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“And you can tell everybody this is your song.”
(Elton John)

“Be not afraid of greatness.”
(William Shakespeare)

“If you only knew what the future holds, after a hurricane, comes a rainbow. Maybe a reason
why, all the doors are closed, so you could open one that leads you to the perfect road.”
(Katty Perry)

“I close my eyes only for a moment and the moment's gone.”
(Kerry Livgren)

“As if time had stopped still I was numb with fear
But still I wanted to go

And the blaze of the fire did no hurt upon me

As I walked onto the coals”

(Steve Harris/Bruce Dickinson)
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RESUMO

Segundo o Ministério da Saide (2013), no Brasil, de 2000 a 2013 foram notificados 8,857
surtos de Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA), envolvendo mais de 163,000 doentes
e pelo menos 112 6bitos (Brasil, 2013). Os agentes mais frequentes nos surtos sdo, em
primeiro lugar, a Salmonella spp. (aprox. 40%) e em seguida Staphylococcus spp. (aprox.
20%), sendo as criancas de até 4 anos as mais susceptiveis. Neste cendrio, as institui¢des de
ensino representam o terceiro local de maior ocorréncia das DVAs (8%), atrds de
residéncias (40%) e restaurantes (15%). A assepsia dos manipuladores e superficies de
contato com alimentos (SCA) sdo de extrema importancia no controle e distribuicdo de
patogenos. Além do nivel de contaminagdo por Staphylococcus spp., € importante o
conhecimento de sua capacidade de produ¢do de enterotoxinas e como a sua produgdo varia
em funcdo de mudancas em condi¢des ambientais. Sendo assim, esta pesquisa teve como
objetivos estabelecer o perfil de contaminacdo por Staphylococcus produtores de
enterotoxinas em cozinhas institucionais (creches) e cozinhas residenciais, além de
estabelecer um modelo matematico que descreva os limites criticos para producdo de
toxinas. Para tanto, foram realizadas coletas em pontos especificos dentro da é4rea de
manipulacdo de 4 cozinhas institucionais e 10 cozinhas residenciais, localizadas na cidade
de Campinas, SP (utensilios, tdbuas de corte, pias, macanetas das geladeiras e botdo de
acionamento do fogdo). Além dos pontos supracitados, foram analisadas 8 amostras de
frango cozido e 8 amostras de chuchu, servidos na hora do almogo nas creches, além de 20
doces a base de creme de confeiteiro adquiridos em comércio local. Foi elaborado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp para coleta de Staphylococcus a partir das
maos e narinas dos manipuladores presentes nas cozinhas das creches. Cinquenta e sete
1soaldos caracterizados como pertencentes ao género Staphylococcus tiveram seu perfil
bioquimico determinado e as espécies confirmadas de Staphylococcus seguiram para
andlise de deteccao de enterotoxinas (SEA, SEB, SEC,,3, SED e SEE). A modelagem
matematica de producdo da toxina, mediante inoculacdo em carne de frango da linhagem
padrao S.aureus ATCC13565, foi realizada utilizando varidveis significativas a partir da
combinacdo entre: temperatura, pH e concentragdo de sal. A andlise dos parametros do

modelo primdrio permitiu definir quais varidvies eram significativas sobre o tempo para
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producdo da toxina (TPT) bem como qual a influéncia das varidveis controladoras sobre o
aumento/reducdo desse tempo. Foi elaborado um modelo polinomial de superficie de
resposta com os fatores significativos para modelagem do TPT. O modelo obtido teve suas
predicdes avaliadas estatisticamente utilizando o coeficiente de ajuste (R?), fator bias, fator
exatidao e relacdo F.,/Fp. Seis isolados recuperados a partir das instalacdes de cozinhas
institucionais tiveram seus genes codificadores para SEs quantificados a partir de andlise
Real Time quantitative PCR (RT-qPCR). O presente trabalho identificou falhas nas praticas
de manipulacdo de alimentos em creches municipais e sugestdes de melhorias foram
recomendadas. A constru¢do de um modelo polinomial, simplificado, que descreveu o
tempo para produgcdo de SE poderd ser utilizado por microbiologistas de alimentos para
andlise de risco em carne de frango. Em adi¢do, o conhecimento da expressdo de genes
codificadores de SE, ao longo da curva de crescimento bacteriano, colaboram para o

melhor entendimento da epidemiologia da enfermidade.
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ABSTRACT

According to Brazilian Ministry of Health (Brasil, 2013), between 2000-2013 were
reported 8,857 outbreaks of diseases transmitted by food (DVA), involving more than
163,000 cases and at least 112 deaths (Brasil, 2013). The most common agents in outbreaks
are Salmonella spp. (approx. 40%) and Staphylococcus spp. (approx. 20 %), and children
under 4 years are most likely. In this scenario, the educational institutions represent the
third most frequent location of DVAs (8%), behind residences (40 %) and restaurants
(15%). Asepsis of handlers and food contact surfaces (SCA) are of utmost importance in
the control and distribution of pathogens. Beyond the level of contamination by
Staphylococcus spp., it is important to be aware of their ability to produce enterotoxin and
how these vary according to changes in environmental conditions. Thus, this research
aimed to establish the profile of contamination by potential producers of enterotoxins in
institutional kitchens (childcare centers) and domestic kitchens, besides establishing a
mathematical model that dictates the critical limits for toxin production. For this, samples
were taken at specific points within the area of manipulation of 4 institutional kitchens and
10 residential kitchens in the city of Campinas, SP (utensils, cutting boards, sinks,
refrigerators door handles and stove trigger button). In addition to the above points, 8
samples of cooked chicken meat and 8 samples of chayote, served in the lunchtime at
childcare centers in and 20 sweet cream-based icing food purchased at local shops were
analyzed. A Term of Free and Informed Consent Form (TCLE), approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Medical Sciences, Unicamp, for sampling of Staphylococcus
from the nostrils and hands of food handlers was prepared. Fifty-seven isolates
characterized as belonging to the Staphylococcus genus were determined and their
biochemical profile established. Confirmed species of Staphylococcus followed for
enterotoxin detection analysis (SEA, SEB, SEC, »3, SED and SEE). Mathematical modeling
of toxin production in chicken meat was performed using standard strain S. aureus ATCC
13565, using significant variables from the combination of temperature, pH and salt
concentration. Analysis of the parameters of the primary model allowed to define
significant variables over Time to Toxin Production (TPT), as well as the the influence of
the controlling variables on the increase / decrease of this time. One polynomial response

surface model with significant values for modeling the time to onset of the toxin factors
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was developed. The obtained models were statistically evaluated using the adjustment
coefficient (Rz), bias and accuracy factors and F.,c/Fi,p relation. Six isolates recovered from
institutional kitchen premisses had their SE encoding genes quantified by Real Time
quantittative PCR analysis. The present research identified gaps in handling practices at
isntitutional kitchens and suggestions for improvement in food handling were
recommended. The construction of one simplified mathematical model that describes the
time to produce SE can be used by food microbiologists for risk analysis in chicken meat.
In addition, knowledge of SE encoding genes expression, along the bacteria growth curve,

collaborate to a better understanding of illness epidemiology.
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CAPITULO 1 - REVISAO

1. INTRODUCAO

Nas tdltimas décadas, mudancas no estilo de vida da populacdo em geral, como a entrada
da mulher no mercado de trabalho (Boomfield et al, 2009) e o aumento do consumo de
alimentos prontos com tempos de preparo menores (Etievant et al, 2012), resultaram em
grande impacto nos hdbitos alimentares dos consumidores. A avaliagdo da contaminagdo
microbiana das superficies de contato com alimentos (SCA), assim como as condi¢des de
preparo das refeicoes e contaminacdo cruzada pds-processamento, preocupam autoridades de
saude publica, industrias e consumidores (Kennedy et al. 2011; Taulo et al. 2009; Redmond et
al. 2004; Kusumaningrum et al., 2003; Gorman et al. 2002). De acordo com dados divulgados
pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS, 2010), cerca de 2.2 milhdes de pessoas morrem a
cada ano devido a diarreia causada por dgua e alimentos contaminados. Desse total, 1,9
milhdes sdo criangas.

As DVAs sao causadas principalmente pela ingestdo de células de micro-organismos
vidveis (infeccdo), ingestdo de suas toxinas (intoxicac@o) ou ingestdo das células vidveis e
posterior producdo de suas toxinas, ja no organismo do hospedeiro (toxi-infeccdo, Jay, 2005).
No periodo de 2000 a 2013, foram notificados 8.857 surtos de DV As no Brasil, envolvendo
aproximadamente 163,000 doentes e pelo menos 112 6bitos (Brasil, 2013). Os agentes mais
frequentes nos surtos foram Salmonella spp. (~40%) e em seguida Staphylococcus spp.
(~20%; fig.1). Pelo fato de muitas vezes a doenca provocada por Staphylococcus spp. nao
trazer consequéncias severas, acredita-se que esses nuimeros estejam abaixo da realidade,
devido ao problema da sub-notificacdo dos casos. Além disso, andlises envolvendo surtos
procuram apenas por cepas coagulase-positivas da bactéria, apesar de ser claramente reportado

na literatura a ocorréncia de surtos envolvendo cepas coagulase negativa (Oliveira et al ,

1



2011.; Oliveira et al, 2010). Ainda de acordo com os dados do Ministério da Satde (Brasil,
2013), as instituigdes de ensino representam o terceiro local mais frequente de ocorréncia

(~8%), atras de residéncias (~40%) e restaurantes (~15%) (Brasil, 2013).

Numero de surtos por agente etiolégico.
Brasil, 2000-2013*
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Figura 1. Agentes etiolégicos identificados por surto no Brasil, periodo de 2000-2013.

(Brasil, 2013).

A partir dos dados apresentados na figura 1, observa-se que as doencas causadas por
micro-organismos sao muito comuns. A maioria destes surtos poderia ser evitada se houvesse
conhecimento prévio em boas praticas de manipulagdo por parte das pessoas responsaveis pelo
preparo dos alimentos. Bactérias do género Staphylococcus, em especial, possuem baixa
resisténcia térmica e poderiam ser eliminadas facilmente em processos de higienizagdo e
cocgdo adequados (Gotz et al, 2006). Apesar do numero absoluto de pacientes ser menor,
criangas até 4 anos estdo na parcela da populagdo com maior incidéncia de casos relacionados

a DVAs, mostrando-se mais susceptiveis a esses micro-organismos (fig.2). Portanto, é de



extrema importancia, para se garantir alimentos seguros, o cuidado elevado nas técnicas de

limpeza/sanitizacdo das instalagdes de cozinhas, além da antissepsia correta e boas praticas de

manipulagdo das pessoas envolvidas no preparo de refeicdes.
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Figura 2. Doentes e incidéncia de DVA por faixa etaria no Brasil, no periodo 1999-
2009 (Brasil, 2009).
A tabela 1 uma coletanea de dados de surtos de DV As envolvendo Staphylococcus.

Tabela 1. Alguns casos relatados de surtos de DVAs provocadas por
Staphylococcus, ao longo dos anos. Adaptado de Hennekinnen ef al, 2012
Local de Alimento Nuamero de .
Ano A . . SE Associada
ocorréncia envolvido doentes
1971 Exército britanico Presunto 100 SEE
1983 Navio de cruzeiro, Sobremesa a base 215 N3o informado
Caribe de creme
1985 Escola primdria, Achocolatado >1000 SEA
Kentucky
Country Club,
1986 Novo México Peru, frango 67 SEC
1992 Escola primdria, | g.1. 4, de frango 1364 N3o informado
Texas
1998 Minas Gerais Frango, arroz e 4000 SEA, SEB, SEC
feijao
2000 Osaka, Japio Leite semi- 13 420 SEA
desnatado
2007 Escola primiria, Leite 166 SEA e SED
Austria
Festival
2009 universitario de Crepe 75 SEA e SEC
Nagoya, Japdo




De acordo com os dados apresentados na tabela 1, pode-se observar que muitos casos
de surtos envolvendo Staphylococcus estao relacionados a refeicoes servidas a um grande
nimero de pessoas simultaneamente, o que pode indicar a falta de pericia por parte dos
manipuladores ao preparar grandes quantidades de alimento.

Staphylococcus estao amplamente distribuidos no ambiente, inclusive na epiderme do
homem e animais domésticos (Franco & Landgraf, 2005). A manipulagdo e armazenagem
inadequadas de alimentos, deficiéncia no processo de sanitizacdo das SCA e demais
instalacdes em cozinhas podem acarretar em contaminagdo pelo patégeno, com posterior
multiplicacdo e ocorréncia de surtos de DV As nestes locais.

Visando reduzir a ocorréncia de DVAs, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
lancou em 2001 o programa "Cinco passos para alimentagdo mais segura" no qual cinco
etapas sdo recomendadas para evitar a propagacdo de alimentos contaminados. Sao eles: 1.
manutencdo da limpeza e higiene dos locais de trabalho; 2. manter os alimentos crus
separados dos alimentos cozidos; 3. coccdo adequada dos alimentos; 4. manter os alimentos
em temperaturas seguras e 5. usar dgua tratada e matérias-primas de qualidade.

Considerando-se que muitas vezes as técnicas de higiene/sanitizacdo sdo inadequadas
ao longo do preparo dos alimentos, faz-se necessario a inser¢do de varidveis que possam
atuar como barreira para impedir/retardar o crescimento/producdo de enterotoxina por

linhagens de Staphylococcus quando presentes em alimentos.



OBJETIVOS

Sendo assim, os objetivos desta pesquisa foram:

Detectar, enumerar e caracterizar as populagdes de Staphylococcus spp.
provenientes de alimentos prontos para o consumo e de superficies de
instalacdes de cozinhas residenciais e institucionais;

Conscientizar manipuladores de cozinhas de creches do municipio de Campinas,
SP/Brasil, através de palestras envolvendo o conhecimento de boas praticas de
manipulacdo e preparo de alimentos;

Avaliar a capacidade de producio de enterotoxina dos isolados de
Staphylococcus in vitro e definir qual cepa produz SE em menor tempo;
Detectar genes codificadores de enterotoxinas produzidas pelos isolados
provenientes do ambiente e quantificacdo de sua expressdo através de PCR
quantitativo em tempo real (RT-qPCR);

Utilizando uma cepa padrdao produtora de enterotoxina A (S. aureus ATCC
13565), determinar em funcdo do tempo de incubagdo a producdo de
enterotoxina em carne de frango cozida através de um modelo polinomial
preditivo de superficie de resposta, em funcdo das seguintes varidveis:

temperatura, pH e concentracgao de sal.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Staphylococcus e suas enterotoxinas

Membros do género Staphylococcus estdo amplamente distribuidos na natureza.
Como resultado de sua grande habilidade de adaptacdo, os estafilococos sdo os principais
micro-organismos residentes da pele, glandulas e mucosas de mamiferos e passaros (Gotz
et al, 2006). Estafilococos sao bactérias que possuem morfologia de cocos, Gram positivas,
DNA G + C 33-40%, nao formadores de esporos, catalase positiva e anaerdbicos
facultativos pertencentes a familia Staphylococcacea (Garrity & Holt, 2001).

Existem tanto espécies coagulase positiva como negativa, sendo a enzima
desoxirribonuclease termorresistente produzida por 99% das linhagens coagulase positiva
(Park et al. 1980). Classificados como micro-organismos mesoéfilos, podem apresentar
crescimento entre 10 e 46°C, sendo a faixa de temperatura 6tima de crescimento de 30-37
°C, com pH 6timo perto da neutralidade (6.0 e 7.0). Com relagdo a A, considera-se um
valor minimo 0.86 mas hd registros de crescimento com valores inferiores a 0.83 (Jay,
2005).

Podem ser diferenciados de outros géneros pertencentes a familia pela sua
sensibilidade aos antibidticos lisostafina, eritromicina, bacitracina e furazolidona (Gotz, et
al, 2006).

A espécie S. epidermidis € considerada a mais prevalente e persistente na pele
humana. E encontrada praticamente em toda a superficie do corpo e pode atingir elevadas
populacdes onde ha nutrientes e umidade suficientes, como por exemplo, nas narinas,
axilas, drea inguinal e perineal, e entre os dedos. Em humanos, S. aureus tem como nicho

preferido as narinas (Scheifler & Kloos, 1975b).



Algumas espécies, como S. aureus, S. intermedius, S. delphini, S. schleiferi subsp.
coagulans e S. hyicus sdo considerados como potenciais patégenos oportunistas, causando
furinculos, pneumonia, bacterimia, meningite entre outras enfermidades em humanos. A
linhagem MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) emergiu nos anos 1980 e é
de extrema importancia clinica e epidemioldgica em hospitais (Gotz et al, 2006).

A intoxicacdo alimentar € comumente associada com linhagens de S.aureus
coagulase positiva, embora surtos ocasionais tenham sido causados por espécies coagulase
negativa (Bergdoll, 1989; Oliveira ef al, 2010). E importante ressaltar que a atual legislacio
brasileira, de acordo com a Resolu¢do RDC 12 (Brasil, 2001), s6 prevé a enumeracao de
estafilococos coagulase positiva, ndo sendo incluidos os estafilococos coagulase negativa.

As enterotoxinas estafilocécicas (SEs) sdo geralmente formadas no final da fase
exponencial ou na fase estaciondria de crescimento, com exce¢cdo da SEA, formada durante
a fase exponencial (Tremaine et al, 1993). A intoxicacdo ocorre quando sdo ingeridos
alimentos contaminados que possuam condi¢des favordveis de crescimento a bactéria e
producdo da enterotoxina. As enterotoxinas podem ser formadas em uma ampla faixa de
temperatura, sendo a temperatura Otima para a produgdo ligeiramente superior a
temperatura 6tima de crescimento da célula (Schmitt et al., 1990). Abaixo de pH 5.0 e Aa
0.83 nao hd producio da toxina (Tranter, 1990).

Atualmente sdo conhecidas mais de 20 enterotoxinas (tabela 2, adaptado de
Hennekine et al, 2012). Sdo proteinas de baixo peso molecular (26 — 29.000 Daltons;
Bergdoll, 1989), resistentes ao congelamento, secagem, baixos valores de pH (Hennekine et
al, 2012) e termorresistentes (Dj,;,; para SEB 9.9-11.4 min; Genigeorgis, 1989). Sdo ricas
em aminodcidos lisina, dcido aspdartico e dcido glutamico, e a maioria apresenta al¢a de

cistina, a qual estd provavelmente relacionada a sua atividade emética. Sdo resistentes a
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acdo de enzimas proteoliticas do sistema digestério e sdao hidrossoliveis (Le Loir et al,
2003). A quantidade de enterotoxina necessdria para manifestacdo dos sintomas € bem
pequena, cerca de 100ng/mL (Bergdoll., 1991).

Tabela 2. Enterotoxinas Estafilococicas (SEs).

. Peso Molecular - Modo de ag¢do
Toxina Base Genética . -
(Da) Superantigeno  Emética
SEA 27 100 Profago + +
SEB 28 336 Cromossomo, plasmidio + +
SEC; 53 ~27 500 Plasmidio + +
SED 26 360 Plasmidio + +
SEE 26 425 Profago + +
SEG 27043 Enterotoxin gene cluster . .
(egc), cromossomo
SEH 25210 Transposon + +
SEI 24 928 egc, cromossomo + (+)*
SElJ 28 565 Plasmidio + n.c.**
SEK 25539 “llha de patogenicidade” + n.c.
SEIL 25219 “Ilha de patogenicidade” + n.c.
SEIM 24 482 egc, cromossomo + n.c.
SEIN 26 067 egc, cromossomo + n.c.
SEIO 26777 egc, cromossomo + n.c.
SEIP 26 608 Profago + n.c.
SEIQ 25076 “Ilha de patogenicidade” + -
SER 27 049 Plasmidio + +
SES 26217 Plasmidio + +
SET 22614 Plasmidio + (+)
SEIU 27 192 egc, cromossomo + n.c.
SEIU, 26672 egc, cromossomo + n.c.
SEIV 24 997 egc, cromossomo + n.c.

*fraco positivo ** ndo conhecido. Adaptado de Hennekinne et al, 2012

As SEs possuem atividade de superantigeno (SAg), ou seja, estimulam a
proliferacdo de células T inespecificas (figura 3). Originalmente, os SAgs de S. aureus
foram denominadas como SE devido a sua capacidade de provocar quadros de vOomitos e
diarreias apos ingestdo (Grumann et al, 2014). Entretanto, o Comité Internacional para

Nomenclatura de Superantigenos Estafilocdcicos introdoziu nova nomenclatura em 2004,



distinguindo as enterotoxinas com capacidade emética em primatas (SE) daquelas nas quais
as propriedades eméticas permanecem ndo estabelecidas (SE-like, Grumann et al, 2014).
Toxinas esfoliativas e TSST-1 (Toxic Sock Syndrome Toxin, antiga SEE) também
possuem modo de acdo de superantigeno (Balaban e Rasooly, 2000). As toxinas esfoliativas
provocam descamacio da pele principalmente de criancas, enquanto que a TSST-1 causa a

Sindrome do Choque Téxico, cujos sintomas sao hipotensio, febre e erup¢des cutaneas.

B

MHC Class Il

Figura 3. (A) Antigeno convencional. O antigeno é apresentado pelo MHC
(Complexo Principal de Histocompatibilidade) classe II, que atraem células T
especificas ao antigeno. (B) o superantigeno se liga diretamente fora do MHC e cruza
com a cadeia VP, iniciando a proliferacio de células T inespecificas. Retirado de
Balaban e Rasooly, 2000.

3.2. Caracterizagdo e identificagcdo de Staphylococcus spp. e suas enterotoxinas

Os métodos para caracterizagdo e identificagdo para o género Staphylococcus estao
descritos na literatura mais especificamente para S.aureus (Lancette e Bennette, 2001).
Suas principais caracteristicas seletivas em relacdo a outros micro-organismos sao:
habilidade de crescer na presenca de NaCl (5,5 a 10%), telurito de potassio (0,0025 a

0,005%), cloreto de litio (0,01 a 0,05%), glicina (0,12 a 1,26%) e polimixina (40 mg/L). O
9



meio sintético mais utilizado e recomendado pela American Public Health Association
(APHA) € o Baird-Parker (BP), que acrescido de uma solu¢do de 1% de telurito de potassio
e uma solucdo 5% de gema de ovo estéril, obtém coldnias circulares pretas (reducdo do
telurito) com formacdo de halo de lecitinase (hidrélise da gema de ovo) ao redor das
coldnias positivas. As atividades das enzimas coagulase e termonuclease também podem
ajudar na caracterizacdo. Essas sdo caracteristicas diferenciais para S. aureus. Porém podem
crescer também na placa colonias atipicas, de coloracdo acinzentada e sem o halo de

lecitinase, potencialmente outras espécies do género Staphylococcus (fig. 4)

Colbnias Tipicas Coldnias Atipicas

Halo de Auséncia do

precipitacio halo de

de lecitina precipitacdo
de lecitina

Figura 4. Colonias tipicas e atipicas de Staphylococcus. Imagem gentilmente
cedida por Isabela Mateus Martins.

3.2.1. Testes adicionais
Isolados com boa porcentagem de identificagdo (>75%) podem ser encaminhados
para testes complementares, como susceptibilidade ao antibidtico furazolidona ou

lisostafina, teste de coagulase e teste de termonuclease.
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3.2.2. Susceptibilidade a Furazolidona

O procedimento consiste na inoculacio de culturas liquidas (crescimento prévio em
caldo BHI 37°C/24h) em placas de Agar Peptona adicionado de 20pg/mL de Furazolidona
(Sigma, EUA) por 37°C/24-48h. Coldnias de Staphylococcus ndao sdo capazes de se
desenvolver neste meio, pois sdo susceptiveis ao antibidtico (Von Rheinbaben e Hadlok,
1981).
3.2.3. Coagulase

O teste da enzima coagulase avalia a capacidade do Staphylococcus de coagular o
plasma sanguineo humano ou de outros animais (Downes e Ito, 2001). O teste laboratorial é
realizado em plasma de coelho, e o resultado positivo pode indicar um potencial
estafilococo enterotoxigénico. Em casos de surtos de DV As, nos quais Staphylococcus sdo
suspeitos de envolvimento, a legislacdo brasileira prevé a andlise de cepas coagulase-
positivas. A figura 5 apresenta tubos com cepas coagulase- positivas e —negativas. Na

tabela 3 sdo mostradas as espécies coagulase-positivas e -negativas de Staphylococcus.

Figura 5. Resultados para o teste de coagulase. A) teste positivo; B) teste negativo.
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Tabela 3. Caracterizacao das espécies quanto a atividade da enzima coagulase

Espécie Coagulase
S. aureus +
S. aureus subsp. anaerobius
S. delphini
S. hyicus
S. intermedius
S. lutrae
S. schleiferi subsp. coagulans
S. auricularis -
S. capitis -
S. capitis subsp. ureolyticus -
S. caprae -
S. carnosus -
S. carnosus subsp. utilis -
S. chromogenes -
S. condimenti -
S. epidermidis -
S. felis -
S. haemolyticus -
S. hominis -
S. lugdunensis -
S. sciuri subsp. carnaticus -
S. sciuri subsp. rodentium -
S. schleiferi -
S. muscae -
S. pasteuri -
S. piscifermentans -
S. saccharolyticus -
S. simulans -
S. succinus -
S. warneri -

+ + + 4+ + +

3.2.4. Termonuclease

O teste consiste na avaliacdo da producdo da enzima termonuclease, que pode ser
termorresistente ou termossensivel. O teste consiste em 2 etapas: a inoculacdo de algumas
gotas da cultura liquida de Staphylococcus sobre uma lamina recoberta de Agar Azul de
Toluidina, sendo que uma das amostras deve ser previamente mantida a 100°C por 15

minutos. A segunda etapa consiste na visualizacao do agar. O desenvolvimento de um halo
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lilds ao redor dos pocos indica que a enzima € termossensivel, ou seja, ndo se manteve
estdvel ao tratamento. A manuten¢do da cor azulada indica termorresisténcia da enzima
(fig. 6). Estafilococos enterotoxigénicos apresentam termonucleases termorresistentes

(Lancette e Bennett, 2001).

Figura 6. Os pocos com coloracio azul inalterada indicam presenca de enzima
termorresistente e os po¢cos com coloracao arroxeada indicam presenca de enzima
termossensivel.
3.3. Identificacdo em nivel de espécie
Espécies do género Staphylococcus possuem uma ampla variedade metabdlica, e
assim, torna-se muito laborioso a realizagdo de diversos testes para podermos determinar
com precisdo a espécie estudada. Com a finalidade de otimizar o tempo de experimentos,
diversos testes bioquimicos miniaturizados foram desenvolvidos por diferentes empresas
e posteriormente oficializados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC).
Um exemplo de teste disponivel comercialmente é o API® Staph (bioMérieux). E
um sistema padronizado para a identificacdo de espécies de Staphylococcus, Micrococcus
e Kokuria. A galeria de testes do kit comporta 20 microtubos, que contém diferentes
substratos desidratados (fig. 7). Os microtubos sdo inoculados com uma suspensao
bacteriana, padronizada em aproximadamente 6.8x10°UFC/mL (escala 2 McFarland). As
reacoes produzidas durante o periodo de incubacdo traduzem-se por alteragcdes

espontaneas das cores ou por adicdo de reagentes especificos.
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Figura 7. Resultados positivos (acima) e resultados negativos para os testes da galeria
API® Staph.

A identificacdo € obtida através de um perfil numérico. Na ficha de resultados, os
testes sdo separados a cada grupo de 3 pocos, e um valor 1, 2 ou 4 ¢ indicado para cada
um. Para cada teste positivo, o ndmero indicado é somado a outro(s) teste(s) positivo(s),
obtendo-se assim um méaximo de 7 pontos para cada grupo de 3 testes (fig.8). Este perfil
numérico € introduzido no sistema apiweb (v.4.1) e € exibido entdo a espécie estudada e a

porcentagem de confiabilidade do teste (fig.9)
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BAALG £ELTGOUIS / Andra tester | |
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Figura 8. Perfil numérico do sistema API Staph (bioMérieux).
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Figura 9. Exemplo de resultado obtido pelo sistema apiweb (bioMérieux).
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3.4. Detecgdo de enterotoxinas estafilocécicas

Para deteccdo das enterotoxinas estafilocdcicas, os ensaios imunolégicos sao mais
baratos e de simples realizacio do que ensaios bioldgicos. Os testes disponiveis
basicamente fundamentam-se na interacdo de um antigeno (no caso especifico, a
enterotoxina) € um anticorpo. Os niveis de deteccdo podem chegar até 0.05ng/mL em
meio de cultura (Lancette & Bennett, 2001). As técnicas mais sensiveis sdo o ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), LA (Latex agglutination), RPLA (Reversed
passive latex agglutination) e ELFA (Enzyme linked Fluorescent Assay)(Bennete, 2005).

O desenvolvimento de kits comerciais, baseado nas técnicas acima citadas, facilitou
o trabalho dos pesquisadores, permitindo a obtencdo de resultados com mais rapidez. O
kit VIDAS® Staph enterotoxin II (SET2, bioMérieux), € um teste imunoenzimdtico que
permite a deteccdo de enterotoxinas estafilocdcicas pelo método ELFA, com o auxilio do

sistema automatizado miniVidas (fig.10)

Figura 10. Sistema automatizado para detecciao de enterotoxinas estafilococicas

miniVidas (bioMérieux).
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O kit SET2 € um método direto de screening de produtos alimentares para sete
toxinas estafilococicas (SEA, SEB, SEC ;,3, SED e SEE). Ap6s um simples protocolo de
extragdo (que varia de acordo com o produto), o teste € completamente automatizado e os
resultados sdo obtidos em 80 minutos. O kit SET2 consiste de uma série de cones e
barretes para inoculacdo da amostra. O cone, de utilizagdo tnica, serve tanto de fase
s6lida como suporte de pipetagem (fig.11a). Seu interior € revestido por anticorpos
antienterotoxinas adsorvidos em sua superficie. Os outros reagentes da reacdo
imunoldgica estdo prontos para o uso e distribuidos de 10 pequenos pocos ao longo do

barrete (fig. 11b)
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Figura 11. A) cones adsorvidos com anticorpos antienterotoxinas; B) visao
lateral do barrete com as outras reacées imunolégicas (bioMérieux).
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Todas as etapas do teste sdo realizadas automaticamente no aparelho e s@do
constituidas por uma sucessdo de ciclos de aspiracdo e distribuicio no meio reacional.
Uma parte do extrato do alimento é depositada no primeiro poco do barrete (0.5mL) e os
antigenos presentes vao fixar-se aos anticorpos antienterotoxinas presentes no interior do
cone no primeiro ciclo de aspira¢do. As etapas de lavagem eliminam os componentes ndo
fixados. Em seguida, os anticorpos conjugados marcados com fosfatase alcalina sdo
aspirados e vado fixar-se as enterotoxinas estafilocécicas, previamente fixadas aos
anticorpos presentes na parede do cone. Novas etapas de lavagem eliminam o conjugado
nao fixado.

Durante a etapa final de revelacdo, o substrato 4-metil umbeliferil fosfato (4 MUP) é
aspirado e dispensado pelo cone; a enzima do conjugado catalisa a reacdo de hidrdlise
deste substrato em 4-metil —umbeliferona, cuja fluorescéncia emitida é medida a 450nm.
Terminado o teste, os resultados sdo calculados automaticamente pelo sistema. O Valor
Relativo de Fluorescéncia (RFV) obtido € calculado e convertido pelo computador em um
valor de teste (VT), que corresponde ao valor do sobrenadante dividido pelo valor de
fluorescéncia padrio (fig.7A). Resultados de VT >0.13 e RFV > 450 indicam positividade

da amostra, com sensibilidade de detec¢do de 0.05ng/mL de enterotoxina (fig.12)

mnini VIDAS Listagen
Seccd3o0: A
Completo: 13:85:58 25Fevll
Staph enterotoxin II (SET2>
Vers.: R5.6.0
Lot.: 1187@7-8@
-d. utiliz.:

%gnpleto: 14:32:85 Z22Fewvll

RFY = 4648
YT Megativo < B.13
YT FPositive »= B.13

Posig¥o: Al

ID amosktral TZBSSAL

BEranco: 288 RFY: 11278
YT 2.79 Resultado: Positivo

Posigdo: A2

ID amostra: TZ22.2SAL

Branco: 285 RFY: 9883
VT: 2.44 Resultado: Positivo

Figura 12. Exemplo de resultado final com VT >0.13 e RFV > 450.
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O sistema ndo fornece a quantidade exata de enterotoxina presente na amostra. Para
estimar a quantidade de SEA nas amostras, Asao e colaboradores (2003) inocularam 0.1,
0.25, 0.5 e 1.0 ng/mL em leite com baixa concentracdo de gordura e em leite em pod
desnatado 10%. Apds extracdo, as amostras foram diretamente quantificadas no aparelho
miniVidas (bioMérieux). O valor de RFV=450 mostrou aproximadamente 0.2ng/mL de

SEA.

3.5.Fontes de contaminagdo

As superficies de contato de alimentos sdo de extrema importancia no controle da
contaminacdo e distribuicao de patdégenos. No ambiente fisico de uma creche, fatores como
higiene e preparo de alimentos podem desempenhar um papel importante na transmissao de
doengas infecciosas entre criancas (Petersen e Bressler, 1986). O proprio alimento pode ser
a porta de entrada para os micro-organismos as cozinhas. Carne de frango crua € um dos
principais veiculos de contaminagdo, € a carcaca de aves pode conter até 10® de células de
Campylobacter (Humphrey et al, 2001).

Lavagem das maos, manipulacdo de forma inapropriada, tempos de coccdo
insuficientes e armazenagem de alimentos em temperaturas ndo adequadas por longos
periodos de tempo contribuem para a dissemina¢do da contaminacdo (Azevedo et al, 2014).
A falta de higiene do manipulador pode acarretar na transmissao de micro-organismos de
suas maos ou roupas para o alimento (Rodrigues et al, 2004).

Na tabela 4 estdo apresentadas algumas pesquisas relacionadas as fontes de
contaminacdo presentes nas instalacdes de cozinhas, tanto institucionais quanto

residenciais.
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Tabela 4. Contaminacao em ambientes de cozinhas.

Contagens mais

Micro-organismos Amostragem Maior incidéncia Pesquisadores
elevadas
Enterobacteriaceae
Staphylococcus
coagulase positiva, Instalacdes de 4-5 log,o UFC/ Azevedo e
Listeria spp. e cozinhas Staphylococcus swab (maganeta colaboradores
Campylobacter residenciais de geladeira) (2014)
spp-
S. aureus Maos S. aureus 36,1% df.: . Bassyouni e
amostras positivas claboradores
(2012)
Enterobacteriaceae Maqs © fos's‘as Enterobacteriaceae 6’79( log!QUl;C/g Fadel e Ismail
e S. aureus nasais, queos queljos (2009)
tipicos no Egito
. . Cosby e
Coliformes totaise =~ SCAs e troca de Coliformes totais 0,81 colaboradores
E. coli fraldas (creches) log,oUFC/50cm® (2009)
(SCAs)
Staphylococcus - Staphylococcus 53,3% d? . Soares
... Maos -\ amostras positivas colaboradores
coagulase positiva coagulase positiva (2009)
Campos e
Coliformes Maios Coliformes 55,6% de colaboradores
termotolerantes termotolerantes amostras positivas (2009)
Souza e
S aureus e E. coli Maos e fossas S aureus colaboradores
’ ’ nasais ’ (2008)
Coliformes totais, Utensilios usados 8,08 Rusin e
termotolerantes e . Contagem total de
contagem total de em cozinhas mesofilos log;UFC/mL colaboradores
domésticas (pano de prato) (1998)

mesofilos

Os dados apresentados na tabela 4 mostram a importancia da realizacdo do

levantamento microbiolégico, principalmente de espécies patogénicas, nos ambientes de

preparo e estocagem de alimentos. E importante ressaltar a andlise de locais de contato
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direto com os alimentos (como por exemplo, tdbuas de corte e utensilios) e locais de
contato indireto, como macanetas de portas e geladeiras. Utensilios utilizados na limpeza
do ambiente, como esponjas de lavagem e panos de prato, concentram alta contaminacao
pelo fato de serem usados exaustivamente, e podem se tornar veiculos de transmissao.
Além disso, a verificacdo da antissepsia por parte dos manipuladores é de extrema
importancia para se evitar contaminacao cruzada.

O patdgeno Staphylococcus aureus é altamente susceptivel a tratamentos térmicos e
sanitizantes, e sua presenca nas superficies de trabalho e maos de manipuladores
geralmente indicam condi¢des precdrias de higienizacdo e antissepsia. Porém, muitas
linhagens sdo produtoras de enterotoxinas, que por sua vez, sao bastante termorresistentes e
causadoras de doencas humanas (Gotz et al, 2006).

Alimentos geralmente envolvidos em surtos sdo carnes cozidas (especialmente
presuntos), cremes e bolos, saladas com batatas e frango. Entre as causas dos surtos,
podemos citar a conservacdo inadequada dos produtos (abuso de temperatura), a falta de
higiene na manipulag@o e contaminagdo cruzada (Hennekinne et al, 2012).

3.6. Contaminagdo ambiental vs. seguranga alimentar

Manipulagdo e praticas de higiene adequadas sao ferramentas efetivas para prevenir
a propagacdo de micro-organismos pelo ambiente (Kitamoto et al, 2009). Entretanto, estas
praticas ndo sdo aplicadas da mesma maneira por todas as pessoas residentes no mesmo
local de trabalho ou residéncia, o que pode afetar o efeito microbiocida dos produtos de
sanitizacdo (Jong et al, 2008). Além disso, utensilios utilizados para limpeza, como panos
de prato ou esponjas, podem agir como reservatorio e disseminador de micro-organismos

patogénicos (Kagan et al, 2002; Rossi et al, 2013).
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As medidas mais importantes para manter um controle eficiente incluem a reducao
da carga microbiana oriunda de fontes externas (como impedir a entrada de caixas e pallets
nos ambientes de cozinha), avaliagdo microbiolégica periddica de pontos considerados
vulneraveis e processos de limpeza e desinfec¢do adequados (Wirtanen e Salo, 2003).

Préticas em segurancga alimentar, como controle de temperatura durante estocagem
ou distribuicdo, equipamentos e ambientes limpos e higienizados, resultam em economia de
gastos e energia (Grisntead, 2013). Tradicionalmente, a adicdo de NaCl tem sido usada
como agente preservativo, baixando a atividade de dgua e consequentemente limitando o
crescimento de patégenos e deterioradores em alimentos (Doyle e Glass, 2009). No entanto,
ingestdes de quantidades do sal acima do recomendado podem provocar, entre outros
problemas, aumento da pressdo arterial e doencas corondrias (Dickinson e Havas, 2007).

O desenvolvimento de técnicas moleculares tornou possivel reunir rapidamente
informacdes sobre o genoma de espécies microbianas de interesse. Tais informagdes
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos métodos de rastreabilidade e
predicio do comportamento de micro-organismos sob condi¢des ambientais de estresse
(Havelaar et al . 2010).

A seguranca alimentar microbioldgica difere drasticamente da seguranca alimentar
quimica. Enquanto residuos quimicos e aditivos tipicamente entram em etapas conhecidas
do processo, micro-organismos podem entrar em qualquer etapa (Havelaar er al . 2010).
DV As sdo mais aceitas pela populagao como ‘“fatos da vida”, desde que nao haja sequelas
permanentes ou morte (Hansen et al, 2003). Portanto, ha a necessidade da implementacao
da chamada “cultura em seguranga alimentar” em todas as esferas da sociedade (Powell et

al, 2010).
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O monitoramento da presenca de patégenos no produto/alimento final € uma medida
usualmente ineficiente de controle de risco. Geralmente, quando o micro-organismo €
detectado, o momento adequado para se tomar medidas corretivas ja passou (Havelaar et al,
2010). Medidas pro-ativas, predizendo onde possiveis problemas podem surgir, sdo
preferiveis a detectd-los posteriormente.

Educacio e treinamento sdo o foco de muitos especialistas em seguranga alimentar.
Porém, Roberts (2008) sugere que o impactos dos programas de treinamento sao
inconsistentes, e a avaliagdo pdés programa raramente € conduzida. Chapman e
colaboradores (2010) sugerem que a tnica medida confidvel, para medir a efetividade das
boas préticas de manipulacdo, é através da observacdo direta dos agentes de seguranca
alimentar nos locais de preparo de alimentos.

Para tanto, os fiscais tém a disposicao critérios estabelecidos pela legislacdo local
para avaliacdo dos locais de prestacao de servicos ligados a alimentacdo. A legislacdao
brasileira, por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada (ANVISA, RDC n°12, 2 de
janeiro de 2001), versa sobre os padrdes microbioldgicos para alimentos. A regulamentacdo
¢ indispensdvel para a avaliagdo das Boas Préticas de Produ¢do de Alimentos e Prestacao
de Servigos, da aplicagdo do Sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) e da qualidade microbioldgica dos produtos alimenticios, incluindo a elucidacao
de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs).

Na regulamentacdo, sdo descritos niveis populacionais aceitdveis de presenca de

micro-organismos, patogénicos e deterioradores, em diversos alimentos.
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3.7. Microbiologia Preditiva
3.7.1. Cléassica - Historico e definigcoes

O uso de modelos matematicos na microbiologia de alimentos comecou
aproximadamente em 1920, com o desenvolvimento de métodos para calcular o tempo de
destruicdo térmica de micro-organismos, sendo que, na época estes modelos
revolucionaram a inddstria de enlatados (Nakashima et al., 2000). Porém, o artigo
publicado em 1983 por Roberts e Jarvis pode ser considerado o marco inicial da
microbiologia preditiva, onde foi levantado o questionamento se seria possivel obter uma
resposta satisfatéria do comportamento do crescimento de micro-organismos e producao de
seus metabolitos em condi¢des reais de produgdo e estocagem de produtos (Nakashima et
al., 2000).

Sob esse enfoque, Jagannath e Tsuchido (2003) sugerem a aplicacdo da pesquisa
com preocupacdo de quantificar a ecologia microbiana dos alimentos baseando-se na
premissa de que as respostas de populacdes microbianas a fatores ambientais (por exemplo,
temperatura), sdo reprodutiveis e que a partir da caracterizacdo de ambientes € possivel
prever a resposta dos micro-organismos em ambientes similares. Segundo Geeraerd e
colaboradores (2004) a microbiologia preditiva lida com o desenvolvimento de modelos
matematicos que descrevem a evolu¢do microbiana em meios sintéticos e matrizes
alimentares em funcdo das condi¢des ambientais.

Ja para Zurera-Cosano et al. (2006), a microbiologia preditiva é uma ferramenta
usual na inddstria de alimentos utilizada para prever o comportamento dos micro-
organismos, sendo que os parametros de crescimento secundarios descrevem a dependéncia
dos parametros do modelo primario com relagdo a fatores ambientais como temperatura,

A,, pH e concentracdo de 4cidos organicos. Estes modelos tém por objetivo permitir a
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interpolacdo e extrapolacdo dos resultados obtidos na regido das observagdes para a regiao
predita, considerando as interacdes entre dois ou mais fatores.

A partir do fim dos anos 1980s, o desenvolvimento de softwares especializados,
como por exemplo, COMBase Program (Inglaterra) e Pathogen Modeling Program (PMP,
Estados Unidos) permitiram a ampliacio do conhecimento e estudos relacionados a
modelagem matematica dos micro-organismos, principalmente na habilidade de solucionar
rapidamente as complexas equacdes envolvidas (Buchanan, 1993a).

Apesar de empiricos, os modelos matematicos definidos para avaliar a seguranca e
qualidade dos alimentos sdo baseados em técnicas de regressdo linear e ndo-linear. Assim, a
parcimdnia em relacdo aos dados deve sempre ser observada (McMeekin et al., 2003).

Segundo Draper e Smith (1981), e também Farber (1986), o desenvolvimento de um
modelo pode ser definido em 5 etapas:

» Planejamento:
Varidvel (eis) independente (s): comportamento microbiano determinado

basicamente por 3 a 5 fatores, principalmente temperatura, pH, A, e composicao gasosa do
ambiente. Usar valores da varidvel independente fora da faixa estudada para desenvolver o
modelo € perigoso (Whiting, 1997).

Varidvel dependente: a resposta primdria medida € usualmente a mudanca da
densidade da populacdo bacteriana ao longo do tempo, seja expressa em velocidade de
crescimento, duracdo da fase lag ou tempo para aparecimento do defeito ou producdo de
uma toxina (Whiting, 1997).

Inéculo: a maior parte dos modelos de crescimento utilizam como indculo culturas

incubadas em meio de cultura por até 24h/37°C (Whiting, 1997).
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Modelo experimental: o modelo preditivo serd sempre baseado em um meio de
crescimento, que pode ser um meio sintético ou o proprio alimento. Porém, os meios
sintéticos podem ndo simular com exatiddo a condi¢do real existente no alimento escolhido
para o estudo. Portanto, modelos gerados a partir de um alimento sdo especificos para
aquele alimento. Ross e McMeekin (1991) concluiram que os modelos cinéticos seriam
melhor desenvolvidos se fossem realizados em 3 etapas: 1.medida da varidvel dependente a
intervalos pequenos das varidveis independentes, em um meio sintético; 2.comparagdo dos
dados obtidos de um crescimento em um alimento, com as previsdes do modelo original,
definido na fase 1; 3.ajuste, se necessdrio, do modelo original, a partir dos resultados
obtidos na fase 2.

» Coleta de dados e andlise: Os dados podem ser coletados nas diferentes fases do
crescimento microbiano: lag, exponencial, estaciondria e declinio (fig.13). A fase lag e a
exponencial sdo as de maior interesse, pois para a maioria dos alimentos a deterioracao
ocorre antes de os micro-organismos atingirem a fase estaciondria. Durante a fase lag, as
células se encontram em um periodo de adaptacdo a nova condi¢do e toda sua sintese
metabdlica estard voltada para a producdo de apenas o essencial para a producao de novas
células. Por exemplo, no caso de um estudo para apontar o inicio da producdo de uma

toxina, quanto maior for o periodo da fase lag, maior serd a vida de prateleira do alimento.
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Figura 13. Curva tipica de crescimento bacteriano.
A contagem em placa é o método mais utilizado para enumeragdo de células, com a
vantagem que o limite de detecc¢do € inferior a 20 UFC/mL.

» Descrigdo matemdtica: Os modelos matemdticos podem ser classificados em
lineares ou nao-lineares. Considerando que as derivagdes de modelos bioldgicos
frequentemente resultam de solucdes de equagdes diferenciais, os modelos de regressdo
correspondentes sdao em geral ndo-lineares. Entende-se por equacdes diferenciais aquelas
que relacionam a variacdo da varidvel de resposta com a variacdo das varidveis
independentes, com base na drea da teoria envolvida (McMeekin et al, 1993).

» Validagdo: Independente do quanto um modelo se ajusta ao conjunto de dados que
o geraram, seu valor real estd baseado no quao bem ele pode prever a varidvel da resposta,
sob condi¢des ndo testadas especificamente para deriva-lo. Isto significa comparar os dados
de comportamento de micro-organismos de interesse, em alimentos submetidos a condi¢des
reais de estocagem e distribui¢do, com valores previstos pelo modelo ajustado (McMeekin

et al, 1993). Uma forma de se avaliar a qualidade dos modelos preditivos € através do

célculo dos fatores de bias e de exatiddao. O fator de bias atesta o quanto os valores preditos
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pelo modelo, encontram-se na regido denominada segura ou na regido insegura da predi¢do.
Ja o fator de exatiddo indica a precisdo dos valores preditos pelo modelo em relagdo aos
valores observados (Ross ef al.,, 1996). Sao utilizados também o valor de R’ea relacdo
Fea/Frap.

» Manuteng¢d@o: O modelo deve ser avaliado periodicamente por um estatistico, que
podera definir formas mais sensiveis de detec¢do de desvio (Draper & Smith, 1981).
3.7.2. Niveis dos modelos

Os modelos probabilisticos correspondem a modelos para prever a probabilidade da

ocorréncia de algum evento, como por exemplo, a probabilidade de ocorréncia de toxinas
em funcdo de alteracdes nas varidveis ambientais. Pode-se considerar que os modelos
matematicos estabelecidos para a microbiologia preditiva possuem 3 niveis.

» Primario: O nivel primario corresponde a modelos matematicos que
descrevem a mudanca no nimero de micro-organismos em funcdo do tempo. A producio
de uma toxina microbiana também representa um modelo primério (McKellar e Lu, 2004;
Nakashima et al, 2000; Whiting e Buchanan, 1997).

» Secundario: o nivel secundario envolve equagdes que descrevem como as
respostas dos modelos primdrios (duracdo da fase lag, velocidade de crescimento e
densidade médxima da populacdo) mudam com alteracdes nos fatores ambientais (McKellar
e Lu, 2004; Nakashima et al, 2000). Modelos secundédrios assumem que os fatores
ambientais sdo independentes, ou seja, ndo existe interacdo entre os fatores (Whiting e
Buchanan, 1997).

» Terciario: é constituido por softwares especializados para resolver o0s

modelos primdrios e secundarios (Nakashima et al, 2000). Sao programas do tipo user
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friendly, ou seja, com interface de fécil entendimento pelo usudrio. Como exemplos desses
programas temos o0 COMBase Program e o Pathogen Modeling Program.

Fujikawa & Morozumi (2006) propuseram novo modelo logistico para predizer o
crescimento de S. aureus em leite e a producio da enterotoxina em fun¢do da variacio de
temperatura (14 a 36.5°C). Ding e colaboradores (2011) investigaram o efeito combinado
da temperatura (15-35°C) e umidade relativa (60-80%) na cinética de crescimento de S.
aureus em repolho sob condi¢cdes ambientais simuladas e controladas usando metodologia
de superficie de resposta. Os resultados mostraram que tanto a temperatura quanto umidade
relativa eram_capazes de afetar o crescimento de S. aureus, tornando-se ferramenta util para
o desenvolvimento de programas de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC).

Apesar do grande nimero de trabalhos conduzidos para se avaliar a populacdo
maxima do micro-organismo no alimento, poucos avaliam a probabilidade de producdo da
toxina sob baixas temperaturas. Menor nimero ainda sdo os trabalhos que analisam a
resposta microbiana em termos de producdo da toxina quando levadas em consideracdo as
condi¢des ambientais.

Desta forma, faz-se necessario a compreensao da cinética envolvida na produgdo de
toxinas e na deterioracdo dos alimentos servidos para criangas. Para tanto, os métodos de
microbiologia preditiva tém sido constantemente considerados e aplicados, pois, a partir de
combinacdes e interacOes entre fatores que possam afetar o crescimento ou
desenvolvimento de determinado micro-organismo, bem como sua producdo de
metabdlitos, pode-se criar um modelo matemdtico que deverd incluir qualquer

probabilidade de crescimento do micro-organismo em estudo (ou producdo de metabdlitos
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téxicos), bem como os pardmetros de crescimento quando este ocorrer em alguma condi¢do
especifica (Lopez-Malo e Palou, 2000).

Nos dltimos anos, o progresso na drea da microbiologia preditiva tem sido
expressivo e ¢ comumente utilizada como trabalho de rotina de produtores e agéncias de
inspecdo de alimentos. A implementacdo do sistema de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), andlise de risco e instituicdo de critérios microbiolégicos
para alimentos, tornou a microbiologia preditiva uma importante ferramenta no
gerenciamento de risco ao longo da cadeia alimenticia (Szczawinski, 2012).

O uso de modelos mateméticos por gerentes de seguranca e qualidade de alimentos
aumentou no sentido de estimar micro-organismos patogénicos em condi¢des de
manipulagdo e processamento de alimentos. Acima de tudo, os modelos sdo mais valiosos
a industria quando sdo validados para matrizes alimentares especificas (Tamplin, 2007).
3.7.3. Microbiologia Preditiva Moderna

O advento de novas técnicas de deteccdo de patdgenos e seus produtos em
alimentos, como o PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase), possibilitou encurtar o tempo
de andlises necessdrias em casos de surtos, por exemplo (Alarcon et al, 2004). Primers
especificos para deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas estaficlocdcicas vem
sendo descritos desde o inicio da década de 1990 (Jonhson et al, 1991; Wilson et al, 1991;
Becker et al, 1998).

Mais recentemente, a quantificacdo da expressao dos genes foi possivel gragas a
técnica Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR; Stessl e Wagner, 2013; Elizaquivel e
Aznar, 2008; Elaume e Jabbouri, 2004). Metodologias baseadas em PCR, almejando genes
codificadores de SE, tém sido descritas como complemento a deteccdo direta por métodos

imunoenzimaticos, como o ELISA (Stessl e Wagner, 2013).
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RT-qPCR ¢ baseado na deteccdo de um sinal fluorescente derivado de corantes
especificos para cDNA (SYBR Green I, por exemplo) ou de sondas especificas, que
incluem sondas de hidrélise (TagMan) ou sondas de hibridiza¢do (Elizaquivel e Aznar,
2008).

A expressdo de um gene pode ser quantificada relativamente a expressdao de um
gene, de expressdo constitutiva, usado como referéncia interna (Conlon et al, 2002). Esse
gene de expressdo costitutiva € normalmente chamado de housekeeping gene. Dentre
outros, o gene 16S rRNA ¢é frequentemente utilizado, com sucesso, em estudos como
padrdo interno para analisar a expressdo de genes alvo (Vaudax et al, 2002; Yarwood et al,
2002).

As diferentes combinagdes de fatores ambientais podem afetar a expressdo dos
genes codificadores de SE ao longo da curva de crescimento bacteriano. A quantificagdao da

expressao dos genes € uma ferramenta util na compreensao da epidemiologia da doenca.
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Esta pesquisa teve como objetivo determinar a ocorréncia de possiveis pontos de
contaminagdo por espécies de Staphylococcus em instalacdes de cozinhas institucionais e
residenciais. Refeicdes prontas para o consumo e sobremesas diversas também foram
analisadas. Para este fim, 5 pontos diferentes foram amostrados (pia, alca de geladeira,
botdo de acendimento de fogdo, tdbua de corte, facas de corte e pano de prato) em quatro
creches (visitadas duas vezes) e 10 residéncias na cidade de Campinas, SP, Brasil. Além
disso, foram coletadas 16 amostras de superfies de maos e 16 amostras de narinas de
manipuladoras de alimentos das creches. Para presenga/auséncia de Staphylococcus foram
analisadas carnes de frango e chuchu servidos em hordrio de almoco nas creches.
Sobremesas diversas a base de creme de confeiteiro adquiridas em restaurantes locais foram
analisadas para enumeracdo do patégeno. Apds enumeracdo e deteccdo, um total de
trezentos e vinte colonias, tipicas e atipicas para Staphylococcus, foram recuperadas e
submetidas a identifica¢do fenotipica. Cinquenta e sete isolados foram confirmados como
espécies de Staphylococcus e conduzidos para ensaio de deteccdo de enterotoxina.
Staphylococcus aureus representou a maioria dos isolados identificados (30%) e 10,52 %
de todas as linhagens testadas foram capazes de produzir enterotoxinas. A contagem mais
elevada para Staphylococcus atingiu 3,3 x10'UFC/mL na macaneta da porta de uma
geladeira. Os resultados obtidos por esta pesquisa auxiliam no entendimento das fontes de
contamina¢do / contaminacdo cruzada por este micro-organismo. Além disso, podem
auxiliar na implementacao de melhorias na limpeza e préticas de manipulagdo de alimentos

em instalagdes de cozinhas, evitando ou reduzindo a ocorréncia de surtos de DV As.
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1.  Introducao

A avaliagdo da contaminagdo de superficies por espécies microbianas sempre foi
ponto de preocupacgdo entre os pesquisadores de todo o mundo. De acordo com dados
publicados pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS, 2002), cerca de 2,2 milhdes de
pessoas morrem a cada ano devido a diarréia causada por 4gua e/ou alimentos
contaminados. Desse total, 1,9 milhdes sdo criangas. Em 2001, a OMS langou o programa
"Cinco passos para uma alimentacdo mais segura", em que cinco ac¢des sao recomendadas
para evitar a contaminacdo de alimentos. Sdo eles: manter a limpeza e higiene dos locais
de trabalho, separacdo de alimentos crus e cozidos, coc¢do adequada dos alimentos,
manter os alimentos em temperaturas seguras, uso de dgua tratada e de matérias-primas de
qualidade.

Segundo dados apresentados pela Secretaria de Vigilincia em Satde do Brasil
(Brasil, 2013), de 2000 a 2013, foram relatados 8,857 surtos de Doencas Veiculadas por
Alimentos (DVA, envolvendo mais de 163,000 pacientes e pelo menos 112 mortes (dados
de 2012-2013 sujeitos a alteracdes). Embora em nimeros absolutos a maioria dos casos
estejam relacionados a adultos, as criangas com menos de 4 anos de idade tem a maior
incidéncia de casos. Os agentes mais comuns em surtos sdo, em primeiro lugar, Salmonella
spp. (~40%) e, em seguida, Staphylococcus spp. (~20%). Porém acredita-se que os casos
envolvendo Staphylococcus sejam maiores pois hd o problema de sub - notificacio devido a
curta duracdo da doenca e sintomas mais brandos. Além disso, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA; Brasil, 2001) apenas preconiza a andlise de cepas de
Staphylococcus coagulase-positivas, apesar cepas coagulase-negativa também serem
capazes de produzir enterotoxinas (Oliveira et al , 2011.; Oliveira et al, 2010). De acordo
com os dados da ANVISA (Brasil, 2013), as instituigdes de ensino representam o terceiro
local mais comum de ocorréncia de surtos de DVA (8%), atrds de residéncias (40%) e
restaurantes (15%) .

Esses dados mostram que as doencas causadas por estes € outros micro-organismos
sd0 muito comuns, € a maioria destes surtos poderia ser evitada se houvesse um
conhecimento prévio por parte dos responsdveis pela manipulacdo destes alimentos.
Nemer (2009) estudou a limpeza e higiene de nove cozinhas residenciais em Brasilia, DF,

Brasil. A autora concluiu que existe falta de conhecimento da populagao em geral sobre
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boas praticas de manipulagdao de alimentos e sobre a relacdo entre agentes patogénicos de
origem alimentar e 0 acometimento por doencas. A capacidade de S. aureus, Salmonella e
Campylobacter de se espalhar a partir de carnes cruas para o ambiente de cozinhas foi
verificada por Kennedy e colaboradores (2011). Os resultados mostraram contaminagao em
todas as fases de preparagdo, desde as maos dos manipuladores até os utensilios
empregados. S. aureus foi o micro-organismo mais comumente encontrado. Redmond e
colaboradores (2009) identificaram em uma cozinha doméstica a mesma cepa de
Campylobacter presente em carne de frango crua e na salada preparada a partir deste
frango, evidenciando contaminacio cruzada.

Staphylococcus spp. € um micro-organismo patogénico comum no meio ambiente,
sendo o homem e outros animais seu principal reservatério. Estd presente na cavidade
nasal, e a partir deste foco, pode contaminar tanto a epiderme quanto eventuais feridas, seja
pelo ar, dgua, solo, esgoto, ou em qualquer superficie ou objeto que tenha entrado em
contato com o homem (Gotz et al, 2006).

Desta forma, € necessdrio um maior entendimento do percurso da contaminagdo de
espécies de Staphylococcus em ambientes de preparo de alimentos dirigidos a criangas com
idades entre 0-4 anos, bem como a avaliacao da anti-sepsia dos manipuladores. Assim, esta
pesquisa teve como objetivo investigar focos de contaminacdo e rastreabilidade de
Staphylococcus spp. nas instalacdes de cozinhas institucionais (creches) e residenciais,
além de sobremesas baseadas em creme de confeiteiro adquiridas em restaurantes na cidade

de Campinas, SP / Brasil.

2. Material e métodos
2.1) Coleta de amostras

Foram visitadas dez residéncias e quatro creches (duas vezes), na cidade de
Campinas, Brasil, para amostragem das instalacdes e utensilios utilizados nas cozinhas.
Foram amostrados assepticamente os seguintes pontos: pia, macaneta da geladeira, botdo de
acendimento do fogdo, tdbua de corte, facas de corte e pano de prato — 8 amostras de cada
ponto para creches e 10 amostras para as residéncias, além de maos (16 amostras) e narinas
(16 amostras) das manipuladoras. Foi elaborado previamente um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 1) aceito pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias

Meédicas da Unicamp para amostragem das maos e narinas. Hastes flexiveis estéreis (NaCl
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0,85% + 4gua peptonada 0,1%) foram utilizadas para amostragem de todos os pontos, com
excecdo da tdbua de corte (utilizadas esponjas estéreis umidecidas, 50cm?). Quatro
utensilios (facas de corte) foram selecionados aleatoriamente para amostragem. Amostras
de pano de prato foram acondicionados em sacos estéreis contendo 90mL de caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Difco). Alimentos cozidos (carne de frango, n=8 e chuchu, n=_8)
servidos nas creches, representando o carddpio dos dias das visitas, também foram
utilizados para determinar a presenca / auséncia de Staphylococcus spp. Sobremesas a base
de creme de confeiteiro de 10 restaurantes também foram enumeradas e caracterizadas. Os
alimentos analisados foram pesados (25g) e acondicionados em sacos estéreis. Todas as
amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Toxinas Microbianas (FEA, Unicamp)

em condicdes de refrigeracdo (1-6 ° C) e analisadas dentro de 30 minutos.

2.2) Enumeragdo

As esponjas utilizadas para a amostragem de superficies, assim como as amostras de
pano de prato, foram gentilmente massageados em sacos estéreis contendo 90mL de caldo
BHI (Difco). As amostras oriundas das hastes flexiveis foram homegeinizadas com auxilio
de agitador de tubos (TE 162, Tecnal). As vinte amostras de sobremesa foram
homogeinizadas em sacos estéreis com auxilio de Stomacher (Seward Lab System). As
enumeracdes foram realizadas em Baird Parker Agar (BP, Difco plaqueamento em
superficie 10%-107), suplementado com solugdo de gema de ovo a 5% (p/v) e 1% de
solugdo de telurito de potassio a 1% (p/v) com posterior incubacio a 48h/37°C (Lancette e

Bennett, 2001).

2.3) Detecgdo de Staphylococcus

Para o enriquecimento das amostras de alimentos (25g) foi utilizado caldo BHI,
suplementado com NaCl a 7,5% (Bennet et al, 1989), por 48h/37°C, e depois estriados
sobre rampas de BP para testes de confirmacdo (Gram, catalase, susceptibilidade a

Furazolidona e DNAse) (Lancette e Bennett, 2001).

2.4) Confirmacao e identificagcdo
Ap6s o periodo de incubagdo (37°C/24-48h), 5 coldnias/placa foram escolhidas para

realizacdo de testes caracteristicos do género (Gram, catalase, coagulase e termonuclease).
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Os isolados com caracteristicas de Staphylococcus (positivo para todos os testes e alguns
isolados coagulase negativa) foram conduzidos a identificagdo fenotipica pelo sistema API

Staph (bioMérieux), com teste adicional de susceptibilidade ao antibidtico Furazolidona.

2.5) Avaliagdo da produgdo de enterotoxina
A capacidade de produc¢do de enterotoxina foi avaliada em caldo BHI. Para tanto, os

isolados foram cultivados em 5mL de meio por 37°C/24h. Em seguida, 2mL desta
suspensdo foram adicionados a 23mL de BHI e incubados a 37°C/48h sob agitacdo (170
rpm, New Brunswick Scientific, USA) (Chou e Chen, 1997). As culturas foram entdo
centrifugadas a 9000g (DuPont, USA) por 10 min/18°C, de acordo com protocolo de
extracdo (bioMérieux). Posteriormente, S00uLL do sobrenadante resultante foram aplicados
nos barretes do kit VIDAS SET “Staph Enterotoxin” (bioMérieux) para detec¢do das
enterotoxinas SEA, SEB, SEC,,3, SED e SEE. A sensibilidade do método € de deteccao
de 0,05 — 0,1ng de enteretoxina/mL.

2.6) Andlise dos resultados

As contagens para cada uma das creches, em cada um dos pontos amostrados foram
comparadas estatisticamente para a primeira e segunda visita, utilizando software BioEstat
versao 5.3. Valores de p<0,05 foram considerados significativos, indicando diferencas

significativas nas contagens obtidas na primeira e segunda visita.

3. Resultados
3.1) Creches

Cada creche foi visitada duas vezes (intervalo minimo de 1 més entre as visitas),
com aplicacio da mesma metodologia de coleta. Na tabela 1 estdo apresentados os
logaritmos das contagens das amostras do ambiente e manipuladores, para ambas as visitas,

assim como as médias.
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Tabela 1. Enumeraciao de espécies de Staphylococcus em instalacoes de cozinhas
institucionais da cidade de Campinas, SP.

Amostras
(log UFC/ Ian ou Creche A Creche B Creche C Creche D
50cm”)
Pia (1)* 2,60 - 2,45 -
Pia (2)** 1,85 - 2,28 2,23
média 2,22 - 2,37 1,12
Faca (1)*** 2,00 3,68 2,91 3,25
Faca (2)*** - - - -
Média 1,00 1,84 1,45 1,62
Tébua (1) - - 3,32 2,60
Tébua (2) 3,23 - 3,60 -
média 1,62 - 3,46 1,30
Geladeira (1) 2,48 3,00 2,35 1,00
Geladeira (2) - - 4,52 3,30
Média 1,24 1,50 3,44 2,15
Fogio (1) 2,00 - - -
Fogio (2) 2,00 - - -
Média 2,00 - - -
pano (1) - - 3,48 2,93
pano (2) 1,30 - 3,00 3,00
Média 0,65 - 3,24 2,97
Maos (1) - 3,03 3,30 -
Maios (2) 2,08 2,70 1,30 1,78
Média 1,04 2,86 2,30 0,89
Narinas (1) - 2,30 2,89 -
Narinas (2) 3,04 3,26 2,79 2,04
Média 2,70 2,78 2,84 1,02

*primeira visita; ** segunda visita ***p=0,0008 (andlise estatistica no apéndice 1), -abaixo do limite de
deteccdo
As médias de contagens mais altas para pia, tdbua de corte, porta de geladeira, pano

de prato e maos foram encontradas na creche C. A contagem mais alta alcancada em um
ponto unico foi na porta da geladeira da creche C (4,52 log;o UFC/mL). O tnico ponto com
redugdo significativa entre as contagens da primeira e segunda visita foi a faca de corte
(p=0,0008).

Estes resultados demonstram a necessidade do melhoramento de boas préticas para
limpeza e sanitiza¢do de todas as instalagdes presentes nas cozinhas. Além disso, os altos
indices de contamina¢do encontrados nas superficies de contato direto com o alimento
podem atuar como focos de contaminagdo, incrementando a contaminacao do alimento cru.

Sob este enfoque, entre as visitas, foi lecionada uma palestra para todos os manipuladores
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de alimentos das instituicdes, demonstrando a importincia das boas praticas de
manipulacdo. Esperava-se com isso uma reducdo das contagens microbianas em todos os
pontos analisados, ndo apenas das facas de corte.

A figura 1 mostra o perfil de contamina¢do nas instalagdes das cozinhas,

considerando-se as médias de todas as contagens.
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Figura 1. Média das contagens de Staphylococcus em cada ponto, considerando-

se as 4 creches amostradas.

As médias encontradas nos botdes de acionamento dos fogdes foram quase zero, e
apenas na creche A isolados foram recuperados. Isto se deve provavelmente as colonias de
Stapyholococcus spp. ndo serem capazes de se desenvolver nas altas temperaturas
encontradas préximos ao local amostrado.

No total foram recuperados cinquenta isolados com caracteristicas tipicas de
Staphylococcus (Cocos Gram (+), catalase (+), coagulase (+/-) e termonuclease (+)). Estes
isolados foram submetidos aos testes de identificacdo bioquimica, com o auxilio do sistema
API Staph (bioM¢érieux), além do teste adicional de resisténcia a Furazolidona. Entre estes
isolados, 3 foram recuperados a partir das refei¢cdes analisadas (2 isolados encontrados em
carne de frango e 1 isolado encontrado em chuchu) mas nenhuma contagem foi realizada
devido a etapa de enriquecimento prévia.

Na tabela 2 estd apresentada a correspondéncia entre os isolados versus os pontos

analisados.
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Tabela 2. Nimero de isolados por cada ponto analisado.

Ponto analisado Niimero de isolados
Faca 6
Geladeira 7
Fogao 3
Pia 6
Maios 7
Pano 5
Téabua 6
Narinas 7

E possivel observar que para as mios, narinas e portas de geladeira foram obtidos 7
isolados por ponto. As pias, tdbuas de corte e facas proporcionaram a recuperacao de 6
isolados em cada ponto e 3 isolados foram recuperados a partir do botdo de acionamento
dos fogdes. Além das superficies amostradas, foram identificados 2 isolados provenientes
de amostras de frango cozido (S. epidermidis e S. warneri) e 1 isolado identificado
proveniente de amostra de chuchu cozido (Kokuria kristinae).

Os isolados identificados em nivel de espécie estao descritos na tabela 3.

49



Tabela 3. Identificacdo fenotipica de isolados recuperados de instalacoes de cozinhas

institucionais.
% de
Isolado Creche Identificacao convergéncia
(API Staph)
I1 faca B S.epidermidis 98
12 faca D S.aureus 78
13 faca C S.xylosus 99.8
14 faca A S.warnei 97
15/16 faca B,B S.hominis 85
17 geladeira C S.xylosus 98
18 geladeira A S.cohnii ssp.cohnii 74
19/110 geladeira A, B S.epidermidis 98
I11/112/113geladeira B,B,C S.aureus 97
114 fogao D S.chromogenes 94
115/116 fogao B,C S.epiermidis 97
117 narinas B S.epidermidis 95
118 narinas A S.caprae 99.9
119/120/121/122/123narinas B, B, C, C,D S.aureus 97
124 pia C S.aureus 87
125/126 pia A, C S.xylosus 99.8
127/128/129 pia B,B,B S.warneri 90
130/131 maos C,C S.aureus 86
132 maos B S.epidermidis 98
133 maos D S.warneri 95
134 maos C S.sciuri 89
135/136 maos A, C S.xylosus 99
137 pano de prato B S.warneri 97
138/139 pano de prato C,D S.aureus 87
140/141 pano de prato A, C S.xylosus 99.8
142/143 tdbua CcC S.lentus 99.9
144 tabua B S.hominis 62
145 tdbua D S.capitis 50
146 tdbua C S.epidermidis 97
147 tdbua A S.aureus 98
148 frango A S. epidermidis 98
149 frango D S. warneri 70
150 chuchu C Kokuria kristinae 99.9

De acordo com a identifica¢do dos isolados, um perfil de incidéncia foi tragado. Os
resultados estdo expressos na tabela 4. Analisando estes dados é possivel observar que
S. aureus e S. epidermidis sdo as espécies mais frequentes com 30 e 20% de ocorréncia,
respectivamente. Estas espécies sdo capazes de causar intoxicagdo € consequente

enfermidade (Vasil, 2011; Oliveira et al, 2010; Zell et al, 2008; Balaban e Rasooly, 2000).
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Tabela 4. Perfil de incidéncia de acordo com as espécies de Staphylococcus.

Espécies

% (aprox.)

S. aureus

30

S. epidermidis
S. xylosus
S. warneri
S. hominis
S. lentus
S. capitis
S. caprae
S. chromogenes
S. cohnii
S. sciuri
Kokuria kristinae

— DN
I\)I\)NNNN#O\NO\O

3.2) Cozinhas residenciais
Dez cozinhas residenciais foram analisadas e 5 pontos amostrados (pia, faca de

corte, tdbua de corte, porta da geladeira e botdo de acionamento do fogdo). Na tabela 5 esta

apresentado o logaritmo das contagens para cada ponto.

Tabela 5. Logaritmo das contagens realizadas em instalacoes de cozinhas
residenciais na cidade de Campinas, SP.

Amostra (log

UFC/mL ou A D E F

50cm’?)

Botdo fogdo 1 <1* 1,48 <1
Macaneta 1 1 1,40 2,76
geladeira

Faca 2,15 <1 <1 <1
Pia 1 <1 <1 2,06
Tabua 1,30 <1 1,18 <1

* contagens abaixo do limite de deteccdo. Seis residéncias também nao obtiveram contagens
em nenhum ponto.

Em geral, as amostras coletadas nas cozinhas residenciais mostraram contagens
muito baixas, ou abaixo do limite de detccdo. Apenas uma residéncia (A) obteve contagens
em todos os pontos analisados. Contudo, a contagem mais alta foi encontrada na porta da
geladeira da residéncia F (2,76Log;o UFC/mL).

Dez isolados foram submetidos para identificacdo morfolégica e bioquimica.

Destes, apenas 3 possuiam caracteristicas de Staphylococcus. As espécies identificadas
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foram S. sciuri e S. lentus (89,3 e 95,5% respectivamente, isoladas de tdbua de corte) e S.
cohnii spp cohnii (86,3%, isolado da macaneta da porta de geladeira). Os 3 isolados foram

coagulase negativa.

3.3) Sobremesas

As contagens obtidas das sobremesas adquiridas em restaurantes locais estdo
apresentadas na tabela 6. Deste total, 4 amostras apresentaram isolados com caracteristicas
estafilocécicas e foram identificados pelo sistema API Staph: S. capitis (93,7%, isolado de
sonho), S. xylosus e 2 S. aureus (99,8% e 88,5% respectivamente), isolados de torta

holandesa.

Tabela 6. Logaritmo das contagens obtidas das sobremesas prontas para o consumo.

Log Espécie

Restaurante Sobremesa UFClg (% API)
Bomba de chocolate 3,60

I Sonho 3,54 S('gg"%’)s
’ Bomba de chocolate 3,76
Torta de morango 2,30

3 Torta holandesa 5,03 5;8%? ;Z)S
Torta de amendoim 0,00
4 Bomba de chocolate 3,70
Torta de morango 4,43
5 Truffa 3,16
Donut 0,00
Cheesecake 0,00

0 Torta holandesa 4,29 5;86;[; %S
7 Pavé 2,30
Torta de morango 2,00

3 Torta holandesa 5,01 .S’(.gxg)jlgo(;ob;s
Bomba de chocolate 0,00
9 Pastel de nata 6,38
Torta holandesa 3,13
10 Torta holdhdesa 4,56

Torta alema 4,74




Das 20 amostras analisadas, 9 (45%, amostras apresentadas em negrito)
apresentaram contagens superiores a 4log;)UFC/g. Populacbes com esse nivel de

contaminagdo sdo passiveis de produzir enterotoxinas (Meyrand et al, 1998).

3.4) Produgdo de enterotoxina

Todos os isolados confirmados como Staphylococcus spp. foram submetidos ao
teste de deteccdo de producdo de enterotoxina. Dos 57 isolados (creches, residéncias,
aliemntos servidos nas creches e sobremesas), 6 demonstraram capacidade para producao
de enterotoxina (10,52%), e todos eles foram recuperados de instalagcdes das cozinhas das

creches. Quanto a enzima coagulase, 3 isolados eram coagulase positiva e 3 coagulase

negativa. Na tabela 7 estd apresentada a origem e identificacdo de cada isolado.

Tabela 7. Isolados produtores de enterotoxina recuperados das instalacoes de cozinhas
institucionais.

Espécie Local de isolamento
S. aureus Maios (creche C)
S.xylosus Maos (creche C)
S.aureus Narinas (creche B)
S.epidermidis Narinas (creche B)
S.xylosus Pano de prato (creche C)
S. aureus Téabua de corte (creche C)

4. Discussao

O objetivo desta pesquisa foi determinar a ocorréncia de possiveis pontos de
contaminacgdo por espécies de Staphylococcus em instalacdes de cozinhas institucionais e
residenciais cidade de Campinas, SP/Brasil. Refei¢Oes prontas para o consumo e servidas
na hora do almogo em creches também foram analisadas. Os resultados evidenciaram altas
contagens de Staphylococcus spp., especialmente nas cozinhas das creches (contagens
acima de 10*UFC/mL, como na macaneta da porta de geladeira). Estes dados sdo de
extrema importancia, uma vez que criangas entre 0-4 anos estdo entre a parcela da
populacdo mais susceptivel a Doencgas Veiculadas por Alimentos. Além disso, as
residéncias sdo responsdveis por quase metade dos surtos relacionados a alimentos no

Brasil, apesar de no presente trabalho as contagens terem sido baixas.
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Esta pesquisa também teve como escopo analisar alimentos prontos para o
consumo. As escolhas dos alimentos para a realizacdo das amostragens foram baseadas na
porcentagem de surtos relacionados (Brasil, 2013; Brasil, 2012). Sobremesas baseadas em
creme de confeiteiro, ovos e laticinios respondem a 15% dos casos confirmados de surtos
relacionados a DVAs. Apesar de o nimero de casos envolvendo carne de frango ser
ligeiramente menor do que os casos envolvendo carne bovina (2,5 e 3,8% respectivamente),
carnes de aves sdo consideravelmente mais baratas do que outros tipos de carnes no Brasil.
Provavelmente, esta ¢ a razdo pela qual carne de frango é frequentemente servida em
restaurantes institucionais, e foi esta a razdo pela qual foi escolhida para objeto de estudo.

A presenca/auséncia de Staphylococcus spp. foi avaliada em carne de frango e
chuchu servidos na hora do almogo das creches visitadas e enumeracdes do patégeno
também foram realizadas em sobremesas a base de creme de confeiteiro.

A presenca da bactéria nas amostras oriundas dos alimentos servidos nas creches
indica provavel contamina¢do cruzada, uma vez que este organismo € termossensivel e um
cozimento adequado iria elimind-lo. Esta hipdtese € suportada pelas altas contagens
encontradas nas portas de geladeira, facas de corte e tdbuas de corte. Estes dados estdo de
acordo com o encontrado por Jackson e colaboradores (2007), que mostraram uma
significativa contaminacdo por patégenos em refrigeradores domésticos (S. aureus
recuperado de 6.4% dos refrigeradores analisados). Portanto, é possivel ocorrer uma
contamina¢do cruzada a partir das geladeiras para o alimento. Em adicdo, pode-se ainda
observar a falta de boas praticas de manipulacdo e antissepsia, uma vez que contagens de
até 10°UFC foram encontradas nas mios e narinas dos manipuladores.

No que diz respeito a identificacdo dos isolados, S. aureus foi recuperado de cada
ponto analisado. Além disso, esta pesquisa mostrou que macanetas de portas de geladeiras,
facas e tdbuas de corte podem ser consideradas como pontos criticos de contaminac¢do por
espécies de Staphylococcus (ndo somente S. aureus).

As enumeracdes de Staphylococcus spp. nas sobremesas alcangaram contagens de
até 10°UFC/ g. Este dado € preocupante, pois sobremesas a base de creme de confeiteiro sdo
muito comuns no Brasil e a maioria da populacdo tem o habito de consumi-las. Além disso,
em niveis de contaminacdo a partir de 104UFC/g ou mL, Staphylococcus spp. se torna

capaz de produzir enterotoxinas (Tatini et al, 1971; Gomez-Lucia et al, 1986).
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Além disso, esta pesquisa também tinha por objetivo reduzir os niveis de
contaminagdo através da apresentacdo de uma palestra intitulada “Boas praticas de
manipulacdo de alimentos”, ministrada para todas as creches visitadas. Uma apresentacao
em PowerPoint foi dada entre as visitas 1 e 2, direcionadas para toda a equipe envolvida no
preparo de alimentos. De posse dos resultados das enumeragdes obtidas antes e apds a
palestra, o teste de Wilcoxon foi aplicado para verificar se a redu¢do das contagens seria
significativa. Quando comparamos os resultados de enumeracdes das creches entre si, nao
hd uma reducdo significativa das contagens de Staphylococcus entre as visitas 1 e 2.
Infelizmente, apenas 1 ponto analisado teve redugdo significativa (p<0,05). Contagens
obtidas das segundas visitas nas facas de corte foram significativamente menores, com
valor de p=0,0008.

A limpeza dos ambientes e utensilios encontrados nas cozinhas das creches é feita
apenas com dgua e detergente (dados informados pela propria equipe responsavel pelo
preparo dos alimentos). Foi sugerido o uso de agentes com poder microbiocida, como
alcool 70° em superficies de contato com alimentos e antissepsia dos manipuladores, além
de solucgdo de hipoclorito de s6dio a 10% para sanitiza¢do de areas maiores. Medrano-Felix
e colaboradores (2010) reportam redugdo significativa da contagem de Staphylococcus
aureus em cozinhas residenciais ao longo de 4 semanas, quando utilizado solucdo de
hipoclorito de sédio a 5%.

Enumeracdes realizadas nas instalacdes das cozinhas residenciais indicaram baixa
recuperagdo. Apenas duas, das 10 residéncias, obtiveram contagens de até 10°UFC (faca,
residéncia A; macaneta de porta de geladeira e pia, residéncia F). A maioria dos pontos
analisados estava abaixo dos limites de deteccdo. Uma hipétese sobre estes nlimeros baixos
€ baseada no fato de todas as residéncias visitadas terem como moradores estudantes do
curso de Engenharia de Alimentos, com conhecimento prévio nas boas priticas de
manipulacdo (Uggioni e Salay, 2012).

As espécies identificadas predominantemente foram S. aureus (30%), S. epidermidis
(20%) e S. xylosus (16%), todos potenciais produtores de enterotoxinas (Bathia & Zahoor,
2007). Seis isolados recuperados das instalagdes de cozinhas institucionais foram capazes
de produzir enterotoxina in vitro, sendo 3 coagulase-negativa (S. xylosus n=2, S.

epidermidis n=1) e 3 coagulase-positiva (S. aureus n=3). Estes resultados corroboram
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pesquisas desenvolvidas previamente em relagdo a producdo de enterotoxina por cepas
coagulase-negativa (Oliveira et al, 2011, Oliveira et al, 2010). Além disso, mostra que sdao
necessdrias mudangas na legislacdo vigente para andlise de estafilococos produtores de
enterotoxinas.

Estes dados podem ajudar manipuladores de alimentos a identificar pontos criticos
de contaminacdo em seu ambiente de trabalho (creches, por exemplo) e em suas casas,
melhorando a higienizacao destes locais. Em adi¢do, esses resultados abrem caminho para
trabalhos futuros, envolvendo microbiologia preditiva e andlise de risco, considerando os

limites criticos para produgdo de enterotoxinas por espécies de Staphylococcus.
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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo modelar o Tempo para Produgdo de Toxina (TPT) em
carne de frango em funcdo da temperatura usando um modelo polinomial de superficie de
resposta. Para tanto, a linhagem padrao de Staphylococcus aureus ATCC 13565, produtora
de Enterotoxina Estafilocécica A (SEA) foi inoculada na carne de frango, esterilizada
previamente a 121°C/15min. Por¢des de 25g foram devidamente preparados mediante
ajuste de pH e concentracdo de sal e alocadas a diferentes temperaturas de armazenamento
de acordo com as combinacdes obtidas pelo planejmanto experimental. Em intervalos de
tempo, que variaram de 1 a 24h, as amostras de frango foram coletadas e submetidas ao
protocolo de extracdo e detec¢do de SE (miniVIDAS, bioMérieux). Os dados da
modelagem primdria permitiram analisar a influéncia das varidveis sobre o prolongamento
do TPT e com suas respostas foi possivel analisar as varidveis que impactaram
significativamente o TPT. O menor tempo de deteccdo averiguado foi de 4h e foi
significativamente influenciado pelos efeitos da temperatura linear e quadrética. O modelo
obtido teve predi¢cdo aceitavel para TPT (R? = 0,83). Este modelo podera ser utilizado por
microbiologistas para cédlculo do TPT em funcdo de variagbes na temperatura de

armazenamento, incrementando a segurancga alimentar.

Palavras-chave: Tempo para Produgdo de Toxinas, Enterotoxina Estafilococica (SE),

frango, modelagem polinomial.
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1. Introducao

Algumas linhagens de Staphylococcus sdo patogénicas e capazes de produzir
enterotoxinas quando condicdes favordveis estdo presentes. Enterotoxinas
Estafilocdcicas (SEs) quando ingeridas podem provocar quadros de dores de cabeca,
febre, emese e diarreia (Gotz et al, 2006). Estes micro-organismos conseguem se
desenvolver em uma ampla faixa de condi¢des ambientais. A temperatura 6tima para
producdo de SE ¢ ligeiramente maior que a temperatura 6tima de crescimento da célula
vegetativa. No que diz respeito a atividade de dgua, ocorre crescimento a 0,83 porém s6
ha producdo de SE em valores acima de 0,85. Além disso, Staphylococcus conseguem
se desenvolver em ambientes com concentracdes de NaCl de até 20% (Gotz et al,
20006).

As células vegetativas de Staphylococcus sdo altamente susceptiveis a tratamentos
térmicos e sanitizantes, porém as SEs possuem resisténcia a altas temperaturas,
congelamento e secagem, além de resisténcia a enzimas proteoliticas do trato digestdrio
(Bergdoll, 1989). Além disso, Staphylococcus € considerado fraco competidor com
outras bactérias, e sua presenca em alimentos prontos para o consumo pode indicar
recontaminac¢do, ou contaminacio cruzada (Troller e Frazier, 1963).

A intoxicacdo alimentar causada por SEs é frequentemente associada a cepas
coagulase-positivas, apesar de haver casos documentados de surtos relacionados a cepas
coagulase-negativas (Bergdoll, 1989, Oliveira et al, 2010). As SEs sdo geralmente
formadas no fim da fase exponencial de crescimento ou inicio da fase estaciondria
(Hennekinne et al, 2012). A excecdo € feita a SEA, formada no meio da fase
exponencial (Tremaine et al, 1993). A intoxicacdo ocorre quando alimentos
contaminados com o patégeno sdo expostos a condi¢des favordveis de crescimento da
bactéria e posteriormente consumidos.

Apesar do grande nimero de estudos conduzidos para se avaliar a cinética de
crescimento e populagdo maxima de Staphylococcus em matrizes alimentares (Troller,
1971; Notermans et al, 1983; Ding, et al, 2011; Rosengren et al, 2013), poucos
analisaram a resposta em termos de producdo de toxina levando-se em conta fatores
ambientais (Schelin et al, 2011; Min et al, 2013), principalmente aqueles relacionados a

temperaturas de conservagdo e abuso de refrigeracdo. O crescimento bacteriano € a
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producdo de SE podem estar dissociados, e o comportamento do micro-organismo em
matrizes alimentares pode variar muito em relagdo a meios de cultura (Schelin et al,
2011).

Pesquisadores t€m a disposicao diferentes métodos de andlise para deteccdo de
toxinas, ensaios imuno enzimaticos tradicionais (ELISA) e ensaios automatizados,
como o sistema miniVIDAS (bioMérieux, Franca) ou deteccdo dos genes codificadores
de SE, como as diferentes andlises moleculares (PCR, PCR em Tempo Real). O sistema
miniVIDAS baseia-se na ligacdo de anticorpos fluorescentes especificos adsorvidos na
parede interna de ponteiras e leitura do espectro de onda em 450nm. Os resultados para
deteccdo de 7 SEs (SEA, SEB, SEC,,3, SED e SEE), sdo expressos de acordo com o
Valor de Teste (VT) encontrado. O célculo de VT ¢ feito automaticamente pelo sistema,
sendo correspondente ao valor do sobrenadante dividido pelo valor de fluorescéncia
padrio, sendo o resultado expresso como positivo (VT>0,13) ou negativo (VT<0,13).

Modelos preditivos sdo ferramentas tteis baseadas na descricdo das mudancgas
envolvendo o nimero de células de um determinado micro-organismo, ou a quantidade
de toxinas que porventura possam ser produzidas em fun¢do do tempo (modelos
primdrios, Castillejo-Rodriguez et al, 2002). Modelos secundérios descrevem como as
respostas do modelo primdrio sdo afetadas por efeitos de fatores ambientais, tais como
temperatura, pH e atividade de d4gua. Os modelos tercidrios sdo baseados em softwares
do tipo user friendly para andlise de dados coletados.

Dado o exposto acima, esta pesquisa teve como objetivos avaliar a capacidade de
producdo de SE de isolados de Staphylococcus em carne de frango preparada em

condic¢des diversas de temperatura de resfriamento/estocagem e concentragio de NaCl.

2. Material e métodos
2.1. Inéculo

Foi utilizado 1 isolado produtor de SEA (S. aureus ATCC 13 565). As linhagens

obtidas das cozinhas tiveram sua capacidade de producdo de SE em meio liquido Brain

Heart Infusion (BHI, Difco, EUA) previamente verificadas (artigo 1) porém nao foram

capazes de produzir toxinas no alimento. As culturas produtoras de SEA foram cultivadas

em BHI caldo (18h/37°C£1). As suspensdes foram padronizadas em 10 UFC/mL
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(Densimat, bioMérieux, Francga) e diluidas a uma concentracao final de 103-10* UFC/mL

para indculo na carne de frango.

2.2. Preparo das amostras

Amostras de peito de frango cruas (pH 6,0, A, 0,99) foram adquiridas em mercados
locais e imediatamente levadas ao Laboratério de Toxinas Microbianas (FEA, Unicamp). A
carne foi entdo fracionada em pequenos pedagos os quais foram distribuidos igualmente em
frascos do tipo Schott (25g). Para eliminar possiveis contaminantes presentes na amostra, 0s
frascos, jd com as amostras, foram esterilizados em autoclave a 121°C/15min. Diferentes
concentracdes de NaCl e pH (ajustado apds esterilizacdo com solugdes estéreis de NaOH
IN ou Acido Tartdrico 1N, pHmetro mPA210 MS TECNOPON) obtidas a partir de 3
desenhos experimentais, foram adicionadas aos frascos, juntamente com 25mL de 4gua

destilada.

2.3. Desenho experimental

Foram utilizados, como screening, 2 planejamentos do tipo Central Composto nao
fatorial, sendo o primeiro com temperaturas mais elevadas (simulando temperaturas
encontradas nas cozinhas institucionais) e o segundo com temperaturas mais baixas,
simulando temperaturas de abuso de refrigeragdo. As varidveis escolhidas para os perfis de
altas temperaturas foram: temperatura (14, 20, 30, 40 e 46°C+1), pH (5.3, 5.5, 6.0, 6.5 e
6.7, faixa de variacdo detectada na carne de frango) e concentragdo de NaCl (0.8, 1.0, 1.5,
2.0 e 2.2; concentragdes praticadas na industria de alimentos para produtos de carne de
frango, tabela 2). As concentracdes de NaCl foram escolhidas de acordo com praticado na
indudstria para produtos prontos para o consumo. As varidveis escolhidas para os perfis de
temperaturas de refrigeracdo e abuso foram: temperatura (3, 5, 10, 15 e 17°C%1) e

concentracdo de NaCl (0.8, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.2%; tabela 3).
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Tabela 2. Screening para estudo do efeito da temperatura, pH e concentracao de NaCl
na producio de SE, em altas temperaturas.

Valores codificados Valores reais Intervalo
Ensaios Temperatura Sal para coleta
Temperatura pH  Sal C) pH (%) )
1 -1 -1 -1 20 55 1 8
2 +1 -1 -1 40 5,5 1 8
3 -1 +1 -1 20 6,5 1 8
4 +1 +1 -1 40 6,5 1 8
5 -1 -1 +1 20 55 2 8
6 +1 -1 +1 40 55 2 8
7 -1 +1 +1 20 6,5 2 8
8 +1 +1 +1 40 6,5 2 8
9 0 0 0 30 6,0 1,5 8
10 0 0 0 30 6,0 1,5 8
11 0 0 0 30 6,0 1,5 8
12 -1,69 0 0 13,9 6,0 1,5 8
13 +1,69 0 0 46,1 6,0 1,5 8
14 0 -1,69 0 30 53 1,5 8
15 0 +1,69 0 30 6,7 1,5 8
16 0 0 -1,69 30 6,0 08 8
17 0 0 +1,69 30 6,0 23 8

Tabela 3. Screening para estudo do efeito da temperatura e concentracio de NaCl na
producio de SE, simulando abuso de temperatura de refrigeracio.

Ensaios Valores codificados Valores experimentais Intervalo para
Temperatura Sal Temperatura(°C) Sal (%) coleta (h)
1 -1 -1 5 1 24
2 +1 -1 15 1 12
3 -1 +1 5 2 24
4 +1 +1 15 2 12
5 0 0 10 1,5 24
6 0 0 10 1,5 24
7 0 0 10 1,5 24
8 -1,41 0 3 1,5 24
9 +1,41 0 17 1,5 8
10 0 -1,41 10 0,8 24
11 0 +1,41 10 2,2 24

O terceiro planejamento foi estabelecido considerando temperaturas de abuso de
refrigeracdo e temperaturas altas que podem ocorrer em ambientes de cozinhas
institucionais, ja que essa varidvel, reconhecidamente, representa a barreira mais

significativa sobre os parametros de crescimento microbiano. Além disso, para a construg¢ao
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do modelo de superficie de resposta também foi considerado o efeito adicional de inibicao
ou retardamento do TPT que a varidvel NaCl poderia ter quando em conjunto com a
temperatura. Sendo assim, os limites das varidveis foram os seguintes: temperatura (15, 19,

28, 37 e 41°C+1) e concentracao de NaCl (0,5; 0,8; 1; 1,3 e 1,5; tabela 4).

Tabela 4. Desenho Composto Central, nao fatorial, para perfis de baixas e altas
temperaturas.

Valores codificados Valores experimentais
Ensaios Temperatura Sal Tempoeratura Sal (%) Intervalo para coleta
(°0) (h)
1 -1 -1 19 0,8 4
2 +1 -1 37 0,8 1
3 -1 +1 19 1,3 4
4 +1 +1 37 1,3 1
5 0 0 28 1 4
6 0 0 28 1 4
7 0 0 28 1 4
8 -1,41 0 15,3 1 24
9 +1,41 0 40,7 1 1
10 0 -1,41 28 0,5 4
11 0 +1,41 28 1,5 4

2.4. Andlise dos resultados

Os resultados foram acompanhados mediante coleta em intervalos de tempo que
mudaram em funcdo dos experimentos e consistiram no acompanhamento da variagdo da
populacdo em fungdo do tempo e na avaliacdo do tempo para produgdo / ndo producdo de
toxina.

a. Modelagem primdria:

Para modelagem primdria foram utilizados os dados do acompanhamento da
variagcdo da populagdo (UFC/mL) em fun¢do do tempo (h). As enumeracdes da populagdo
de S. aureus foram realizadas em Baird-Parker Agar (37°C/24h, BP, Difco, EUA). Essas
enumeracdes foram acompanhadas por, no maximo, 144h, periodo no qual todas as curvas
ja tinham entrado na fase estaciondria do crescimento. Para cada ensaio foi gerada uma
curva de crescimento correlacionando populacdo vs tempo € o TPT. Simultaneamente as
enumeracoes, foi realizada a deteccdo de toxina para cada intervalo de tempo descrito nas

tabelas 2, 3 e 4. A deteccdo da toxina foi realizada utilizando o protocolo de extragcdo e
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deteccdo de enterotoxinas (miniVIDAS Staph Enterotoxin II, bioMérieux, Francga). A
producdo de SE foi avaliada por até 144h, ji4 que esse foi o maior TPT nas condi¢des
testadas.

Com os resultados da modelagem primadria foi possivel verificar qual varidvel
tinha maior efeito como barreira sobre o TPT.

b. Modelagem secunddria:

Os dados de TPT para cada ensaio testado de cada planejamento (tabelas 2, 3 e
4) serviram como dados de entrada para constru¢dao do modelo secundario polinomial de
superficie de resposta. No estabelecimento deste modelo foram utilizadas somente as
varidveis com efeito significativo (p<0.05) sobre o TPT. As andlises do efeito de cada
varidvel sobre o TPT (para cada planejamento) foram realizadas mediante utilizagdo do
software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA).

A forma genérica da equacdo do modelo polinomial de superficie de resposta

estd definida na equacdo 1, seguindo o proposto por McKellar e Lu (2004):

Y = fo + p;temperatura + 3, tenwemtum2 + [BspH+ s pH2+ Ps sal +fs sal® + 57
temperatura * pH + Pstemperatura * sal+ P9 pH * sal + [i9 temperatura * pH * sal + ¢
equagdo 1.

Onde: Sy B po... B representam os coeficientes estimados de regressdo, com [
sendo a constante; f3; f; Ps representam efeitos lineares; (> fs [s representam os efeitos
quadraticos; S fs foe P representam a interacdo dos efeitos; ¢ erro; Y=TPT.

Um modelo simplificado foi gerado por backward stepwise regression, com efeitos
ndo significativos (p>0.05) excluidos sem prejudicar a hierarquia do modelo, usando
experimentos em duplicatas. A verificagdo matematica dos modelos foi realizada:
coeficiente de ajuste (Rz) e relacdo F.y / Fup. A superficie de resposta do modelo que
representa o TPT em funcdo das varidveis significativas foi gerada utilizando a ferramenta
Experimental Design, Central Composite, non factorial do software Statistica 7.0 (Statsoft,
EUA).
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2.5 Verificacdo biologica

O modelo polinomial de superficie de resposta gerado foi testado, respeitando-se a
faixa de variacdo dos parametros utilizados para o seu estabelecimento, em 5 condi¢des
aleatdrias de temperatura e concentragdo de NaCl: (16°C e 1,4%, 24°C e 0,9%, 29°C e
1,05%, 31°C e 0,7% e 39°C e 0,85%,). Os valores do TPT obtidos experimentalmente
foram comparados aos calculados pelo modelo. Estes dados foram acrescentados aos

valores preditos/observados pelo modelo para estimativa dos parametros bias e exatidao.

3. Resultados

A modelagem primaria de populacdo vs tempo nao obteve bom ajuste nos modelos de
crescimento. Este fato pode ser devido a falta de um nimero maior de pontos de coleta. No
entanto, o intuito da pesquisa, determinar o Tempo para Produ¢do de Toxinas (TPT), foi

atingido.

3.1 Influéncia das varidveis sobre o TPT

No apéndice 2 estao apresentados os dados do acompanhamento da variacdo da
populacdo ao longo do tempo e do TPT para cada um dos ensaios realizados, envolvendo
todos os planejamentos aplicados.

Na tabela 5 estdo apresentados os resultados de TPT vs populagdo para avaliagdo da
influéncia das varidveis selecionadas sobre o TPT no screening realizado a altas
temperaturas. Pela tabela 5 pode-se observar que os TPT encontrados variaram de 8 a 136h.
A menor populagdo enumerada com produgdo de enterotoxina foi de 1,2x10*UFC/mL, a

46°C.
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Tabela 5. Influéncia das variaveis selecionadas sobre o TPT no screening realizado a

altas temperaturas.

Ensaio Temperatura (°C) pH  Sal (%) UFC/mL TPT (h)

1 20 5,5 1 9x10* 40
2 40 5.5 1 5,5x10° 8

3 20 6,5 1 1,1X10° 40
4 40 6,5 1 8X10° 8

5 20 5,5 2 1,9X10° 32
6 40 5,5 2 4,1x10° 8

7 20 6,5 2 9,5x10° 32
8 40 6,5 2 4,7x10° 8

9 30 6,0 1,5 1,95 x10’ 16
10 30 6,0 1,5 2,2 x10’ 16
11 30 6,0 1,5 2,4 x107 16
12 13 6,0 1,5 1,2x10* 136
13 46 6,0 1,5 1,2 x10* 8

14 30 53 1,5 3x10° 16
15 30 6,7 1,5 6,4 x10° 16
16 30 6,0 0,8 1,9 x10’ 16
17 30 6,0 2,2 4,5 x10° 16

A figuras 1 representa a influéncia da reducao de temperatura sobre o TPT, com

valores de pH e concentragdo de NaCl fixos em 6 e 1,5%, respectivamente.

Influéncia da reduc¢ao de temperatura sobre o
TPT, com pH 6 e NaCl 1,5%

1,00E+08 ﬁ
1,00E+07 /’
1,00E+06 l

1,00E+05

1,00E+04 /
mE ._H:.‘.._.J-IJ ——30°C; pH 6; 1,5% NaCl
1,00E403

== 13°C; pH 6; 1,5% NaCl

log populagio (UFC/mL)

1,00E+02

1,00E+01 T o7

1,00E+00
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Tempo (h)

Figura 1. Influéncia da reducao de temperatura sobre o TPT, com pH 6 e NaCl 1,5%.
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Na figura 1 pode-se observar que uma reducdo de temperatura de 30 para 13°C, a
pH 6 e concentracdo de NaCl de 1,5%, € capaz de prolongar o TPT em 120h, ou seja, para
extensdao do TPT, o ideal ¢ a conservagao do frango em temperaturas < 13°C.

Na figura 2 estd apresentada a influéncia da variacdo de pH sobre o TPT, com
temperatura e concentra¢ao de NaCl fixas em 40°C e 1%, respectivamente.

A partir da figura 2 pode-se observar que a redu¢do do no valor de pH de 6,5 para
5,5, em condicdes constantes de temperatura e concentracdo de NaCl, ndo tem influéncia
sobre o TPT. Isto pode estar associado a pequena faixa de varia¢ao estudada nesta pesquisa
(5,3 — 6,7). Entretanto, uma variacdo maior que essa ji faria com que a carne de frango

tivesse seus atributos sensoriais alterados.

Influéncia da variagcao de pH sobre o TPT, a
40°C e 1% de NaCl

1,00E+08 O

1,00E+07

1,00E+06 -

1,00E+05
1,00E+04 /

1,00E+03

=4—40°C; pH 6,5; 1% NaCl

=—40°C; pH 5,5; 1% NaCl

1,00E+02 /

log populagio (UFC/mL)

1,00E+01 TPT

1,00E+00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 2. Influéncia da variacao de pH sobre o TPT a 40°C e 1% de NaCl.
Na figura 3 estd apresentada a influéncia do aumento da concentracdo de NaCl (0,8

—2,3%) sobre o TPT, mantendo-se fixos os valores de temperatura (30°C) e pH (6).
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Figura 3. Influéncia da variacao da concentracao de NaCl a 30°C e pH 6.

A partir da figura 3 pode-se observar que o aumento na concentracdo de NaCl (0,8 —

2,3%) nao exerce efeito sobre o TPT, quando fixadas a temperatura (30°C) e pH (6).

Para avaliacdo da influéncia de cada uma das varidveis sobre o TPT, no screening

de altas temperaturas, foi realizada a andlise estatistica dos efeitos. Estes resultados estdo

apresentados na tabela 6. Considerando como significativo apenas os efeitos com p<0,05,

pode-se observar que somente a temperatura, linear e quadrdtica, possuem efeito

significativo sobre o TPT. As demais varidveis, bem como suas interacdes, ndo obtiveram

esse efeito.

Tabela 6. Efeito das variaveis sobre o TPT para o screening de altas temperaturas
(valores significativos em vermelho).

Erro -95% +95%
Fator Efeito - t(7) p intervalo de intervalo de
padrao
confianca confianca
Média/interagio | 17,0972 | 1021664 | 1,67347 | 0,138151 | -7,0613 41,2557
(1) T‘*(T‘C‘)’&';at“ra 47,3943 | 9,68168 | -4,89526 | 0,001763 | -70,2878 -24,5008
Te"(‘fg(’;t)“ra 30,5660 | 10,47318 | 2,91850 | 0,022388 | 5,8008 55,3311
(2) pH (L) -0,0611 | 9,68228 | -0,00631 | 0,995140 | -22,9561 22,8338
pH (Q) 5,1467 | 10,47261 | -0,49144 | 0,638149 | -29,9104 19,6171
(3) % NaCl (L) -1,5069 | 10,15752 | -0,14836 | 0,886245 | -25,5257 22,5118
% Nacl (Q) -6,6840 | 11,99919 | -0,55704 | 0,594855 | -35,0576 21,6896
1Lx2L 0,0000 | 12,67533 | 0,00000 | 1,000000 | -29,9724 29,9724
1L x 3L 4,0000 | 12,67533 | 0,31577 | 0,761526 | -25,9724 33,9724
2Lx3L 0,0000 | 12,67533 | 0,00000 | 1,000000 | -29,9724 29,9724
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Na tabela 7 estdo apresentados os resultados de TPT vs populacao para avaliacao da

influéncia das varidveis selecionadas sobre o TPT no screening realizado a baixas

temperaturas.

Tabela 7. Influéncia das variaveis selecionadas sobre o TPT no screening realizado a

baixas temperaturas.

Ensaio Temperatura (°C)  Sal (%) UFC/mL TPT (h)
1 5 1 4,5x10" (144h) -
2 15 1 6,3x10° 96
3 5 2 8x10' -
4 15 2 2,6x10° 96
5 10 1,5 3,9x10* (144h) -
6 10 1,5 8,3x10* (144h) -
7 10 1,5 3,2x10* (144h) -
8 3 1,5 4,5x10" (144h) -
9 17 1,5 1,6x10° 48
10 10 0,8 2,3x10" (144h) -
11 10 2,2 1,3x10* (144h) -

Pela tabela 7 pode-se observar que o menor TPT encontrado foi de 48h (17°C, 1,5%

de NaCl). A populagdo neste caso encontrava-se em 1,6x10° UFC/mL. Dois ensaios a 15°C

produziram enterotoxina em 96h, sendo que nos demais experimentos nao houve deteccio

de SE em 144h.

A figura 4 representa a influéncia da reducdo da temperatura sobre o TPT, varidveis

analisadas no TPT.
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Influéncia da redug¢do de temperatura sobre a
producgao de TPT, com 1,5% de NaCl
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Figura 4. Influéncia da reducio de temperatura sobre a producao de TPT, com
concentracao de NaCl fixa em 1,5%.

A partir da figura 4, pode-se observar que quando ha o decréscimo na temperatura
de estocagem (17 para 10°C), a produgdo de enterotoxina nao é observada quando a
concentracdo de NaCl é mantida em 1,5%.

A figura 5 apresenta a influéncia da concentragdo de NaCl sobre o TPT quando a

temperatura € fixada em 15°C.

Influéncia da concentracao de NaCl sobre o TPT
a15°C
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Figura 5. Influéncia da concentracao de NaCl sobre o TPT com temperatura

fixa em 15°C.
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A partir da figura 5, pode-se observar que a varia¢ao na concentra¢do de NaCl nao
exerce influéncia significativa no TPT, quando a temperatura € mantida constante a 15°C.

A tabela 8 apresenta os efeitos das varidveis para o screening de baixas
temperaturas.

Tabela 8. Efeito das variaveis sobre o TPT para o screening de baixas

temperaturas (valores significativos em vermelho).

0,
Erro -95% in::://aolo
Fator Efeito - t(5) p intervalo de
padrao . de
confianga .
confianga

Média/interagdo | 143,9935 3,740476 38,4960 | 0,000000 134,3783 153,6087

(1) Temperatura

¢O)(L) -58,1818 4,604834 | -12,6349 | 0,000055 | -70,0189 -46,3447

Ter?fg(r;t)”ra 48,7232 | 5527700 | -8,8144 | 0000312 | -62,9326 | -34,5137
(2) % Nacl (L) 0,0000 | 4,604834 | 0,0000 | 1,000000 | -11,8371 | 11,8371
% NaCl (Q) 02564 | 5527700 | 0,0464 | 0,964794 | -13,9530 | 14,4658
1Lx 2L 0,0000 6,479576 | 00000 | 1,000000 | -16,6563 | 16,6563

Na tabela 9 estdo apresentados os resultados de TPT vs populagdo para avaliagdo da
influéncia das varidveis selecionadas sobre o TPT no planejamento Composto Central, ndo
fatorial, realizado a baixas e altas temperaturas.

Tabela 9. Influéncia das varidveis selecionadas sobre o TPT para o planejamento
Composto Central, nao fatorial realizado a baixas e altas temperaturas.

Ensaio Temperatura (°C)  Sal (%) UFC/mL TPT (h)
1 19 0,8 3,4x10° 30
2 37 0,8 1,4 x10° 4
3 19 1,3 2,5x10° 30
4 37 1,3 1,1 x10° 4
5 28 1 9,5x10° 10
6 28 1 1,4 x10° 10
7 28 1 1,15 x10° 10
8 15 1 6 x10* 120
9 41 1 9x10° 4
10 28 0,6 8 x10° 10
11 28 1,6 9,5x10° 10
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A figuras 6 representa a influéncia da reducao da temperatura sobre o TPT com a

concentracdo de NaCl fixa em 0,8%.

Influéncia da reducao de temperatura
sobreo TPT com 0,8% de NaCl
1,00E+08
1,00E+07 4
E 1,00E+06
£ 1,00E+05 #4
a ./
§ 1,00€+04 ——37°C; 0,8% de NaCl
§ 1,00E+03 === 19°C; 0,8% de NaCl
= %
® 1,00E+02 v
= TPT TPT
1,00E+01
1,00E+00 : . : .
0 10 20 30 40
Tempo (h)

A partir da figura 6, pode-se observar que a reducdo da temperatura (37 para 19°C)
elevou o TPT em 26h (4 para 30h).
A figura 7 apresenta a influéncia da varia¢do da concentragdo de NaCl sobre o TPT,

com a temperatura constante em 37°C.

Influéncia da variacao de NaCl sobre o TPT
a37°C

1,00E+08
1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05
1,00E+04

=&=37°C; 0,8% de NaCl
1,00E+03 -

=—37°C; 1,3% de NaCl

log populagio (UFC/mL)

1,00E+02

1,00E+01 TPT

1,00E+00 T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 7. Influéncia da variacao de NaCl sobre o TPT com temperatura fixa em 37°C.
A partir da figura 7, pode-se observar que a variagao da concentracdo de NaCl (0,8

para 1,3%) nao exerce influéncia significativa sobre o TPT, com temperatura fixa em 37°C.
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A tabela 10 apresenta os efeitos das varidveis sobre o TPT para o planejamento
Composto Central, ndo fatorial de baixas e altas temperaturas.

Tabela 10. Efeito das variaveis sobre o TPT para o planejamento Composto
Central, nao fatorial de baixas e altas temperaturas (valores significativos em
vermelho).

0,
Erro -95% in::il/:lo
Fator Efeito i t(5) p intervalo de
padrao . de
confianga .
confianga
Média/interagdo 7,4718 8,60952 0,86785 0,425161 -14,6597 29,6032

(1) Temperatura

(°o)(L) -45,3369 10,97881 -4,12950 | 0,009089 -73,5589 -17,1150

Te"(l‘g{at)“ra 350900 | 13,53968 | 2,59164 | 0,048740 | 0,2852 69,8949
(2) % Nacl (L) 12128 | 8,99715 | -0,13480 | 0,898029 | -24,3407 | 21,9151
% Nacl (Q) 20,7195 6,00254 | -0,10424 | 0,921032 | -18,4630 | 17,0240
1Lx2L 3,8674 | 1518441 | 0,25469 | 0,809103 | -35,1654 | 42,9002

Com o auxilio do software Statistica 7 (Statsoft, EUA), foi calculada a tabela de
coeficientes de regressao para constru¢do do modelo polinomial.

Tabela 11. Coeficientes de regressao utilizados para constru¢do do modelo polinomial.

Coef Erro -95% +35%
Fator | t(8) p intervalo | intervalo
Regress. padrao de de

confianga | confianga

Média/interagio | 2°0,3884 | 46,69685 | 5,36200 | 0,000676 | 142,7053 | 358,0715

(1)T(-:(m;))(er)atura -14,8474 3,46959 | -4,27931 | 0,002690 | -22,8483 -6,8466
°C)(L

Ten('\p(-)z;‘at)ura 0,2198 0,06131 3,58482 | 0,007138 0,0784 0,3611
oc Q

Com base na Tabela 11, o modelo polinomial que representard o tempo para
producdo de toxina em condi¢des de abuso de refrigeragdo e resfriamento lento foi definido
como:

TPT (h)= 250,3884 — 14,8474T + 0,2198T° (R*=0,8347). Equac3o 2.
Onde T=temperatura (°C)
A andlise de variancia (ANOVA) para este modelo esta apresentada na tabela 12.

Tabela 12. Andlise de variancia para o modelo de tempo para produgdo de toxina

Fonte de variagdio  SS gl SQM Fcal Ftab R?
regressao 6046,879 2 3023,4395

residuo 1196,757 8 149,594625 20,21088 4,46 0,834785
total 7243,636 10 724,3636
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Quando os parametros da andlise de variancia sao analisados, pode-se observar
que a relacdo Fcal/Ftab é de 4,53 e o valor de RZ:O,8347.C0m base nestes dois
parametros o modelo é considerado aceitdvel. Nas tabelas 13 e 14 estdo apresentados
os valores obtidos a partir do modelo e da verificacdo bioldgica, para obtencdo dos
fatores de bias e precisdo.

Tabela 13. Dados gerados a partir da verificacio matematica do modelo gerado.

TPT, valores TPT, valores
observados (h) preditos (h)

30 47,62485

4 1,901626

30 47,62485

4 1,901626

10 6,961655

10 6,961655

10 6,961655

96 74,02067

4 10,11811

10 6,961655

10 6,961655

Bias = 0,856, exatidao = 1,635

Tabela 14. Verificacao bioldgica

TPT, valores TPT, valores
observados (h) preditos (h)
48 69,0988
20 20,6556
10 4,6656
10 1,3468
4 8,1724

Bias = 0,718, exatidao = 2,172

Devido ao pequeno nimero de experimentos, a verificacdo bioldgica apresenta
poucos termos para normalizacdo da distribuicdo dos erros. Assim, optou-se por
utilizar, como parametros de verificacao matemadtica (bias e exatidao), aqueles obtidos
pela juncdo dos TPTs observados e preditos obtidos pela andlise do grafico de preditos
x observados e TPTs obtidos pela validagdo bioldgica. Na Tabela 15 estdo

apresentados esses valores.

7



Tabela 15. Dados utilizados para obtecao dos fatores bias e exatidao.

TPT, valores TPT, valores
observados (h) preditos (h)
30 47,62485
4 1,901626
30 47,62485
4 1,901626
10 6,961655
10 6,961655
10 6,961655
96 74,02067
4 10,11811
10 6,961655
10 6,961655
48 69,0988
20 20,6556
10 4,6656
10 1,3468

Bias = 0,81, exatiddao =1,787
Quando foram avaliados os parametros bias e exatiddo, obteve-se: 0,81 e 1,787,
respectivamente. O grifico dos preditos x observados que representa o modelo esta
apresentado da Figura 8. Por essa figura pode-se observar uma distribuicdo aleatdria

dos pontos ao longo da linha de igualdade, indicando que o modelo ndo € tendencioso.

Observed vs. Predicted Values
2 factars, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=148,5946
DV:TPT (h)

90

80

70

60

50

40

30

Predicted Values

20

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Observed Values

Figura 8. Valores preditos x observados para TPT (h), com base no modelo
polinomial obtido.
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A partir dos dados obtidos, foi gerado um modelo de superficie de resposta, que
descreve o TPT (varidvel dependente) em funcdo da temperatura (varidvel significativa

e concentracao de sal (varidvel ndo significativa; Figura 9).

RV

Il 50
Bl 50
[ 140
B 20
[ QU

Figura 9. Superficie de resposta para TPT (h) em funcio da temperatura e
concentraciao de NaCl.

4. Discussao

Os planejamentos experimentais propostos para sreening atenderam sua funcao
selecionando as varidveis de efeito significativo sobre o TPT. Pelos resultados obtidos
pode-se observar que em temperaturas altas, que simularam a temperatura no interior
das cozinhas institucionais, populacdes de 10*UFC/g ji foram capazes de produzir a
toxina, independentemente da concentragdo de NaCl. Estes resultados concordam com
os obtidos por Meyrand e colaboradores (1998), que obtiveram produgdo de toxina
com esse nivel populacional em meio de cultura liquido. Entretanto, outros
pesquisadores citam que a produgdo de toxina sO ocorrem em niveis populacionais
maiores que 10° UFC/g ou mL (Balaban e Rasooly, 2000; Bathia et al, 2007,

Hennekinne et al, 2012). Os resultados destes pesquisadores estdo em desacordo com o
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que foi evidenciado nesta pesquisa, pois mesmo em niveis populacionais menores a
producdo de SE foi evidenciada. Em adic¢do, pode-se observar que em temperaturas
mais elevadas (46°C), a populacdo minima necessdria a producdo de toxina pode ser
ainda menor, comprovando que a temperatura € a varidvel com maior efeito sobre o
TPT.

Quando se analisa os efeitos das varidveis, de forma independente, pode-se
observar que dentro da faixa de variacdo do pH da carne de frango (5,9 — 6,2), essa
varidvel ndo foi significativa. Cabe ressaltar que outras faixas de pH (<5,0 ou >7,0) ndo
foram analisadas pois alterariam as caracteristicas sensoriais do produto. A
concentracdo de sal utilizada, que simulou o utilizado em produtos industrializados
prontos para o consumo, ndo apresentou efeito significativo sobre o TPT. A varidvel
que apresentou o maior efeito no aumento de TPT foi a temperatura. Pelas analises dos
modelos primarios pode-se observar que redugdes de temperatura de 30 para 19°C, que
ainda seria considerado abuso de temperatura de refrigeracdo, ja sdo capazes de
prolongar em até 26h o TPT. Por outro lado, a conservacdo do frango a temperaturas <
10°C, com 0,8 a 2,2% de NaCl, garantiu a ndo producdo de toxina por até 144h.

No estabelecimento do modelo secundario polinomial de superficie de resposta,
foram significativas a temperatura linear e quadréitica. Os modelos polinomiais sdo os
mais comumente aplicados em microbiologia preditiva. Eles sdo atrativos,
primeiramente, pois os dados experimentais podem ser trabalhados de modo
relativamente fécil, aplicando-se uma regress@o linear maltipla. Em segundo lugar, os
modelos polinomiais permitem a utilizacdo de praticamente qualquer fator ambiental,
além de suas interagdes. Assim, a aplicacdo de modelos polinomias é um caminho
simples de resumir as informagdes fornecidas por um conjunto de dados (Ross e
Daalgard, 2004).

Entretanto, apesar das vantagens citadas para utilizacdo dos modelos
polinomiais, algumas de suas propriedades limitam seu uso como modelo secunddrio.
Uma das propriedades limitantes € que modelos polinomiais podem incluir muitos
coeficientes sem intrepretacao biologica. Por exemplo, quando se estuda o efeito de 4
parametros ambientais sobre uma determinada varidvel resposta, o modelo polinomial

gerado teria até 15 coeficientes, o que dificultaria seu entendimento (Ross e Daalgard,
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2004). Contudo, nesta pesquisa o modelo polinomial foi aplicado pois somente
temperatura teve efeito significativo sobre o TPT, tornando o modelo mais simples e
parcimonioso. Pesquisas anteriores como a realizada por Silva e colaboradores (2010)
atestaram a qualidade do modelo polinomial em detrimento ao modelo de Arrhenius-
Davey na descri¢do dos efeitos de temepratura e pH sobre o tempo de adaptacdo de
Aspergillus section Nigri IOC 4573 em néctar de manga.

O coeficiente de determinacdo obtido para o modelo, 0,83, é aceitdvel. Para
obtencdo dos valores bias e exatiddo, foram considerados os valores observados e
preditos de TPT gerados a partir do modelo e da verificacdo bioldgica. Outros
parametros de validacdo matemadtica, como bias (0,81) e relacio Fup/Feuc (4,53)
também sdo considerados aceitdveis quando se modela os efeitos de varidveis
independentes sobre o comportamento de micro-organismos patogénicos. Nesse
sentido, Ross (1999) propds uma interpretacdo para o fator bias usado na analise de
performance dos modelos que envolvam patégenos: 0,9-1,05, modelo considerado
bom; 0,7-,09 ou 1,06-1,15 modelo considerado aceitavel; <0,7 ou >1,15, modelo deve
ser considerado inaceitavel. De acordo com este critério o valor de bias obtido nesta
pesquisa para o modelo secundario é considerado aceitavel.

Analisando a superficie de resposta, pode-se observar que a temperatura de
abuso de 10°C, concentracdes de 0,3 e 0,4% ja seriam suficientes para manter o
produto livre de SEs por 24h. Com base na revisdo de literatura realizada para
construgcdo deste artigo, observou-se uma defici€ncia na existéncia de trabalhos que
modelem a producdo de toxina estafilocécica em matrizes alimentares especificas,
conforme também constatado por Schelin e colaboradores (2011).

Este artigo apresenta um modelo preditivo que pode ser utilizado com
facilidade por microbiologistas para avaliacdo do efeito que pequenas alteracdes de
temperatura podem causar sobre o TPT, podendo ser utilizado ainda para calcular o

incremento ou reducao neste tempo, e ser usado na modelagem do risco associado.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar os genes responsdveis pela producdo de
enterotoxinas estafilocécicas (SE) em cepas recuperadas de instalacdes de cozinhas
institucionais da cidade de Campinas, SP, Brasil, com auxilio da técnica de PCR
Quantitativo. Seis isolados previamente identificados em nivel de espécie (S. aureus n=3, S.
xylosus n=2 e S. epidermidis n=1) foram utilizados para verificacdo, identificacdo e
estimativa da expressdo dos genes codificadores das SE (SEA a SEE). Todos os isolados
analisados possuiam genes ativos capazes de expressar todas SE avaliadas. A maioria dos
isolados expressou mais SED. Estes dados mostram um perfil sorolégico diferente da
maioria dos casos relatados de Doencas Veiculadas por Alimentos (DV As), onde cerca de
80% dos surtos relacionados a intoxicacdo por SE estdo associados a SEA. Metade dos
isolados produtores de enterotoxinas presentes neste trabalho eram linhagens coagulase-

negativa (CNS), reafirmando a importancia destas cepas em surtos provocados por SEs.
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Highlights:
e Identificacdo de Enterotoxinas Estafilocdcicas (SEs)
e Quantificagdo de SEs por RT-qPCR

e Staphylococcus coagulase-negativa produtores de SE

Palavras-chave: Enterotoxina Estafiloc6cica, PCR, expressao génica
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1. Introducao

Staphylococcus aureus enterotoxigénicos estdo entre os principais patdégenos
causadores de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs) no mundo. No Brasil, entre
os casos de surtos com agente etiologico confirmado, linhagens coagulase-positiva (CP)
de Staphylococcus respondem por aproximadamente 20% dos surtos relatados (Brasil,
2013).

Enterotoxinas estafilocécicas (SEs) fazem parte de um grupo especifico de
exotoxinas, juntamente com toxinas exfoliativas (ETs) e TSST-1, toxina responsdvel
pela Sindrome do Choque Toxico (Hennekinne, et al, 2012). Possuem atividade de
superantigeno, provocando proliferacdo de células T de maneira inespecifica
(Hennekinne et al, 2012). Apenas as SE sdo relacionadas a surtos de intoxicacdo
alimentar.

As SE envolvidas em surtos sdo classificadas sorologicamente em S5 grupos
principais classicos, referidas como SEA a SEE, sendo a SEC subdividida em 3
variantes (Becker et al, 1998). A maioria dos casos de intoxicacdo alimentar
provocados por SE estd relacionada a atividade de SEA (Schmid et al, 2009; Veras et
al, 2008; Kérouaton et al, 2007; Cha et al, 2006, Asao et al, 2003), embora outras SEs
também tenham sido detectadas.

Entre os métodos analiticos para deteccdo de SE podemos destacar ensaios
imunolégicos, como o ELISA (Ensaio imuno absorvente ligado a enzimas) e o ELFA
(Ensaio Fluorescente ligado a enzimas) e espectrometria de massa.

Os métodos de PCR geralmente detectam genes codificadores de enterotoxinas em
linhagens isoladas de alimentos contaminados. Contudo, esta metodologia tem como
limitacdo mostrar apenas a presencga / auséncia dos genes, sem prover a informacdo da
expressdo desses genes no alimento (Hennekinne er al, 2012). Nos udltimos anos,
diversas metodologias baseadas em PCR multiplex almejando genes codificadores de
SE tem sido descritos como complemento a detec¢do direta por métodos
imunoenzimaticos, como o ELISA. Para um melhor entendimento da expressdo dos
genes codificadores de SE, a técnica de PCR Real time quantitativo (QPCR) tem sido
mais empregada (Stessl e Wagner, 2013). Usando um gene de expressdo estavel

(housekeeping) para normalizacdo, a técnica de qPCR permite a quantificacio relativa
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da expressio do mRNA (Elaume et al, 2004). Duquenne e colaboradores (2010)
desenvolveram um eficiente método para quantificar niveis relativos de transcritos para
avaliar a expressao de genes codificadores de SE durante o processamento de queijos.
Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a expressdo
relativa dos principais genes codificadores de SE em alimentos (sea, seb, sec (3
variantes), sed e sed) de isolados recuperados de instalagcdes de cozinhas institucionais e
comparar com os resultados obtidos na quantificacdo global pelo sistema miniVIDAS

(bioMérieux).

2. Material e métodos

2.1.Isolados
Seis isolados (previamente identificados em nivel de espécie e produtores de SE em
meio de cultura) recuperados de instalacdes de cozinhas institucionais (creches do

municipio de Campinas, SP, Brasil) foram cultivados em tubos inclinados contendo

Baird-Parker Agar (BP, Difco, EUA) por 18h/37°C.

2.2 PCR quantitativo

O RNA mensageiro (mRNA) foi extraido usando kit RNAeasy (Qiagen) e o reverso
transcrito para cDNA. Para andlise foi utilizado Tagman ABI Prism 7500 Sequence
Detector (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Os primers para 16S, SEA, SEB,
SEC;,3, SED e SEE foram desenhados de acordo com proposto por Jonhson e
colaboradores (1991) e modificado por Becker e colaboradores (1998; Tabela 1). A
andlise de PCR foi realizada em 25ul de volume total (20ul de SYBR Green master
mix), (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) utilizando 10 ng de cDNA (1ul) e
2ul de cada primer (backward and forward) com os seguintes ciclos de amplificagao:
estabilizacdo por 20 segundos a 50°C, desnaturagdo por 10 minutos a 95°C, 45 ciclos
15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Todos os protocolos de PCR foram realizados
para genes individuais das toxinas usando-se apenas um par de primers para cada tubo.
A expressdo de cada mRNA especifico foi normalizada ao housekeeping gene (16S5).

Os dados foram obtidos por medidas independentes de duplicatas. O valor limiar do
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ciclo das medidas individuais ndo excedeu 0,5 ciclos de amplificacdo (cada PCR

quantitativo € resultado de, pelo menos, 3 experimentos independentes).

Tabela 1. Primers utilizados para identificacao dos genes responsaveis pela expressao
das enterotoxinas SEA-SEE. Jonhson el al, 1991; Becker et al, 1998.

Nome Sequéncia (5’a 3") Localizacao
16S-1 CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 322
16S-2 GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCC 777
CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 487-507
SEA
TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAAC 592-613
TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 634-653
SEB
GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC 1088-1110
CTC AAG AACTAG ACATAA AAG CTA 665-690
SEC*
TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 913-935
CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAA ACG 354-380
SED
TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC 644-672
CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC 482-510
SEE
TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC 640-659

*a sequéncia utilizada cobre as 3 variantes de SEC (1,2,3)

3. Resultados

A tabela 2 apresenta os valores de RFV (Valor Relativo de Fluorescéncia) obtidos

da analise de presenca/auséncia de SE pelo sistema automatizado miniVIDAS
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(bioMérieux), além da estimativa da quantidade de enterotoxinas presente por mL

(dados sdo relativos aos ensaios de detec¢do de SE realizado no capitulo 2).

Tabela 2. Valores de RFV (obtidos pelo miniVIDAS) e estimativa da
quantidade de SE.

Micro-organismo Local de Valor RV Estimativa de SE
isolamento (ng/mL)

S. aureus Maos 13 314 6
S. xylosus Maos 13 045 5,8

S. epidermidis Narinas 12 673 5,6
S. aureus Narinas 13 141 5,8
S. xylosus Pano de prato 13 509 6
S. aureus Tabua de corte 12 876 5,7

As concentracdes de SE foram estimadas de acordo com proposto por Asao e
colaboradores (2003), onde valores de RFV=450 indicavam aproximadamente 0,2ng
de SEA por mL. A deteccao foi realizada a partir de meio de cultura (caldo BHI,
Difco, EUA) em culturas na fase estaciondria de crescimento (18h/37°C).

ApOs a etapa de detecgdo, as amostras seguiram para andlise bio-molecular (Real
Time PCR Quantitativo) para estimativa da expressiao dos genes codificadores de SE
(SEA a SEE).

A figura 1 apresenta a relacdo entre o nimero de copias expressas das SE
especificas e o gene utilizado como padrao (normalizador) 16S housekeeping. Os
griaficos 1A e 1B representam isolados recuperados a partir das maos de
manipuladores de alimentos de creches municipais. Os graficos 1C e 1D representam
isolados recuperados a partir das narinas dos manipuladores. Os gréificos 1E e 1F
representam isolados recuperados de elementos utilizados em ambientes de cozinhas,

sendo um pano de prato e uma tdbua para corte de alimentos, respectivamente.
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As tabelas 3 a 8 apresentam a relacdo entre o nimero de cdpias especificas
amplificadas de cada isolado pelo ndmero de cOpias do gene 16S housekeeping, além

da evidenciar qual gene codificador de SE estd sendo mais expresso.

Tabela 3. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / cépias do
gene 16S housekeeping (S. aureus isolado das maos).

ce/16S”
gene
1" 2 Média> expressio”

sea 3,86x10™" 1,02x107° 7,06x10"! 1

seb 5,67x107 7,64 x10° 6,65x10”° 95
sec’ 4,08x10™"° 5,03x10™"° 4,56x10™" 7

sed 541x10°® 1,40x10® 3,41x10® 487

see 1,25x107 1,72x10” 1,48x10” 21

Tabela 4. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / cépias do
gene 16S housekeeping (S. xylosus isolado das maos).

ce/16S”
gene
1" 2 Média> expressio”
sea 1,51x10” 3,09x10"° 9,10x10™"° 1
seb 6,47x10® 1,24 x10°® 3,85x10°® 43
sec’ 2,92x10” 4,79x10” 3,85x10” 4
sed 7,82x107"° 9,84x10° 4,96x10° 55
see 1,01x10"° 3,10x10” 1,60x10° 2

Tabela 5. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / copias do
gene 16S housekeeping (S. epidermidis isolado das narinas).

ce/16S”
gene
1" 2 Média> expressio®

sea 3,35x10™" 1,32x10” 6,79x10"° 1

seb 1,78x10° 4,68 x10 3,23x10® 48

sec 1,01x10° 2,24x107 1,17x107 175
sed 4,52x10°® 1,70x107 1,07x107 161

see 9,81x10™" 7,95x107 4,46x10° 7

Tabela 6. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / cépias do
gene 16S housekeeping (S. aureus isolado das narinas).

ce/16S
gene
1" 2 Média” expressio”

sea 4,81x10” 2,56x10” 3,69x10” 2

seb 1,73x10° 1,66 x10° 1,69x10® 7

sec 3,51x10” 8,87x10” 6,19x10” 3

sed 6,00x10™"° 4,01x10” 2,30x10” 1

see 4,42x10° 4,44x10° 4,43x10” 2

94



Tabela 7. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / copias do
gene 16S housekeeping (S. xylosus isolado de pano de prato).

ce/16S”
gene
1" 2 Média> expressio”

sea 9,08x10” 2,53x107 5,80x10° 7

seb 8,32x107 8,44x107 8,38x10° 8
sec” 3,94x10°° 9,81x10°° 6,88x10°¢ 1

sed 2,00x10* 1,71x10™ 1,85x10* 17

see 2,36x10° 2,04x10° 2,20x10° 5

Tabela 8. Numero de copias especificas dos genes codificadores para SE / cépias do
gene 16S housekeeping (S. aureus isolado de tibua de corte).

ce/16S”
gene
1" 2 Média> expressio”
sea 2,83x10” 1,71x10” 2,21x107 3
seb 4,17x107 9,72x107 6,95x107 9
sec 8,63x10® 7,85x10°® 8,24x10® 1
sed 1,98x107 1,61x107 1,79x107 2
see 6,04x10° 3,88x107 2,24x107 3

*copias especificas/copias especificas; 16S **expressdo génica, duplicatas; ***primers
utilizados abrangendo 3 subtipos de SEC média das duplicatas; *valor de vezes de quanto
uma SE é mais expressa que outra.

4. Discussao

Foram analisados 6 isolados provenientes de instalacdes de cozinhas institucionais
da cidade de Campinas, SP, Brasil, todos previamente avaliados positivamente em
relacdo a capacidade de producdo de SEs (capitulo 2).

A deteccdo de enterotoxinas foi realizada no aparelho miniVIDAS (bioMérieux,
Franca). O sistema € baseado em andlise ELFA, onde o resultado € positivo / negativo
para 7 SEs (SEA, SEB, SEC,,3, SED e SEE). O Valor Relativo de Fluorescéncia
(RFV) obtido € calculado e convertido pelo computador em um valor de teste (VT),
que corresponde ao valor do sobrenadante dividido pelo valor de fluorescéncia padrao.
Resultados de VT >0.13 e RFV > 450 indicam positividade da amostra, com
sensibilidade de deteccdo de 0.05ng/mL de enterotoxina.

Asao e colaboradores (2003) estimaram a quantidade de SEA em leite semi-
desnatado e desnatado. Valores de RFV de 450 eram correspondentes a
aproximadamente 0,2ng/mL de enterotoxina. A mesma relacdo foi usada para

estimativa da quantidade de SEB, SEC, SED e SEE, visto que a diferenca entre as
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proteinas € irriséria, é provavel que o cédlculo estabelecido para SEA seja reprodutivel
para as outras SE.

Nossos dados indicam a producdo de 6ng/mL de SE por S. aureus e S. xylosus.
Estas quantidades ndo apresentam risco para a manifestacio de sintomas
epidemiolégicos de acordo com diversos autores (Evenson et al, 1988; Bergdoll, 1989;
Asao et al, 2003; Ostyn et al, 2010). Porém, Pereira e colaboradores (1991) relatam
que 1ng/g de enterotoxina produzida por S. aureus seria capaz de causar intoxicagao.

Visto que o ensaio de detec¢do ndo especifica a SE encontrada, foi proposta a
identificacdo e quantificagdo da expressdo dos genes codificadores de SEA-SEE, a
partir da técnica de PCR quantitativo.

A deteccdo de SEs em matrizes alimentares é extremamente dificil, visto que
geralmente as enterotoxinas estdo presentes em baixas quantidades (0,05-20ng/g, Le
Loir e Gautier, 2010) e o alimento pode conter outras proteinas interferindo na
deteccdo, levando a resultados falsos (Salmain et al, 2012). Devido a alta
especificidade, mesmo em matrizes alimentares contaminadas, a utilizacdo do qPCR ¢
uma ferramenta util para deteccao de S. aureus produtores de SE (Fusco et al, 2011).

A maioria dos surtos de intoxica¢do estafilocdcica notificados € relacionada a
presenca de SEA (Balaban e Rasooly, 2000). Porém, ndo € realizada a andlise para
expressdo de outros genes relacionados a producdo de enterotoxina. Nossos resultados
indicam que todos os isolados testados eram capazes de produzir os 7 tipos de SE
testados, em menor ou maior quantidade. Foi averiguada a prevaléncia da expressao
do gene sed, codificador para SED.

Os dados obtidos indicam que a SED pode exercer papel fundamental em surtos de
intoxicacOes alimentares no Brasil. Veras e colaboradores (2008) afirmam que a
maioria dos surtos envolvendo Staphylococcus comumente estdo associados a SEA e
SED.

Uma vez que todos os genes foram expressos, podemos incidir que o valor RFV
encontrado no ensaio ELFA miniVIDAS € correspondente a deteccao de todas as SE
produzidas pelo isolado analisado.

As SE sdo geralmente produzidas no fim da fase exponencial de crescimento ou

inicio da fase estaciondria (Hennekinne ef al, 2012), com excecdo da SEA, produzida
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no meio da fase exponencial (Tremaine et al, 1993). Com o conhecimento da SE
envolvida, pode-se realizar uma predicdo mais segura do tempo de produgdo da
mesma, e consequentemente aumentar a seguranca microbioldgica dos alimentos.

O uso conjunto de técnicas bioquimicas (ELFA) e técnicas bio-moleculares (QPCR)
pode ajudar a elucidar o papel das SE em DVAs, como a quantidade minima de
ingestdo necessdria para iniciar o quadro sintomatoldgico da enfermidade e a variante

de enterotoxina envolvida.
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CAPITULO 5 - CONSIDERA COES FINAIS

A primeira parte do projeto objetivou tracar o perfil de contamina¢do em
instalacdes de cozinhas institucionais e residenciais. Cinquenta e sete isolados de
diferentes espécies de Staphylococcus foram identificados, sendo 6 deles capazes de
produzir enterotoxinas em meio liquido de cultura (10,52%). Ficou evidente a falta
de antissepsia e boas praticas de manipulacdo por parte das cozinheiras das creches.
Infelizmente, a palestra ministrada entre as visitas nas creches nao resultou em
diminuicdo significativa das contagens de Staphylococcus spp. Fato que deve ser
levado em consideracdo é a mudanga constante na equipe responsavel pelo preparo
das refeicoes.

O caminho mais evidente da contaminagdo seria a migracdo do micro-
organismo a partir das maos para geladeiras, facas e tdbuas de corte, seguindo para o
alimento pronto para o consumo. A contaminagdo cruzada dificulta a eliminagdo do
micro-organismo, permitindo a presenca da enterotoxina nos alimentos mesmo apds
seu cozimento.

A segunda parte da pesquisa objetivou descrever o Tempo para Produgdo de
Toxinas (TPT) utilizando os isolados recuperados previamente. Seis isolados
produtores de Enterotoxina Estafiloc6cica (SE) em meio de cultura ndo foram
capazes de reproduzir o defeito no alimento testado (carne de frango). Portanto, foi
utilizada para elaboragdao dos planejamentos experimentais a linhagem ATCC
13565, produtora de SEA.

A temperatura demonstrou ser a barreira mais eficiente para retardar ou impedir
a produgdo de toxina. O pH e concentracdo de NaCl, ambos dentro da faixa de
variacao existente em carne de frango e do utilizado na carne industrializada pronta
para o consumo, ndo demonstraram efeito significativo no incremento do TPT.
Utilizando-se o conceito da Teoria das Barreiras, a utilizacio em conjunto da
temperatura e concentragdo de NaCl exerce efeito significativo no TPT,
incrementando esse tempo.

Por fim, pode-se observar a falta de pesquisas correlacionando a predicdo do

TPT, ou limites de produ¢do/ndo produgdo de toxinas em matrizes alimentares
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especificas. A construcdo de um modelo de regressao logistica, baseado na interface
produgdo/ndo produgdo de enterotoxinas serd realizada posteriormente.

A terceira parte da pesquisa objetivou quantificar a expressdo dos genes
codificadores de SE dos isolados recuperados das cozinhas institucionais. A técnica
de PCR Real Time Quantitativo mostrou-se eficiente ao quantificar e comparar a
expressdo génica de cada um dos genes analisados. Os dados foram colhidos a partir
da fase estaciondria de crescimento bacteriano.

Experimentos futuros serdo desenvolvidos com a inten¢do de se analisar a
expressdo génica nas fases lag e exponencial. A leitura destes dados permite o
melhor conhecimento do perfil dos isolados encontrados no ambiente e como cada
enterotoxina se expressa ao longo do tempo, possibilitando desenvolver novos
modelos que possam aumentar a seguranca microbioldgica dos alimentos. Além
disso, a utilizacdo de técnicas moleculares, como o PCR, em adi¢do as técnicas
tradicionais imunoenzimadticas, permite uma melhor compreensao da epidemiologia

da intoxicac¢do causada por SEs.
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APENDICE 1 — Anilise estatistica

Faca de corte

Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 100.0 36.0
Mediana = 2.50 0.00
U= 0.00
Z(U) = 3.3607
p-valor (bilateral) = | 0.0008
Tébua de corte
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 64.0 72.0
Mediana = 1.00 1.50
U= 28.00
Z(U) = 0.4201
p-valor (bilateral) = 0.6744
Botao de acionamento do fogdo
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 76.0 60.0
Mediana = 0.00 0.00
U= 24.00
Z(U) = 0.8402
p-valor (bilateral)= | 0.4008
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Pia
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 64.0 72.0
Mediana = 1.00 1.50
U= 28.00
Z(U) = 0.4201
p-valor (bilateral) = | 0.6744
Macganeta da geladeira
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 54.0 82.0
Mediana = 1.50 3.00
U= 18.00
Z(U) = 1.4703
p-valor (bilateral) = 0.1415
Pano de prato
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 58.0 78.0
Mediana = 1.00 2.50
U= 22.00
Z(V) = 1.0502
p-valor (bilateral)= | 0.2936




Maos

Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 68.0 68.0
Mediana = 1.50 1.00
U= 32.00
Z(U) = 0.0000
p-valor (bilateral) = 1.0000
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Narinas
Resultado Amostra | Amostra
1 2
Tamanho da amostra 4 4
Soma dos Postos (Ri) 54.0 82.0
Mediana = 2.00 2.00
U= 18.00
Z(U) = 1.4703
p-valor (bilateral) = 0.1415




APENDICE 2 - A. variacdo da populagdo de Staphylococcus ao longo do tempo e do TPT

(Temperaturas mais altas)

Ensaio 1l: 20°C; pH 5,5; 1% de NaCl
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Ensaio4: 40°C; pH 6,5; 1 % de NaCl
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Ensaio 7: 20°C; pH 6,5; 2 % de NaCl
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Ensaio 10: 30°C; pH 6; 1,5% de NaCl
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Ensaio13: 13°C; pH 6; 1,5% de NaCl
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log populagdo (UFC/mL)
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B. Variagdo da populagdo
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C. Variacdo da populagido de Staphylococcus ao longo do tempo e do TPT (Temperaturas

baixas e altas)
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Ensaio4: 37°C; 1,3% de NaCl

1,00E+08
1,00E+07 ®
1,00E+06 14
1,00E+05 *
1,00E+04 4 —* —s Produgdode
1,00E+03 toxina

1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00 : : : . : .

2
2

log populagdo (UFC/mL)

Tempo (h)

Ensaio 5: 28°C; 1% de NaCl

1,00E+07

= 1,00E+06

1,00E+05 ®

(UFC/m

1,00E+04 @ .
S Producdo
de toxina

log populagdo

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00 T T T T . 4 T |
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Ensaio 6: 28°C; 1% de NaCl

1,00E+07

L 4
<®

= 1,00E+06 *

FC/m
L

1,00E+05

(U

1,00E+04

1,006+03 L~ | Produgdo
de toxina

log populagio

1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00 T T T . 4 T \
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

112




1,00E+07
= 1,00E+06
1,00E+05

1,00E+03
1,00E+02

log populagdo (UFC/m

1,00E+01
1,00E+00

Ensaio7: 28°C; 1% de NaCl

L 4
1 4

1,00E+04 @

Produgdo

de toxina

0 2 4 6 8

10 12 14
Tempo (h)

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+03

1,00E+02

log populagio (UFC/mL)

1,00E+01

1,00E+00

Ensaio 8: 13°C; 1% de NaCl

*
1,00E+04

2
L 2

Producdo
de toxina

20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (h)

1,00E+08

-
o
S
m
+

o
~

’

1,00E+06
1,00E+05

Ensaio9: 46°C; 1% de NaCl

1,00E+04

Producgdo

1,00E+03

de toxina

1,00E+02

log populagdo (UFC/mL)

1,00E+01
1,00E+00

Tempo (h)

113




1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

log populagdo (UFC/mL)

Ensaio 10: 28°C; 0,5% de NaCl

|
i

Produgdo T
de toxina

*

—>

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

1,00E+08

1,00E+07

Ensaio 11: 28°C; 1,5% de NaCl .

T,00E+06

* o

E

~
2 00E+05

Produgdo
detoxina -~

—>

1,00E+00

6 8 10 12 14
Tempo (h)

114




ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: “Levantamento da flora microbiana de ambientes e manipuladores
de alimentos em institui¢des de ensino infantil do municipio de Campinas”

Pesquisador responsdvel: Rafael Djalma Chaves (apresentacdao do TCLE)
Orientador: Prof. Dr. José Luiz Pereira (FEA/UNICAMP)

JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

De acordo com dados apresentados pelo Ministério da Saide, em 4 de Setembro de
2009, de 1999 a 2009 foram notificados 6.349 surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA), envolvendo 123.917 doentes e 70 mortes.

A maioria de novos casos € de criancas até 4 anos. As bactérias mais comuns sdo,
em primeiro lugar, a Salmonella spp. (42,5%) e em seguida Staphylococcus spp. (20,5%).
As bactérias Staphylococcus spp podem estar presentes nas nossas maos e nariz. Essas
bactérias podem causar dores de estdmago, vOmitos e diarréias. Ainda de acordo com os
dados, as escolas e creches representam o terceiro local mais frequente de aparecimento
dessas doencas (10,6%). Em primeiro lugar estdo as residéncias (45,4%) e em segundo os
restaurantes (19,8%).
OBJETIVOS

e Mostrar aos trabalhadores a importancia de manter a cozinha e os alimentos bem limpos.

e Analisar que bactérias podem estar presentes nos locais de preparo dos alimentos.

e Analisar se existem bactérias nas refeicdes servidas.

Rubrica
Pesquisador:
Responsdvel pela creche:

Sujeito de pesquisa:
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METODOLOGIA

Para nossa pesquisa, passaremos cotonetes e esponjas umidecidas em soro
fisioldgico em diversos locais de trabalho, sendo eles:

Local de recebimento dos alimentos;

Local de armazenagem dos alimentos;
Local de preparo dos alimentos;

Utensilios usados no preparo dos alimentos;
Amostra do alimento.

Passaremos o cotonete também nas mos e narinas dos manipuladores. NAO HA
RISCO PREVISIVEL OU DESCONFORTO PARA AS SENHORAS VOLUNTARIAS
PARTICIPANTES DA PESQUISA. NAO HAVERA TAMBEM NENHUM GASTO
FINANCEIRO POR PARTE DAS VOLUNTARIAS.

BENEFICIOS

Os resultados da pesquisa podem nos ajudar a melhorar as condicdes de
distribui¢do, armazenagem e preparo das refei¢des, evitando doengas transmitidas por
alimentos.

Além disso, com a permissdo dos responsdveis pela creche, serd apresentada uma

pequena palestra sobre boas praticas de manipulagcdo e armazenagem de alimentos para os
funciondrios responsdveis pela alimentacdo das criangas.

Rubrica
Pesquisador:
Responsével pela creche:

Sujeito de pesquisa:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

e Os pesquisadores envolvidos se colocam a disposi¢do para responder qualquer
davida a qualquer hora;

e Em uma parte do nosso trabalho, queriamos passar um cotonete umidecido nas
maos e na entrada do nariz das senhoras. A participacdo das senhoras na nossa pesquisa
ndo vai causar nenhum problema ou tipo de ferimento ou dor. O algoddao que

passaremos nas maos e nariz das senhoras € estéril, ou seja, nunca fui usado e esta
limpo, sem bactérias;

e Em qualquer momento do nosso trabalho, as senhoras podem desistir € ndo querer
mais participar da pesquisa. Se as senhoras ndo quiserem, nao passaremos o algoddao em
suas maos e nariz;

e Nenhuma informac¢do da pesquisa serd divulgada nos jornais, televisdo ou radio. As
senhoras ndo precisam falar o nome de vocés. A gente também ndo vai anunciar o nome
da creche. Vamos chama-la de A, B, C, D ou E. Dessa maneira, ninguém vai saber que
as senhoras participaram da pesquisa;

e As senhoras ndo va@o passar por nenhuma situacdo de constrangimento ou de
vergonha; As senhoras ndo vao gastar nenhum dinheiro participando da nossa pesquisa;

e Vamos deixar uma cépia desta carta para cada uma das senhoras.

e Quaisquer duvidas que as senhoras tenham depois da nossa visita, podem entrar em
contato com a gente, nos telefones e enderecos abaixo.

Endereco dos pesquisadores: Rua Monteiro Lobato, n°80. Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Departamento de Ciéncia de Alimentos. Laboratorio de Toxinas
Microbianas, UNICAMP, Campinas — SP. Telefone: (19) 3521 — 4012. e-mail:
chaves @fea.unicamp.br

Para dentuncias e/ou reclamagdes referentes aos aspectos éticos da pesquisa, entrar em
contato com: Comité de Etica em Pesquisa/FCM/UNICAMP

Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126. CEP 13083-887 Campinas-SP
Telefone: (19) 3521 — 8936 ou 3521 — 7187. e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Rubrica Assinatura

Pesquisador:

Responsével pela creche: Responsével pela creche:

Sujeito de pesquisa: Sujeito de pesquisa:
Campinas, de de 201 _.
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