiveis, destacando-se o acido peracético e compostos
de amoénio quaternario, por exemplo. O acido peracético atua por meio de um
mecanismo que induz a oxidagao de grupos sulfidrilas em enzimas, interferindo nos
processos metabdlicos. Por sua vez, os compostos de amdnio quaternario causam
interferéncia na permeabilidade da membrana celular e no metabolismo de proteinas

(ANDRADE, 2008). Demais caracteristicas sao descritas no Quadro 1:
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QUADRO 1- VANTAGENS E DESVANTAGENS DA UTILIZACAO DE ACIDO PERACETICO E

COMPOSTOS DE AMONIO QUATERNARIO COMO AGENTES SANITIZANTES

Composto | Concentragio Agao contra Vantagens Desvantagens
(mglL) Gram+ | Gram- | Esporos
Eficiente em
baixas
concentragoes, Pode ser
agao de amplo corrosivo
Acido espectro, penetra relativamer;te
cer 60 +++ +++ +++ em biofilme, . .
peracético decompde-se em instavel e possui
acido acético e odor forte de
agua e nao forma vinagre
subprodutos
téxicos
Baixa toxicidade, Nota-se
auséncia de aumento de
odor, ndo sao resisténcia
Compostos irritantes, boa bacteriana
de aménio 100 a 200 +++ +-- - adsorcao a ’
quaternario superficie e giiraiir\r/]a?jzzu;nn?,
mantém atividade pH baixo e deixa
antimicrobiana fi .
residual ilme residual
FONTE: Adaptado de LENAHAN, 1992; ANDRADE, 2008.
LEGENDA: +++ = eficaz; ++- = moderadamente eficaz; +-- = baixa eficacia; --- = sem eficacia

A acao dos sanitizantes pode ser afetada por uma série de questbes, dentre as

quais (KUNIGK, 2023):

- Caracteristicas e tamanho da populacdo microbiana presente: cada
sanitizantes é capaz de reduzir a populacdo microbiana até determinado numero,
assim como diferentes microrganismos apresentam diferentes perfis de tolerancia aos
sanitizantes.

- Concentragédo, pH, tempo e temperatura de exposigcado: cada sanitizante
apresenta concentragdo, pH e tempo ideal de utilizagdo. Ainda, grande parte dos
sanitizantes necessita que o tempo de exposigao seja dobrado a cada decréscimo de
10 °C na temperatura.

- Presenca de residuos nas superficies: a presenca de matéria organica e
tensoativos pode desencadear reacdes quimicas com os sanitizantes, resultando na
diminuicao de sua eficacia.

- Rugosidade das superficies: essas irregularidades servem como abrigo para
0s microrganismos, impedindo o efetivo contato com os sanitizantes.

A verificagdo periddica do procedimento de higienizagdo € conduzida para

detectar possiveis falhas no processo, as quais podem ser evidenciadas pelo aumento
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da contaminagdo microbiana (ISMAIL et al., 2013). O teste de swab é uma
metodologia amplamente utilizada para a contagem total de bactérias viaveis. Essa
técnica envolve a friccdo do swab sobre a superficie delimitada por moldes estéreis,
seguida pela ressuspensao dos microrganismos em uma solugcao neutralizante.
Posteriormente, realiza-se o plaqueamento em agar nao seletivo para multiplicagéo
dos microrganismos presentes na amostra (ISMAIL et al., 2013; ROVIRA; DIEZ;
MELERO, 2014).

A legislagao brasileira, até o momento, nédo dispde de padrbes microbioldgicos
para determinar a eficacia da Higienizacao Industrial e Operacional. As empresas tém
autonomia para estabelecer seus préprios limites com base nas contagens minimas
observadas. Entretanto, estudos conduzidos no contexto brasileiro evidenciaram
deficiéncias nesses procedimentos quando as contagens ultrapassam 10 UFC/cm?
(RODRIGUES et al., 2018; SOARES et al., 2018; TADIELO et al., 2023b).

2.2 Ecologia Microbiana

A ecologia microbiana é definida como uma area do conhecimento que estuda
a diversidade de microrganismos que vivem em um ambiente especifico e que
interagem entre si (CUNDELL, 2018). A avaliagdo da ecologia microbiana através de
técnicas como MALDI-TOF MS e o sequenciamento de amplicon representam uma
abordagem abrangente e detalhada para explorar a diversidade dos microrganismos
em diferentes ambientes. Essas novas metodologias surgiram como alternativas aos
métodos fenotipicos classicos de identificagao bacteriana (RAHI; VAISHAMPAYAN,
2020; WAGNER et al., 2020).

A técnica de MALDI-TOF MS é amplamente empregada devido a sua
capacidade de fornecer resultados rapidos e de baixo custo, sendo aplicada inclusive
para procedimentos de monitoramento ambiental de industrias (FARRANCE; KHOT,
2003). Essa abordagem permite identificar uma ampla variedade de microrganismos,
0 que inclui bactérias e fungos (YAN et al., 2020; DE MIRANDA et al., 2023). Na
técnica, uma amostra do microrganismo € combinada com uma matriz e depositada
sobre uma placa, onde ocorre a irradiacao por laser. Essa matriz absorve a energia
do laser, resultando na dessorcéo e ionizacao individual das moléculas. Os ions sao
entdo acelerados em um campo elétrico e percorrem um tubo até um detector. A
massa dos ions influencia no tempo necessario para atravessar a estrutura, com ions

de menor massa movendo-se mais rapidamente em comparagao aos ions de maior
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massa. Apos essa etapa, é gerado um espectro de massa caracteristico para cada
microrganismo, que é entdo comparado com banco de dados conhecido, permitindo
a identificagdo do microrganismo em analise (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB,
2012).

O método de sequenciamento de amplicon, concentra-se na amplificacdo da
sequéncia de uma regiao especifica do material genético microbiano. Essa técnica
envolve, inicialmente, a amplificagdo do gene alvo por meio de uma reagcéo em cadeia
da polimerase (PCR), sendo que, no caso das bactérias, o gene 16S rRNA é
predominantemente utilizado (COCOLIN et al., 2013). Esse gene possui regides
conservadas, que possibilitam desenhar primers universais, e regides variaveis, que
permitem a diferenciagado das bactérias presentes na amostra (ZHANG et al., 2018).
Posteriormente, as reads sdo comparadas com bancos de dados e agrupadas por
similaridade em Operational Taxonomic Unit (OTUs), obtendo-se a composicao
taxondmica. Como o numero de reads associadas a cada OTU é proporcional a sua
abundancia na amostra, isso torna possivel o calculo da distribuicdo relativa e
absoluta para cada taxon- (DE FILIPPIS; PARENTE; ERCOLINI, 2018). Essa
metodologia proporciona resultados mais rapidos e seguros, permitindo a detecgao
de células bacterianas em diferentes estados, inclusive sem necessidade de cultivo
(O'SULLIVAN et al., 2013). Além disso, € possivel estimar a diversidade microbiana
das amostras através de dois tipos de medidas diferentes, a alfa e a beta diversidade
(SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019).

A diversidade alfa refere-se a diversidade de espécies dentro de uma mesma
comunidade ou local especifico. Seus componentes incluem a riqueza das espécies
(numero de espécies diferentes presentes) e a uniformidade (a distribuicdo das
abundancias das diferentes espécies). Por outro lado, a diversidade beta constitui a
variagdo na composicao de espécies entre diferentes comunidades (DALY et al.,
2018).

2.3 Microrganismos indicadores de higiene

Os métodos laboratoriais convencionais disponiveis atualmente ainda nao
permitem a deteccdo, enumeracao ou identificagcdo de todas as bactérias presentes
em uma amostra de alimento. Em decorréncia dessa limitacdo, as analises sao
direcionadas a alguns grupos de microrganismos ou microrganismos especificos,
chamados comumente de indicadores (BISCOLA; FRANCO, 2023). Estes, quando
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presentes, fornecem indicacbes sobre o estado higiénico-sanitario, potencial
deterioragao do alimento e provavel presenca de patégenos (TORTORELLO, 2003).

No entanto, a avaliagcdo desses indicadores nado apenas contribui para o
controle de qualidade e seguranga dos produtos, mas também pode auxiliar na
validac&o da eficacia das medidas de controle microbiano aplicados na industria. Por
meio dessa analise é possivel monitorar a higienizacéo, a adesao aos programas de
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e os pontos criticos de controle da analise de
perigos (TORTORELLO, 2003).

A analise de microrganismos indicadores € muito utilizada em razdo do seu
menor custo, simplicidade da técnica, facilidade de detecgdo e enumeracgao, rapidez
dos resultados, permitindo tomadas de decisbes rapidas, além de possibilitar a

realizagdo de analises de tendéncias (GERBA, 2015).
2.3.1 Microrganismos mesofilos

Os microrganismos mesdfilos, também conhecidos como aerébios mesdfilos,
englobam tanto as bactérias aerObias estritas como as aerodbias facultativas. Sua
enumeragdo € denominada contagem total de bactérias aerdobias mesdfilas ou
contagem padrao em placa (DA SILVA et al., 2018).

A temperatura 6tima de multiplicacao desse grupo gira em torno de 30 °C a 45
°C, com minimo de 5 °C e maximo de 47 °C (FORSYTHE, 2013). A maioria dos
microrganismos de importancia em alimentos sao mesdéfilos, porém a realizagdo da
técnica de contagem padrao em placa nao prevé a diferenciacdo dessas bactérias.
Posto isso, o resultado de uma analise apresentando altas contagens de bactérias
mesdfilas indica que durante alguma etapa da cadeia produtiva houve condi¢des
favoraveis para a multiplicacdo microbiana (BISCOLA; FRANCO, 2023).

Como a analise objetiva a avaliagcdo dos microrganismos viaveis do grupo, a
técnica pode fornecer uma visdo sobre a qualidade sanitaria dos alimentos, das
condigdes de processamento e armazenamento, bem como da contaminagdo das
superficies e equipamentos (BOHRZ et al., 2019; RAIMUNDO et al., 2021). Essa
abordagem contribui significativamente para o monitoramento das medidas de

controle utilizadas na industria.
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2.3.2 Microrganismos psicrotréficos

Psicrotréficos sao bactérias que exibem a capacidade de se multiplicarem em
baixas temperaturas, compreendidas entre 0 °C a 7 °C. Todavia, sua temperatura
6tima de crescimento situa-se em torno de 20 °C, classificando-as como um subgrupo
dos mesodfilos, diferenciando-se dos psicroéfilos, que sao inativados em temperatura
ambiente (DA SILVA et al., 2018).

Sua capacidade de multiplicagdo em condi¢cdes de baixa temperatura as
tornam particularmente relevantes na industria de alimentos, onde a refrigeragéao é
uma pratica comum para a preservagao e armazenamento dos produtos. A analise
desse grupo microbiano € utilizada para avaliar desvios microbiolégicos nos
alimentos, visto que possuem capacidade de provocar deterioracéo pela producao de
enzimas proteoliticas e lipoliticas (MAES et al., 2019). No entanto, esses
microrganismos podem resistir aos processos de limpeza e sanitizagdo da industria e
atuarem como fontes de contaminagcdo (FAGERLUND et al., 2017).

Entre os representantes desse grupo podem ser citadas: Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp., Carnobacterium spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Enterococcus spp., Microbacterium spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp.,
Psychrobacter spp., Serratia spp., entre outros (ARCURI et al., 2008). Alguns
microrganismos patogénicos também podem fazer parte desse grupo, como por
exemplo, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila e
Vibrio cholerae (DA SILVA et al., 2018).

2.3.3 Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas, pertencente a familia Pseudomonadaceae,
compreende bactérias psicrotroficas com morfologia de bastonetes Gram-negativas,
aerobias, nado fermentadores, ndo esporogénicas, catalase e oxidase positivas
(CALDERA et al., 2016). A maioria dos representantes sdo moveis e apresentam um
ou mais flagelos polares. Esses microrganismos sao reconhecidos por serem um
grupo heterogéneo e de grande relevancia ecoldgica, sendo encontrados em diversos
ambientes, como alimentos, solo, plantas, agua doce e ambientes marinhos. Essa
distribuicdo abrangente é atribuida aos robustos sistemas enzimaticos que conferem
as Pseudomonas adaptabilidade a diferentes condigcdes ambientais (FRANZETTI;
SCARPELLINI, 2007).
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Umas das implicagdes significativas do género para a industria de alimentos
reside no seu potencial deteriorante. A liberagdo de pigmentos e a producédo de
enzimas, como lipases e proteases, desencadeiam alteragdes sensoriais, gerando
odor desagradavel e a modificagdes nas caracteristicas de sabor, aspecto e textura
(CALDERA et al., 2016). Aléem disso, algumas proteases s&o termoestaveis e,
portanto, resistem aos processos térmicos utilizados durante o processamento. Essa
atividade metabdlica compromete a qualidade e diminui o tempo de vida de prateleira
dos produtos (MORALES et al., 2016).

Pseudomonas spp. demonstrou capacidade de causar deterioragdo em uma
variedade de produtos alimenticios, como produtos lacteos (ZAREI et al., 2020),
diversos tipos de carnes e produtos carneos (WICKRAMASINGHE et al., 2019;
KATIYO et al., 2020), peixes (STERNISA; KLANCNIK; MOZINA, 2019 ), frutos do mar
(DON et al., 2018) e ovos (WANG et al., 2021).

Entretanto, esses microrganismos também podem residir em superficies
industriais, atuando como fonte de contaminagao cruzada (CHERIFI et al., 2022). A
capacidade de formacao de biofiime pode favorecer a sua permanéncia nesses
ambientes (NAHAR et al., 2021), e pode favorecer a permanéncia de outras espécies
patogénicas (DEL MAR CENDRA; TORRENTS, 2021). Do mesmo modo, a matriz
extracelular € capaz de conferir maior protecdo em ambientes hostis e resisténcia a

situacdes de estresse, como a acao de sanitizantes (ZHOU et al., 2024).
2.4 Microrganismos patogénicos

Os microrganismos patogénicos sdo responsaveis pelas chamadas Doencgas
Veiculadas por Alimentos (DVA), ou seja, doengas em que os alimentos atuam como
veiculos de bactérias prejudiciais a saude humana. Essas enfermidades manifestam-
se principalmente no sistema gastrointestinal, embora possam afetar também outros
sistemas, como o sistema nervoso central. Segundo dados da Organizagdo Mundial
da Saude (WHO, 2022), aproximadamente 600 milhdes de pessoas sado afetadas
anualmente por DVA, resultando em 420.000 mortes. Paralelamente, a Food and Drug
Administration (FDA, 2023) destaca que, apesar do sistema de abastecimento
alimentar dos Estados Unidos da América (EUA) estar entre os mais seguros do
mundo, um em cada seis americanos adoece por ano devido a esses agravos. Essa
incidéncia resulta num total de 48 milhdes de casos, 128.000 hospitalizagdes e 3.000

mortes.
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2.4.1 Salmonella spp.

Salmonella sp. s&o bacilos Gram-negativos da familia Enterobacteriaceae,
anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, fermentadores de glicose,
oxidase negativa e catalase positiva. Sdo moveis com flagelos peritriquios, exceto os
sorovares S. Gallinarum e S. Pullorum. Possuem distribui¢do ubiquitaria, tendo o trato
gastrointestinal dos animais como seu principal reservatorio. Dessa forma, sao
encontrados em diversos hospedeiros, dentre eles, répteis, insetos, aves e mamiferos
(MARTINEZ et al., 2023).

Taxonomicamente, o género é dividido em duas espécies distintas, Salmonella
bongori e Salmonella enterica. A ultima, por sua vez, é dividida em seis subespécies:
S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae,
S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subp. houtanae e S. enterica subsp. indica.
Cabe ressaltar que cada uma das espécies é adicionalmente subdividida em
sorovoares, perfazendo um total de aproximadamente 2600 sorovares diferentes
(GRIMONT; WEILL, 2007).

Salmonella spp. é reconhecida mundialmente como um dos principais agentes
etiolégicos envolvidos em casos de DVA (BESSER, 2018). No Brasil, essa bactéria é
apontada como o segundo patégeno mais prevalente em surtos de origem alimentar,
sendo responsavel por 10,9% dos casos identificados no periodo entre 2013 e 2022
(BRASIL, 2023). Nos EUA, o Center for Disease Control and Prevention (CDC, 2023a)
relata que esse microrganismo € responsavel por cerca de 1,35 milhdes de infecgdes
e 420 mortes anualmente. Com relagcédo a Unido Europeia, dados apresentados pela
European Food Safety Authority (EFSA; ECDC, 2023) no ano de 2022, demonstram
que a salmonelose foi a segunda infeccdo gastrointestinal mais frequentemente
notificada, sendo também uma das principais causas de surtos de origem alimentar
nesses paises. Ainda segundo a agéncia, os cinco principais sorovares relacionados
a esses casos foram: S. Enteritidis (6,7%), S. Typhimurium (13,1%), S. Typhimurium
monofasica (1,4,[5],12:i:-) (4,3%), S. Infantis (2,3 %) e S. Derby (0,89%).

A enterocolite, ou salmonelose nao tifoide, é a infecgdo que ocorre através da
ingestdo de alimentos ou agua contaminados. Essa condigdo € provocada por
diversos sorovares e se manifesta por meio de sintomas como dores abdominais,
célica, diarreia, nausea, vomito, febre moderada e fadiga. Tipicamente, a doenca

segue um curso autolimitante, sendo que a antibioticoterapia é indicada apenas para
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casos mais graves (MARTINEZ et al., 2006). Complicacdes associadas & salmonelose
nao tifoide incluem artrite reativa, sindrome de Reiter e espondilite anquilosante
(MARTINEZ et al., 2023)

Os sorovares S. Typhi e S. Paratyphi acometem exclusivamente os seres
humanos e causam Febre Tifoide e Febre Paratifoide, respectivamente. A transmisséo
do patdégeno ocorre pela via fecal-oral e ingestdo de alimentos e agua contaminados
com dejetos humanos. A sintomatologia caracteristica da febre tifoide inclui febre alta
e continua (39 °C a 40 °C), cefaleia, letargia e dores abdominais. Cerca de 10% dos
pacientes podem desenvolver complicacbes graves, como encefalopatia tifoide,
perfuracgao intestinal, peritonite e choque. A febre paratifoide apresenta quadro clinico
semelhante, porém com sintomas mais brandos (GIBANI; BRITTO; POLLARD, 2018;
MARCHELLO; BIRKHOLD; CRUMP, 2020).

Salmonella sp. pode ser isolada em diferentes materiais e superficies do
ambiente industrial, resultando em potencial contaminagdo cruzada com diversos
alimentos (OBE et al., 2020; ASHRAFUDOULLA et al., 2021). A capacidade de
formacéo de biofilme e a resisténcia aos sanitizantes sao fatores que podem favorecer
a sua permanéncia nestes ambientes industriais (OBE; RICHARDS; SHARIAT, 2022;
CHAVES et al., 2024).

2.4.2 Listeria monocytogenes

Os microrganismos do género Listeria pertencem a familia Listeriaceae e se
caracterizam por serem bacilos Gram-positivos, anaerobios facultativos e nao
formadores de esporos. Apresentam flagelos peritriquios que, quando em temperatura
de 20 °C a 25 °C, conferem motilidade. No entanto, s&do imdveis ou com baixa
motilidade a 37 °C. Isso se deve a presenca do gene de flagelina, que é altamente
transcrito a 22 °C, mas ndo a 37 °C. Possuem movimento de tombamento e
multiplicagdo caracteristica em formato de guarda-chuva aberto. O tamanho das
células varia de 0,5 a 2 ym de comprimento por 0,4 a 0,5 um de didmetro, mas quando
encubados em até cinco dias, podem ser visualizados como bacilos longos de 6 a 20
pum (CHIARINI; PINTO, 2023).

O género Listeria compreende atualmente 30 espécies e 8 subespécies

descritas (https://I[psn.dsmz.de/search?word=listeria - acesso em 27/12/2023).

Embora casos raros de infecgbes causadas por L. ivanovii e L. seeligeri ja tenham
sido relatados (ROCOURT et al., 1989; GUILLET et al., 2010), a espécie
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epidemiologicamente mais relevante para os seres humanos € L. monocytogenes
(HOFER; REIS; HOFER, 2006). Além disso, L. ivanovii é reconhecida como um agente
patogénico em animais, capaz de desenvolver aborto em ruminantes (LOW,
DONACHIE, 1997), enquanto L. inoccua pode servir como indicadora ambiental
potencial para a presenga de L. monocytogenes (FRIEDLY et al., 2008).

A sorotipagem de L. monocytogenes é baseada nos antigenos somaticos (O)
e flagelares (H), resultando 13 sorotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c,
4d, 4e, 7). Embora todos tenham potencial patogénico, os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b
sdo os mais envolvidos em doengas e surtos (ORSI; DEN BAKKER; WIEDMANN,
2011; CARTWRIGHT et al., 2013).

A doencga causada por L. monocytogenes, denominada listeriose, manifesta-se
clinicamente de duas formas: infecgdo néao invasiva e infec¢ao invasiva sistémica. A
forma néao invasiva restringe-se ao intestino, na forma de gastroenterite, podendo ser
assintomatica ou apresentar sintomas semelhantes aos de uma gripe, incluindo
diarreia, vomito e febre moderada. Por outro lado, a forma invasiva ocorre
principalmente em individuos imunocomprometidos, devido a capacidade do
microrganismo de ultrapassar a barreira intestinal, hematoencefalica e fetoplacentaria
do hospedeiro (SILVA et al., 2016).

Em gestantes, a invasao do feto pode resultar em aborto, parto prematuro ou
septicemia neonatal. Em caso de infecgdo durante o parto, o recém-nascido pode
desenvolver sintomas de meningite. Em adultos ou idosos, o acometimento do
sistema nervoso central pode levar a meningite, encefalite ou abscessos cerebrais.
Estima-se que a taxa de mortalidade associada a listeriose seja de aproximadamente
30% (LECUIT, 2007).

O CDC (CDC, 2023b) relata que mais de 1600 pessoas adoecem por listeriose
a cada ano nos EUA, resultando em mais de 1500 hospitalizagdes e 260 ébitos. Com
relacdo a Unido Europeia, no ano de 2022, foram descritos 2738 casos da doenca,
com 1330 hospitalizagcbes e 286 mortes. A listeriose ocupa a quinta posicao entre as
zoonoses mais relatadas nesses paises, representando um aumento de 15,9% nas
notificagdes em comparagao com o ano de 2021 (EFSA; ECDC, 2023). Apesar de ser
objeto de estudos e de estar presente em isolados humanos (FREITAG et al., 2021)
e de alimentos (IGLESIAS et al., 2022), no cenario epidemiologico brasileiro, esse
microrganismo nao figura entre os principais agentes patogénicos, muito

provavelmente devido a subnotificacdo dos casos.



0 N o o0~ WODN -

11
12
13
14
15
16
17
18

33

L. monocytogenes é uma bactéria ubiquitaria, podendo ser encontrada em
diversos ambientes, como solo, vegetagdo, agua, esgoto e fezes. Além disso, é
encontrada em diversos tipos de alimentos, tanto vegetais como de origem animal,
como: carne e produtos carneos (ZHANG et al., 2022), leite (SU et al., 2023), queijos
(MATA et al., 2022) e pescados (YUCEL et al., 2010).

Esse microrganismo apresenta mecanismos de tolerancia as condi¢cbes de
estresse, que permitem a sua sobrevivéncia em ampla faixa de temperatura (0 a 45
°C), inclusive em alimentos congelados; elevadas concentragbes de sal (>10%);
alteracdes de pH (4,5 a 9,2); baixa atividade de agua (>0,92); além da atmosfera de
anaerobiose, que possibilita multiplicagdo em alimentos embalados a vacuo
(BUCHANAN et al., 2017).

Na industria de alimentos, L. monocytogenes demonstra capacidade de
formar biofilme em diferentes tipos de materiais (MANVILLE et al., 2023) e
desenvolver tolerancia aos sanitizantes comumente utilizados nos programas de
higienizacédo (AASE et al., 2000; MJRETRJ et al., 2017), facilitando assim sua

colonizagao, permanéncia e disseminagao.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade microbiana viavel em superficies de sala de cortes de um

abatedouro frigorifico de aves apds o processo de higienizagao pré-operacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a contaminacao superficial de esteiras transportadoras de alimentos
em sala de cortes de um frigorifico de aves através da contagem de microrganismos
mesofilos, psicrotréficos e Pseudomonas spp., € pela deteccado de Listeria

monocytogenes e Salmonella spp.

- Utilizar as técnicas de MALDI-TOF MS e sequenciamento 16S rRNA para a

avaliacao da diversidade microbiana viavel.

- Avaliar a capacidade de adesao dos microrganismos mesofilos identificados

em superficie de polipropileno.
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4 CAPITULO 1: IDENTIFICAGAO DA DIVERSIDADE MICROBIANA EM
SUPERFICIES DE SALA DE CORTES APOS HIGIENIZAGAO PRE-
OPERACIONAL EM FRIGORIFICO DE AVES

As superficies das industrias de alimentos podem ser consideradas importantes fontes
de contaminacdo microbiana se nao forem higienizadas adequadamente. Diante
disso, esse estudo teve como objetivo avaliar a contaminagao superficial apds o
processo de higienizacdo pré-operacional nas superficies da sala de cortes de um
frigorifico de aves. Foram realizada as contagens de microrganismos mesofilos,
psicrotréficos, Pseudomonas spp. e a deteccdo de Listeria monocytogenes e
Salmonella spp.. Adicionalmente, a diversidade microbiana viavel dessas superficies
foi investigada por meio das técnicas de MALDI-TOF MS e sequenciamento do gene
16S rRNA, e os isolados foram caracterizados quanto ao seu potencial de adesdo em
poliestireno. Apesar da avaliagdo da contaminagao superficial apds o procedimento
de higienizagao ter revelado médias gerais inferiores ao limite de 1,0 Log UFC/cm?,
estabelecido por estudos anteriores, foram identificadas contagens acima desse
parametro, representando 18% das amostras de mesdfilos, 30% de psicrotroficos e
10% de Pseudomonas spp. No entanto, nao foi evidenciada a presencga de Salmonella
spp. € L. monocytogenes. As contagens para cada grupo de microrganismo nao
demonstraram diferenca estatistica (p > 0,05) entre os diferentes materiais e tipos de
esteiras. A avaliacdo da diversidade microbiana pela técnica de MALDI-TOF MS
revelou a predomindncia dos géneros Candida (14,21%), Serratia (13,7%),
Staphylococcus (12,69%), Kocuria (12,69%), Aeromonas (6,09%) e Lelliottia (6,09%)
dentre os 197 microrganismos identificados. Além disso, € importante destacar o
isolamento de uma bactéria patogénica, Yersinia enterocolitica. Em relagdo ao
sequenciamento do gene 16S rRNA, as maiores frequéncias relativas foram de
Staphylococcus (13,42%), Acinetobacter (9,05%), Pseudomonas (8,65%), Serratia
(5,28%) e Aeromonas (4,36%). Ao investigar a diversidade alfa e beta nas amostras
analisadas submetidas ao sequenciamento, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) para os diferentes materiais e tipos de
superficie. O emprego das duas técnicas demonstrou ser uma abordagem abrangente
para avaliagdo da diversidade microbiana viavel, totalizando 43 géneros diferentes.
Destes, cada técnica proporcionou a identificagao de 15 géneros exclusivos, enquanto
13 géneros foram comuns a ambas. Por fim, constatou-se que 45,7% dos isolados
apresentava diferentes niveis de capacidade de adesao. Os resultados desse estudo
reforgam a importancia do controle rigoroso, monitoramento constante e estratégias
especificas para garantir a segurangca e qualidade nas instalagcdes industriais de
alimentos.

Palavras-chave: MALDI-TOF; sequenciamento 16S rRNA; microrganismos
patogénicos; microrganismos deteriorantes; adesao.
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4.1 INTRODUCAO

A continua expansao e modernizagao da producéao brasileira de carne de aves
nao apenas destacam a sua relevancia econémica, mas também evidenciam sua
capacidade de abastecer as demandas de um mercado cada vez mais exigente em
relacdo a qualidade e seguranca dos alimentos (HOTZEL; VANDRESEN, 2022;
ABPA, 2023). Como lider mundial nas exportacdes e um dos principais produtores de
carne de aves, o Brasil demonstra maturidade e assume a responsabilidade de
atender as exigéncias tanto do mercado interno quanto externo (KRABBE et al., 2013).

A qualidade e a seguranca dos alimentos estao intrinsecamente relacionadas,
dentre outros fatores, a presenca e controle de bactérias patogénicas e indicadores
de higiene (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2015; MAES et al., 2019). Os microrganismos
indicadores, como os aerébios mesofilos e psicrotréficos, fornecem as industrias
informacdes acerca das condigdes higiénico-sanitarias. (CRANDALL et al., 2023). Por
outro lado, os microrganismos patogénicos desempenham um papel critico em termos
de saude publica, sendo responsaveis por causar doengas de origem alimentar em
seres humanos, comumente referidas como Doencas Veiculas por Alimentos (DVA)
(WARMATE; ONARINDE, 2023). Salmonella sp. e Listeria monocytogenes destacam-
se como alguns dos principais agentes causadores de doengas e surtos em diversos
paises ao redor do mundo (BRASIL, 2023; CDC, 2023b; EFSA; ECDC, 2023).

As empresas incorporam a sua gestdo, como parte dos programas de
autocontrole, a pratica da higienizagéo industrial e operacional, também denominada
de Procedimento Padréao de Higiene Operacional (PPHO). Essa abordagem tem como
objetivo diminuir sujidades e a contaminagcdo microbiana a niveis aceitaveis durante
as etapas de processamento tecnoldgico dos produtos obtidos na industria. A
higienizacdo pré-operacional, realizada antes do inicio do processamento,
fundamenta-se na aplicacdo de protocolos que envolvem limpeza e sanitizacao,
empregando agentes quimicos apropriados (BRASIL, 1998, 2017a, 2017b;
KOTSANOPOULOS; ARVANITOYANNIS, 2017). No entanto, esses ambientes
podem servir como fonte de contaminacdo cruzada se nado forem higienizados
adequadamente, uma vez que, durante o processamento industrial, os alimentos
entram em contato com diversas superficies, equipamentos e utensilios (GIAOURIS
et al., 2014; FERREIRA et al., 2014; TAGAR; QAMBRANI, 2023).
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Os métodos rotineiramente utilizados pela equipe do controle de qualidade da
industria para a avaliagcdo da higienizacdo normalmente n&o possibilitam uma
caracterizagdo aprofundada da ecologia microbiana presente nas superficies
industriais. Além de outros fatores, técnicas avangadas, como Espectrometria de
Massa de Tempo de Voo por lonizagdo de Dessorgcao a Laser Assistida por Matriz
(MALDI-TOF MS) e o sequenciamento do gene 16S rRNA, oferecem a capacidade de
explorar as comunidades microbianas encontradas nessas instalacées (WAGNER et
al., 2020; TADIELO et al., 2023a)

Com base nesse contexto, este estudo teve como objetivos avaliar a
contaminacgao superficial de esteiras transportadoras de alimentos em sala de cortes
de um frigorifico de aves, por meio das contagens de microrganismos indicadores e
da pesquisa de microrganismos patogénicos, identificacdo da diversidade microbiana
viavel dessas instalagdes utilizando as técnicas de MALDI-TOF MS e sequenciamento

do gene 16S rRNA e o perfil de adesédo dos microrganismos identificados.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Local de coleta e amostragem

A pesquisa foi conduzida na sala de cortes de um abatedouro frigorifico de aves
localizado na regido Centro-Oeste do Brasil. A empresa possui registro oficial do
Servigo de Inspecao Federal (SIF) e apresenta uma capacidade de abate de 204 mil
aves diariamente, aproximadamente. As coletas foram realizadas em 10 semanas
consecutivas no periodo de junho a agosto de 2023.

Ao todo, foram obtidas 50 amostras provenientes de cinco superficies distintas
da sala de cortes, sendo: esteira de polipropileno modular 1 (n=10/ esteira de saida
do chiller), esteira de polipropileno modular 2 (n=10/ esteira do peito), mesa de aco
inoxidavel lisa (n=10/ mesa da linha coxa e sobrecoxa boneless leg (BL)), esteira de
poliuretano lisa (n=10/ esteira do corte shawarma) e esteira de polipropileno modular
3 (n=10/ esteira do dorso para carne mecanicamente separada (CMS)). A coleta das
amostras foi realizada mediante friccdo de swabs estéreis sobre uma superficie
delimitada com moldes estéreis de 10 x 10 cm. A técnica consistiu na aplicagéo de
movimentos giratorios, inicialmente de cima para baixo e, posteriormente, da
esquerda para a direita. Apos essa etapa, os swabs foram acondicionados em 10 mL

de solucdo salina 0,85% suplementada com 0,1% de peptona e 0,5% de polissorbato
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80 (Tween 80%®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como agente neutralizante. Cada
amostra foi composta por 12 areas de 100 cm? (1200 cm?), as quais foram d00ivididas
em trés tubos Falcon (subamostras), cada um contendo quatro swabs, ou seja, 400
cm?. Destes, um foi destinado as analises de microrganismos indicadores (aerébios
mesofilos, psicrotroficos e Pseudomonas spp.) e a diversidade microbiana por meio
de MALDI-TOF MS e sequenciamento 16S rRNA; outro para L. monocytogenes; e o
ultimo para Salmonella spp..

A temperatura da sala de cortes era padronizada pela industria em 12 °C. O
processo de higienizacdo das superficies na sala de cortes consistiu em uma pré-
lavagem, seguida por lavagem com detergente semi pastoso neutro e detergente
liquido alcalino clorado, enxague e, por ultimo, sanitizagdo com acido peracético 0,1%.

As amostras coletadas foram devidamente acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e foram processadas imediatamente apds a chegada ao
Laboratério de Inspecéo e Controle de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA) da

Universidade Federal do Parana, Setor Palotina.
4.2.2 Contagem de microrganismos indicadores

Em cada coleta, o tubo Falcon destinado a contagem de microrganismos
indicadores (quatro swabs= 400 cm?) foi submetido a agitagdo em vortex por
aproximadamente 2 min, visando a extragdo das células bacterianas que ficaram
aderidas aos swabs. Em seguida, foram realizadas quatro diluicbes seriadas em
solucgao salina 0,85%.

A quantificagdo de aerdbios mesofilos foi realizada conforme a metodologia
estabelecida pela norma ISO 4833-1 (ISO, 2013). Para a analise, 1 mL de cada
diluicdo foi inoculada por profundidade em placas de Petri contendo Agar Padr&o para
Contagem (PCA, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil). Apos solidificacéo, as
placas foram incubadas a 36 £ 1 °C por48 + 2 h.

Para analise de bactérias psicrotréficas, foi empregada a metodologia 1ISO
17410 (ISO, 2001). Neste método, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL das diluicdes
e inoculadas por superficie em placas de Petri contendo Agar PCA (Kasvi, Sd0 José
dos Pinhais, Parana, Brasil). Os indculos foram homogeneizados com auxilio de alga
de Drigalski, e as placas incubadas a 7 °C por 10 dias.

Para a quantificagdo de Pseudomonas spp. a metodologia ISO 13720 (ISO,

2010) foi utilizada para a analise. Foram retiradas aliquotas de 0,1 mL das diluigdes e
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inoculadas por superficie em placas de Petri contendo Agar Cetrimide (Kasvi, Sao
José dos Pinhais, Parana, Brasil). Os inéculos foram homogeneizados com auxilio de
alca de Drigalski, e as placas foram incubadas a 25 °C por 48 £ 2 h. Por fim, as
colénias caracteristicas foram submetidas ao teste de oxidase, repicadas em Agar
Triplice Agucar Ferro (TSI, Biokar, Allonne, Franga) e confirmadas por PCR.

Ao término dos periodos de incubagao, todas as placas foram submetidas a
contagem. Os resultados para cada microrganismo foram expressos em Log
UFC/cm?.

4.2.3 Confirmacao de Pseudomonas spp. por PCR

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Bierhals et al. (2020), com modificagdes. Inicialmente, os isolados
suspeitos foram reativados em Caldo Infusdo Cérebro e Coragao (BHI, Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Inglaterra) e incubados a 36 °C durante 24 h. Em seguida, 400 pL de
cada cultura em BHI foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a
4500 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante descartado. O pellet formado foi lavado
em 500 uL de Tris- EDTA 1x (TE 1X) e centrifugado por 4500 rpm durante 10 min,
com subsequente descarte do sobrenadante. Este procedimento foi repetido por mais
uma vez. O pellet foi ressuspendido em 200 uL de TE 1X e incubado em banho seco
a 100 °C durante 10 min. Finalmente, o material foi centrifugado a 4500 rpm por 5 min
€ 0 sobrenadante foi transferido para novos microtubos de 1,5 mL. O DNA extraido foi
armazenado a -20 °C.

A PCR foi preparada em reagdes contendo volume final de 25 uL (12,5 pL de
Tag DNA Polimerase (Celco®), 5,5 yL de agua ultrapura livre de nucleases
(Promega®), 5 uyL de DNA, 1 uyL de primer 16S rRNA forward
(GGCTCAACCTGGGAACTGCA) e 1 uL  primer 16S rRNA reverse
(CAGTATCAGTCCAGGTGGTCGC), ambos na concentragdgo de 10 pmol). O
tamanho no amplicon foi de 137 pares de base. Como controle positivo foi utilizado
P. aeruginosa ATCC 27853 e, para controle negativo, foi utilizado agua ultrapura livre

de nucleases (Promega®).



19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

40

4.2 .4 Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada de acordo com a metodologia ISO
6579 (ISO, 2017a), com modificacbes. Em cada coleta, o tubo Falcon atribuido a essa
andlise (quatro swabs= 400 cm?) foi submetido a agitagdo em vortex por
aproximadamente 2 minutos, visando a extragao das células bacterianas que ficaram
aderidas aos swabs. Primeiramente, as amostras foram pré-enriquecidas com 40 mL
de Agua Peptonada Tamponada (APT, Biokar, Allonne, Franca) e incubadas a 37 + 1
°C durante 18 £2 h. Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para o Caldo
Rappaport — Vassilidis Soja (RVS, Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e 1 mL para
Caldo Muller-Kauffmann Tetrationato Novobiocina (MKTTn, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), sendo incubados a 41,5 + 1 °C durante 24 + 3h e 37 £ 1 °C durante 24 +
3 h, respectivamente. Apds isso, uma aliquota de cada caldo foi inoculada nos agares
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Biokar, Allonne, Franga) e Bismuto Sulfito (BS,
Neogen®, Lansing, Michigan, EUA), que foram incubados a 37 + 1 °C por 24 + 3 h. As
colonias caracteristicas foram submetidas aos testes bioquimicos (fermentacdo de
agucares, lisina, producéo de H2S, citrato, malonato, ureia, vermelho de metila, Voges-
Proskauer, motilidade e producao de indol). Por fim, os resultados foram expressos

em auséncia ou presencga de Salmonella spp. em 400 cm?.
4.2.5 Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes seguiu metodologia ISO 11.290-1 (ISO,
2017b), com modificagdes. Em cada coleta, o tubo Falcon designado para a analise
(quatro swabs= 400 cm?) foi submetido a agitagdo em vortex por aproximadamente 2
min, visando a extracao das células bacterianas que ficaram aderidas aos swabs. As
amostras foram hidratadas com 40 mL de Caldo de Enriquecimento de Listeria (LEB,
Difco™) e incubadas a 30 = 1 °C por 24 h. A seguir, uma aliquota de 0,1 mL foi
transferida para o caldo Fraser (Difco™) e incubado a 37 + 1 °C durante 24 a 48 h.
Dos tubos com multiplicagdo caracteristica, ou seja, caldo escurecido em raz&o da
hidrélise da esculina, foi transferida uma aliquota para Agar Listeria Oxford (OXA,
Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e incubados a 37 °C = 1 °C durante 48 h. As
colénias caracteristicas foram purificadas em Agar Triptona de Soja suplementado
com 0,6% de Extrato de Levedura (TSA-YE, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana,

Brasil) e, posteriormente, submetidas a identificacdo e confirmagdo bioquimica
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(catalase, motilidade, B-hemdlise, fermentagcdo de manitol, xilose, dextrose e
ramnose). Finalmente, os resultados foram expressos em presenga ou auséncia de L.

monocytogenes em 400 cm?.
4.2.6 Caracterizacao da diversidade microbiana por MALDI-TOF MS

4.2.6.1 Selecao das colbnias

Apds a contagem das placas com microrganismos aerobios mesofilos, foram
selecionadas aleatoriamente 10% das colénias para identificacdo usando a técnica
MALDI-TOF MS. As colbnias que estavam localizadas na superficie do agar foram
transferidas para tubos contendo caldo BHI (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra). Da
mesma maneira, as colénias situadas no interior do agar também foram transferidas
para tubos de caldo BHI, sendo necessario realizar o recorte do agar. Os tubos foram
incubados a 37 °C + 1 °C durante 24 h. Apds isso, os isolados eram transferidos para
microtubos tipo eppendorf com Agar TSA (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana,
Brasil) e Caldo Triptona de Soja (TSB, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil)

suplementado com glicerol, para armazenamento e uso futuro.

4.2.6.2 Realizacao da técnica

A analise de MALDI-TOF MS foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em
Qualidade do Leite (Qualileite), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Campus Pirassununga.

Os microrganismos foram cultivados em caldo BHI e incubados a 37 °C + 1
°C durante 24 h. Apdés o periodo de incubacdo, os isolados bacterianos foram
inoculados em placas de Petri contendo Agar TSA e incubados novamente a 37 °C +
1 °C durante 24 h, para obtencao de colbnias isoladas. A extracdo de proteinas
ribossémicas seguiu o protocolo descrito por Barcelos et al., (2019), onde cada colbnia
foi transferida em triplicata para uma placa alvo de ago polido MSP 96 (Bruker
Daltonik) utilizando uma haste de madeira. Em seguida, aplicou-se 1,0 uL de acido
férmico a 70%, seguido de secagem a temperatura ambiente. Posteriormente,
adicionou-se 1,0 puL de solugdo matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico diluido em
50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético), seguido por nova secagem em

temperatura ambiente. Para leitura das placas foram utilizadas as instrugcdes de
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identificacdo de extragdo de proteinas (Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), e os
espectros analisados no Biotyper 3.0.

A calibracao do MALDI-TOF MS foi realizada utilizando uma solucéo padrao
de proteina, Bacterial Test Standard (BTS, Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha), e a
analise de espectrometria de massa foi executada com o instrumento Microflex
Bruker. A aquisicao de dados foi realizada por meio do software FlexControl 3.3
(Bruker Daltonik, Bremen, Alemanha). Foram realizados 240 disparos de laser para
cada espectro, sendo coletados na faixa de massa entre 2.000 a 20.000 Da, e entéo
comparados com dados da biblioteca de referéncia MALDI Biotyper (MBT) (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemanha). Os extratos proteicos originaram conjuntos de picos
proteicos, os quais foram confrontados com a biblioteca de referéncia do software
MBT 4.1.7. Por fim, os resultados entre = 1,7 e < 2,0 foram julgados confiaveis apenas
para género, enquanto = 2,0 foram consideradas confiaveis para identificacdo de

género e espécie.

4.2.7 Caracterizagao da diversidade microbiana pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA

4.2.7.1 Obtencao das amostras

A obtencdo das amostras de microrganismos mesofilos viaveis para o
sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizada por meio da inoculagéo de 0,1 ml
por semeadura pour plate da mesma subamostra destinada a analise de
microrganismos indicadores, conforme descrito no item 4.4.2. Essa inoculagéo foi
realizada sobre uma placa de Petri contendo agar PCA (Kasvi, Sdo José dos Pinhais,
Parana, Brasil). Apds incubagao a 36 £ 1 °C por 24 + 2 h, o crescimento em placa foi
colhido através da adicdo de 3 mL de solugéo salina sobre as culturas, que por sua
vez foram removidas do agar através de raspagem leve com auxilio de pipeta com
ponteira estéril e homogeneizagéo. Posteriormente, o caldo com os microrganismos
foi transferido para tubos do tipo Eppendorf de 5 mL, sendo posteriormente congelado
a-20°C.

4.2.7.2 Realizacgao da técnica

A andlise de sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizada no Instituto de
Biotecnologia (IBTEC), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
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Botucatu. A extragdo do material genético foi conduzida por meio do kit comercial
MagMAX CORE Nucleic Acid Purification Kit (Applied Biosystems ™). Posteriormente,
as amostras extraidas passaram por analise de pureza utilizando o equipamento
NanoDrop® ND — 1000 UV-Vis (Thermo Fisher). A quantificagdo dos materiais
extraidos foi realizada por meio do fluorémetro Invitrogen Qubit 2.0 (Thermo Fisher)
empregando o kit Qubit® 1X dsDNA HS (High Sensitivity) (Thermo Fisher). Esses
procedimentos garantiram a obtengcdo de amostras de alta qualidade e aferiram a
concentragéo precisa do material genético para analises subsequentes.

Para a identificacao através do sequenciamento, foram utilizadas as regides V3
e V4 do gene 16S rRNA. O sequenciamento foi conduzido no equipamento MiSeq
(Mumina Inc., EUA), empregando o kit V3 de 600 ciclos. O preparo das bibliotecas
consistiu na amplificagdo dos primers para a regiao V3-V4 do gene 16S rRNA (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3';
5TCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC
C-3’; segundo Klindworth et al., 2013). As etapas de preparo seguiram as instrugoes
do protocolo de 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation proposto pela
[llumina (lllumina Inc., EUA).

Depois de realizar o sequenciamento, as analises de bioinformatica foram
conduzidas utilizando o software QIIMEZ2 para processar as sequéncias (BOLYEN et
al., 2019). O programa DEBLUR (AMIR et al., 2017) foi empregado para remover
reads de qualidade inferior e categorizar as leituras em features. Para alinhamento e
analise filogenética entre as features foram utilizados os softwares MAFFT (Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform; ROZEWICKI et al., 2019) e FastTree (PRICE;
DEHAL; ARKIN, 2010). As features foram classificadas taxonomicamente utilizando o
banco de dados SILVA (QUAST et al., 2013)

4.2.8 Determinacéo da capacidade de adesao dos microrganismos

A avaliacdo da capacidade de adesdo foi realizada para todos os
microrganismos identificados na analise de MALDI-TOF MS. Os ensaios foram
realizados em microplacas de poliestireno de 96 pocos (Neste, Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, Parana, Brazil), de acordo com a metodologia descrita por Stepanovic et al.
(2000).

Cada isolado foi inoculado em 3 mL de caldo TSB e incubado a 37 £ 1°C

durante 24h. Posteriormente, os caldos foram ajustados para uma densidade 6ptica
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de 0,5 na escala de McFarland, e aliquotas de 200 uL foram transferidas em triplicata
para uma microplaca de 96 pocos, sendo incubadas a 37 + 1°C durante 24 h. Como
controle negativo, trés pogos foram preenchidos somente com caldo TSB nao
inoculado. Apéds a incubacgao, os pogos foram submetidos a trés lavagens com 250 uL
por pogo de solugéo salina tamponada com fosfato estéril (PBS, pH 7,2). As células
aderidas foram fixadas com 200 yL de metanol a 99% por 15 minutos e secas a
temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram corados com 200 uL de violeta
de cristal 1% por 15 min. O corante foi removido em trés etapas de lavagem com agua
destilada, e as placas foram mantidas a temperatura ambiente até secarem. Por fim,
para leitura, foram adicionados 160 pL de acido acético glacial 33% (v/v), e a
absorbancia foi avaliada em leitora de microplacas a 450 nm.

Os resultados de adesdo foram obtidos e classificados de acordo com
Stepanovi¢ et al. (2000), sendo a avaliagdao média dos resultados de absorbancia de
cada amostra (DOa) comparada com a média da absorbancia dos controles negativos
acrescido de trés vezes o desvio padrdo (DOcn). O grau de adeséo foi determinado
de acordo com a seguinte classificacdo: ndo aderente (DOa < DOcn), fracamente
aderente (DOcn < DOa =< 2.DOcn), moderadamente aderente (2. DOcn < DOa <
4.DOcn) e fortemente aderente (4.DOcn < DOa). Os testes foram realizados em duas

repeticoes e os resultados expressos em média.
4.2.9 Analise estatistica

As contagens obtidas para aerdbios mesofilos, psicrotroficos e Pseudomonas
spp. foram expressos em Log UFC/cm?. A partir disso, utilizou-se PROC FREQ (SAS
Institute, Cary, NC, EUA) para fazer a conferéncia dos dados e PROC MEANS (SAS
Institute, Cary, NC, EUA) para obter estatisticas descritivas, como média, desvio
padrao, mediana e percentis. A distribuicdo dos dados foi analisada através de PROC
UNIVARIATE (SAS Institute, Cary, NC, EUA). Observado que os dados ndo seguiam
distribuicdo normal, optou-se pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (SAS Institute,
Cary, NC, EUA) para avaliar a eficacia da higienizagao para cada microrganismo nos
diferentes materiais e tipos de esteiras analisadas. P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

As métricas de diversidade alfa e beta foram obtidas por diferentes métodos e
inferéncias estatisticas, sendo alfa diversidade (Shannon’s diversity index, Observed

Features, Faith’s Phylogenetic Diversity e Evenness) e para beta diversidade (Jaccard
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distance, Bray-Curtis distance, unweighted UniFrac distance, e weighted UniFrac
distance) as quais foram comparadas entre os grupos amostrais utilizando testes néao
paramétricos. Diferengas nas abundancias relativas de taxons foram avaliadas com o
ANCOM (MANDAL et al., 2015).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Contagem de microrganismos indicadores de higiene

As contagens bacterianas foram superiores a 1,0 Log UFC/cm? em nove das
50 amostras de superficies coletadas para meséfilos (média de 0.06 £ 1.25 Log
UFC/cm?), em 15/50 para psicrotréficos (média de 0.58 + 0.91 Log UFC/cm?) e em
5/50 para Pseudomonas spp. (média de 0.31 + 0.73 Log UFC/cm?) (FIGURA 2).

FIGURA 2- DISTRIBUIGAO DAS CONTAGENS DE MESOFILOS, PSICROTROFICOS E
Pseudomonas sp. NA SALA DE CORTES DO ABATEDOURO DE AVES APOS HIGIENIZAGAO PRE-
OPERACIONAL (Log UFC/cm2).

6
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B Mesofilos [ Psicrotroficos [ Pseudomonas sp.

Avaliando as contagens de cada grupo de microrganismo apos a higienizagao
pré-operacional, observou-se que nao houve diferencga estatistica (p > 0,05) entre os
diferentes materiais e tipos de esteiras. A média das contagens e desvio padréao para

ambas as categorias sdo descritas na Tabela 1.
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TABELA 1- MEDIA E DESVIO PADBAO DAS CONTAGENS (Log UFC/cm?) PARA CADA GRUPO
DE MICRORGANISMO EM RELACAO AOS DIFERENTES MATERIAIS E TIPOS DE ESTEIRA

Mesofilos Psicrotréficos Pseudomonas spp.
Material

Ago inoxidavel -0.22 £+ 0.61a 0.34 £ 0.75a 0.24 £ 0.76a
Poliuretano 0.62 £ 2.10a 0.90 £ 1.34a 0.63 £ 1.63a
Polipropileno -0.03£1.01a 0.50 £ 0.75a 0.22 + 0.51a

Tipo de esteira
Lisa 0.20 £ 1.57a 0.62 + 1.10a 0.44 + 0.98a
Modular -0.03 £ 1.01a 0.50 + 0.75a 0.22+0.51a

4.3.2 Deteccgao de Salmonella spp. e L. monocytogenes

Ao longo das coletas nao foi detectada a presenca de Salmonella spp. e L.
monocytogenes em nenhuma das superficies avaliadas da sala de cortes do
abatedouro frigorifico de aves. No entanto, cabe destacar que em uma coleta, sexta

coleta, em esteira de poliuretano lisa foi confirmado a presenga de L. inoccua.

4.3.3 Diversidade microbiana pela técnica de MALDI-TOF MS

De 50 amostras coletadas em cada um dos cinco pontos de coleta, um total de
439 isolados foram obtidos a partir das superficies apds a higienizagdo da sala de
cortes de um abatedouro frigorifico de aves, como segue: esteira de polipropileno
modular 1 (64), esteira de polipropileno modular 2 (80), mesa de acgo inoxidavel lisa
(77), esteira de poliuretano lisa (106) e esteira de polipropileno modular 3 (112) (Tabela
2).
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TABELA 2- PONTOS DE COLETA, NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS, NUMERO DE
ISOLADOS OBTIDOS E NUMERO DE ISOLADOS SUBMETIDOS A ANALISE DE MALDI-TOF MS

N° amostras

Pontos de coleta com N° isolados Submetidos a
- obtidos MALDI-TOF MS
crescimento

Esteira de polipropileno modular 1 4/10 64 32
Esteira de polipropileno modular 2 8/10 80 40
Mesa de aco inoxidavel lisa 710 77 34
Esteira de poliuretano lisa 7/10 106 57
Esteira de polipropileno modular 3 6/10 112 56
Total 32/50 439 219

0o N o o0~ WODN -

De um total de 219 isolados analisados por meio da técnica de MALDI-TOF
MS, 197 (89,95%) foram identificados, enquanto 22 (10,05%) néo obtiveram resultado.
No contexto da sala de cortes como um todo, a analise resultou em 28 géneros
(FIGURA 3), com predominancia de Candida (14,2%),
Staphylococcus (12,7%), Kocuria (12,7%), Aeromonas (6,1%) e Lelliottia (6,1%).

Destas, foram detectadas 45 espécies (FIGURA 4), com predominio de Candida

Serratia (13,7%),

parapsilosis (14,4%), Serratia liquefaciens (12,8%), Kocuria rhizophila (12,8%),

9 Lelliottia amnigena (6,15%), Staphylococcus epidermidis (5,64%) e Aeromonas

10  veronni (5,13%).
11

12 FIGURA 3- GENEROS E PORCENTAGENS CORRESPONDENTES DE ISOLADOS IDENTIFICADOS
13  PELA TECNICA DE MALDI-TOF MS

Candida IS 14.2 %
R, 13.7 %
R, 12.7 %
R, 127 %

Serratia
Kocuria
Staphylococcus
Outros (£1%)
Aeromonas
Lelliottia
Citrobacter
Micrococcus

Microvirgula TS 3%
Rothia I 3%

Enterobacter
Carnobacterium
Hafnia
Microbacterium
Pantoea
Pseudomonas

14

I ——EEEEEEEEE. 8.6 %

e — 6.1 %
e — 6.1 %

I—— 5.6 %

I— 3.6 %

I 2.5 %
I 2 %
I 1.5%
I 1.5%
I 1.5 %
I 1.5%

15 NOTA: géneros com porcentagem igual ou inferior a 1% foram agrupados como “outros”.
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FIGURA 4- ESPECIES E PORCENTAGENS CORRESPONDENTES DE ISOLADOS IDENTIFICADOS
PELA TECNICA DE MALDI-TOF MS

Outros (£1%) I 16.9 %

Candida parapsilosis I 14.4 %
Kocuria rhizophila I T 12.8 %
Serratia liquefaciens IIIT——] 12.8 %
Lelliottia amnigena I 6.2 %
Staphylococcus epidermidis I 5.6 %
Aeromonas veronii I 5.1 %
Citrobacter gillenii T 3.1 %
Micrococcus luteus T 3.1 %
Microvirgula aerodenitrificans I 3.1 %
Rothia endophytica I 3.1 %
Enterobacter kobei I 2.6 %
Staphylococcus warneri I 2.6 %
Carnobacterium divergens I 2.1 %
Staphylococcus pasteuri TR 2.1 %
Citrobacter braakii I 1.5 %
Hafnia alvei EEEER 1.5%
Pantoea agglomerans EEEEE 1.5 %

NOTA: espécies com porcentagem igual ou inferior a 1% foram agrupados como “outros”.

Os resultados de distribuicao relativa para cada superficie sdo demonstrados
nas Figuras 5 e 6, as quais ilustram os géneros e espécies identificados,
respectivamente. Dos 32 isolados submetidos a identificagdo por MALDI-TOF MS da
esteira de polipropileno modular 1, foram identificados 11 géneros distintos. Os
géneros mais frequentes nesse ponto foram: Staphylococcus (23,3%), Rothia (20%),
Carnobacterium (13,3%) e Lelliottia (13,3%). Em relacdo as espécies, foram
encontradas 13 diferentes, com destaque para Rothia endophytica (20%),
Carnobacterium divergens (13,3%) e Lelliottia amnigena (13,3%).

Na esteira de polipropileno modular 2 foram identificados 7 géneros distintos
dentre os 40 isolados analisados. Desses, Candida (36,4%), Staphylococcus (27,27%)
e Serratia (21,2%) foram os predominantes. Além disso, 11 espécies foram obtidas,
sendo Candida parapsilosis (36,4), Serratia liquefaciens (27,3%) e Staphylococcus
epidermidis as dominantes (12,1%).

Na mesa de aco inoxidavel lisa foram identificados 15 géneros diferentes entre
os 34 isolados submetidos a analise, com destaque para Candida (31%), Citrobacter
(17,2%), Micrococcus (6,9%) e Enterobacter (6,9%). Nessa superficie foram

encontradas 16 espécies, das quais Candida parapsilosis (31%), Citrobacter braakii
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(10,3%), Citrobacter gillenii (6,9%), Enterobacter kobei (6,9%) e Micrococcus luteus
(6,9%) estavam em maior numero.

Na esteira de poliuretano lisa foram identificados 16 géneros dentre os 57
isolados analisados, destacando-se Kocuria (24%), Aeromonas (14,8%), Serratia
(9,3%), Microvirgula (9,3%) e Staphylococcus (9,3%). Adicionalmente, identificaram-
se 19 espécies, com destaque para Kocuria rhizophila (24%), Aeromonas veronni
(14,8%), Serratia liquefaciens (9,3%) e Microvirgula aerodenitrificans (9,4%).

Na esteira de polipropileno modular 3, foram identificados 12 géneros dentre os
56 isolados analisados, com maior ocorréncia de Serratia (26,9%), Kocuria (21,2%) e
Candida (11,5%). Em relacao as 16 espécies encontradas nesse ponto, as mais
comuns foram Serratia liquefaciens (26,9%), Kocuria rhizophila (21,2%) e Candida
parapsilosis (11,5%).

FIGURA 5- FREQUENCIA RELATIVA DOS GENEROS DE MICRORGANISMOS IDENTIFICADOS

PELA TECNICA DE MALDI-TOF MS NA SALA DE CORTES DO ABATEDOURO DE AVES APOS
HIGIENIZAGCAO PRE-OPERACIONAL
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FIGURA 6- FREQUENCIA RELATIVA DAS ESPECIES DE MICRORGANISMOS IDENTIFICADOS
PELA TECNICA DE MALDI-TOF MS NA SALA DE CORTES DO ABATEDOURO DE AVES APOS
HIGIENIZACAO PRE-OPERACIONAL
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NOTA: espécies que tiveram apenas um isolado por superficie foram agrupados como “outros”.

4.3.4 Caracterizagao da diversidade microbiana pelo sequenciamento do gene 16S

delas foram descartadas por

rRNA

De 50 amostras coletadas, 30 apresentaram crescimento em placa, porém sete

nao apresentarem DNA suficiente para o

sequenciamento, restando as demais 23 para a avaliagao da diversidade microbiana
(Tabela 3).
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TABELA 3- PONTOS DE COLETA, NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS E NUMERO
AMOSTRAS SEQUENCIADAS

N° amostras
N° amostras

Pontos de coleta com .
. sequenciadas
crescimentos

Esteira de polipropileno modular 1 4 3
Esteira de polipropileno modular 2 7 6
Mesa de ago inoxidavel lisa 6 3
Esteira de poliuretano lisa 7 7
Esteira de polipropileno modular 3 6 4
Total 30 23

Ao se investigar a diversidade alfa e beta nas amostras analisadas, pelas
métricas Shannon’s diversity index, Observed Features, Faith’s Phylogenetic Diversity
e Evenness, Jaccard distance, Bray-Curtis distance, unweighted UniFrac distance, e
weighted UniFrac distance, ndo foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) para os diferentes materiais e tipos de esteira. Apesar disso,
a avaliacao descritiva dos dados permitiu observar que pelo sequenciamento resultou
um total de 26 familias diferentes (FIGURA 7) para todos os pontos da sala de cortes,
com maior frequéncia relativa para Microbacteriaceae (14%), Staphylococcaceae
(13,5%), Moraxellaceae (12,3%), Pseudomonadaceae (8,7%) e Enterobacteriaceae
(7,4%). Além disso, 28 géneros foram identificados (FIGURA 8), com destaque para
Staphylococcus (13,4%), Acinetobacter (9,1%), Pseudomonas (8,7%), Serratia (5,3%)
e Aeromonas (4,4%).

Quando avaliada separadamente, na esteira de polipropileno modular 1 foram
identificadas sete familias, dentre as quais Staphylococcaceae (33,9%),
Moraxellaceae (20,6%) e Weeksellaceae (13,3%) foram as de maior frequéncia
relativa. Em relagdo aos géneros, Staphylococcus (33,9%), Acinetobacter (20,6%) e
Chryseobacterium (13,3%) foram os principais.

Na esteira de polipropileno modular 2 foi revelada a ocorréncia de 10 familias,
com destaque para Microbacteriaceae (22,7%), Staphylococcaceae (16,7%) e
Moraxellaceae (14,4%). Entre os géneros, Staphylococcus (16,7%), Acinetobacter

(13,7%) e Sphingomonas (10,5%) foram os mais frequentes.
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Na mesa de aco inoxidavel lisa foram identificadas 18 familias no total, sendo
Streptomycetaceae (33,3%), Oxalobacteriaceae (27,1%) e Enterobacteriaceae (8,4%)
as mais abundantes. Streptomyces (33,3%), Massilia (7,3%) e Aeromonas (6,8%)
foram os géneros mais frequentes entre os 18 identificados nesse ponto.

Na esteira de poliuretano lisa, Microbacteriaceae (26,4%), Pseudomonadaceae
(16,3%) e Staphylococcaceae (15,4%) evidenciaram-se como as familias com maior
frequéncia relativa entre as 19 identificadas. No que diz respeito aos 18 géneros
presentes nesse ponto, Pseudomonas (16,3%), Staphylococcus (15,3%) e Serratia
(13,6%) se destacaram como os mais frequentes.

Por fim, na esteira de polipropileno modular 3 foram identificadas 12 familias,
com maior abundancia para Bacillaceae (25%), Moraxellaceae (20,2%) e
Sphingomonadaceae (6,8%). Quanto aos géneros, um total de 12 foi observado,
sobressaindo-se especialmente Bacillus (25%), Acinetobacter (15%) e Serratia
(6,4%).

4.3.5 Semelhancas das técnicas para identificacdo da diversidade microbiana a nivel

de género

A avaliacado da diversidade microbiana através das duas técnicas revelou um
total de 43 géneros microbianos diferentes. Destes,13 géneros foram identificados por
ambas as técnicas, 15 foram exclusivos da técnica de sequenciamento 16S rRNA,
enquanto outros 15 foram exclusivos da técnica de MALDI-TOF MS (FIGURA 9).
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FIGURA 9- GENEROS MICROBIANOS IDENTIFICADOS PELAS TECNICAS DE MALDI-TOF MS,
SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA E EM AMBAS

Sequenciamento 165 rRNA MALDI-TOF M5
Bacilius (4,.4%) Brochybacterium {0,5%)
Cloacibacrerivm (0,03%) 15 13 15 Buttiauxella (0,5%)
Comomonas [0,4%) e Sl ek Condida [14,2%)
Empedabacter (0,04%) Cornobacterium [2%)
Enhydrobocter (3,3%) Citrabocter (5,55%)
Ezcherichia- Shigelia (0,06%) Curtobacterivm (13)
Massilio (1,4 %) Ambos Dermacoccus (0,5%)
Porococcus (0,3%) Enterabaocter (2,5%)
Pravidencia (0,013%) (3,1%) Acinetobocter (132) Hafnia (1,5%)
Rummeliibocilius (0,03%) (4,4%) Aeromonas (6,1%) Kocurio (12,7%)
Sphingobacterium {0,01%) (4%) Chryseobacterium (1%) Lellipttia (&,1%)
Sphingomaonas (2,8%) (0,1%) Enrerococcus (0,5%) Pantoea {1,5%)
Streptococcus (0,1%) (0,750) Locrococcus (0,5%) Rooutello (%)
Streptomyces (4,3%) (0,03%) Macrococcus (1%) Rathio (3%)
Vogococcus (0,004%) (0,01%) Microbocterium (1,5%) Yersinia (0,5%)

(0,3%) Micrococcus (3,6%)
(0,1%) Microwirgulo (3%)
(8,7%) Pseudaomonas (1,5%)
(5,3%) Serratia (13,7%)

(13 4%) Srophylococcus (12,7%)
(0,8%) Stenotrophomonas [0,5%)

NOTA: na categoria “ambos”, a porcentagem a esquerda do género esta relacionada a técnica de
Sequenciamento 16S rRNA e a porcentagem a direita a técnica de MALDI-TOF MS.

4.3.6 Capacidade de adesao dos isolados

De um total de 197 microrganismos identificados, 107 (54,3%) foram
classificados como nao aderentes, resultando em 90 (45,7%) isolados com potencial
para formacdo de biofiime. Entre os isolados considerados aderentes, 62 (31,5%)

foram classificados como fracos, 20 (10,2%) como moderados e 8 (4,1%) como fortes.
4.4 DISCUSSAO

O programa de monitoramento ambiental é definido como uma ferramenta
utilizada nas industrias de alimentos com a finalidade de realizar a vigilancia do
ambiente e, desse modo, prevenir a contaminagédo cruzada entre os produtos e as
superficies de contato (3M; CORNELL UNIVERSITY, 2019). A deteccao de células
bacterianas viaveis nas superficies limpas da sala de cortes, mesmo apods
procedimento de higienizagdo pré-operacional, destaca aspectos importantes que
devem ser levadas em consideragdo pelas equipes de gestdo da qualidade e

seguranga dos alimentos das industrias. O delineamento experimental adotado neste
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estudo, com um plano amostral mais robusto e sensivel, maximizou a obtencéo de
resultados, viabilizando a aquisi¢cao de informacdes frequentemente desconhecida
pela industria.

A legislacao brasileira ndo estabelece critérios microbiolégicos especificos
para avaliar a eficacia desse processo, deixa ao cargo das industrias a determinagao
dos seus proéprios limites. Contudo, estudos desenvolvidos no contexto brasileiro
utilizaram contagens inferiores a 1,0 Log UFC/cm? como parametro de referéncia para
avaliacao desses procedimentos (RODRIGUES et al., 2018; SOARES et al., 2018;
TADIELO et al., 2023b)

Tomando-se como base este referencial, neste estudo, ainda que a média
geral para os todos os microrganismos indicadores avaliados tenha se mantido dentro
do padrao, 18% das amostras para mesofilos, 30% para psicrotréficos e 10% para
Pseudomonas spp. apresentaram contagens acima deste limite de 1,0 Log UFC/cm?,
0 que demonstrou possiveis falhas no processo de higienizagao. As contagens para
cada grupo de microrganismos nao apresentaram diferengca estatistica entre os
diferentes materiais e tipos de esteira o que foi também relatado por Tadielo et al.
(2023b), os quais nao identificaram diferengas nas contagens entre diferentes tipos
de superficie apds a realizagdo do procedimento de higienizacdo pré-operacional,
destacando, assim, que o resultado da higienizagao nao esta condicionado ao tipo de
superficie.

Mota et al., (2021) descreveram a importéncia de registrar e monitorar
sistematicamente os resultados das analises, assim como acompanhar as tendéncias
de contaminagao ao longo do tempo. Essas praticas permitem determinar linhas de
base para avaliar microrganismos especificos ou grupos de microrganismos,
facilitando a tomada de decisbes e implementacao de agdes corretivas.

A auséncia de Salmonella spp. nas superficies limpas do frigorifico contrasta
com observagdes de outros autores que identificaram o patégeno nesses ambientes
mesmo apos o processo de higienizagao (RASSCHAERT; HOUF; DE ZUTTER, 2007;
OBE et al., 2020; VIANA et al., 2020). Zeng et al., (2021) recuperaram isolados de
Salmonella spp. em superficies limpas de abatedouros no dia posterior ao abate de
lotes de aves positivos para esse microrganismo. Notavelmente, em dois dias de
coleta durante nosso estudo, também foram abatidos lotes positivos. A diferenca deste

estudo para aqueles que observaram a presenga do patdégeno, sugere que, apesar
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dos esforgos da higienizagéo, a persisténcia desse patégeno pode variar, justificando
a investigagao constante da presenga do microrganismo em todo ambiente industrial.

Diversos fatores podem estar relacionados a persisténcia de Salmonella spp.,
incluindo os agentes quimicos utilizados, interferéncias no procedimento de limpeza,
capacidade do microrganismo de aderir as superficies e o desenvolvimento de
tolerancia aos sanitizantes (OBE et al., 2020). Além disso, Zeng et al., (2021)
descrevem que os sorovares S. Infantis and S. Paratyphi B variante Java sao
altamente persistentes e a higienizacdo € menos eficiente contra esses
microrganismos. No entanto, provavelmente, neste estudo, estes fatores n&do tenham
sido observados.

Os resultados também revelaram a auséncia de Listeria monocytogenes apés
0 processo de higienizagdo, mas, a presenga de L. inoccua em uma amostra da esteira
lisa de poliuretano revelou condi¢cées apropriadas para o desenvolvimento de L.
monocytogenes (MOURA et al., 2019). As espécies desse género possuem alta
homologia de DNA, tornando-as semelhantes fenotipicamente e ecologicamente,
podendo serem encontradas juntas no mesmo ambiente (SAUDERS; WIEDMANN,
2007).

A capacidade do género Listeria de se multiplicar em baixas temperaturas pode
ser uma importante caracteristica que permite identificar a sala de cortes como um
ambiente propicio para o desenvolvimento desses microrganismos (SCHAFER et al.,
2017). Investigacdes prévias de outros pesquisadores evidenciaram a presencga de L.
monocytogenes em equipamentos e superficies limpas do ambiente industrial de
processamento de carne de frango (CARVALHO et al., 2019; MOURA et al., 2019;
TADIELO et al., 2023ab). Além de descreverem uma variedade de mecanismos
fenotipicos e genotipicos associados a persisténcia desses microrganismos nesses
ambientes, tais como formacédo de biofilme e resisténcia a agentes sanitizantes,
alguns desses estudos também abordaram o potencial patogénico dos isolados
identificados. Essas informacdes ressaltam a relevancia do tema, tanto no ambito das
estratégias de controle microbiolégico em ambientes industriais quanto para a saude
publica, considerando o risco potencial de contaminacao dos alimentos.

Apesar dos resultados negativos para os patdégenos avaliados por meio de
analises microbiolégicas neste estudo, a aplicagdo da técnica de MALDI-TOF MS
revelou a presenga de Yersinia enterocolitica na mesa de ago inoxidavel lisa,

microrganismo reconhecidamente causador de infecgbes gastrointestinais,
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geralmente adquiridas por meio do consumo de agua e alimentos contaminados
(FABREGA; VILA, 2012).

Varios fatores tém o potencial de afetar a ecologia microbiana observada em
ambientes industriais apds procedimentos de higienizagdo, influenciando a
constituicdo de populagdes microbianas, sejam elas residentes ou transitorias. Dentre
esses fatores, destacam-se a composicdo inicial da microbiota das aves,
inadequacgdes nos processos de higienizagao, a presenga de residuos organicos e as
caracteristicas especificas das superficies (MAES et al., 2019; DE FILIPPIS et al.,
2021; TADIELO et al., 2023a)

A analise da diversidade microbiana pela técnica de MALDI-TOF MS revelou a
presengca notavel do género Candida (SILVA et al., 2012). A principal via de
contaminacgao e disseminacao de leveduras na industria de alimentos ocorre por meio
de aerossois, respingos e pulverizagdes durante o processo de higienizagao (ZARA
et al., 2020; MIRANDA; LEAES; COPETTI, 2022). A alta incidéncia encontrada nas
superficies limpas avaliadas pode estar associada a esse fenbmeno, uma vez que,
em determinadas circunstancias, a condensagao das instalagdes propiciou respingos
sobre as superficies avaliadas. Ademais, outra caracteristica que propicia sua
manutencao nas industrias € a sua capacidade de formacao biofilme (BRUGNONI;
LOZANO; CUBITTO, 2007).

As técnicas de MALDI-TOF e o sequenciamento do gene 16S rRNA revelaram
uma concordancia na identificagdo de trés géneros entre os mais predominantes nas
superficies higienizadas do frigorifico de aves: Staphylococcus, Serratia e Aeromonas.
Essa convergéncia entre os dois métodos reforga a consisténcia da maior abundancia
de microrganismos viaveis desses géneros no ambiente da sala de cortes. Resultados
semelhantes foram descritos por Mettler e Carpentier (1998), Brightwell et al. (2006),
Mgretro, Langsrud e Heir (2013) e Tadielo et al., (2023b), que descreveram esses
géneros como predominantes em plantas de processamento de carne apoés limpeza e
sanitizacao.

Staphylococcus spp., pertencem a microbiota da pele e mucosa de seres
humanos e animais e a presencga desses microrganismos no ambiente industrial pode
ser atribuida a introducéo pela pele das aves ou pela presengca humana nos locais de
processamento (XU et al., 2023). Aeromonas e Serratia sao microrganismos
associados a deterioragdo da carne de frango (ZHANG et al., 2021; SHAO et al.,

2022), que manifestam capacidade de formar biofilme e resistir a agentes sanitizantes
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(MBRETRO; LANGSRUD; HEIR, 2013; YUAN et al., 2020). A caracteristica
psicrotréfica desses microrganismos pode ter contribuido para a permanéncia na sala
de cortes, ambiente que mantém condigbes térmicas reduzidas.

A técnica de MALDI-TOF MS revelou ainda grande abundancia para os géneros
Kocuria e Lelliottia. Maes et al. (2019) também encontraram Kocuria rhizophila em
superficies de contato com alimentos de duas empresas de processamento de carnes
avaliadas. Esses autores enfatizaram o possivel papel desses microrganismos nao
apenas em superficies higienizadas, mas também na formagédo de biofilme e no
potencial de deterioragdo de alimentos. O género Lelliottia, por sua vez, foi associado
a galpbes de frango de corte apos limpeza e higienizagédo (LUYCKX et al., 2017) e
também em produtos crus de frango (OLOBATOKE; MULUGETA; MWANZA, 2015;
INAT et al., 2023), demonstrando assim sua disseminagdo ao longo de diferentes
etapas do processo.

Pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, ainda foi possivel observar
Pseudomonas e Acinetobacter entre os géneros viaveis mais abundantes nas
superficies. Apesar desse estudo ter sido desenvolvido baseado em cultura
microbiana, os resultados s&o condizentes com os apresentados por Fagerlund et al.
(2017) e Tadielo et al., (2023ab) que utilizaram a metodologia independente de cultivo.

Marmion et al. (2021) descreveram que a contaminagdo de microrganismos
deteriorantes, notadamente Pseudomonas e Acinetobacter, aumentou no ambiente
da industria de aves a partir da agua dos tanques de escaldagem. Adicionalmente,
Tadielo et al. (2023b) demonstraram que a contaminagao por esses microrganismos
teve sua densidade relativa aumentada apdés o processo de higienizagado pré-
operacional.

Pseudomonas spp. possui notavel capacidade de adaptacéo e € capaz de se
desenvolver em diferentes nichos ecoldgicos, o que é atribuido a ampla rede de genes
regulatorios presentes no seu genoma (GULA et al, 2019). O biofiime de
Pseudomonas recebe destaque, cuja funcdo nao se limita apenas a protegao das
células contra os efeitos dos agentes sanitizantes, mas também cria um ambiente
propicio para a colonizagao e protegao de bactérias patogénicas (PANG; YANG; YUK,
2017; STERNISA et al., 2023). O género é reconhecido por ser pertencente a
microbiota natural das aves (RYCHLIK; KARASOVA; CRHANOVA, 2023), e dessa

maneira possivelmente contaminar os ambientes industriais. Da mesma forma, o
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biofilme de Acinetobacter também tem sido associado a bactérias patogénicas em
alimentos e superficies do ambiente industrial (ZWIRZITZ et al., 2021).

Samapundo et al. (2019) identificaram o ar como um importante veiculo de
contaminacgao das superficies das salas de processamento de um frigorifico de aves.
Os autores verificaram que os aerossois formados devido a alta pressao dos jatos de
agua durante a etapa de higienizagao foram capazes de disseminar microrganismos
para diferentes ambientes industriais. Portanto, € plausivel estabelecer uma relacao
entre esse fator especifico e a provavel contaminacdo em diferentes superficies,
destacando a importancia critica da gestdo adequada do processo de higienizagao
para minimizar a disseminagao de microrganismos nas instalagdes industriais

As duas metodologias de cultivo empregadas neste estudo demonstraram
concordancia na identificagdo de 13 géneros microbianos sendo que cada técnica
revelou 15 géneros exclusivos, evidenciando uma divergéncia na identificacao
microbiana entre as abordagens. A implementacao simultanea de ambas as técnicas
para a avaliagdo microbiana viavel revelou-se uma estratégia abrangente, permitindo
uma identificagdo mais completa dos microrganismos presentes nas superficies
higienizadas da sala de cortes do frigorifico de aves.

A auséncia de diferenga significativa para alfa e beta diversidade pode ser
atribuida a frequéncia das coletas e a técnica de cultivo utilizadas. Salienta-se a
necessidade de conduzir pesquisas mais amplas e abrangentes sobre a diversidade
microbiana no contexto em analise. Este estudo visou promover o desenvolvimento
de uma compreensado mais aprofundada da diversidade presente nesses ambientes
especificos.

A avaliacao do potencial de adesao dos isolados obtidos é de fundamental
importancia para compreender a interagao desses microrganismos com as superficies
analisadas. A capacidade de adesao é uma caracteristica que influencia a
persisténcia, colonizagdo e formagao de biofilme (CARVALHO et al., 2023). Nesse
contexto, a capacidade de adesdo apresentada por 45,7% dos microrganismos
mesdofilos avaliados ressalta um alerta, indicando que uma parcela consideravel da
microbiota viavel pode potencialmente sobreviver aos processos de limpeza e

sanitizacido por meio da formacao de biofilme.
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4.5 CONCLUSAO

A avaliagdo da contaminacao superficial das superficies da sala de cortes do
frigorifico de aves apds a higienizagao pré-operacional, apesar de ter demonstrado
médias gerais situadas dentro de parametros aceitaveis estabelecidos por estudos
anteriores, também demonstrou algumas contagens acima do parametro, indicando a
possibilidade de falhas no processo de higienizagao. Contudo, nao foram detectados
dois dos principais patdégenos encontrados em ambientes de abate de aves,
Salmonella spp. e L. monocytogenes.

A avaliacdo da diversidade microbiana viavel das superficies apods a
higienizacdo pré-operacional, utilizando ambas as técnicas, demonstrou ser uma
abordagem abrangente em comparagdo com aquela ao utilizado adotada industria.
Por meio delas, foi possivel identificar uma diversidade de 43 géneros microbianos,
incluindo indicadores de higiene, microrganismos deteriorantes, uma levedura e uma
especie patogénica, Yersinia enterocolitica.

Adicionalmente, destaca-se que uma grande quantidade desses isolados
apresentou diferentes niveis de adesdo, sugerindo potencial para formacéo de
biofilme. Essas informagdes revelam aspectos importantes sobre a seguranca e a
qualidade na producao de alimentos, sugerindo a necessidade continua de estratégias
de controle e monitoramento para garantir a integridade microbiolégica dos ambientes

industriais e, consequentemente, dos produtos alimenticios.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A eficacia da higienizacdo na industria de alimentos € uma medida
fundamental para evitar a multiplicagcdo de microrganismos, considerando que a
persisténcia de bactérias pode representar prejuizos econdmicos e riscos a saude
publica. Este estudo demonstrou que diversos microrganismos podem sobreviver a
esse procedimento, incluindo bactérias deteriorantes e patogénicas. Esses resultados
ressaltam a necessidade de aprimorar as praticas de higienizagédo e abrem espaco
para investigacdes adicionais, principalmente aquelas voltadas para caracterizar a
capacidade de deterioracao, formacgao de biofilme e perfil de patogenicidade desses
isolados. A compreensao desses aspectos é crucial para o desenvolvimento de
estratégias eficazes de higienizagdo, visando ndo apenas a eliminagdo dos
microrganismos, mas também a prevengao de sua recorréncia.

A avaliagao de microbiota possivelmente persistente em superficies abidticas
nas industrias de processamento de alimentos, conduzida por um plano amostral
robusto e mais sensivel do que o plano amostral estabelecido pelo controle de
qualidade industrial, proporciona informacéo adicionais anteriormente desconhecidas
pela industria de alimentos. A partir dos dados obtidos, € possivel revisar a abordagem
da higiene pré-operacional, visando ndo apenas conhecer um quantitativo genérico,
mas também as possiveis interagées entre os microrganismos, suas implicagdes e

estratégias de controle.
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APENDICE

TABELA 1- ESPECIES E NUMEROS DE ISOLADOS IDENTIFICADOS ATRAVES DO MALDI-TOF
MS POR PONTO DE COLETA (continua)

Superficie Espécies N° isolados

Candida parapsilosis 1
Kocuria rhizophila
Hafnia alvei
Aeromonas media
Micrococcus luteus
Staphylococcus warneri

Esteira de polipropileno modular 1 Citrobacter gillenii
Chryseobacterium indologenes
Staphylococcus warneri
Staphylococcus epidermidis
Lelliottia amnigena

Carnobacterium divergens

O A A W DN N DNDN -2 2~ A A

Rothia endophytica

Total

w
o

Hafnia alvei
Micrococcus luteus

Pseudomonas corrugata

Staphylococcus capitis

Staphylococcus condimenti

Esteira de polipropileno modular 2 Staphylococcus hominis
Staphylococcus warneri

Pantoea agglomerans

Staphylococcus epidermidis

N DR NN A A A A A A

Serratia liquefaciens

-
N

Candida parapsilosis

Total

w
w

Aeromonas veronii
Brachybacterium rhamnosum
Buttiauxella gaviniae
Lactococcus garvieae
Mesa de ago inoxidavel lisa Macrococcus caseolyticus
Pantoea agglomerans
Pseudomonas koreensis

Serratia fonticola

S U N U S G U §

Staphylococcus haemolyticus
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TABELA 1- ESPECIES E NUMEROS DE ISOLADOS IDENTIFICADOS ATRAVES DO MALDI-TOF
MS POR PONTO DE COLETA (continuag&o)

Superficie Espécies N° isolados

Stenotrophomonas maltophilia 1

Yersinia enterocolitica
Enterobacter kobei
Mesa de ago inoxidavel lisa Micrococcus luteus
Citrobacter gillenii

Citrobacter braakii

© W N N N -~

Candida parapsilosis

Total

N
©

Acinetobacter guillouiae
Aeromonas media
Citrobacter freundii

Citrobacter murliniae
Dermacoccus nishinomiyaensis
Enterococcus gilvus
Microbacterium paraoxydans
Pseudomonas stutzeri
Staphylococcus lugdunensis
Esteira de poliuretano lisa Hafnia alvei
Citrobacter gillenii
Enterobacter kobei
Raoutella terrigena
Lelliottia amnigena
Staphylococcus epidermidis
Microvirgula aerodenitrificans

Serratia liquefaciens

NG S T 'S TR G RN NG TN NG YO G O (O G GO G G G G

Aeromonas veronii

-
w

Kocuria rhizophila

Total

[3)]
w

Enterobacter kobei
Microbacterium paraoxydans
Micrococcus lylae
. . ] Staphylococcus warneri
Esteira de polipropileno modular 3 ] ) o
Microvirgula aerodenitrificans
Serratia marcescens

Microbacterium leavaniformans

S U U U U G

Macrococcus caseolyticus
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TABELA 1- ESPECIES E NUMEROS DE ISOLADOS IDENTIFICADOS ATRAVES DO MALDI-TOF

MS POR PONTO DE COLETA (concluséo)

Superficie

Espécies

N° isolados

Esteira de polipropileno modular 3

Acinetobacter junni
Micrococcus luteus
Aeromonas veronni
Staphylococcus pasteuri
Lelliottia amnigena
Candida parapsilosis
Kocuria rhizophila

Serratia liquefaciens

1

o A N DN

- A
w =

Total




