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RESUMO

Varios estudos conduzidos no Brasil demonstram a presenca de bactérias
patogénicas nos alimentos, cujo consumo pode causar doencas e transtornos de
origem alimentar. O presente estudo acessou os dados da qualidade higiénico-
sanitaria de 4.576 amostras de alimentos prontos para o consumo analisadas pelo
Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) no periodo
2000-2010, e dados de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA)
investigadas pelo Nucleo de Agravos e Doengas de Transmissdo Hidrica e Alimentar
(NATHA) no mesmo periodo. Os grupos de alimentos pratos prontos para o
consumo e leite e derivados foram os grupos mais analisados e reprovados pelo
referido Laboratério (20 e 16%, respectivamente). Particularmente, as amostras de
queijo tipo Minas frescal apresentaram alta frequéncia de contaminagdo com
Staphylococcus coagulase positiva (SCP). Os pratos prontos para o consumo foram
os alimentos mais envolvidos nos casos de DTA reportados pelo NATHA, sendo que
os patégenos mais frequentes foram o Bacillus cereus e o S. aureus. Conduziu-se,
entdo, um estudo de avaliacao de risco da exposicao a toxina estafilococica A (SEA)
pelo consumo de queijo tipo Minas frescal. Os programas ComBase e Pathogen
Modeling Program foram utilizados para estimar a taxa de crescimento e tempo de
fase lag de S. aureus. Os dados de SCP em queijo Minas frescal obtidos de 338
amostras analisadas por dez LACENs do Brasil foram assumidos como S. aureus, e
os dados de consumo foram obtidos da POF 2008/2009. Fez-se ainda uma
avaliacao probabilistica da exposicao utilizando o programa @risk (Palisade®). O
risco da populagado brasileira de consumir uma porcao de queijo tipo Minas frescal
com dose de SEA acima da dose téxica (100 ng) foi estimada em no maximo 3 x107.
Este trabalho tem uma série de limitagdes, principalmente devido a auséncia de
dados de S. aureus, e deficiéncia de dados de temperatura de armazenamento no
posto de venda, e pH do queijo tipo Minas frescal. Os resultados devem ser
considerados pelos LACENs e pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de modo a melhorar os programas de monitoramento no Pais, objetivando
a geracdo de dados mais robustos que possibilitem a condugcdo de estudos de
avaliacao de risco mais consistentes.

Palavras-chave: doengas transmitidas por alimentos; queijo tipo Minas frescal,
avaliacao de risco microbiolégico; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Several studies conducted in Brazil have shown the presence of pathogens in food,
which consumption may cause foodborne diseases (FBD). The present study
investigated microbiological analysis reports of 4,576 food ready for consumption
samples analyzed by the LACEN-DF from 2000 to 2012, and information on FBD
outbreaks that took place in the Federal District in the same period obtained from the
Office of Water and Foodborne Diseases (NATHA). Ready-to-eat food and milk and
dairy products were the food groups most analyzed and with the highest rejection
rate (20 e 16%, respectively) analyzed by the LACEN-DF. Fresh Minas cheese had a
high prevalence of coagulase-positive staphylococci (CPS) counting. Ready-to-eat
food was the food group most involved in the FBD outbreaks reported by NATHA,
and Bacillus cereus and S. aureus the most prevalent pathogens. A microbiological
exposure risk assessment study was conducted for Staphylococcus enterotoxin A
(SEA) in fresh Minas cheese. ComBase and Pathogen Modeling Program models
were used to predict bacterial growth rate and lag phase parameters. CPS data in
fresh Minas cheese obtained for 338 samples analyzed by ten LACENs were used
as S. aureus information. Consumption data were obtained from the POF 2008/2009.
Exposure assessment and risk characterization were performed using @risk
(Palisade). The estimated risk of intoxication by the Brazilian population from the
consumption of fresh Minas cheese containing SEA at levels higher than the toxic
dose (100 ng) reached 3 x 107°. This study has many limitations, mainly related to the
lack of S. aureus data in fresh Minas cheese samples, e and deficiency of other
relevant information such as storage temperature at retail, and pH. The results of this
study should be considered by the LACENs and the National Surveillance Agency
aiming at improving the monitoring programs producing a sounder database that
would allow the conduction of consistent microbiological risk assessment studies in

the country.

Keywords: foodborne diseases, fresh Minas cheese, microbiological risk
assessment, Staphylococcus aureus.



INTRODUGAO

Em geral, as pessoas tém expectativas de consumir alimentos seguros. As
doencas e transtornos de origem alimentar sdo altamente desagradaveis ao
consumidor, causando a desconfianca da qualidade dos produtos disponiveis no
mercado (CAC, 2003). Varios estudos conduzidos no Brasil demonstram a presenca
de bactérias indicadoras de qualidade microbiolégica e bactérias patogénicas nos
alimentos disponiveis para consumo da populacao (Boari et al., 2004; Pereira et al.,
2006; Landeiro et al., 2007; Oliveira et al., 2011), bem como ao longo da cadeia
produtiva, principalmente de leite e derivados (Saboya, 1998; André et al., 2008;
Zafalon et al., 2009). Quase nove (9) mil surtos de intoxicacdo alimentar foram
reportados ao Ministério da Saude (MS) entre 2000 e 2011. Salmonella spp e
Staphylococcus aureus estao entre os principais agentes envolvidos em tais
intoxicacoes (Brasil, 2013).

As estratégias governamentais visando a protecdo da populacdo contra as
doencas e os agravos causados pelo consumo de alimentos de ma qualidade tem
incluido alguns programas de monitoramento de alimentos, apoiados em um
arcabouco legal (Tebbutt, 2007). No Brasil, tais programas sao realizados no ambito
das vigilancias sanitarias estaduais (VISAs) e os laboratérios centrais (LACENSs) de
todo pais (ANVISA, 2013). Adicionalmente, programas de educacao para 0 manejo
dos perigos microbiol6gicos, tal como publicagcbes das praticas adequadas de
higiene de alimentos, cartilhas de habitos simples de manipulacdo de alimentos,
tornam-se importantes para diminuir o risco aa populacédo (Pelicioni, Pereira, 2003;
Landeiro et. al., 2007; Avila et al., 2010). Os produtores de alimentos, por sua vez,
devem reconhecer seu papel na manutencao de niveis higiénico-sanitarios seguros,
a medida que implementam medidas de controle na producédo e transporte dos
alimentos (ILSI, 2007; EPA, 2012).

A Avaliacao de Risco Microbiol6gico (ARM) é uma ferramenta que pode ser
utilizada pelos gestores da saude para avaliar a exposicao da populagdo a um
determinado perigo e subsidiar estratégias gerencias locais que visem a diminuicao
deste tipo de exposicado, quando da apresentacdo de um risco eminente (Rocourt et
al., 2003). No ambito internacional, o Joint FAO/WHO Expert Meenting on
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Microbiological Risk Assessment (JEMRA) utiliza tal ferramenta para subsidiar o
estabelecimento produtor e a revisdo dos padrdes microbiolégicos em alimentos
estabelecidos pelo Codex Alimentarius (CAC, 2003; FAO/WHO, 2006). O
delineamento da ARM pode ser simples ou complexo, dependendo da
disponibilidade dos recursos humanos envolvidos, da estrutura laboratorial e
tecnoldgica e da estratégia de rastreabilidade do fluxograma de producdo do
alimento até o consumo (ILSI, 2007). A caréncia de recursos humanos e laboratorial
e de disponibilidade de dados de contaminacdo de alimentos sdo alguns fatores que
limitam a conducdo de estudos de avaliacdo de risco no Brasil — um desafio
proposto pelo presente estudo.



CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 MONITORAMENTO DA QUALIDADE SANITARIA DE ALIMENTOS

A gestdo da seguranca alimentar e a harmonizacdo dos procedimentos de
controle de qualidade tem como principals demanda o aumento da globalizacdo da
cadeia alimentar. Tem-se ai um maior conhecimento e discernimento da populacao,
dos problemas associados com a producao alimentar e, particularmente, aqueles
relacionados ao controle de qualidade e as inovacbes no desenvolvimento de
produtos, com controles dos pontos criticos mais confiaveis que possibilitam o
monitoramento e rastreabilidade (Stringer, 2005).

O Programa Nacional de Monitoramento da Qualidade Sanitaria de Alimentos
(PNMQSA), desenvolvido pela area de alimentos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) desde o ano de 2000, fundamenta-se no controle e fiscalizacao
de amostras de diversos produtos alimenticios expostos ao consumo, conforme a
avaliagdo do padrdo sanitario (ANVISA, 2013). E um dos instrumentos efetivos para
a verificacdo da conformidade dos produtos com as legislagdes sanitarias; fornece
resultados analiticos que permitem tracar o perfil dos distintos alimentos e identificar
os setores produtivos que necessitam de intervencao de carater preventivo, a fim de
garantir a melhoria da qualidade sanitaria dos alimentos comercializados no pais.

O referido Programa tem os seguintes objetivos:

e monitorar a qualidade sanitaria e de rotulagem dos alimentos;

e estabelecer um histérico de qualidade dos alimentos via geragdo de bancos
de dados e relatérios manuais ou gerados pelos sistemas de informatizacao
como sistema de gerenciamento de amostra (SGA) e gerenciamento de
amostra laboratorial (GAL);

e identificar as categorias de alimentos dispensados de registro, que devem
integrar-se aquele de grupo de alimentos com obrigatoriedade de registro;

e identificar os setores da éarea de alimentos que necessitam de uma
intervencao institucional de abrangéncia nacional e de carater preventivo no

processo produtivo;



e adotar as medidas legais no caso de deteccdo de irregularidades em
determinado alimento e/ou estabelecimento responsavel pela sua producao; e
e estabelecer intercaAmbio interinstitucional continuo sobre as informagdes dos

alimentos analisados e as providéncias adotadas (ANVISA, 2013).

A responsabilidade e conducdo do PNMQSA é compartilhada pelo Instituto
Nacional de Controle e Qualidade em Saude (INCQS), érgaos de Vigilancia Sanitaria
das Unidades Federadas (VISA) e os Laboratérios Centrais de Saude Publica
(LACENs) que constituem o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS),
originarios da Constituicdo Federal (CF) de 1988.

Dentre os programas desenvolvidos no ambito do PNMQSA, € possivel
destacar o Programa de Andlise de Teor Nutricional (PATEN), o programa do Centro
Integrado de Monitoramento da Qualidade do Leite (CQUALI-LEITE), o Programa de
Monitoramento de Aditivos e Contaminantes (PROMAC), o Programa de
Monitoramento de lodo no Sal para Consumo Humano (PROIODO) e o Programa da
Vigilancia Sanitaria do Distrito Federal (PVS), que contempla os pratos prontos para
o consumo e produtos alimenticios localmente importantes (ANVISA, 2013). Além de
analises laboratoriais, os referidos programas incluem inspe¢des sanitarias nos
estabelecimentos fabricantes dos alimentos, interdicdo e apreensdo de produtos
com laudos condenatérios e notificacdo as empresas para a adequagdo dos
alimentos as legislagdes sanitarias.

A comunidade cientifica também pode participar do processo ofertando
suporte adicional no delineamento dos programas, sinalizando novas incidéncias de
doencas transmitidas por alimentos (DTAs) ou novos perfis de consumo, e
desenvolvendo e validando novos métodos laboratoriais. A industria também € uma
fonte irrefutavel de conhecimento, pois tem implementada os melhores sistemas de
qualidade, possui valioso banco de dados e tem conhecimento do processo de
producéo e sua interferéncia na qualidade microbiolégica dos alimentos (ILSI, 2007;
Todd, 2011).

A Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC n° 12/2001 estabelece os critérios
microbiolégicos para os alimentos destinados ao consumo humano, cujos

parametros permitem avaliar a qualidade microbiolégica dos alimentos, e o0s
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sistemas de qualidade, identificar, quantificar, mitigar e prevenir os riscos de DTA
(Brasil, 2001; Avila et al., 2010).

1.2 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

As DTAs sdao um problema mundial de saude publica, e preveni-lo é a grande
meta. Sao transmitidas principalmente por bactérias e toxinas, e a importancia dos
diferentes patégenos em cada pais depende dos costumes de consumo,
processamento, preparo, manipulacao, técnicas de armazenamento e sensibilidade
da populagéo. A eliminacéo total dos patégenos € impossivel, mas pode-se reduzir a
incidéncia dos casos e, assim, do risco da doenca (Stewart et al., 2003).

O perfil epidemiolégico das doencas transmitidas por alimentos no Brasil é
pouco conhecido. Somente alguns Estados e/ou Municipios dispdéem de estatisticas
e dados sobre os alimentos mais frequentes, agentes etiol6gicos mais comuns e,
raramente, tém informacdes sobre subpopulacdes e fatores de risco. A incidéncia
varia de acordo com a educacao, as condicoes socioecondmicas, 0 saneamento, 0s
fatores ambientais e culturais identificados em cada localidade. Presume-se uma
alta morbidade, mas nao se conhece sua magnitude. A mortalidade depende das
condi¢des do paciente, do agente etiolégico e do acesso aos servicos de saude. Os
grupos etarios menores de 5 anos de idade, imunodeprimidos e idosos sao de alta
importancia devido a mortalidade por diarréia (Brasil, 2010 — Manual de DTA).

E possivel definir um surto de DTA como a ocorréncia de dois ou mais casos
de doencas similares resultantes do consumo de um alimento contendo alguma
bactéria patogénica (WHO, 2008). O quadro mais comum de DTA apresenta-se na
forma de distarbios gastrointestinais, podendo evoluir para sintomas neurolégicos,
aborto ou desordens imunolégicas, faléncia multipla de 6rgaos, doencas cronicas e
morte, constituindo-se um problema mundial de saude publica. Em caso de
botulismo, um Unico caso é considerado um surto (WHO, 2008; CDC, 2012). Em
todo o mundo, da-se a subnotificacdo, devido, principalmente, a negligéncia dos
eventos gastrointestinais pelos préprios pacientes e rapida recuperacao, em geral,
sem atendimento médico (Sandel, Mckillip, 2004; FDA/BAD BUG BOOK, 2012).



O Centro de Controle de Doencas de saude publica americano (CDC, 2012)
reportou entre o 12 de janeiro 2009 a 31 de dezembro 2010, 1.527 surtos de DTA,
que resultaram em 29.444 casos de doencas, 1.184 hospitalizagdes e vinte e trés
mortes. Entre os 790 surtos com confirmacao laboratorial, norovirus foi o agente
etiolégico mais comumente reportadoa (42% dos surtos), seguido por Salmonella,
responsavel por 30% dos surtos. Cerca de 4% dos casos (1184) resultaram em
hospitalizacdo, 49% devido a Salmonella, seguido de Escherichia coli Shiga toxin-
producing (STEC O157, 16%), e norovirus (9%). Os surtos causados por Listeria spp
resultaram em alta proporcao de pessoas hospitalizadas (82%), seguida por
Clostridium botulinum (67%), e intoxicacao paralitica por toxinas de moluscos (67%).
Entre as vinte e trés mortes, vinte e doisobitos foram causados por bactérias
(novepor Listeria monocytogenes, cinco por Salmonella, quatro por Escherichia coli
STEC 0157, trés por Clostridium perfringens, e um por Shigella), e um por norovirus.
Entre 2000 e 2008, estima-se que ocorreram 241.188 casos de intoxicacao
estafilocécica, com 1.064 hospitalizagées e seis mortes/ano (Scallan, 2011).

Na Europa, a autoridade europeia de seguranca alimentar (European Food
Safety Authority (EFSA) reportou em 2009, um total de 5.550 casos de surtos,
afetando quase 49.000 pessoas com 46 &bitos identificados. Entre estes, 293 foram
causados por toxinas de Staphylococcus spp., Bacillus e Clostridium, constituindo a
quarta maior causa de surtos alimentares na regidao (EFSA, 2011).

Um estudo retrospectivo de Paniselo et al., (2000) descreveu quinhentos e
trinta surtos na Inglaterra e Pais de Gales entre 1992 e 1996, sendo que mais da
metade deles (54,9%) foram associados a Salmonella spp., sessenta e cinco
associados a Clostridium perfringens (12,3%), vinte e trés associados a
escrombotoxina (4,3%), vinte e dois associados a Bacillus spp. (4,2%), doze
associados a Staphylococcus aureus (S. aureus) (2,3%) e dez casos associados a
Campylobacter spp. (1,9%). Em 23% dos surtos, o agente etiologico foi confirmado
por analise microbiolégica; em 31,1%, fez-se a confirmacdo por associacao
estatistica; e, em 32,6%, identificaram-se surtos por descricdo epidemiolégica com
forte associagdo circunstancial. Mais de 13,2% dos surtos ndo tiveram o agente
etiolégico confirmado, e os alimentos de origem animal foram os mais implicados

(64,3%), principalmente a carne vermelha. Entre os principais fatores que
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contribuiram para os surtos, encontram-se uso de temperatura incorreta de preparo
e armazenamento (79%) e a manipulacao inadequada (31%).

Gormley et al., (2011) descreveram que metade dos 2.429 surtos ocorridos no
pais de Gales, entre 1992 e 2008, foram causados por Salmonella spp., embora tal
proporcdo tenha reduzido durante o periodo, bem como a proporcdo de surtos
causados por C.perfringens. Os alimentos mais frequentes nestes surtos foram
carne vermelha e de aves e os alimentos mistos. Os fatores que contribuiram para
reducao dos surtos devem-se a implementacdo de medidas de controle dos pontos
criticos.

Na Alemanha, Qin et al. (2011) investigaram um surto ocorrido em maio de
2011, que resultou em 3.222 pacientes infectados por Escherichia coli O104:H4 dos
quais 39 foram a 6bito. Em torno de 25% dos pacientes desenvolveram sindrome
hemolitico-urémica (SHU) (hemolitic uremic syndrom - HUS),. O surto foi associado
ao consumo de broto de alfalfa (raw sprouts) tratado com feno (fenugreek seeds)
importado do Egito.

Na Escécia, a equipe de Locking et al. (2011), da agéncia nacional de saude
reportou, entre janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2008, um total de 2.228 casos
de E. coli O157:H7, média de 223 por ano e taxa de incidéncia de 4,4 casos por
100.000 habitantes, com idades entre 4 meses a 97 anos (mediana de 21 anos). Do
total, 1.118 casos reportados entre 2004-2008, 660 (59%) tiveram diarréia
sanguinolenta, e 41% dos pacientes foram hospitalizados.

Em Taiwan, a agéncia de saude nacional reportou 274 surtos alimentares
com 12.845 casos e trés mortes, entre os anos de 1991 a 2000. As principais
bactérias envolvidas foram: Bacillus cereus, S. aureus e Vibrio parahaemolyticus
devido, principalmente, a manipulacao incorreta de frutos do mar, produtos carneos
e cereais (Jahan, 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) reportou 8.663 surtos entre os anos de
2000 e 2011 (Brasil, 2013), sendo que a regiao Sul notificou 42,1% dos surtos; a
regiao Sudeste 37,4%; a regidao Centro-Oeste 5,2%; a regidao Nordeste 12%; e a
regiao Norte 3,5%. Os Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina foram as Unidades da Federagdo (UFs) que apresentaram maior registro

de surtos, o que pode estar relacionado com a melhor implantacdo do sistema de
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Vigilancia Epidemiologica-DTA nos municipios, mas ainda ocorre a subnotificacao
(Oliveira et al.,, 2010; MS, 2012b). Do total, 3.927 tiveram o agente etiolégico

identificado, principalmente Salmonella spp e S. aureus (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Numero de surtos por agente etiolégico entre 2000 e 2011 reportados
pelo Ministério da Saude. Fonte: SVS/MS.

A Figura 1.2 mostra o numero de surtos envolvendo S. aureus durante o
periodo. Entre os alimentos identificados (N=3487), os mistos foram responsaveis
por 1.502 surtos, seguidos dos a base de ovos, (909 surtos); doces e sobremesas
(490 surtos), carne bovina in natura, processados e miudos (358 surtos), e leite e
derivados (350 surtos). Os locais de maior ocorréncia foram as residéncias (3746
surtos), restaurantes (1296 surtos), creches e escolas (657 surtos) e eventos
publicos (255 surtos).
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Figura 1.2 Numero de surtos no Brasil envolvendo S. aureus, periodo 2000-2011.
Fonte: Sinan Net/SVS/MS.

1.3 CARACTERISTICAS DA INTOXICACAO ESTAFILOCOCICA

As intoxicagbes estafilococicas (Staphylococcal food poisoning, SFP) estao
associadas ao patégeno S. aureus, presente na regido nasal, pele e maos, e
principal responsavel por contaminagdes cruzadas de superficies de producado e de
preparo dos alimentos (Sospedra et al., 2013). S. aureus é referenciado como a
quinta causa de DTA em todos os surtos identificados na Europa (EFSA, 2011). As
toxinas estafilocécicas (SEs) sdo comumente associadas aos surtos envolvendo
alimentos, principalmente, leite e queijo, sucos, enlatados carneos e pratos prontos
para o consumo. O patégeno é veiculado pelo leite contaminado de animais sujeitos
a mastite e manipulagao excessiva e contaminagéo cruzada de diferentes alimentos,
(Argudim, 2010). As SEs séo resistentes a alta temperatura, radiagdo gama e baixo
pH (Marta et al., 2011).



De acordo com as diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO,
2008), sado caracterizados casos de intoxicacdo estafilocécica aqueles individuos
que apresentarem, predominantemente, vémito e periodo de incubagcdo curto
(menos de 8 horas). Sinais de toxicidade sistémica, como febre e hipotensao, sao
raramente observados na SFP, que é autolimitada e tem cura em 24-48 horas apés
o0 inicio dos sintomas. A incidéncia real de SFP é desconhecida, e é possivel que a
imunidade humana em relagcdo a este patdgeno seja eficaz, porque diferentes
anticorpos se ligam a diferente epitopos de SE. Por exemplo, anticorpos
heter6logos a enterotoxina tipo B (SEB) podem conferir protecdo cruzada contra a
enterotoxina tipo C (SEC) (Dinges et al., 2000; Argudin et al., 2010; Tasci et al.,
2011).

1.4 SURTOS DE INTOXICAGAO ESTAFILOCOCICA NO BRASIL E NO MUNDO

Segundo o MS, a intoxicacdo por S. aureus € a segunda maior causa de
surtos no Brasil (Figura 1.1). Alguns estudos publicados na literatura investigaram
algumas ocorréncias no Pais. Sabioni et al. (1988) investigaram um surto ocorrido
em 1987 em Ouro Preto, Minas Gerais, com suspeita de envolvimento de queijo tipo
Minas frescal consumido por uma familia. A analise microbiolégica resultou em
isolamento de Staphylococcus coagulase e termonuclease positiva com enumeragao
de 9,3x10” UFC/g; 1,1x10° NMP/g de coliformes e resultado negativo para
Salmonella spp Os sintomas predominantes foram: nausea, vémito, diarréia e dor
abdominal. A nado observancia da febre indica um caso tipico de intoxicacao
alimentar. O periodo de incubagdo deu-se em média de uma hora. Foram isoladas
10 linhagens de S. aureus, dos quais 80% produziram a enterotoxina tipo A (SEA),
20% produziram a SEB, 30% produziram a enterotoxina tipo D (SED), e 10%
produziram a enterotoxina tipo E (SEE). Conforme as informagdes adquiridas sobre
a dieta dos membros da familia investigada, identificaram-se fortes evidéncias de
que o queijo foi 0 alimento causador da intoxicagdo por toxinas de S. aureus.

Carmo et al. (2002) descreveram dois surtos de intoxicagcdo ocorridos em
Minas Gerais, em 1999. No primeiro surto, 50 pessoas apresentaram sintomas de

vémito, diarréia, cdlica, calafrios e dor de cabeca, apds consumirem queijo tipo
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Minas frescal. A vigilancia sanitaria local foi notificada e coletou trés pedacos de
queijos e uma amostra de leite cru utilizada na fabricagdo do referido queijo. As
amostras de queijo apresentaram coagulase e termonuclease positivas, confirmando
S. aureus, com presenca de SEA, SEB e SEC, e enumeragdes maiores que 2x10°
UFC/g; o leite cru apresentou somente SEA e SEB. No outro surto investigado,
envolvendo 328 pessoas que reportaram sintomas de diarreia e vomito, foram
coletadas amostras de leite cru de tanques refrigerados de distribuicdo para os
consumidores, e agua da torneira. As analises resultaram em colbnias coagulase e
termonuclease negativas de Staphylococcus, produtor de SEC e SED.

Em outro estudo, Carmo et al. (2003) investigaram um surto alimentar na
cidade de Passos, Minas Gerais, envolvendo quarenta e duas pessoas € 0 consumo
de frango empanado, arroz, feijao, tomate e puré de grao-de-bico. Trinta e uma
pessoas ficaram doentes e seis necessitaram de atendimento hospitalar. Conforme
a analise dos alimentos suspeitos, identificou-se a presenca de Staphylococcus
capaz de produzir toxinas SEA, SEB e SED no frango, com enumeracao maior que
2x10® UFC/g, o qual pode ter sido veiculado pelos manipuladores do produto.
Analise de swabs obtidos de nariz e garganta de quatro manipuladores resultaram
em isolamento de Staphylococcus com capacidade de produzir SEB, SEC e SED
e/ou Toxic Shock Staphylococcal Toxin (TSST-1).

Carmo et al. (2004) também investigaram um surto ocorrido em um evento na
regiao oeste de Minas Gerais envolvendo 8.000 pessoas, das quais 4.000
apresentaram sintomas de intoxicagdo como, nausea, vOmito, diarreia, dores
abdominais e tontura. Foram coletadas amostras de alimentos e realizado swab de
regidao de nasofaringe e abaixo das unhas dos manipuladores de alimentos. O
preparo do alimento envolvido foi iniciado na sexta-feira e finalizado no sabado de
manha e estocado em temperatura ambiente até o dia seguinte, quando foi servido.
Quase 400 individuos (396) foram internados, 81 na Unidade de Tratamento
Intensivo devido a severa desidratagdo, 16 foram a oObito dentro de 72 horas
individuos (maiores que 65 anos e menores de 5 anos). As analises dos alimentos
confirmaram a presenca de cepas de Staphylococcus coagulase e termonuclease
positivas em niveis maiores que 2x10® UFC/g, com presenca de SEA na
concentracdo de 6 pg/g de alimento, detectado pelo teste Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay (ELISA). Todas as analises de swab das maos dos
manipuladores foram positivas para S. aureus, com presenca de genes produtores
de enteroxinas SEA, SEB e SEG, detectados por Polimerase Chain Reaction (PCR).
Os autores levantaram a hipétese de que a contaminacao foi veiculada pelos
manipuladores, e as condicées de armazenamento propiciaram o desenvolvimento
do micro-organismo e producao de toxinas (~48 h., e temperatura média de 35°C).

Dias et al. (2008) investigaram 139 surtos de toxinfecgao alimentar ocorridos
em 73 municipios mineiros no periodo de janeiro de 2006 a julho de 2008, e
avaliaram as fichas de inquérito de aproximadamente 2.800 pessoas, entre criancas,
jovens e adultos. Mais da metade dos individuos tiveram confirmagdo de SE com
predominancia de vémito e diarreia e periodo de incubacéo inferior a seis horas. Os
alimentos suspeitos mais frequentes foram queijos, refeicdes prontas e produtos de
confeitaria, o que sugere possiveis falhas na selecdo da matéria-prima,
processamento e armazenamento. Metade das fichas de inquérito epidemiolégico
nao apresentava informacdes sobre o nimero de pessoas doentes/expostas, o que
elevou consideravelmente o numero de pessoas envolvidas. Foram investigadas em
91 amostras a presenca de enterotoxinas por ELISA e a capacidade
enterotoxigénicas de isolados de Staphylococcus coagulase positiva (SCP, >10°
UFC/g) pelo método Optimum Sensitive Plate (OSP) para SEA, SEB, SEC e SED.
Cerca de 40% dos surtos foram confirmados pela presenca nos alimentos de
enterotoxinas, principalmente SEA.

A Tabela 1.1 resume os resultados dos principais estudos de investigacao de
surtos estafilocécicos no Brasil. Na maioria deles, foi isolada linhagem de S. aureus
capaz de produzir enterotoxina SEA, ou esta toxina foi detectada na amostra

analisada.
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Tabela 1.1 Sustos estafilocécicos no Brasil

Estudo Surto/UF Alimento Tipo de SE*
Sabioni et al., Familiar (MG) Queijo minas 80% linhagens
(1988) frescal (QMF) SEA

Carmo et al., 50 pessoas (MG) QMF Deteccao de SEA,
(2002a) SEB, SEC

Carmo et al., 328 pessoas (MG)  Leite cru Deteccao de SEC,
(2002b) SED

Carmo et al., 42 pessoas (MG) Pratos com frango Linhagens de SEA,
(2003) SEB e SED
Carmo et al., 2000 internacgoes, Refei¢cdes mistas Deteccao unica de
(2004) 16 obitos (MG) SEA 6ug/g

Dias et al., 139 surtos, 2006- QMF e refeicoes 39,1% dos surtos —
(2008) 2008 (MG) mistas linhagens de SEA

Varios estudos reportam surtos de intoxicacdo estafilocécica ocorridos em
outras regides do mundo. Na india, o consumo de raita, alimento tipico a base de
iogurte, aumentou em vinte uma vezes o risco de intoxicacdo em relacdo aos nao
consumidores (Mustafa et al., 2009). A analise do alimento e swab das maos dos
manipuladores e refrigeradores foi positiva para SCP, indicando contaminagao
cruzada. Outro estudo conduzido naquele pais investigou um surto ocorrido em
2005, onde as pessoas consumiram bhalla, um alimento frito feito de batata (Nema
et al. (2007). Mais de 100 pessoas apresentaram sintomas tipicos de intoxicacado
estafilocécicas apds quatro horas do consumo, a maioria criancas, mas todos se
recuperaram dentro de 12-24 horas. Algumas amostras do alimento e trés amostras
clinicas de vomito apontaram a presenca combinada de SEA e SED.

Evenson et al. (1988) investigaram um surto ocorrido numa escola americana,
onde 850 estudantes de 5-19 anos de idade ficaram doentes 3-4 horas apés o
consumo de leite achocolatado, apresentando vomito e diarréia. Analise do leite por
ELISA indicou concentracdes de SEA entre 94 e 184 ng/mL.
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Kérouanton et al. (2007) analisaram 178 cepas de SCP isoladas durante a
investigagcbes de 31 surtos entre 1981 e 2002 em vérias cidades da Franga. Foram
obtidos 33 isolados diferentes de S. aureus, a maioria (84%) pertencente a um
biotipo humano e o restante associado a ovinos ou ndo especificados. Apenas dois
isolados foram sensiveis a todos antimicrobianos testados (cadmio, arsenato,
mercurio, brometo de etidio, estreptomicina, penicilina, macrolidio-lincosamida-
steptogramina-B induzivel, canamicina, tobramicina, neomicina, acido fusidico,
tetraciclina, estreptogramina A, pefloxacim, meticilina, minociclina, acriflavina) e
todos foram resistentes a pelo menos trés antibioticos. Todas as cepas que
apresentaram genes sea-sed foram positivas para deteccao de enterotoxina.

Solano et al. (2013) investigaram um surto ocorrido em 2011 numa de
Barcelona (Espanha). O surto envolveu 91 pessoas, 42 apresentaram
gastroenterites, com mediana de idade de 09 anos para criangas e 24 anos para 0s
adultos. Os sintomas mais frequentes foram dor abdominal (95,2%), vémito (88,1%),
diarreia (82,5%), nausea (78,6%) e febre (37%). Um terco dos individuos foi
hospitalizado, com duragdo média de 1-3 dias e o periodo de incubacao entre 1-3
horas ap6s a exposicdo. Das treze amostras de vémito coletadas, oito continham
enterotoxinas SEA e SAB. Swabs nasal e bilateral de unha de 03 manipuladores
apresentaram cultura de S. aureus com capacidade de produzir enterotoxinas SEA e
SED. As SEA e SED foram detectadas no macarrao, tuna e tomates acompanhando
nuggets de peixe com enumeracédo de Staphylococus coagulase positiva de 3,2x10°
UFC/g, além de aerébios meséfilos com 3x108 UFC/g e coliformes >1,5 x10° UFC/g;
no tomate fresco foi encontrada a mesma sequencia; 2,9x10* UFC/g, 2,9x10*UFC/g,
2,5x10°UFC/g de Staphylococcus, meséfilos e coliformes, respectivamente, e
3,5x10UFC/g de Bacillus cereus. Nenhuma amostra foi positiva para Salmonella spp.

Asao et al. (2003) investigaram um surto ocorrido em 2000 em Kansai,
Japao, envolvendo 13.420 pessoas. Os alimentos suspeitos foram leite desnatado e
iogurte, fabricados com leite em p6. Individuos entre 0 a 10 anos foram os mais
atingidos. Mais de 85% dos individuos desenvolveram pelo menos um sintoma de
intoxicacdo dentro de 24 h ap6s o consumo dos produtos lacteos, principalmente,
diarréia (75,9%), vémito e nausea (73,3%), dor abdominal (49%) e febre moderada

(11,9%). Foram quarenta e quatro casos confirmados laboratorialmente, dos quais
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trinta e sete causados pela ingestdo de SEA entre 20-100 ng, com média de 55,6 ng,
por individuos de zero e mais de cinquenta anos. Ikeda et al. (2005) analisaram o
leite em pd usado como ingrediente dos alimentos que causaram esse surto e
constataram a presenca de genes sea, seh, seg e sei e enterotoxina SEH,
produzidas, provavelmente, durante uma queda de energia na fabrica que durou 9
horas. A presenca de enterotoxinas no leite em pd confirma que, apesar do micro-
organismo ter sido eliminado com a pasteurizacédo, as toxinas nao perderam sua
atividade biolégica.

S. aureus foi reconhecido como o segundo agente causador de intoxicacao
alimentar entre 2003-2006 na Coréia do Sul (Kim et al., 2009). Os produtos a base
de carne ou que a tinha como ingrediente, seguido de produtos vegetais foram os
veiculos mais importantes nas intoxicacdes. Segundo dados oficiais do pais, citado
por Yoon et al., (2011), entre 2001-2005 foram reportados 33.353 surtos, dos quais
10,8% foram causados por S. aureus. Segundo Min et al. (2013), em 2011 foram
registrados no pais 249 surtos e 7.105 casos, dos quais 10 surtos (4%) e 323 (4,5%)
casos foram causados por S. aureus, o terceiro micro-organismo mais associado a

doencas de DTA, apos E. colie Salmonella spp.

1.5 CONTAMINACAO POR STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA EM
QUEIJO TIPO MINAS FRESCAL

O queijo tipo Minas frescal € o mais consumido no Brasil (30g/dia/pessoa,
IBGE, 2011). O queijo Minas frescal é caracterizado pela cor esbranquigada e odor
suave caracteristico, deve ter formato cilindrico e pesar entre 0,3 e 5 kg. E um queijo
minimamente processado, produzido da coagulacdo enzimatica de leite
pasteurizado, de textura macia e de muito alta umidade, exceto se maturado por 60
dias (Brasil,1996; Perry, 2004). Apresenta pH em torno do neutro (6-7), umidade alta
(>55%) e baixa concentracao de sal (1,4-1,6%) (Silva et al., 2003; Perry, 2004;
Rocha et al., 2006; Carvalho et al., 2007; Moraes, et al., 2009; Sangaletti et al.,

2009). Devido a essas caracteristicas fisico-quimicas, o queijo tipo Minas frescal
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constitui um meio favoravel para o crescimento de patégenos com potencial de risco
de DTA a partir do seu consumo (De Buyser et al., 2001).

No Brasil, 40% dos produtores de leite ndo sédo inspecionados (Nero et al.,
2008), e a producao ocorre sem controle dos processos térmicos possibilitando o
crescimento de patdégenos (Ortolani et al., 2010), com propabilidade de producao de
enterotoxinas que resistem ao processo de pasteurizacao e podem permanecer nos
derivados lacteos (André et al., 2008; Arcuri et al., 2010).

Entre os patdgenos, S.aureus é um dos mais abundantes isolados do leite cru
brasileiro (Tondo et al., 2000; Catao, de Ceballos, 2001; Carmo et al., 2002; Padilha
et al., 2001; Zocche et al., 2002; Silva et al., 2001, 2008, 2010; Lamaita et al., 2005;
Santana, et al., 2006; Rezende-Lago et al., 2007; Andrade et al., 2009; Nero et al.,
2009; Oliveira et al., 2011). S.aureus € o micro-organismo mais comumente isolado
de mastite bovina (Tondo et al., 2000; Wang et al., 2009).

Varios estudos no Brasil comprovam a presenca de S.aureus em queijo tipo
Minas frescal. Loguercio e Aleixo (2001) avaliaram as condicdes higiénico-sanitarias
do queijo tipo Minas frescal produzido artesanalmente em Cuiaba, Mato Grosso, por
meio da analise de S. aureus de trinta amostras obtidas em dois pontos de
comercializacao. Praticamente todas as amostras (29) apresentaram enumeracoes
superiores a 1000 UFC/g, o limite legal para queijos elaborados com bactérias
lacticas. Araujo et al. (2002) analisaram 45 amostras de queijos tipo Minas frescal de
diferentes marcas comercializadas no RJ, e em 20% delas foi detectado S. aureus,
sendo que 18% estavam acima do limite permitido legalmente. Moraes et al. (2009)
analisaram 55 amostras do comércio de Vigosa-MG, resultando em enumeracéo de
SCP <10* UFC/g e coliformes termotolerantes (em torno de 3x10° UFC/g) em 31%
das 55 amostras analisadas.

Carvalho et al. (2007) analisaram 93 amostras de queijos Minas frescal de
diferentes marcas inspecionadas, coletadas em diferentes supermercados de
Campinas (SP), em condicoes adequadas de refrigeracdo. Cerca de 7,5% das
amostras apresentaram enumeracdées de SCP maiores que 1,0x10°, e 34% das
amostras resultaram em contagens maiores que 5,0x10°NMP/g coliformes fecais
(queijos com umidade >55%), e deteccao de Listeria monocytogenes em 11,8% das

amostras.
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Ferreira et al. (2010) avaliaram 20 amostras de queijo tipo Minas frescal
comercializados em Uberlandia (MG), encontrando 18 amostras com enumeracéao de
SCP entre 1,7x10% e 2,6x10° UFC/g. Vigosa et al. (2010) avaliaram 30 amostras de
leite cru e 35 de queijo Minas frescal produzidas com leite cru comercializados em
Vigosa (MG), utilizando diferentes métodos de plagueamentos. Resultados usdando
Baird-Parker indicaram cerca de 50% das amostras SCP, com enumeracdo média
de 4,61 log UFC/mL em leite e 5,11 log UFC/g em queijo. Rodrigues et al. (2011)
analisaram 46 amostras de queijo Minas frescal durante um ano, e 91,3% das
amostras apresentaram até 10 UFC/g de SCP, em conformidade com a legislagdo
brasileira, e 6,5% apresentaram valores acima desse limite.

A contaminacéao por SCP também foi identificada em leite e queijos em outros
paises. Normanno et al. (2005) encontraram 20,7% das 3.097 amostras de leite e
derivados coletados no mercado ltaliano SCP, das quais 56,5% eram S. aureus e
destas, 55,5% produziram enterotoxinas SEA, SEB, SEC e/ou SED, sendo SEC a
mais freqiente. No Reino Unido, Little et al. (2008) analisaram 1819 queijos
pasteurizados e 2618 queijos termicamente processados, dos quais 2% foram
positivos para S. aureus com niveis de contaminagdo =10*UFC/g. Cremonesi et al.
(2007) analisaram 33 amostras de queijo de leite cru bovinos (23) e caprino (10),
frescos ou maturados, provenientes de pequenos e grandes produtores da ltalia.
Todas as amostras foram positivas para os genes coa e nuc- 23rRNA, confirmando
a presenca de S. aureus, com enumeracdo acima de 10° UFC/g. Nenhuma amostra
foi positiva para SEA-SEE, entretanto, 32% das cepas S. aureus apresentaram
gendtipo positivo para os genes SEA, SED e SEJ em 10 amostras de queijo
produzidos com leite bovino.

Na Suécia, Rosengren et al. (2010) encontraram 69% de amostras de queijos
produzidos de leite cru e 29% de leite pasteurizado com presenca de SCP, 97%
foram confirmados como S. aureus, e o restante como S. intermedius e S. hycus.
Entre as cepas de S. aureus, 30% nao continham gene de enterotoxina see, mas 44
e 26% tinham sec e uma combinacdo de sea, seg, sei ou sea e seh,
respectivamente. Foi observado S. aureus com o mesmo padrao genético daqueles
de laticinios distantes, caracterizando multiplas rotas de contaminagdo. Os queijos

com leite cru apresentaram 16% de contaminacdo com nivel maior que10® UFC/g,
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porém, sem presenca de enterotoxinas. Os queijos produzidos com leite
pasteurizado também ndo apresentaram enterotoxinas ou patégenos comumente
pesquisados, Escherichia coli ou Listeria monocytogenes. Segundo os autores, o
processo de pasteurizacao foi eficaz para garantir a boa qualidade higiénico-
sanitaria desses produtos.

Tasci et al. (2011) avaliaram 50 queijos comercializados na Turquia, dos quais
trés amostras apresentaram enumeragdes de S. aureus entre 5 e 8,2 log UFC/g e
presenca das enterotoxinas SEB, SEC e SEE. Abdou et al. (2012) analisaram
amostras de queijos comercializados em Sharkia (Egito) e identificaram genes de
enterotoxinas sea-see e bandas de proteinas especificas de S. aureus conhecidas
por fatores de viruléncia hemolisina B, lecitinase e proteinases (caseina), as quais

caracterizam a patogénese desse micro-organismo.

1.5.1 A mastite e a contaminacao do leite e queijo

A mastite subclinica € um problema frequente da producéo leiteira, sendo o S.
aureus, um dos mais importantes agentes etiolégicos, veiculado pelo leite e
derivados (Bandeira et al., 2013). Nader Filho et al. (2007) identificaram 72 isolados
de S. aureus produtores de enterotoxinas provenientes de amostras de leite de vaca
com mastite, emlaticinios do estado de Sao Paulo. Mais de 90% (91.7%)
apresentaram a capacidade de produzir pelo menos uma enterotoxina, sendo 52,8%
de produzir SEA e SEB, 44% SED, 39% SEC e 37,5% TSST-1.

Akineden et al. (2001) identificaram S. aureus isolados de leite proveniente de
vacas com mastite de oito fazendas de diferentes municipios alemaos. A presenca
de genes que codificam as enterotoxinas SEA, SEC, SED, SEG, SEI e SEJ,
indicaram que 0s genes encontrados no leite eram origindrios da infeccdo do Ubere
da vaca.

Nos Estados Unidos, Cenci-Goga et al. (2003) avaliaram o potencial
enterotoxigénico de 160 cepas de S. aureus isoladas de leite proveniente de vacas
com mastite e constataram que 22 cepas eram produtoras de enterotoxinas e dentre
essas, sete produziram SEC, doze SED e trés SEC e SED.
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Arcuri et al. (2010) analisaram isolados de S. aureus de leite de vaca com
mastite, amostras de leite de tanques e de queijos tipo Minas frescal dos principais
laticinios inspecidonados da regido de Minas Gerais e Rio de Janeiro. As cepas de
S. aureus foram caracterizadas por PCR femA e PFGE (Pulsed field gel
electrophoresis). Cerca de 14% dos 125 isolados de leite foram positivos para um ou
mais genes de enterotoxinas entre sea-see, seg, seh, sei e selj e sell, 0 mesmo
ocorreu para 43% dos 96 isolados de leite de tanques e 73% dos 70 isolados de

queijo.

1.5.2 A manipulacao dos produtos lacteos e contaminacao estafilocécica

S. aureus coloniza a regido anterior das narinas de 30 a 50% da populacao
humana saudavel e serve como reservatério para a disseminacao do patégeno.
Durante a manipulacao de alimentos esse patdégeno pode ser transferido pelo habito
de cocar o nariz ou diretamente pelas maos (Wattinger, et al., 2012; Udo, et al.,
2009). Alguns estudos mostram o mesmo perfil genético das cepas encontradas em
manipuladores de leite e derivados. André et al. (2008) encontraram que 75% dos
manipuladores de um laticinio do estado de Goias colonizavam S. aureus nas maos
e nariz, e mais de 65% das cento e quarenta amostras de leite e queijo
apresentavaam esta bactéria. O perfil do teste de heterogeneidade de DNA revelou
diferentes clones entre os mesmos manipuladores. As cepas isoladas do leite
apresentaram semelhanca com as dos queijos em 23% dos casos € as cepas
isoladas dos queijos foram diferentes das dos manipuladores, indicando a
possibilidade de contaminacao proveniente de outros laticinios, ambiente e pessoas.
Entre as cepas de S. aureus, 23% foram resistentes a pelo menos um antibiético
(eritromicina, tetraciclina, oxacilina ou penicilina), mas todos apresentaram
sensibilidade a vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina.

Tondo et al. (2000) analisaram amostras de leite cru, produtos de leite, swab
de equipamentos e fossas nasais de manipuladores, coletados durante dois anos e
meio, em um laticinio de Nova Petropolis (RS). Cepas de S. aureus foram isoladas
de 35,2% dos 51 manipuladores investigados e 90,4% das 91 amostras de leite cru

estavam contaminadas. Nao foi isolado S. aureus das 145 amostras de
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equipamentos dos laticinios analisadas. Das 3.200 amostras de produtos lacteos
analisados, 10 apresentaram o patégeno (um queijo cheddar, uma manteiga, um
creme de leite e quatro queijos frescos). Testes de susceptibiidade a antibiético
mostraram perfis similares entre o leite cru e os produtos lacteos, indicado ser o
primeiro a fonte de contaminagéo.

A contaminacéao de leite e seus derivados pode ser prevenida no processo de
ordenha e producéao de leite para prevenir a mastite, nas instalacées industriais para
identificar os pontos criticos das etapas de producao; e na protecdo e cuidado com
sua saude dos manipuladores (Osaili et al., 2013). Na industria, o uso de culturas
lacticas na producao de queijos pode inibir o crescimento de S. aureus (Alomar et
al., 2008; Chioda et al., 2007; Kamdem, et al., 2008). As primeiras 24 horas da
producédo dos queijos sdo imprescindiveis para o controle do pH, temperatura e da
flora antagonista, pois € quando a populacdo de S. aureus atinge seu maximo,
mantendo-se ou reduzindo em até 30 dias (Alomar et al., 2008). Entretanto, o
controle de temperatura € o principal fator para o crescimento e producdao de
enterotoxinas estafilococicas (Lindqvist, et al., 2002; Fugikawa, 2006, Lindqvist,
2006; Rho; Schaffner, 2007; Heidinger et al., 2009; Yoon et al., 2011; Tsutsuura,
Murata, 2013).

1.6 MODELOS MATEMATICOS DE MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva € um campo da ciéncia que se caracteriza pelo
conhecimento do comportamento dos micro-organismos (crescimento, inativagao e
sobrevivéncia) em produtos alimenticios. Esta ferramenta utiliza modelos
matematicos e tem como objetivo avaliar a qualidade dos alimentos e garantir a
seguranca alimentar (McMeekin, Ross, 2002, McMeekin et al., 2010). A
microbiologia preditiva pode ser utilizada na inovagdo e desenvolvimento de novos
produtos, com acesso rapido dos parametros de crescimento bacteriano em
diferentes formulagdes, condicées de estocagem, e tempo de vida util, auxiliando no
processo de tomada de decisdes (McMeekin, Ross, 2002; Membré, Lambert, 2008).

Os modelos matematicos utilizados na microbiologia preditiva podem ser

classificados em primarios, secundarios e terciarios. Os modelos primarios
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descrevem a evolugdo do numero dos micro-organismos ao longo do tempo e séao
usados para obter os parametros cinéticos a partir das curvas de crescimento
microbiano, a taxa especifica de crescimento (specific growth rate, ), e a duragao
da fase lag (A). Adicionalmente estes modelos podem estimar a densidade maxima
da populacdo (DMP). A fase lag pode ser conceituada como uma adaptacdo do
micro-organismo em resposta a uma mudanca no ambiente, antes de iniciar o
cresimento exponencial (Swinnem et al., 2004). Os modelos secundarios relacionam
esses dois parametros a variacao de outros fatores, como exemplo, a temperatura
(T), atividade de agua (aw) e pH (Baranyi, Roberts, 1994; Swinnem et al., 2004).

Os modelos terciarios, apresentados em softwares, sdo construidos a partir
de modelos primarios e secundarios validados capazes de simular as condicoes de
crescimento e inativacao do micro-organismo (Ross et al., 1999; Baranyi, Tamplim,
2004). Esses modelos tém exibido alta acuracia em predizer comportamento
microbiano em condi¢cdes diversas (Pouillot, Lubran, 2011). Os programas que
disponibilizam modelos terciarios sdo online e gratis, disponiveis na internet por
login, e os principais s&o o Pathogen Modeling Program (PMP; www.arserrc.gov/mfs/
pathogen.htm) e o ComBase Predictor (www.combase.cc).

As variaveis do PMP incluem a condicdo atmosférica (aerdbico, anaerdbico),
temperatura (constante), pH, atividade de agua (aw), e nitrito de sédio para S.
aureus. E um modelo de predicdo de crescimento em meio de cultura, tipo caldo,
esterilizado, e obedece a equacao de modificada Gompertz (Eq. 1.1, McMmeedin et
al., 1993; e Buchanan, 1993).

LogN(t) = A + C exp{ -exp[-B (t - M)]} (Eg. 1.1)
Onde,
N(t) = densidade da populagédo no tempo t
A = valor da assintota inferior, isto é, log N(-~) (equivalente ao log do numero inicial
de bactérias)
C = valor da assintota superior, isto é, log N(+«) (equivalente ao log da densidade
maxima da populagéo durante a fase estacionaria menos o log da contagem inicial)
M = tempo no qual a velocidade de crescimento absoluta € maxima

B = velocidade de crescimento relativa no tempo M.
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A Figura 1.3 mostra graficamente os parametros previstos na equacgao
modificada de Gompertz. Esta equacao possui algumas limitagdes, principalmente a
falta de linearidade da reta (log UFC/mL) durante a fase de crescimento exponencial,
normalmente observado na maioria das curvas de crescimento. Como a velocidade
de crescimento (1) € determinada por um ponto de inflexdo na curva, sua estimativa

pode variar consideravelmente de acordo com os ajustes da equagéo.
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Figura 1.3 Parametros associados com a equacdo modificada de Gompertz,
utilizado no modelo PMP; u = velocidade ou taxa de crescimento, A = fase lag
(Buchanan, 1993)

O ComBase, lancado em 2004, inclui modelos de crescimento (Access
Growth model), de inativacao térmica (Access thermal Inactivation model) e de
sobrevivéncia nao-térmica (Access Non-thermal survive). Adicionalmente, possui
modelos especificos para Clostridium perfringens (Perfringens Predictor) e
Salmonella sorovar Typhimurium DT104 em ovo (Salmonella in egg). Estes modelos
usam aproximadamente 30.000 curvas de crescimento geradas in vitro sob
diferentes condicbes ambientais. Para B. cereus, E. coli, L. monocytogenes,
Salmonella, Shigella flexneri, e Yersina enterocolitica, € possivel obter curvas de
crescimento considerando niveis de nitrito, CO,, &cido latico e/ou acido acético
(ComBase Predictor 2.0 User Manual; Baranyi, Tamplin, 2004). O Combase utiliza a
equacao de Baranyi (Baranyi, Roberts, 1994), que resolveu algumas das limitacdes

encontradas na equacdo modificada de Gompertz. Nesse modelo, a fase lag
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observada é uma combinacado do estado fisiol6gico das células (qo) e da razao v,
que determina a velocidade de transicdo da fase lag para a fase exponencial (Eqg.
1.2). Se v € pequeno, entdo a fase lag pode ser longa.

In(1+1
)= n(l+1/q,)

v (Eq. 1.2)

1.6.1 Predicao de variavel por redes neurais artificiais

Redes neurais artificiais € uma ferramenta matematica capaz de aproximar
qualquer relacdo subjacente entre a varidvel dependente e independente com
robustez, com habilidade de lidar com alta variabilidade biologica e incerteza
associada com o crescimento de micro-organismos (Najjar, et al., 1997). As redes
neurais foram inspiradas na estrutura do cérebro, da mesma forma que as
regressdes lineares sdo usadas para aproximacao de funcdes, e da mesma forma
qgue andlises discriminantes e regressodes logisticas sdo usadas para classificacao
ou agrupamento. A vantagem das redes neurais € que sdo capazes de modelar
funcdes extremamente complexas, e atualmente existe uma grande variedade de
algoritmos sofisticados para treinamento de redes neurais, o que as torna uma
alternativa mais interessante do que os métodos convencionais (Braga et al., 2007).

O treinamento da rede € o processo de ajuste fino dos parametros de calculo,
com a finalidade de fazer com que a rede produza outputs (saida) com valores
aproximadamente corretos para os inputs (entrada) fornecidos. Esse processo é
baseado no algoritmo de treinamento, que seleciona diversos conjuntos de
parametros de calculo e avalia cada conjunto com o objetivo de determinar a melhor
funcdo de predicdo. Cada conjunto de parametros é uma “tentativa”, e o software
permite até 1000.000 tentativas até que o menor erro é atingido (Manual@risk).

A versdao NeuralTools do pacote @risk suite Palisade® oferece as redes
Multi-Layer Feedforward (MLF), de multi-camadas, redes neurais artificiais de
Regressdo Generalizada e Redes Neurais Probabilisticas (RNP). A regressao
generalizada utiliza valores numéricos e a probabiliticas valores categéricos. O RNP
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€ um software amigavel, e pode ser usado para predicdes onde ndo conhecemos a
relagédo entre as variaveis (Manual @risk).

1.7 AVALIACAO DO RISCO MICROBIOLOGICO

A eliminacédo total dos patbgenos no meio ambiente e nos alimentos é
impossivel, no entanto, é possivel a adocao de medidas adequadas para garantir o
seu controle a um nivel aceitavel. No ambito nacional, paises podem estabelecer
tais niveis, que possuem relacdo com indicadores de saude publica, como por
exemplo, o numero de casos de DTA/100.000 habitantes, a probabilidade de
ocorréncia de um efeito adverso, 0 nimero maximo de uma bactéria patogénica em
um alimento ou uma taxa de ataque especifica para um patégeno. Esses niveis séo
definidos como nivel apropriado de protecdo ou Appropriate Level of Protection
(ALOP). Sempre que possivel, a determinagdo do ALOP deve ser baseada em
fatores cientificos e sociais e, deve-se considerar os custos industriais para
reformulacdo e mudancas no processamento, custos para o consumidor decorrentes
do aumento de preco ou redugcdo da disponibilidade de certos alimentos, custos
regulatérios em termos de vigilancia e a fundamentacdo cientifica do nivel de
protecao pretendido (ICMSF, 2006; ILSI, 2007; Sant’Ana, Franco, 2009).

Para que o governo atinja um ALOP, as metas de inocuidade de alimentos
precisam ser transformadas em parametros que possam ser utilizados pelos
produtores no processamento de alimentos. O objetivo de inocuidade alimentar
(Food Safety Objective, FSO) é o nivel ou frequéncia maxima do perigo no produto
final que sera disponibilizado para o consumidor, e o objetivo de desempenho
(Performance Objective, PO) é a frequéncia ou concentragdo maxima do perigo no
alimento em uma etapa especifica da cadeia alimentar que contribua para alcancar o
FSO estabelecido. O critério microbiolégico (Microbiological criteria, MC) define a
aceitabilidade do produto baseado na presenca/auséncia ou numero de micro-
organismos (e/ou toxinas) por unidade de volume, massa, area ou lote,
considerando o plano de amostragem, a unidade analitica e método analitico, e a
concentragdo maxima em numero de unidades analiticas/total de amostras
analisadas (Cordier, 2004; Gorris, 2004).
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O Codex Alimentarius € um férum internacional de normatizagcdo do comércio
de alimentos estabelecido pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), por ato da
Organizacdao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e
Organizacdao Mundial de Saude (OMS). Criado em 1963, tem a finalidade de
proteger a saude dos consumidores e assegurar praticas equitativas no comércio
regional e internacional de alimentos. Para efeito do comércio internacional sem
prejuizos a inocuidade dos alimentos, o Codex adotou a andlise de risco como
ferramenta para alcancar o ALOP e demais parametros (FAO/WHO, 2006;
Figueiredo, Miranda, 2011).

Os componentes da andlise de risco sdo Avaliacdo de Risco, Gerenciamento
do risco e Comunicagao do risco. A avaliagao de risco envolve de quatro etapas: 1)
a identificacéo do perigo biolégico; 2) a caracterizagao do perigo ou dose-resposta;
3) a avaliagdo da exposicao e; 4) a caracterizacao do risco (Figura 1.5) . Em geral a
separacao das decisdes de gestor e avaliador de risco deve tornar o processo mais
imparcial. Porém, a interacdo é necessaria para a compreensao sistematica do
problema, ao mesmo tempo em que elege os riscos mais importantes e estabelece
politicas de avaliacdo de risco junto ao gerenciador do risco, mantendo o carater
transparente do processo (CAC, 1999; Figueiredo, Miranda 2011). A troca de
informagcdes sobre o risco entre avaliadores, gerenciadores, midia, grupos de
interesse e publico em geral se da no ambito da comunicacdo de risco (Jardim,
Caldas, 2009; Figueiredo, Miranda, 2011). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o gerenciador nacional de riscos e age no
monitoramento de perigos por meio dos programas nacionais de vigilancia sanitaria
e programas estaduais, municipais e do Distrito Federal os quais fortalecem o
sistema nacional de vigilancia sanitaria.

A avaliacdo de risco microbiolégico (ARM) é um processo técnico-cientifico
gue obijetiva acessar a probabilidade de um risco de efeito adverso associado a uma
exposicao alimentar baseada em dados laboratoriais brutos ou publicados da
industria, de vigilancia, universidades ou dados epidemiolégicos nacionais ou
internacionais que interessam em maior ou menor grau a saude publica que deve
gerencia-lo (OPAS, 2008).
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Figura 1.4 Etapas da avaliag&o de risco

1.7.1 Identificacao do perigo

A Identificagcdo do perigo microbioldgico tem como objetivo a identificacdo dos
micro-organismos ou toxinas que causam doencas por meio do consumo de
alimentos, a definicdo da combinacao patégeno/alimento ou identificacdo do
problema de seguranca alimentar. E um processo predominantemente qualitativo, e
as informagdes podem ser obtidas da literatura cientifica, banco de dados
produzidos pela industria de alimentos, dados de incidéncia de hospitais, clinicas e
postos de saude, institutos de referéncia em saude e pesquisa, e dados
epidemioldgicos (diagnosticos clinico-laboratoriais, taxa de ataque, incidéncia das
doencas na populacao e se disponivel, subpopulacéo). Adicionalmente, informacdes
obtidas pela vigilancia sanitaria também podem auxiliar nesta etapa, incluindo
problemas ou riscos observados durante inspecbes rotineiras, problemas
observados numa série historica de um periodo anual alimentado pelos programas
de monitoramento microbiol6gico e que precisa ser avaliado quanto a possibilidade
da percepcao de risco ser factivel ou nao (CAC, 1999; Hugas et al., 2007; OPAS,
2008).

Dois programas de monitoramento da ANVISA fornecem dados que auxiliam
na identificacdo de um perigo alvo para conducao de ARM. O Programa de Analise
de residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal
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(PAMVET) e o Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da
Resisténcia Bacteriana em Frango (PREBAF). Os resultados iniciais deste ultimo
programa indicaram a presenca de 18 sorovares de Salmonella: S. Enteritidis
(48,8%), S. Infantis (7,6%), S. Typhimurium (7,2%), S. Heidelberg (6,4%), S.
Mbandaka (4,8%) e outros sorovars (25,2%). Foram testados 18 antibi6ticos quanto
ao perfil de suscetibilidade (sensivel, intermediario e resistente) e a totalidade das
cepas apresentou resisténcia a uma ou mais drogas (OPAS, 2006)

Uma vez que se tem a iniciativa de fazer ARM, é importante definir quanto
detalhe sera incorporado para acessar a resposta ao questionamento que incitou a
avaliacdo. Devido as necessidades dos diferentes gestores de saude publica, os
quais sao influenciados pelos interesses politicos e da sociedade, a ARM nao tem
necessariamente um modelo restrito (one-size-fits-all). As diretrizes prevéem
métodos flexiveis para diferentes tipos de avaliagcdo ou problema (CAC, 1999; EPA,
2012).

1.7.2 Caracterizacao do perigo ou dose-resposta

Nesta etapa € feita a constatacao qualitativa ou quantitativa do efeito adverso
resultante da ingestdo de um micro-organismo ou toxina no alimento. As fontes de
caracterizacao do perigo podem ser dados clinicos de atendimento médico, dados
epidemioldgicos, estudos toxicoldégicos com modelos animais e em seres-humanos e
estudos in vitro (OPAS, 2008). Esta etapa inclui a descricdo da patogenicidade do
perigo na exposicao oral, capacidade de transferir material genético entre espécies,
como genes de resisténcia antibidtica ou caracteristica fenotipica de resisténcia
antibiética, periodo de incubacao e inicio dos sintomas, capacidade de persisténcia
no organismo humano com colonizagcdo assintomatica e retransmissao, descricao
das caracteristicas (pH e %NaCl) e do preparo (manipulagéo intensa) do alimento
que podem afetar a possibilidade de infec¢ao ou toxinfeccao (FAO/WHO, 2006).

A relagdo dose-resposta em microbiologia tem a funcdo de determinar uma
dose infectante (DI) predita necessaria para causar uma infecgdo ou doenca num
percentual da populagédo. Ela é estimada a partir de estudos com voluntarios ou
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dados de surtos, para estimar o numero de casos € 0 risco relativo numa dada
populacado (Buchanam, Long, 2000; Todd et al., 2008).

Os estudos com voluntarios sédo limitados, pois seu delineamento envolve na
maioria das vezes, adultos, homens, saudaveis, de numero pequeno, com
caracteristicas étnicas definidas, sem elucidag¢do da interacdo entre o patégeno e o
organismo hospedeiro. Em geral, sdo conduzidos junto a testes de vacinas e por
isso em altas doses do patégeno (Haas, et al., 1996; Buchanam, Long, 2000; Todd
et al., 2008). Holcomb et al. (1999) descreveram estudos de dose-resposta usando
diferentes modelos matematicos para os patégenos Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri, Salmonella Typhy, e Campylobacter jejujuni em sujeitos adultos saudaveis
que ingeriram leite com suspensao dos micro-organismos.

Modelos estatisticos usados nos estudos de dose-resposta incluem o Beta-
Poisson (Haas, 1983; Haas et al., 1993; Haas et al., 1996; Crockett et al., 1996), o
Weibull-Gamma, usado por Farber et al. (1996) para estimar a DI de L.
monocytogenes, e o modelo exponencial, usado por Rose et al., (1991) no sistema
giardia em agua. Estudos em voluntarios ndo sao permitidos para E. coli
enteroinvasiva (EIEC) e enterohemorragica (EHEC) pela severidade da doencga, mas
estima-se que poucas células sdo necessarias para causar doencga (entre 10 - 100
UFC) (Buchanam, Long, 2000; Todd et al., 2008).

Grande parte dos modelos de ajuste dos dados de estudos de dose-resposta
em voluntarios usa a premissa do modelo single-hit. Nesse modelo, se os patégenos
resistiram as barreiras do acido gastrico e da membrana epitelial e as imunodefesas
do hospedeiro para alcancar e colonizar o intestino, é certo que uma unica célula
pode ter sobrevivido com capacidade de reproduzir-se e produzir uma infeccao ativa.
Esta premissa pode explicar os surtos de E. coli O157:H7, Salmonella Enteritidis,
Shigella e L. monocytogenes onde os niveis dos patdgenos foram extremamente
baixos (Buchanam, Long 2000). Shigella possui a probabilidade de causar infeccao
de 0,005, isto é, se 1000 pessoas consumirem uma célula, cinco serdo infectadas
(Crockett et al., 1996). Sendo assim, a probabilidade de adoecer aumenta conforme
o nivel do patdégeno. Adicionalmente, a probabilidade da doenca pode ter a
influéncia da defesa do organismo, proporcionalmente ao crescimento, e ai ela

diminue com a dose.
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Nao existe relacdo dose-resposta para S. aureus, mas sua patogenicidade é
estabelecida em funcdo da ingestdo de enterotoxinas termoestaveis pré-formadas
no alimento quando o nivel de contaminacdo é =10° (Tenover et al., 2008; Todd et
al., 2008; Todd et al., 2009; Udo et al.,, 2009; FDA/Bad Bug Book, 2012; Wattinger,
et al., 2012). A magnitude da intoxicacao relaciona-se ao nivel de enterotoxina
ingerida pelos consumidores (Buchanan, Long, 2000, Argudin et al., 2011; Sospedra,
et al., 2013). A Tabela 1.2 relaciona os estudos nos quais foram observadas as
doses de enterotoxina necessarias para causarem intoxicacdo estafilocécica. As
doses listadas causaram, pelo menos, um dos sintomas de intoxicacdo

estafilocdcica: vomito, diarréia, dor abdominal e sindrome do choque toxico.

Tabela 1.2 Menor dose de enteroxina estafilocdcica (SE) que causou infecgéo.

Estudo Surto/voluntarios/cobaias Dose de Tipo de SE
intoxicacao

Asao et al., (2003) Surto (Japao) 20-100 ng SEA
Bad Bug Book (FDA) Nao identificado <1 ygou 100-200 SEA a SEE
(2012) ng
Bergdoll (1988) .

Macaco 2-3 ng/kg pc SEA
Evenson et al., Surto SEA
(1988) 94-184 ng
Genigeorgis (1989) N&o identificado >0,1ug SEA a SEE
Ministério da Saude, Nao identificado SEA a SEE
BR (Brasil, 2012) 100 a 200 ng
Raj, Bergdoll, 1969 Voluntarios 20-25 ug SEB

Evenson et al. (1988), nos Estados Unidos estimaram que a dose que causou
sintomas de intoxicacdo estafilocdcica, foi de 94 a 184 ng por porcao de leite
achocolatado, consumido por estudantes entre 5-19 anos. No estudo de Raj,
Bergdoll (1988) descreveu o estudo de exposicdo oral de filtrado purificado de
enterotoxinas introduzidas por meio de tubo intragastrico em 30 macacos no qual
resultou que a dose de SEA capaz de causar émese em 50% (EDsq) foi de 1000
ng/kg pc em macacos e 2-3 ng/kg pc em humanos. Bergdoll (1969), trés voluntarios

(dois homens e uma mulher) foram expostos a SEB purificada dissolvida em agua
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destilada, que resultou numa dose infectante para homem de 20 a 25 pg de SEB
com 50% de pureza por por¢dao consumida por esses voluntarios.

No Brasil, inexiste dados oficiais do Ministério da Saude sobre detalhes de
investigacao epidemiolégica que contemple a taxa de ataque (doentes/doentes +
nao doentes ou populagédo de risco ou populacdo de expostos), o risco relativo dos
alimentos investigados e dados de deteccao de toxina ou de células bacterianas em
vémito ou fezes. Os artigos de investigacao de surtos no Brasil ndo indicam nehuma
dose de resposta de dano, apenas descrevem concentracées de SEs nos alimentos
suspeitos ndao apresentando correlagées com os casos. Segundo a Coordenacéo
Geral de Laboratorios de saude Publica — CGLAB e a Coordenagéo de Laboratérios
de Vigilancia Epidemiolégica — CLVE do Ministério da Saude, no Boletim de
Vigilancia Laboratorial das Enterotoxinas estafilocécicas, Informe n°3 de 2012, a
quantidade de enterotoxina necessaria para causar doenga, esta em torno de 100 a
200 ng.

1.7.3 Avaliacao da exposicao

A exposicdo é avaliada considerando a ocorréncia de um determinado
patdbgeno em dado nivel de contaminagcdo no alimento, no momento do consumo,
numa dada populacao e/ou subpopulacao (OPAS, 2008; Stringer, 2005; FAO/WHO,
2008). Para acessar o nivel de contaminacao do patégeno no alimento no momento
do consumo considera-se os fatores intrinsecos (pH, concentragdo salina,
conservantes, acidulantes, micro-organismos deteriorantes, bactérias lacticas, ay) e
extrinsecos como oxigénio, temperatura, contaminagao cruzada e recontaminacao
(Reij e Shothorst, 2000; Buchanan, Long, 2000).

O cenario da exposicao pode ser mais ou menos discriminado a medida que
acumulamos informacbes demograficas como, idade, perfil socioeconémico, cultural
habitos alimentares, regionalidade, sazonalidade e comportamento. Para atribuicdo
dos niveis de contaminacdo pode-se usar legislagdo que preconiza 0s critérios
microbiolégicos (MC), ou FSO de cada pais, ou usar os dados de monitoramento de
alimentos (OPAS, 2008; Stringer, 2005; FAO/WHO, 2008).
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A exposicdo é dada em termos de dose na porcao consumida (nivel de
contaminacao do patégeno em estudo) numa dada frequéncia (anual, diaria) de
micro-organismos ou toxinas. A dose pode ser obtida na forma de distribuicao
estocastica usando simulacdo de Monte-Carlo, que possibilita verificar a incerteza da
estimativa (Montville, Schaffner, 2005; Makita et al., 2012). A concentracdo é dada
pela concentragdo do patégeno na unidade de medicéo, por exemplo, UFC/g.

1.7.4 Caracterizacao do risco

A caracterizagdo de risco integra as trés etapas anteriores e visa estimar a
possibilidade ou probabilidade da ocorréncia de uma dose toxicas ou de um efeito
adverso por meio de uma incidéncia de casos ou severidade (mortalidade e
morbidade) numa dada populagdo que consome o alimento especifico (Rocourt et
al., 2003; FAO/WHO, 2006; OPAS, 2008; EPA, 2012). Nesta etapa compara-se a
dose de exposicao estimada na etapa anterior com a dose considerada téxica. Risco
pode existir quando a dose estimada é igual ou maior que a dose téxica. Quando
este risco é determinado em termos quantitativos, temos a avaliacdo quantitativa do
risco microbiolégico (AQRM).

O Quadro 1.1 sumariza alguns estudos de avaliacdo de risco microbioldgico
conduzidos no Brasil e em outros paises.

Quadro 1.1 Estudos de avaliagao de risco microbiologico

Estudo/Pais Combinacao patégeno/alimento Caracterizacao do risco: % ou
numero de casos da doenca.

Whiting, Buchamam, | Salmonella enteritidis em ovo liquido Risco de 10" ou quase zero.

1997 (EUA) em molho de maionese

Bemha et al., 1998 Listeria monocytogenes em queijo feito | Risco baixo de 0-3 casos/ano, e

(Franca) de leite cru alto risco de 3-25 casos/ano .

Lindgvist, Westd0, Listeria monocytogenes em salmao Risco de 4x1 0'4/por5g;éo no

2000 (Suécia) defumado modelo | e; 2,8x10™ (baixo risco)
e 0,016, no modelo |l

Bemha et al., 2003 Salmonella em Cordon Bleu, prato a Risco de 2 casos/5000 refeigbes

(Franca) base de carne de peru, servidos em servidas

estabelecimentos de catering
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Estudo/Pais

Combinacao patégeno/alimento

Caracterizacao do risco: % ou
numero de casos da doenca.

Rosenquist et al.,
2003 (Dinamarca)

Frango com Campylobacter (desde o
abate até o preparo)

Risco de 14.000 casos/ano

Crépet et al., 2007
(Franca)

L. monocytogenesem hortalicas
frescas minimamente processadas

Risco de 1,44% de conter 1 log
UFC/g; 0,63% de 2 log UFC/g e
0,17% de conter 3 log UFC/g.

Sant’Ana, 2011
(Brasil)

Salmonella e Listeria monocytogenes
em vegetais minimamente
processados

Maior risco de Salmonella de
4,3x10%e de L. monocytogenes
de 5,9x10°, no 95 percentil.

Stewart et al., 2003
(EUA)

S. aureus em produto de panificacao
recheado com creme

Risco de 43 casos/ 10° pessoas
entre os anos de 1977-1981

Bahk et al., 2006
(Coréia)

S. aureus em alimento Kimbab (sushi
tipico da Coréia)

Risco dado pela frequéncia de
29,2% das porgdes com nivel de
contaminacéo 25 log UFC/g

Rho, Schaffner, 2007
(Coréia)

S. aureus em alimento Kimbab (sushi
tipico da Coréia)

Risco zero até 1 hora apos o
preparo, menor que 5 log UFC/g
de nivel de contaminagéo.

Lee, Park, 2008

S. aureus em salada de radiche

Risco zero quando estocada a

(Coréia) temperatura <15°C por 3-5
horas.

Kim et al., 2009 S. aureus em carne de porco cozida Risco <1,46x10™ de

(Coréia) 20ng/porgéo, no 99% percentil

Ross, et al., 2009 Listeria monocytogenes em patés, Risco de 1 (uma) célula/porgao

(Australia) salsicha cozida e carne processada consumida dos produtos, variou

entre 1034 e 10742

Yoon et al., 2011

(Coréia)

S. aureus em alimento Kimbab (sushi
tipico da Coréia)

Risco zero de nivel de
contaminacao considerada
toxigénica entre10° a 4x10’
UFC/g.

Murmann et al., 2011
(Brasil)

Salmonella em lingui¢a de churrasco,
em Porto Alegre

Risco zero de doenga com
cozimento a 75,7°C/19’.

Lindqgvist et al., 2002
(Suécia)

S. aureus em queijo fresco de leite cru

Risco de 5x10°° em (queijo, pH
5,2) e 3x10? (pH, 6,5)

Makita et al., 2012
(Etiopia)

S. aureus em leite cru

Risco de 1x10? de dose de 100
ng em 500 mL de leite

1.7.5 Gestao do risco

Os resultados da ARM devem ser utilizados pelo gestor do risco a fim de
adotar medidas de mitigacdo para a combinacdo patdgeno/alimento ou utilizar o

risco estimado para ressaltar o sucesso dos programas de vigilancia e manter o
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ALOP. Medidas de mitigagcdo de risco incluem a reavaliagdo dos parametros
microbiolégicos, rigorosidade nas inspecbes, aumento do numero de amostras
monitoradas, politicas de salde de incentivo as capacitacoes e interdicdo de
estabelecimentos produtores. No caso de risco iminente a saude, pode ocorrer a
proibicdo de fabricacéo, importacao, distribuicdo e comercializacdo de produtos. No
ambito internacional, o Codex Alimentarius utiliza os estudos de ARM conduzidos
pelo comité cientifico da OMS e FAO para subsidiar o estabelecimento e revisdo de
seus padroes alimentares (FAO/WHO, 2006).

1.7.6 Comunicacao de risco

Comunicagao de risco € definida como a troca interativa de informacéo e
opinidao entre avaliadores, gestores, comsumidores, industria, cumunidade
académica e outras partes interessadas relacionadas aos fatores de risco e sua
percepgdo. Esse processo, realizado ao longo de toda a analise de risco, os
avaliadores de risco devem explicar seus achados, e 0s gestores de risco a base de
suas decisdes (FAO, 2006).

Quando a questao de segurancga alimentar € menos urgente, a comunicacao
eficiente entre todos os participantes da andlise de risco leva a uma melhora na
qualidade das decisdes de gestdo, principalmente porque agrega dados cientificos,
opnides e perspectivas de todas as partes interessadas. Numa situacdo de
emergéncia, uma comunicacao eficiente entre os avaliadores, cientistas e o gestor,
bem como estas partes e outras interessadas e o publico em geral é critico para
auxilliar as pessoas a compreender os riscos e tomar decisdes apropriadas (FAO,
2006).
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OBJETIVOS

Geral

Fazer um levantamento da qualidade microbiolégica de alimentos prontos

para o consumo no Distrito Federal e conduzir um estudo de avaliacao de risco

quantitativo da exposicdo da populacado brasileira a Staphylococcus aureus pelo

consumo de queijo tipo Minas frescal.

Especificos

Avaliar os laudos de analise de alimentos prontos para o consumo emitidos
pelo Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) no
periodo 2000-2010;

Identificar a prevaléncia dos alimentos contaminados e o0s perigos
microbioldgicos nos alimentos consumidos no Distrito Federal;

Avaliar os dados de investigacdo epidemioldgica de surtos alimentares no
Distrito Federal;

Identificar a combinacao alimento/perigo biolégico para efeito de avaliacdo de
risco microbiol6gico;

Implementar um modelo de predicdo de risco de contaminagdo de
Staphylococcus coagulase positiva em amostras de queijo tipo Minas frescal
por rede neural artificial;

Avaliar a exposicdo oral ou dose de enterotoxina A estafilocécica pelo
consumo de queijo tipo Minas frescal,;

Estimar o risco da probabilidade de intoxicagdo por enterotoxina A

estafilocécica pelo consumo de queijo tipo Minas frescal.
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CAPITULO Il — INVESTIGATION OF FOOD AND WATER MICROBIOLOGICAL
CONDITIONS AND FOODBORNE DISEASE OUTBREAKS IN THE FEDERAL
DISTRICT, BRAZIL

O presente capitulo descreve as etapas realizadas para atingir os trés
primeiros objetivos do estudo em questao, a saber:

e avaliar os laudos de andlise de alimentos prontos para o consumo emitidos
pelo Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) no
periodo 2000-2010;

e identificar a prevaléncia dos alimentos contaminados e o0s perigos
microbiolégicos nos alimentos consumidos no Distrito Federal;

e avaliar os dados de investigacdo epidemiolégica de surtos alimentares
ocorridos no Distrito Federal.

Os resultados das referidas etapas foram reportados no artigo /nvestigation of
food and water microbiological conditions and foodborne disease outbreaks in the
Federal District, Brazil, publicado em 2013 na revista Food Control, transcrito a

sequir, e apresentado na sua forma original, conforme Anexo A.
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Investigation of food and water microbiological conditions and foodborne
disease outbreaks in the Federal District, Brazil

Marcia Menezes Nunes', Ana Lourdes Arrais de Alencar Mota?, Eloisa Dutra Caldas®
1. Federal District Health Secretariat, Brasilia, DF, Brazil; 2. Laboratory of Veterinary
Epidemiology, University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil, 3.Laboratory of Toxicology,
University of Brasilia, Campus Darci Ribeiro, 70910-900 Brasilia, DF, Brazil.

Food Control, 34 (2013) 235-240

Abstract

This is a retrospective study describing data on the microbiological conditions of food
and water obtained from analysis reports issued by the Central Laboratory of the
Federal District (LACEN-DF), and information on foodborne disease outbreaks
investigated by the Office of Water and Food Borne Diseases of the Federal District
(NATHA), Brazil, between 2000 and 2010. A total of 4,576 analysis reports were
evaluated, from which 92.9% of monitoring samples and 7.1% of samples suspected
to be involved in outbreaks. Of the total number of samples, 630 did not comply with
Brazilian legislation (rejected). Ready-to-eat food, milk/dairy products, water,
spices/seasonings, and ice cream/sorbets had the highest rejection rates among the
monitoring samples (18.9 to 11%), with the first two groups having the highest rates
of the outbreak samples (21.7 and 23.5%). Minas cheese showed to be the food with
the highest rejection rate among the samples analyzed by the LACEN-DF. About 9%
of the food samples were rejected due to thermotolerant coliforms and/or coagulase-
positive staphylococci, and 10.5% of the water samples were rejected due to
Pseudomona aeruginosa. Ready-to-eat food were the main foods involved in the
foodborne disease outbreaks investigated by NATHA (51.3% of the 117 outbreaks
with the food identified) andBacillus cereus the most identified etiologic agent(41.2%
of the 80 outbreaks with the agent identified). This study indicated that
microbiological surveillance programs should focus on ready-to-eat food to prevent
the occurrence of foodborne disease outbreaks in the region.
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Introduction

Food and water represent important vehicles for pathogens of substantial public
health concern, including those that cause acute diarrheal illnesses, which account
for 1.8 million childhood deaths annually, predominantly in developing countries
(WHO, 2008). About 4.3 million cases of acute diarrhea were reported in 2010 in
Brazil, with almost 4,000 deaths (MS, 2012a).

Over 8,500 foodborne disease outbreaks were reported by local/state health
authorities to the Brazilian Foodborne Disease Outbreak Surveillance
Systembetween 2000 and 2010, involving nearly 180,000 individuals and 88 deaths
(MS, 2012b). In 2011, the reporting of foodborne disease outbreaks became
compulsory in the country, but only for outbreaks occurring on ships or aircraft
(Regulation 104/2011, Brazilian Ministry of Health).

In addition to laboratory data on sick individuals and disease reports,
microbiological analyses of the suspected food items may contribute to the
investigation of outbreaks of foodborne diseases (WHO, 2008; Oliveira et al., 2010).
In Brazil, state laboratories are responsible for conducting analyses of food available
for consumption in routine sanitary surveillance programs, and of food suspected of
involvement in foodborne disease outbreaks. This information may be used by health
authorities and food industry professionals to target prevention efforts against
pathogens and foods that cause the outbreaks.

The objective of the present study was to identify the critical biological hazards
and the associated foods consumed in the Federal District of Brazil, based on food
microbiological analyses and epidemiological data of foodborne disease outbreaks
that occurred in the region from 2000 to 2010.Covering a total area of 5,801,937 km?,
the Federal District is in the Midwestern region of Brazil, where the nation's capital,
Brasilia, is located. In 2009, the estimated population of the Federal District was
about 2.6 million inhabitants.

2. Material and methods
2.1. Microbiological analysis reports
This is retrospective registry-based descriptive study covering data collected

from microbiological analysis reportsof samples of food ready for consumption
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(requiring no further thermal processes before consumption) and water analyzed by
the Central Laboratory of the Federal District (LACEN-DF) between 2000 and 2010.
The samples were classified by the LACEN-DF as monitoring samples (under its
Sanitary Surveillance Program) or as outbreak samples (suspected of involvement in
a foodborne disease outbreak). The surveillance program samples were randomly
collected (non-statistical sampling) from various commercial establishments,
including supermarkets, restaurants, catering services and bakeries. The
microbiological analyses of all samples were conducted using standard
methodologies (APHA, 2001; MAPA, 2003) and included the following cultural
analyses: Mesophilic aerobic count (MAC), coliforms, coliforms at 30°C,
thermotolerant coliforms (TTC), coagulase-positive staphylococci (CPS), Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomona
aeruginosa,and Enterococcus spp. In this study, the food products analyzed by the
LACEN-DF were classified into food groups, as shown in Table 1.

The conclusions of the analyses were described in the reports as being either
compliant or non-compliant with the microbiological parameters established for food
samples by Directive 451/1997 (published by the Brazilian Ministry of Health, in effect
until December 2000) and Resolution 12/2001 (published by the National Sanitary
Surveillance Agency, ANVISA), and by Resolutions 54/2000 and 275/2005 (ANVISA)
for bottled water samples. Samples that were non-compliant with legislation were
regarded in this work as rejected samples. In addition to the parameters established
by legislation, the results of the outbreak samples analyzed by the LACEN-DF were
compared with the infectious dose (ID) of detected pathogenic microorganisms (10°
CFU/g or mL for S. aureus and B. cereus) (FDA, 2012). Staphylococcal enterotoxin
investigation was conducted in four outbreak samples using the RAPD technique
(Random amplified polymorphic DNA), followed by Optimum Sensitivity Plate for
strain identification (SEA, SED and TSSH-1).
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Table 1. Food groups and food items analyzed by the LACEN-DF

Food group

Food

Milk and dairy products

Ready-to-eat food

(from catering
establishments,
restaurants and bars)

Water

Spices, seasonings,
condiments

Fruit and vegetables,
raw or canned

Non-alcoholic
beverages

Flour, cereals, cakes,
industrialized

Ice cream and sorbets

Animal products,
processed, and eggs

Snacks and appetizers
Babyfood

Chocolates, candies,
sweets

Milk (UHT, pasteurized, fermented and powder); cheese (mozzarella,
minas, provolone, Roquefort, parmesan, cottage, brie, coalho); milk cream
(fresh and canned); doce de leite; powder for milky beverages; fruit
yogurts; butter.

Meals containing rice, beans, vegetables, chicken, cattle, lamb, pork, fish
and/or seafood; salmon sashimi; baked and fried salgados (with fillings of
chicken or cattle meat, ham, cheese and/or shrimp); paste (garlic, tuna,
chicken, chickpea, cheddar, ham, salmon, garlic); pasta with various
sauces; vegetable salad; potato salad with mayonnaise; potato pure;
pamonha; hotdogs; sandwiches; pizza; cakes, puddings.

Mineral water, purified water with salts, ice cubes, bottled water

Salt based condiments; black pepper (powder/ground and whole
peppercorns); dried seasonings (curry, oregano, saffron, curcuma,
cinnamon, basil), dried garlic; mayonnaise; mustard; ketchup; refined and
brown sugar.

Canned (sweet corn, olive, pea, carrots, eggplant, summer squash,
various fruits); fresh fruits and vegetables; minimally processed
vegetables; vegetable oil; margarine.

Soft drinks; frozen fruit pulp; concentrated fruit juice; fruit juice ready for
consumption; nectars.

Corn starch and flour; wheat flour; oat meal and flour; cereal bran; cereal
bars; cereal flakes; cookies, crackers; cakes; cake powder.

Ice cream and sorbets of various flavors and fruits

Canned (sardine, tuna, minced meat in tomato sauce, mocotd); liver paste;
sausages; ham (pork, turkey; chicken); mortadella; eggs (quail and
chicken); honey.

Corn snacks of various flavors; potato chips.
Infant formula (up to 1 year old)

Chocolate, candies, confectionary, candies enrobed in chocolate;

vegetable and fruit sweet (such as bananada and goiabada)

2.2. Foodborne disease outbreak information

Information on foodborne disease outbreaks that took place in the Federal
District between 2000 and 2010 were obtained from the Office of Water and Food
Borne Diseases (NATHA) of the Epidemiology Department of the Federal District
Health Secretariat. Information obtained for each investigated outbreak included the
food involved, the etiological agent identified in the food sample and/or the biological
sample, number of cases, and age and sex of the individuals affected. Some reports

also included the criterion used to conclude the outbreak: laboratory-confirmed, food
39



analysis, laboratory-confirmed/food analysis or clinical-epidemiological, which
includes information on symptoms, dietary habits and existence of family members or

other consumers with the same symptoms.

2.3. Data analysis

Statistical analysis was performed with STATA® V.12. Exact binomial tests
were used to identify significant differences in rejection rates among food groups and
food items. Odd ratios (OR) were estimated using Epitools epidemiological
calculators (Sergeant, 2009).

2. Results
2.1. Microbiological analysis

The results of the 4,576 analysis reports of food samples ready for consumption
and water samples analyzed by LACEN-DF between 2000 and 2010 are described
and discussed in this study. Over 90% of the samples analyzed were monitoring
samples, and 325 were outbreak samples. The number of monitoring samples
analyzed decreased along the period under study, with the lowest number in 2004
(Fig.1). The number of outbreak samples analyzed varied, reaching a maximum of 56
samples in 2010.
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Fig. 1. Number of food ready for consumption and bottled water samples analyzed by the LACEN-DF
between 2000 and 2010

A total of 630 samples (13.8%) were rejected for not meeting the parameters
established by Brazilian legislation, of which 564 (13.3% [Cl 95%: 12.2-14.2]) were
monitoring samples, and 66 (20.3% [Cl 95%: 15.9-24.7]) were outbreak samples.
Overall, the chance of an outbreak sample being rejected was significantly higher
than that of a monitoring sample (OR=1.6 [Cl 95%: 1.3-2.2]). Fig. 2 shows the
rejection rates of monitoring and outbreak samples during the period. The highest
rejection rate for monitoring samples was registered in 2000 (22.6%), which was also
the year with the highest number of samples analyzed (Fig. 1). For the year of 2006,
two of the four outbreak samples analyzed (Fig. 1) were rejected.
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Fig. 2. Percentage of food ready for consumption and bottled water rejected samples according to the
Brazilian legislation analyzed by the LACEN-DF from 2000 to 2010

Monitoring samples from the milk and dairy products group represented 34.6 % of all
samples analyzed (Table 2). Over 77% of the 325 outbreak samples analyzed were
from the ready-to-eat food group. Ready-to-eat food (18.9%), milk/dairy products
(16.1%), water (17.4%), spices/seasonings (13.3%) and ice cream/sorbets (11.0%)
had the highest percentage of rejection among the monitoring samples, with the first
two groups having the highest rejection rate of all outbreak samples (21.7 and 23.5

%, respectively) (Table 2).
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Table 2. Samples analyzed by the LACEN-DF between 2000 and 2010, and percentage of rejection

according to Brazilian legislation, per food group.

Monitoring samples

Outbreak samples

Group Analyzed, Rejected, Analyzed, Rejected,
N % (Cl 95%) N % (Cl 95%)
Milk and dairy products 1587 16.1 23 21.7 (7.4-
(14.3-18.0) 43.7)
Ready-to-eat food 853 18.9 251 23.5(18.4-
(16.3-21.6) 29.2)
Water 385 17.4 6 0 (0-45.9)
(13.7-21.5)
Spices, seasonings, condiments 314 13.3 0 0
(9.8-17.6)
Fruit and vegetables, raw or canned 272 4 (1.9-6.9) 4 25 (0.6-
80.5)
Non-alcoholic beverages 232 2.6 (0.9-5.5) 5 20 (0.5-7.1)
Flour, cereals, cakes, industrialized 207 1(0.1-3.4) 0 (0-33.6)
Ice cream and sorbets 181 11 (6.8-16.5) 0 0
Animal products, processed, and eggs 138 0 (0-2.6) 22 0 (0-15.4)
Snacks and appetizers 30 0 (0-11.5) 0
Baby food 26 0 (0-13.2) 0
Chocolates, candies, sweets 26 0 (0-16.1) 0 (0-7)
Total 4251 13.3 325 20.3
(12.2-14.2) (15.9-24.7)

Cl= confidence interval confidence interval at 95%

Within the milk/dairy group, the rejection rate for cheese (439 samples

analyzed, including fresh Minas cheese, standard Minas cheese, mozzarella, cream

cheese and cottage cheese) was significantly higher (32.6% [Cl 95%: 28.2-37.1])

than for the other foods in the group. Among the milk samples (n=990), pasteurized
milk had a significantly higher rejection rate (16.3% [Cl 95%: 13.4-19.6]) than UHT
(2.2% [Cl 95%: 0.8-4.5]) and powdered milk (2.8% [Cl 95%: 0.5-7.8]). These
frequencies are lower than those found for standard Minas cheese (56.9% [Cl 95%:
42.2-70.6]) and fresh Minas cheese (33.3% [Cl 95%: 27- 40.1]).
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We did not find any significant difference in the rejection rate among the food
items from the ready-to-eat food group. However, we did identify that sandwiches
(n=115) had the highest rate of rejected samples (40%). All rejected bottled water
samples were of mineral water. In the spices/seasonings group, black pepper
(ground and whole peppercorns, n=157) had a significantly higher percentage of
rejected samples (21.6% [IC 95%: 15.4-28.9]), with a higher chance of being rejected
when compared with the other samples of the group (OR=4.8 [IC 95%: 2.1 — 10.7]).
No samples from the animal products, snacks/appetizers, baby food, and
chocolate/candies food groups for the period under study were rejected.

Table 3 lists the microorganisms found in the food groups for which at least one

sample was rejected for not complying with Brazilian legislation. TTC, Salmonella spp
and CPS were the parameters most analyzed (74.4, 72 and 38.5% of the total
samples collected, respectively). Milk/dairy products, ready-to-eat food, and
spices/seasonings groups had the highest % of samples rejected due to TTC (12.0-
12.7%). About 9% of the samples analyzed for CPS were rejected (156 samples) for
containing counts over the legal limits (500-1000 CFU/g), mainly milk and dairy
products (82 samples; 13.8%) (Table 3). About 26-27 % of the Minas cheese
samples were rejected for having TTC and/or CPS counts higher than the legal limits
(500 MPN/g and 500 UFC/g, respectively). Almost 60% of the rejected pasteurized
milk samples had TTC counts above the legal limits (2 MPN/mL).
Only 0.7% of the samples analyzed for Salmonella spp contained this microorganism
(all rejected), mainly from the spices/seasonings group (Table 3), mostly black
pepper. B. cereus was the microorganism most investigated in ready-to-eat food (814
samples), of which 5.8% had microorganism counts above the legal limit (1000
CFU/g) (Table 3), and 40 samples had levels higher than theinfectious dose
(10°CFU/g). Of the 371 samples analyzed for P. aeruginosa, 97.6% were bottled
water samples, with a 10.5% rejection rate (>2.2 MPN/100 mL; Table 2).
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Table 3. Microorganisms found in samples analyzed by the LACEN-DF for which there was at least one rejected sample.

Number of samples analyzed (% rejection due to the microorganism)

Group TTC Salmonella CPS B. cereus P. aeruginosa Coliforms MAC Coliforms at 30°
All groups? 3408 3294 1763 1423 371 885 590 133
(9.3) (0.7) (8.9) (3.6) (10.5) (10.4) (3) (20.3)
Milk and dairy 1137 1011 592 276 2 409 508 108
(12.7) (0.5) (13.8) (1.45) (50) (14.4) (2.9) (25)
Ready-to-eat 935 132 772 814 6 24 8 19
(12.7) (0.7) (8.9) (5.77) (0) (4.2) (0) (0)
Water 360 32 4 22 362 363 2 0
(1.4) (3.1) (25) (0) (10.5) (5.2) (0) -
Spices/seaso-nings 257 257 4 47 1 1 2 0
(12.0) (6.6) (0) (0) (100) (0) (0) -
Fruit & veg., raw, canned 186 185 66 50 0 2 9 1
(6.4) (0) (0) (0) - (0) (0) (0)
Non-alcoholic beverages 145 132 17 55 0 27 17 0
(0.7) (0) (0) (1.8) - (0) (0) -
Flour, cereals, cakes 197 179 103 77 0 9 8 3
(0.5) (0) (0.9) (0) - (11.9) (0) (0)
Ice cream/sorbet 70 176 130 16 0 27 28 0
(4) (0) (3.8) (0) - (44.4) (10.7) -

% includes food groups for which none of the samples was rejected; TTC=thermotolerant coliforms; CPS= Coagulase-positive Staphylococci; MAC= mesophilic

aerobic count;
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E. coliwas present in 64 of the 866 samples analyzed for this parameter (7.4%). The
detection rate for spices/seasonings (22.6% [Cl 95%: 13.8 -33.8]) was higher than for
milk/dairy products (7.9% [Cl 95%: 4.2-13.5%]) and fruit/vegetables (6.8% [Cl| 95%:
1.9-6.4]), but similar to ready-to-eat food (14.9% [Cl 95%: 8.2-16.2]). Among the 12
samples of milk/milk products containing E. coli, 9 were of fresh Minas cheese.
Brazilian legislation only establishes parameters for E. coli in bottled water (where it
should not be present), but there was no positive sample for this microorganism
among the bottled water samples analyzed by the LACEN-DF.

The presence of S. aureus was investigated in 276 samples (6% of all samples
collected, 96% until 2005), with 31 positive samples, of which 25 of ready-to-eat food
(80%), 5 of cheese samples and one of mineral water. In 13 samples, S. aureus was
found at levels higher than 10°CFU/g and strains isolated from four outbreak samples
(all ready-to-eat food from a single outbreak) tested positive for at least one
enterotoxin investigated (SEA, SED, and/or TSSH-1).

2.2. Foodborne disease outbreaks reported

A total of 195 foodborne disease outbreaks occurring in the Federal District
were notified by NATHA between 2000 and 2010, of which 162 were investigated.
Over 40 % of the investigated outbreaks occurred in 2009 (33) and 2010 (34). During
these two years, 69 samples suspected to be involved in outbreaks were analyzed by
the LACEN-DF (outbreak samples, Fig. 1).
The food involved was identified in 117 of investigated outbreaks (72.2 %), with 126
samples collected (Table 4). Ready-to-eat food (including sandwiches, mayonnaise
and meat food) were the incriminated foods in over half of the outbreaks. The
etiological agent was identified in 80 outbreaks, 41.2% of which involved B. cereus,
26.2% S. aureus, and 22.5% Salmonella spp. A total of 104 food samples were

collectedfrom these 80 outbreaks (Table 4).
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Table 4.Food and etiologic agents identified in the foodborne disease outbreaks occurring in the
Federal District from 2000 to 2010 and investigated by NATHA

Food NF, % 2 Agent NF, % °
Outbreaks with food identified = 117 Outbreaks with agent identified = 80
Ready-to-eat food 60 51.3 B. cereus 33 41.2
Bakery products 14 12.0 S. aureus 21 26.2
Water 11 9.4 Salmonella spp 18 22.5
Cheese 7 6.0 C. perfringens 15 18.8
Crockets/savory 7 6.0 E. coli 5 6.2
Fruits/nuts 7 6.0 V. parahaemolyticus 3 3.8
Eggs/egg products 7 6.0 Others 9 11.2
Others 12 11.1 Total of samples 104

Total of samples 126

NF,= number of food samples collected during the outbreaks with the food identified; ® relative to 117
outbreaks with the food identified; NF,= number of food samples collected during the outbreaks with
the agent identified; ° relative to 80 outbreaks with the agent identified

The investigated outbreaks involved 3904 cases, with an average of 24.1 sick
individuals per outbreak; 699 individuals received medical care. The highest number
of individuals per outbreak occurred in 2003 (305 individuals in 4 outbreak).
However, neither the food involved nor the etiological agent was identified in any of
these outbreaks. Most of the individuals involved were between 20 and 49 years of
age, but in 2007 they were mostly between the ages of 5 and 9 (31 individuals). The
only death registered during the period occurred in 2010 due to an outbreak at a
foster home that affected 32 children, 11 of whom were under the age of 4. Rotavirus
was the agent involved, but the incriminated food was not identified.

The criterion used to conclude the investigation3w was included in 101
investigated outbreak reports, (62.3%). The criterion was clinical-epidemiological in
67.3% of them, laboratory-confirmed in 17.8%, and based on food analysis alone or
including laboratory confirmation in 14.8%.

3. Discussion
The results of this investigation have shown that milk and dairy products was
the food group most analyzed by the LACEN-DF, and was also the group with the
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highest rejection rate. Cheese had the highest frequency of rejection within this
group, mainly Minas cheese. Typically Brazilian, Minas cheese is the most consumed
cheese in the country (about 30g/person/day; IBGE, 2011). The fresh type, which
can be made with raw milk in artisanal production (Regulation 44864/2008; state of
Minas Gerais), has high humidity (maximum of 45.9%), and a maximum shelf life of 9
days under refrigeration. Standard/ripened Minas cheese undergoes maturation for
20-30 days before marketing, with a shelf life of about 90 days under refrigeration
(Perry et al., 2004).

About 13% of the milk and dairy product samples analyzed by the LACEN-DF
were rejected due to high TTC counts, mainly Minas cheese samples. Salotti et al.,
(2006) found 75% of the 60 fresh artisanal and industrial Minas cheese samples
analyzed in Sao Paulo to be non-compliant with the legal limits for TTC. TTC is an
indicator of the possible presence of pathogens such as E. coli, which was detected
in 7.9% of the milk/dairy samples analyzed by the LACEN-DF for this parameter,
mostly fresh Minas cheese. The presence of E. colihas been widely accepted as an
indicator of faecal contamination during food handling (Campos et al., 2006). E. coli
was present in all 55 samples of Minas cheese produced with raw milk in Minas
Gerais, and in 70% of the 24 samples of fresh Minas cheese in the state of Goias
(Campos et al., 2006). Rosengren et al., (2010) found E. coli in 34% of the 55 raw
milk cheeses analyzed in Sweden; levels in raw milk fresh cheese were significantly
lower when starter cultures were used, indicating that contamination occurred later in
the cheese production process.

About 26% of the Minas cheese samples analyzed by the LACEN-DF were
rejected for containing CPS counts higher than the legal limits, a lower rate than that
found by Moraes et al., (2009; 30.9%) and Brant et al., (2007; 92.5%) in samples
collected in Minas Gerais. Salotti et al., (2006) found 15 % of the 60 samples of fresh
Minas cheese containing high CPS counts, with higher rejection rates among
artisanal cheese. Among the Staphylococcus species capable of producing
coagulase, S. aureus is the most prevalent in staphylococcal food intoxication
outbreaks worldwide, causing nausea, stomach cramps, vomiting, and diarrhea
(Hennekinne et al., 2012; FDA, 2012). Cow mastitis, mainly caused by S. aureus, is

considered one of the main problems in dairy cattle infections, and may affect the
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sanitary conditions of the produced milk (Zafalon et al., 2009). S. aureus was only
found in cheese samples among the 25 milk/dairy samples analyzed for this
parameter by the LACEN-DF.

Salmonella spp and E. coli were mostly found in samples from the
spices/seasonings group, mainly black pepper. Moreira et al., (2009) found 5.6% of
the 233 spice samples collected in the state of Sdo Paulo containing Salmonella,
similar to what was found in the Federal District. The authors also found black pepper
(and cumin), to have the lowest microbiological quality among the spices. In Brazil,
contamination of black pepper with Salmonella spp and other enterobacteria occurs
mainly due to the lack of good manufacturing practices, mostly during the drying
process, and may occur on the floor in an open area to which domestic animals have
free access (Duarte et al., 2005). A Salmonellaoutbreak associated with salami
products made with imported contaminated black and red pepper was recently
reported in the USA (Gieraltowski et al., 2012).

About 20% of the ready-to-eat food samples analyzed by the LACEN-DF were
rejected, a rate similar to what was found by Cardoso et al., (2010) in ready-to-eat
food samples collected at 83 public schools in the state of Bahia (20.4%). The
authors also found 2.4% of the samples containing E. coli, a much lower frequency
than that found in the Federal District (14.9% of the ready-to-eat food samples
analyzed for this parameter). High contamination of ready-to-eat food is a worldwide
issue and is most likely caused by inadequate cleaning practices or hygienic handling
(Christison et al., 2008; Sospedra et al., 2013).

Data obtained from NATHA showed that ready-to-eat food wasthe food group
most involved in the outbreaks investigated in the Federal District, confirming other
studies that show that foods that are handled during preparation and are not heated
prior to consumption present the greatest risk (Tebbutt, 2007). The etiological agents
identified in the outbreaks investigated by the NATHA included B. cereus, S.
aureus,and Salmonella spp., which were also the most prevalent agents found in the
outbreak samples analyzed by the LACEN-DF (data not shown).

The clinical-epidemiological criterion was used to conclude almost 70% of the
outbreaks investigated by NATHA, a result that was expected as most of the

notifications came from the hospitals where the patients were under care. In Brazil,
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when the food involved in an outbreak is identified by the affected individuals, the
food in normally discarded to avoid additional exposure. Hence, very rarely is the
food available for analysis. Indeed, food analysis information was used to conclude
only 14.8% of the investigations, similar to what was found for the 3,737 outbreaks
reported nationwide from 1999 to 2004 (15.5%; do Carmo et al., 2005).

In a review to investigate the contribution of microbiological analysis to food
safety in England and Wales, Tebbutt (2007) pointed out that, although food
microbiological analysis was important during outbreak investigation, routine testing
by local authorities is often of limited use and could be improved by more targeted
surveillance. In the Federal District, ready-to-eat food, the food group most involved
in the outbreaks investigated by NATHA, was the second most analyzed food group
under the LACEN-DF surveillance program. However, we found that the results of
the outbreak sample analysis conducted by the LACEN-DF were of limited use for
the investigation of the outbreaks. Although 126 food items were identified as being
involved in the outbreaks investigated by NATHA, only in 15 of the outbreaks did the
food analyzed contribute to the conclusion of the investigation. On the other hand, 44
outbreak samples analyzed by the LACEN-DF had either B. cereus or S. aureus
above the infectious dose or tested positive for E. coli or Salmonela spp. However,
these results were not reflected in the outbreak investigations conducted by NATHA.

The increase in the number of foodborne disease outbreaks reported and
investigated in the Federal District in 2009 and 2010 indicates a significant
improvement in local epidemiological surveillance efforts. However, about one-third
of the investigated outbreaks did not have the food involved identified, over half did
not have the agent identified, and almost 40% did not have the conclusion criterion
reported. Lack of the etiologic agent is mainly due to late notification and sampling,
the use of antibiotics by the affected population, and the limited number of routine
analyses conducted by the Ilaboratories, including the identification of the
enterotoxigenic strains (do Carmo et al., 2005). Only four outbreak samples analyzed
by the LACEN-DF during the period under study were tested for staphylococcal
enterotoxins.

At the national level, over 8,500 outbreaks were reported by the local sanitary

authorities to the national epidemiological surveillance system from 2000 to 2011,
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with 88 deaths (MS, 2012b). The main vehicles involved were mixed foods (~ 1,500
outbreaks) and eggs and egg products (~900 outbreaks); milk and dairy products
were involved in over 300 outbreaks. Salmonella spp was the main etiologic agent
identified (~1,700 outbreaks), followed by S. aureus (~800 outbreaks; MS, 2012b).
This profile is different from what was found in the Federal District, where B. cereus
was the main agent identified in the investigated outbreaks.

The number of food disease outbreaks reported in Brazil is most likely
underestimated. According to do Carmo et al., (2005), over 3 million hospitalizations
due to foodborne diseases (ICD 10 A0O to A09) occurred in the country from 1999 to
2004, and 25 281 fatalities from 1999 to 2002. Most of the outbreaks involved in
these cases were probably never investigated or reported. Additionally, the reporting
of foodborne disease outbreaks only became compulsory in the country in 2011,
being restricted to outbreaks occurring on ships or aircraft (Regulation 104/2011,
Brazilian Ministry of Health).

The results of this study indicate that the LACEN-DF should prioritize the
analysis ofready-to-eat food under its microbiological surveillance programs, due to
their frequent involvement in foodborne disease outbreaks. Efforts should be made to
improve the outbreak notification and investigation system and the laboratory
capabilities in the Federal District so that biological and food samples may be
collected in a timely and correct manner so as to identify the etiological agent.
Additionally, it is essential that CPS positive samples be tested for S. aureus and the
toxigenic potential of the isolated strains determined so that the vehicle involved in
the outbreaks are identified. This is the first study reporting governmental
microbiological data on food and water in Brazil that relates food analyses to
outbreak reporting. Comparison with other scenarios in the country is therefore not
possible.

This study highlighted the inadequate hygienic-sanitary conditions of the Minas
cheese available for consumption in the Federal District and other Brazilian regions,
and the importance of implementing control measures and good manufacturing

practices during the handling and storage of this product.
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CAPITULO Il - AVALIACAO DE RISCO DA EXPOSICAO A STAPHYLOCOCCUS
AUREUS PELO CONSUMO DE QUEIJO TIPO MINAS FRESCAL

Os resultados obtidos na primeira etapa do presente estudo, além dos dados
da literatura subsidiam as seguintes conclusdes:

e O grupo de leite e derivados foi o mais reprovado dentre os alimentos
monitorados pelo Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal
(LACEN-DF), particularmente, o queijo tipo Minas frescal;

e O queijo tipo Minas frescal € um alimento de alto consumo no Brasil, que nao
sofre maturacéo, sendo bastante manipulado;

e Staphylococcus coagulase positiva € o patégeno mais prevalente investigado
nas investigagdes em alimentos;

e Segundo dados do Nucleo de Agravos e Doencas de Transmissao Hidrica e
Alimentar do Distrito Federal (NATHA-DF), S. aureus é o segundo maior
causador de surtos (critério clinico-epidemiolégico) na regido, similarmente ao
reportado pelo Ministério da Saude (MS) no periodo de 2000 a 2010;

e Apesar de pratos mixtos, prontos para o consumo foi o alimento mais
envolvido nos surtos investigados, estes alimentos tém composi¢éao variada, o
que dificulta a identificacdo de um alimento Unico

e S. aureus é comumente encontrado no ambiente e em manipuladores de
alimentos, inclusive no queijo.

e Na maioria dos estudos de investigacdo de surto conduzidos no Brasil, foi
isolada linhagem de S. aureus capaz de produzir enterotoxina SEA, ou esta
toxina foi detectada nos alimentos.

Diante do exposto, identificou-se a combinagédo queijo tipo Minas frescal e S.
aureus (ingestao de SEA) como um problema de seguranca alimentar que necessita
de um estudo de avaliacdo do risco. Os resultados desta avaliacdo seréo
apresentados sob o formato de um artigo cientifico, que sera posteriormente
preparado para ser submetido a publicagdo em revista de relevancia internacional.
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3.1 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus é o micro-organismo de maior interesse para a
seguranca alimentar de produtos lacteos, pois tem alta prevaléncia como causa da
mastite subclinica em vacas leiteiras e estd presente naturalmente na pele e
mucosas de humanos, permitindo assim, sua veiculacdo no leite e derivados, que
podem vir a ser contaminados durante o processamento (Sandel, Mckillip, 2004;
Srinivasan et al. 2006; Ferguson et al. 2007). S. aureus sao cocos Gram-positivos,
catalase e coagulase positivas, ndo méveis, anaerébios facultativos. E capaz de
sobreviver em variadas faixas de temperatura (10-45°C), pH (4-9) e atividade de
agua (aw; 0,83 a 0,99) (Larkin et al., 2009; Podkowik, et al., 2013). Contagens de S.
aureus a partir de 10° unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g) podem
produzir quantidades suficientes de enterotoxinas para causar intoxicagdo humana
(BAD BUG BOOK, 2013).

O queijo tipo Minas frescal é bastante apreciado no Brasil, representando
cerca de 40% da producao de queijos brasileiros (Lima et al., 2008). Seu consumo
esta associado a surtos estafilococicos (Carmo et al., 2002) pois apresenta
condi¢cbes Otimas de crescimento bacteriano, como pH entre 5 e 6 (Rocha et al.,
2006). O queijo tipo Minas frescal deve ser consumido em até 15 dias apds sua
fabricacdo, pois é altamente perecivel, mesmo sob refrigeracdo (Sangaletti et al.,
2009). Mais de 70% de isolados de S. aureus de queijo tipo Minas frescal séo
enterotoxigénicos (Argudim et al., 2010). Varios estudos indicam alta prevalencia de
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) em queijos tipo Minas frescal no Brasil.
Cerca de 30% das amostras analisadas no Distrito Federal (Nunes, et al., 2013) e
Minas Gerais (Moraes et al., 2009) apresentaram contagem acima do maximo
permitido pela legislacao brasileira.

As toxinas estafilococicas (Staphylococcal enterotoxin, SE) incluem as SEs
(A, B, C; Cyq,2,3; D, E, G,H,I, R,S e T) e a toxina da sindrome do choque téxico TSSH-
1 susceptivel a clivagem da pepsina, mas capaz de atravessar a membrana mucosa
(Dinges et al., 2000; Argudim et al., 2010; Maina et al., 2012). Essas toxinas se ligam
diretamente a molécula de histocompatibilidade, estimulando a clonagem de células

T e a producédo de citocinas, causando sintomas de febre, vasodilatacdo, aumento

56



da expressdo e adesdo plaquetaria, apoptose, e a sindrome do choque toxico
(Dinges et al., 2000).

Essas toxinas séo resistentes ao calor (121910 minutos), radiacdo gama e
baixo pH, o mesmo ambiente que inibe a bactéria que as produziu, assim como é
resistente a enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal, o que favorece sua acao
deletéria (Genigeorgis, 1989; Tsutsuura, Murata, 2013).

A intoxicacao estafilocécica é uma doenca de origem alimentar com periodo
de incubacao entre 30 minutos e 8 horas apds a ingestao, caracterizada por um ou
mais dos sintomas de nausea, vomitos, diarreia e dor abdominal, os quais, em geral,
cessam dentro de 24-48 horas (Asao, 2003; Kérouanton et al., 2007; Schelin, 2011).

No Brasil, 8.663 surtos de intoxicacdo alimentar foram reportados pelo
Ministério da Saude entre 2000 e 2011, sendo que a maior parte deles aconteceu
nas residéncias. S. aureus foi o segundo maior causador destas intoxicacoes,
envolvido em 799 surtos no periodo (Brasil, 2013). Do total de surtos, 350 foram
causados pelo consumo de leite e derivados contaminados. Nos Estados Unidos,
estima-se que ocorreram 241.188 casos de intoxicacao estafilocécica entre 2000 e
2008, com 1.064 hospitalizagdes e seis mortes/ano (Scallan et al., 2011).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o risco da ingestao de enterotoxina A
pelo consumo de queijo tipo Minas frescal no Brasil.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Fonte de dados

3.2.1.1 Consumo de queijo tipo Minas frescal no Brasil

Dados de consumo de queijo tipo Minas frescal pela populacdo brasileira
foram obtidos do arquivo da Pesquisa de Orcamento Familiar 2008/2009 (POF 7),
conduzida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Nessa
pesquisa, 34.003 individuos entre 10 e 104 anos, registraram o consumo de

alimentos em dois dias ndo consecutivos. A POF também inclui dados de idade de
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cada participante e fatores de expansao para extrapolar cada participante para um
grupo populacional. A populacdo expandida foi estimada utilizando o programa
SPSS V. 20.

3.2.1.2 Frequencia e nivel de contaminacao de Staphylococcus coagulase positiva
em queijo tipo Minas frescal

Os resultados de analise de queijo tipo Minas frescal foram obtidos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os quais foram fornecidos pelos
laboratérios centrais (LACENs) dos estados do Espirito Santo, Goias, Maranhao,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Roraima e Santa
Catarina, referentes as analises realizadas entre 2010 e 2012. Adicionalmente, os
dados do Distrito Federal (2000-2010) obtidos diretamente do LACEN-DF foram
utilizados. Para este estudo, a contagem de SCP determinada no laboratério foi
considerada a concentracdo inicial no momento da aquisicdo do produto no
comeércio.

Dados de 400 amostras de queijo tipo Minas frescal analisadas pelos
LACENs foram avaliadas neste estudo. Os dados obtidos incluiram informacdes
sobre estado de coleta, data de fabricacdo, data de vencimento, data ou ano da
coleta, temperatura do local de coleta, peso do produto, umidade (% p/p), gordura
total (% p/p), gordura extrato seco (% p/p), sédio (mg/30g e myg/50g), Salmonella
spp. (presenca/auséncia), Listeria  monocytogenes  (presencga/auséncia),
enumeracao de coliformes termotolerantes, Escherichia coli (NMP/g) e SCP (UFC/g).
Os dados individuais das amostras para os principais parametros estao contidos no
Anexo Il.

3.2.1.3 Temperatura de armazenamento e pH
Dados de temperatura de um refrigerador no domicilio (temperatura de

armazenamento) foram utilizados os registros diarios de temperatura de um

refrigerador comum do Laboratério de Toxicologia da UnB, obtidos entre 4/12/2009 a
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27/05/2011. Assumiu-se que o consumidor pode armazenar o queijo tipo Minas
frescal sob refrigeracéo por até 7 dias antes do consumo (168 horas).

Os valores de pH de queijo tipo Minas frescal foram gentilmente cedidos pela
Prof. Susana Saad, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo (USP), e determinados em 76 amostras obtidas no comércio da cidade de
Sao Paulo.

3.2.2 Modelo de predicao de risco de contaminacao por rede neural artificial

Esta etapa do estudo objetivou propor um modelo de predicao de risco da
presenca de SCP em queijo tipo Minas frescal segundo categorias de niveis de
contaminacao. Dentre 25 variaveis no banco de dados de andlise de queijo tipo
Minas frescal analisadas pelos LACENSs, foram selecionadas aquelas que gerassem
0 maior numero de amostras sem nenhum dado faltante. As variaveis consideradas
para este modelo foram: tempo de validade (dias entre a coleta e data de
vencimento); tempo da fabricacdo (dias entre a fabricacdo e a coleta); temperatura
de coleta; peso; coliformes termotolerantes, umidade e enumeracdo de
Staphylococcus coagulase positiva. Os dados dos LACENs foram exportados para o
software Neural Tools versdao 6.1 do @risk da Palisade® para a constru¢cdo do
modelo.

Dados de algumas variaveis consideradas para este estudo nao foram
reportados por alguns LACENs. No caso onde o local de coleta era refrigerador,
camara fria ou balcao refrigerado, mas nao havia informacao da temperatura, a
moda dos valores reportados para outras amostras foi inserida no campo faltante.
No Distrito Federal, a temperatura de coleta foi informada como “ambiente” para
algumas amostras. Nesse caso, foi usada a moda da temperatura ambiente
registrada pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMET) no periodo entre 2001-2012
(informacao gentilmente cedida por Rafaela Maciel Rebelo)

A enumeracéao de SCP (variavel de previsao ou dependente) foi transformada
em 3 categorias. A categoria 1, com valores de enumeragdao < 1000 UFC/g (limite
previsto na legislacao Brasileira; RDC12/2001); a categoria 3 com valores maiores

ou iguais a dose necessaria para a bactéria produzir enterotoxinas, = 10° UFC/g
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(Bad Bug Book, 2013); e a categoria 2, com enumeragdes entre >1000 UFC/g e <10°
UFC/g. Foram incluidas também na categoria 2 amostras reportadas somente como
>100 UFC/g, sem especificar a enumeracao.

A etapa de treinamento da rede neural probabilistica (RNP) foi feita com as
amostras que possuiam todos os dados reportados para as 7 variaveis
consideradas. A etapa teste foi realizada com os casos incompletos, para os quais
os dados ausentes foram preenchidos pela média dos centréides dos grupos de
cada variavel (Neilson, 2011). Este procedimento tem como beneficio a minimizacao
da variancia dentro de cada grupo e maximizacao da variancia entre os grupos, e foi
realizado utilizando o macro K-means clusters analysis (Neilson, 2011).

A terceira etapa do modelo de rede neural é a fase de predicdo, onde usamos
dados de novas amostras ndo consideradas nas etapas anteriores. Neste estudo
foram 6 (seis) novas e Unicas amostras de queijo tipo Minas frescal, analisadas no
segundo semestre de 2012 pelo LACEN-DF. A varidvel umidade para estas
amostras foi preenchida com a moda das umidades medidas nas amostras utilizadas

no estudo.
3.2.3 ComBase

O programa ComBase foi utilizado para estimar a taxa de crescimento (u) de
S. aureus em queijo tipo Minas frescal por meio da ferramenta ComBase Predictor.
Os parametros necessarios para esta estimativa sdo: concentragéo inicial, estado
fisiolégico do inéculo (EF), temperatura de armazenamento, pH e %NaCl. A
concentracao inicial de S. aureus foi assumida como 1000 UFC/g (3 log), o limite
legal de SCP para queijo tipo Minas frescal utilizado pelos LACENs. EF apresenta
valores entre 0 (sem crescimento, fase lag infinita) e 1 (crescimento inicia-se
imediatamente, sem fase lag). Quando ndo se assume qualquer valor de EF, o
programa automaticamente reporta um valor defaut, que para S. aureus € 0,045049.
Além deste valor, testamos também o valor de p para EF de 0,1 e 0,5. O programa
também reporta o doubling time, equivalente ao tempo requerido para dobrar a
populacdo do micro-organismo na fase exponencial, expresso pela Equacao 3.1. A

fase lag (A) é estimada a partir da Equacéo 3.2:
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Doubling time = In(2) /u (Eqg. 3.1)
lag (A)= -In(EF)/u, (Eqg. 3.2)

3.2.4 Pathogen Modelin Program

As taxas de crescimento também foram estimadas utilizando o programa
PMP. Adicionalmente, este modelo foi utilizado para estimar a densidade maxima da
populacao (DMP), que deve ser utilizada como valor fixo do limite maximo de nivel
de contaminacao alcancada pela simulacdo de Monte Carlo. A temperatura minima
prevista no PMP para predicdo de S. aureus, é de 10°C e maxima de 42°C. O

modelo estima também a fase lag (A) e o tempo de geracéo.

3.2.,5 Avaliacao da exposicao a enterotoxina estafilococica (SEA) pelo

consumo de queijo tipo Minas frescal

Aos niveis de contaminacao inicial (obtidos pelos LACENSs) foram adicionados
uma taxa de crescimento especifica p (log/hora), preditas nos software ComBase e
pelo PMP. As estimativas foram feitas considerando que o individuo consome o
queijo em até 7 dias apds sua aquisicdo (168 horas) (Rho, Schaffner; 2007).
Assumiu-se que o nivel de contaminagcdo nao sofre alteragdo significativa no
percurso da compra até a residéncia (Avila et al., 2010). Neste estudo assumiu-se
que resultados de SCP encontrados nas amostras analisadas refletem os niveis de
S. aureus, e serdao expressos como tal na avaliacdo de risco. As estimativas da
exposicao foram feitas usando simulacdo de Monte Carlo no programa @risk
(Palisade®), com 1.110.000 iteracdes, tolerancia de convergéncia de 5% e nivel de

confianca: 90%

3.2.5.1 Descricao das variaveis do modelo
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A Tabela 1 mostra as variaveis de input utilizados para a simulacao de Monte
Carlo na ferramenta @risk. A variavel prevaléncia inicial (Pj;) de contaminacéo de S.
aureus no queijo tipo Minas frescal foi obtida dividindo-se o nimero de amostras
positivas pelo nimero de amostras analisadas analisadas pelos LACENs para o
parametro SCP expressa numa distribuicdo discreta. Esta é uma distribuicdo que
especifica os resultados positivo e negativo e suas probabilidades.

A variavel contaminagdo (Cg) foi também obtida dos dados dos LACENS.
Naquelas amostras em que o resultado foi reportado como <100 UFC/g assumiu-se
o valor 10 UFC/g para que a transformacéao logaritmica desse valor resultasse em 1
logUFC/g.

A variavel nivel de contaminagéo inicial (N;) € imputado quando a prevaléncia
é positiva, dependendo entdo da Pj, considerada a cada iteracdo. A esta variavel é
adicionada as férmulas da taxa de crescimento estimadas pelo ComBase e PMP.

As variaveis temperatura de armazenamento (T), tempo (t) e pH foram obtidas
como descrito anteriormente

As variaveis EC1 e EC2 sado as equagdes de crescimento obtidas pela
correlacdo linear entre temperatura T e a raiz quadrada taxa crescimento u
estimadas pelo ComBase e pelo PMP, respectivamente.

As variaveis Elag1 Elag2 sdo as equacoes da duracédo da fase lag obtida pela
correlacdo linear entre temperatura e da raiz quadrada do inverso fase lag estimada
pelo ComBase, e PMP, respectivamente.

A variavel densidade maxima da populacdo bacteriana (DMP) foi obtida do
PMP de trés combinagdes de %NaCl e temperatura maxima de armazenamento.

A variavel contaminagdo no momento do consumo (Cqcon) foi obtida da
condigdo de que a prevaléncia inicial (Piq) fosse diferente de zero e o tempo
decorrido fosse maior que a fase lag.

A variavel nivel de contaminagdo no momento do consumo Ngycon € Obtida da
Cqcon SOlicitada a cada iteragéo e da condi¢do de que ela seja inferior ao DMP.

A variavel porcdo de queijo (P, gramas) foi obtida do estudo da POF
2008/2009 para idosos, adultos e adolescentes.
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A variavel prevaléncia de cepas toxigénicas (Py) € de 73%. Este percentual
diz respeito as cepas com genes toxigénicos tipo a, b, ¢, d, e, g, h, i, j, | e tst-1), em
queijos tipo Minas frescal, obtido por Arcuri et al. (2010).

A variavel concentracao de enterotoxina A (SEA) (Tox), em log ng/g, é dada
pela equagéo Tox = 0,9300751*Ngcon — 6,662092, obtida por Kim et al. (2009) a partir
de dados de crescimento de Soejima et al. (2007). Esta equacéao é aplicada quando
o nivel de contaminagao € = 5log.

O output do modelo (dose D) é dado pela equacao 3.3 para as populacdes de
idosos, adultos e adolescentes. Esta dose foi obtida por simulacdo de Monte Carlo,
configuragdo de semente fixa e gerador Mersenne Twister, com 1.110.000 iterac6es
ditadas pela precisdo de 5% e intervalo de confiangca (IC90) 90% para o ponto de

convergéncia.

Dose, ng = 10 Dose, ng = 10AT0x (leg na/a) P (Eq. 3.3)
Duas doses foram estimadas neste estudo, a D1 utilizando as equacdes

geradas pelo ComBase (EC1 e Elag1, modelo 1), e a D2, utilizando as equacdes

gerarada pelo PMP (EC2 e Elag2, modelo 2). As duas doses foram estimadas para
adolescentes, adultos e idosos.
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Tabela 3.1 Variaveis do modelo de exposi¢do a enterotoxina A estafilocécica pelo consumo de queijo tipo Minas frescal.

Input/output Variavel Férmula Descricao Unidade
Input Piq =RiskDiscrete(0:1;0,80769:0,19231) Prevaléncia inicial de S. aureus no queijo %
Input Cai =RiskHistogrm(Concentracdo de S. aureus) Concentracéo inicial de S. aureus no queijo logUFC/g
- N =SE(P;;=0;0;Cq) Nivel de contaminacao inicial de S. aureus UFC/g
Input T =RiskHistogrm(temperaturas originais) Temperaturas (°C) usadas no Combase °c
Input t =RiskUniform(1;168) Tempo (horas) horas (h)
- EC1 =(0,02531*T - 0,0753)"2 Formula de crescimento (ComBase) - modelo | logUFC/g/h
EC2 =(0,0193*T - 0,0739)"2 Equacéo de crescimento (PMP) - modelo Il
- Elag1 =1/(0,0277*T-0,0905)"2 Equacao de duracao de fase lag (ComBase) Horas (h)
Elag2 =1/(0,0208*T-0,1291)"2 Equacéo de duracao de fase lag (PMP)
- DMP 9,6 logUFC/g Densidade maxima da populagédo de S. aureus PMP logUFC/g
- Cacon =SE(P;4=0;0;SE(t<lag;(Ng); Cq +(EC4 2(t-Elags 2)))) Concentragao de S. aureus no momento do consumo logUFC/g
Input Ngcon =SE(Ccon=0;0;SE(Cucon<DMP;Cqcon; DMP)) Nivel de contaminagcdo no momento do consumo logUFC/g
Input P =RiskHistogrm(valores ndo expandidos) Porgbes de queijo tipo Minas frescal para adolescentes, adultos  (g)
e idosos (POF 2008/2009)
- Pgt 73% Prevaléncia de cepas toxigénicas em queijo tipo Minas frescal %
(Arcuri, et al., 2010)
- Tox =SE(Ngcon25;107(0,9300751*Ngeon*Pgt-6,662092;0) Concentragéo de enterotoxina A no consumo (Kim et al., 2009) logng/g
Output D1 =RiskOutput("Dose de enterotoxina®)+(P*Tox) Dose de (SEA) na por¢éao consumida modelo | ng/porg¢ao
Output D2 =RiskOutput(*Dose de enterotoxina’)+ (P*Tox) Dose de (SEA) na porgédo consumida do modelo Il ng/porgcéao

Modelo 1: a partir das equag¢des EC1 e Elag 1; modelo 2: a partir das equacdes EC2 e Elag2



3.2.6 Caracterizacao de risco da exposicao a enterotoxina A (SEA)

Neste estudo, assumiu-se que a dose minima de SEA necessaria para causar
intoxicacdo € de 100 ng, estabelecida pelo Ministério da Saude (MS/Informe n°3,
2012). O risco € dado pela probabilidade cumulativa da ocorréncia de eventos de
ingestao de SEA pelo consumo de queijo Minas frescal = 100 ng.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Avaliacao dos dados

A Tabela 3.2, a seguir, resume 0 numero de amostras de queijo tipo Minas
frescal analisadas no periodo de 2000 a 2012 pelos Laboratérios Centrais (LACENS)
que submeteram seus dados a ANVISA ou para a condugéo deste estudo (Distrito
Federal). A maioria das amostras foi analisada pelo LACEN-DF no periodo 2000-
2010. Mato Grosso do Sul e Minas Gerais foram os estados que mais reportaram
dados no periodo 2010-2012.

Tabela 3.2 Numero de amostras de queijo tipo Minas frescal analisadas por Estado,
periodo 2010-2012.

Estado Numero de amostras % de amostras
analisadas (N=400)

Distrito Federal (2000-2012) 211 52,7
Mato Grosso do Sul 50 12,5
Minas Gerais 48 12

Rio de Janeiro 32 8,0

Roraima 31 7,8
Goias 22 5,5
Maranhao 2 0,5
Santa Catarina 2 0,5
Espirito Santo 1 0,2
Parana 1 0,2
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A Tabela 3.3 apresenta os parametros reportados pelos LACENSs referentes

as amostras de queijo tipo Minas frescal analisadas. No total, 25 parametros foram

reportados por pelo menos um laboratério.

Tabela 3.3 Parametros analisados em queijo tipo Minas frescal pelos LACENs

Parametro n % (N=400)

Salmonella spp. 363 90,8
Staphylococcus coagulase positiva (SCP) 338 84,5
Coliformes termotolerantes 316 79,0
Tipo de analise* 313 78,3
Local de coleta no estabelecimento 282 70,5
Analise sensorial 272 68,0
Data ou ano da coleta 261 65,3
Data de fabricacao 253 63,3
Data de vencimento 244 61,0
Gordura % (p/p) 216 54,0
Peso do produto 208 52,0
Umidade (% p/p) 207 51,8
Temperatura do local de coleta 189 47,3
Dizeres do rétulo 173 43,3
Analise de embalagem 172 43

Nitrato g/100g 118 29,5
Nitrito g/100g 108 27,0
Listeria monocytogenes 83 20,8
Escherichia coli 74 18,5
Acido sérbico g/100g 65 16,3
Sodio mg/g 40 10,0
Gordura extrato seco 34 8,5

Toxina estafilocécica (SE)** 24 6,8

Aerébios mesdfilos 10 2,5

Bacillus cereus 5 1,2

* monitoramento (fiscal e orientagado) e surto; ** somente presenca/auséncia
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Dentre os parametros microbiologicos, 90,8% das amostras analisadas
reportaram resultados de Salmonella spp, seguido de SCP (84,5% das amostras).
Nenhum dos laboratérios reportou resultado de S. aureus para as amostras de
queijo tipo Minas frescal analisadas. Vinte e quatro amostras foram analisadas para
a presenca ou auséncia de toxina estafilocécica, com dois resultados positivos, sem
identificacdo da toxina nem sua quantificacao.

Das 338 amostras de queijo tipo Minas frescal analisadas para SCP, 19,2%
(Piq) foram reportadas como = 100 UFC/g. A Figura 3.1 mostra o histograma dos
niveis de contaminagdo nas amostras analisadas, com minimo de 1 logUFC/g, moda
de 1 logUFC/g e o maximo de 9,6 logUFC/g.
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Figura 3.1 Histograma do nivel de contaminagdo de amostras analisadas para SCP

(logUFC/g) (N=338). A figura inserida mostra a distribuicdo das amostras positivas
(N=65)

A Figura 3.2 apresenta o histograma de 734 afericbes das temperaturas de
um refrigerador comum, no Laboratério de Toxicologia. Estes dados permitem similar
cenario de armazenamento do queijo tipo Minas frescal em um refrigerador
doméstico até o momento do consumo. A temperatura minima aferida foi de -0,9° C,

a moda de 8°C, e o maximo de 17°C.
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A Figura 3.3 mostra o histograma de pH determinado em queijo tipo Minas
frescal referentes a 76 amostras analisadas (Susana Saad, USP). Destes dados
foram tirados o minimo (4,85), a moda (5,5), a mediana (5,8) e 0 maximo (6,5).
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Figura 3.2 Histograma das temperaturas registradas do refrigerador doméstico do
Labtox (N=734)
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Figura 3.3 Histograma dos registros de pH das amostras de queijo tipo Minas frescal
(N=76).
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A Figura 3.4 mostra o histograma dos valores de % NaCl correspondentes
aos dados reportados em 40 amostras de queijo tipo Minas frescal analisadas pelos
LACENs. O menor valor encontrado foi 0,64%, com moda de 1,14 % e maximo de
4,63%.
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Figura 3.4 Histograma do %NaCl das amostras de queijo tipo Minas frescal (N=40)

A Tabela 3.4 resume os dados de consumo de queijo tipo Minas frescal
obtidos na POF 2008/2009 (POF 7). No total, 1325 individuos reportaram o consumo
de queijo Minas frescal no Brasil em pelo menos um dia na semana, o que
representa 3,9% dos 34003 individuos que participaram da pesquisa. A moda da
porcdo consumida em todas populacdes foi similar (45 g). A menor porgao foi
reportada pelos adolescentes (35 g) e a maior pelos adultos (405 g).
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Tabela 3.4 Informacdo sobre os valores das por¢cdes de queijo tipo Minas frescal
para cada faixa etaria reportados a POF 2008/2009

Populaciao Idade Numero Porcoées, ¢
(anos) N d,e Minima/moda/maxima
individuos
Adolescente 10-19 132 35/45/280
Adulto 20 - 59 895 19/45/405
ldoso 60 - 91 298 19/45/315

As Figuras 3.5 a 3.7 apresentam os histogramas das por¢des de consumo de
queijo tipo Minas frescal reportados a POF 2008/2009 por adolescentes, adultos e

idosos.
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Figura 3.5— Histograma da porcao (gramas) de queijo tipo Minas frescal consumida

pela populagdo de adolescentes (N= 132).
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Figura 3.6 Histograma da porcao (gramas) de queijo tipo Minas frescal consumida
pela populagédo de adultos (N= 895).
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Figura 3.7 Histograma da porcao (gramas) de queijo tipo Minas frescal consumida

pela populagéo de idosos

71



A Tabela 3.5 apresenta a moda das temperaturas registradas pelo INMET no
periodo de 2002 a 2011 no Distrito Federal, que foram utilizadas para substituir a

informacgao de temperatura ambiente em cada ano.

Tabela 3.5 Moda das temperaturas no Distrito Federal registrada pelo Instituto
Nacional de Metereologia.

Ano Moda da Temperatura
2002 21,4°C
2004 21,3°C
2005 21,7°C
2010 21,8°C
2011 21,6°C

3.3.2 Predicao de risco de contaminacao por rede neural artificial

Das 400 amostras originais, 338 amostras tinham informagcdo sobre
enumeracao de SCP, das quais somente 92 tinham todas as varidveis relevantes e
foram utilizadas na etapa de treinamento. Destas, 78 amostras eram da categoria 1
(1000 UFC/g), 10 amostras da categoria 2 (>1000<10°> UFC/g) , e quatro amostras
da categoria 3 (210° UFC/g). A avaliagdo desta etapa indicou um erro médio de
predicdo de 20%. Para reduzir este erro, uma amostra da categoria 3 foi triplicada no
banco de dados, totalizando 94 casos completos, o que resultou num erro de 0%,
indicando uma predicdo adequada dos dados (percentual de probabilidade média
incorreta, percentual de previsdes inadequadas e desvio padrdo da probabilidade
incorreta de zero).

A etapa teste foi realizada com os 246 casos incompletos, para os quais 0s
dados ausentes foram preenchidos pela média dos centrdides dos grupos de cada
variavel. Os clusters foram calculados com base nos 94 casos para as seis variaveis
independentes. Esta etapa resultou em percentual de previsbes inadequadas em
16,7% dos casos, com probabilidade média incorreta de 26,6% e desvio padrdo da
probabilidade incorreta de 29,3%. Esses valores sdo menores que 0 maximo
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previsto pelo software (30%), sendo considerados aceitaveis. A previsdao da
categoria 1 foi adequada em 100% das amostras teste (n=203), e inadequada em
100% das amostras da categoria 2 (n=30). A previsdo da categoria 3 (n=13) foi
inadequada para 84,6% dos casos. A boa previsdo para amostras da categoria 1 era
esperada, ja que a maioria delas, na fase de treinamento, pertencia a esta categoria
(83,0%), e a memoria da rede foi mais eficiente. Adicionalmente, os centrdides foram
produzidos com base nos dados do treinamento. Por outro lado, as categorias 2 e 3
tiveram previsdes inadequadas similares (100 e 84,6%) devido ao baixo percentual
destas amostras na etapa de treinamento (10,6 e 7,7 % das 94 amostras,
respectivamente).

E importante ressaltar que algumas amostras com resultados reportados
como >1000 UFC/g, sem enumeracao, e classificadas como categoria 2, poderiam
pertencer a categoria 3 se tivessem sido analisadas quantitativamente.

O impacto das variaveis independentes nas respostas previstas pela analise
de sensibilidade, reportado pelo programa durante a fase de treinamento, esta
mostrado na Tabela 3.6. Coliformes termotolerantes e peso do queijo declarado
foram os parametros que mais impactaram no desempenho de predicdo, mostrando
a importancia destes dados no modelo de predicdo. E importante ressaltar que a
temperatura da coleta, que teve um impcto de 18,9% no modelo, € um parametro
facil de ser obtido durante a coleta da amostra, mas nao foi reportado pelos LACENs
na maioria para a maioria das amostras (Tabela 3.3).

Tabela 3.6 Impacto das varidveis independentes sobre a variavel dependente na

etapa de treinamento.

Variavel Impacto
Coliformes termotolerantes 22,9%
Peso (g) do queijo 22,5%
Temperatura na coleta 18,9%
Tempo de fabricacao 15,1%
Umidade % p/p 14,2%
Tempo de validade 6,3%
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Todas as amostras usadas para testar o modelo preditivo na terceira etapa,
de predicao eram da categoria 1 (<1000 UFC/g), resultando em 100% de predicao
adequada, como era esperado. Nao foi identificado outros estudos de risco de
contaminacao utilizando a rede neural para predicdo de varidveis categoricas, sendo

assim nao foi possivel verificar o desempenho do modelo.

3.3.3 Estimativas de taxa de crescimento
3.3.3.1 ComBase

As taxas de crescimento foram estimadas no ComBase a partir de
combinacdes de temperatura, pH, %NaCl e estado fisiolégico (EF), assumindo
sempre a concentracao inicial como 3log e tempo maximo de armazenamento de 7
dias (168 horas). A Figura 3.8 ilustra um output do modelo do ComBase Predictor
nas temperaturas de 7,5; 8; 10 e 17°C, pH 5,5 e 1,14%NaCl. A temperatura minima
nesse programa é de 7,5°C.

[ modelling.combase.cc/ComBase_Predictor.aspx
9 Static Changing o Nacl A Time(h) | 168.00 [ ]
Max.rate (og.conc/h)
Staphylococcus sureus |Z| bt e gl
0011
Initial level ~ Phys.state T (°C) pH NaCl (%)
<=7 [0-1] Help [7.5-30] [+47.1  [0.0-13.9] Dbl.time {Hours)
3 0045040 | [ 7.5 [55 [114 28,329
_E'I
=
- - 3]
M te (og. (=]
Staphylococcus aureus |Z| Erlatelegiondhl 5
0012
Initial level  Phys.state T (°C) pH NacCl (%)
<=7 [0-1] Help [7.5-30] [447.1]  [0.0-13.9] Dbl.time (Hours)
3 0045049 | [ 2 [s5 [L14 24,553
k | 100
M t 7 Time (h)
Staphylococcus sureus |Z| o Fates log:canci)
0021
Initial level ~ Phys.state T (°C) pH NaCl (%) predicti

N e i - redictions
<=7 [0-1] Help [7.5-30] [+4-7.1] [0.0-13.5] Dbl.time {Hours)

3 noasosa | [ 10 [55 [114 14232 Time (h) | Conc (Log10 cells/ g) =

0.00 3.00 3.00 3.00 3.00
0.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Max.rate (og.conc/h)

Staplylncoccus glites E' 0.102 3.36 3.00 3.00 3.00 3.02
Initial level ~ Phys.state T (°C) pH Nacl (%) 6.72 3.00 3.00 3.0L 3.07
<=7 [0-1] Help  [7.5-30] [+47.1]  [0.0-13.9 Dbl.time (Hours) 10.08 3.01 3.01 3.01 3.16
[3 | 0045049 | [ 17 [s5 [L14 2857 13.44 3.0 3.01 3.02 3.30

16.80 3.01 3.01 3.02 3.51

Figura 3.8 Output do ComBase nas temperaturas de 7,5; 8; 10 e 17°C, pH 5,5 e
1,14%NacCl.
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As Tabelas 3.7 e 3.8 mostram os parametros taxa de crescimento (u) e fase
lag (M) obtidos do ComBase nas combinacgdes de pH (5,5; 5,8 e 6,5) e % NaCl (1,1;
1,56 e 4,63) nas temperaturas de 7,5°C, 8°C, 10°e 17°C, nos EF 0,04509, 0,1 e 0,5.

A temperatura de armazenamento foi o parametro que mais impactou a taxa

de crescimento de S. aureus, com maior valor na temperatura maxima de 17°C

(0,127; pH 6,5). O pH teve um leve impacto, com maiores valores de p no maior pH.

A taxa de crescimento foi menor em 4,63% NaCl, a maior concentracdo. O estado

fisiologico ndo teve nenhum impacto sobre a taxa de crescimento nas condicoes

testadas.

Tabela 3.7 Taxa de crescimento (u), em log UFC/g/hora S. aureus obtidas do

ComBase variando o estado fisiolégico (EF), % NaCl e pH - populacao inicial de 3

logUFC/g.

EF= 0,04509

EF= 0,1

EF=0,5

pH
7,5° 8° 10°

17°

7,5°

80

10°

17°

7,5°

8° 10°  17°

NaCl = 1,14%

55 0,011 0,012 0,021
58 0,012 0,014 0,024
6,5 0,013 0,015 0,026
NaCl = 1,56%

55 0,01 0,012 0,021
58 0,012 0,014 0,024
6,5 0,013 0,015 0,025
NaCl = 4,63%

55 0,008 0,009 0,016
58 0,009 0,011 0,019
6,5 0,01 0,012 0,021

0,102
0,117
0,127

0,1
0,116
0,127

0,08
0,094
0,109

0,011
0,012
0,013

0,01
0,012
0,013

0,008
0,009
0,01

0,012
0,014
0,015

0,012
0,014
0,015

0,009
0,011
0,012

0,021
0,024
0,026

0,021
0,024
0,025

0,016
0,019
0,021

0,102
0,117
0,127

0,1
0,116
0,127

0,08
0,094
0,109

0,01
0,012
0,013

0,01
0,012
0,013

0,008
0,009
0,01

0,012 0,021 0,1
0,014 0,024 0,116
0,015 0,025 0,127

0,012 0,021 0,1
0,014 0,024 0,116
0,015 0,025 0,127

0,009 0,016 0,08
0,011 0,019 0,094
0,012 0,021 0,109

A fase lag estimada pelo ComBase é inversamente proporcional ao estado

fisiolégico (EF) do inoculo (Eq. 3.2). Este impacto é mostrado na Tabela 3.8, onde a

fase lag tem os menores valores com EF= 0,5 (6,8 h em 17°C de temperatura de

armazenamento e 1,14% NaCl). A temperatura de armazenamento teve também um
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impacto importante na fase lag, com valores decrescendo para cerca de 1/10
quando a temperatura € aumentada de 7,5 para 17°C. Observou-se uma relacéao

inversa da fase lag com pH e uma relacao direta com a % NaCl.

Tabela 3.8 Fase lag (A) (h) em horas para Staphylococcus aureus obtidas do
ComBase variando o estado fisiol6gico (EF), %NaCl e pH - populacao inicial de 3
logUFC/g temp. 7,5; 8, 10 e 17°C.

EF=0,04509 EF=0,1 EF=0,5
pH

7,5° 8° 10° 17° 7,5° 8° 10° 17° 7,5° 8° 10° 17°

NaCl = 1,14%

55 281,7 2583 147,6 30,4 230,2 1919 1096 22,6 63,0 57,8 33,0 6,8
58 25683 2214 129,1 26,5 1919 1645 959 19,7 57,8 495 289 59
6,5 2384 2066 119,2 244 177,1 153,5 88,6 18,1 53,3 46,2 266 54
NaCl = 1,56%

55 3099 2583 1476 31,0 230,3 1919 109,6 23,0 69,3 57,8 33,0 6,9
58 25883 2214 129,1 26,7 1919 1645 959 198 57,8 495 289 6,0
6,5 2384 2066 1240 24,4 177,1 153,5 92,1 18,1 53,3 46,2 27,7 54
NaCl = 4,63%

55 3874 3443 193,7 38,7 287,8 255,8 1439 288 86,6 77,0 43,3 8,7
58 344,34 281,7 163,2 33,0 2558 209,3 1212 245 77,0 63,0 36,5 7,4
6,5 309,94 258,3 1476 28,4 230,2 1919 109,6 21,1 69,3 57,8 33,0 6,3

A Figura 3.9 mostra a correlacédo entre a temperatura de armazenamento e a
raiz quadrada de y, e a equacao de crescimento (EC1), considerando pH constante
(moda de 5,5 e % NaCl constante (moda 1,14 %). A Figura 3.10 mostra a
correlacdo entre a temperatura de armazenamento e a raiz quadrada do inverso da
fase lag (Vi/lag) e a equacdo de duracdo de fase lag (Elag1), considerando as
mesmas condicbes de pH e % NaCl. Ambas equacdées mostraram uma boa

correlagdo dos dados (R®= 0,994).
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Figura 3.9. Equacdo de crescimento (EC1) em funcdo de temperatura de
armazenamento, pH 5,5 e 1,14%NacCl.
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Figura 3.10 Equacao de duracao de fase lag (Elag1) em funcao de temperatura de
armazenamento, pH, 5,5 e 1,14%NacCl.
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3.3.3.2 Modelo PMP

As taxas de crescimento foram estimadas no PMP a partir de combinacdes de
temperatura, pH e %NaCl. A Figura 3.11 ilustra um output do modelo do PMP para a
combinacdo de valores das variaveis de 17°C de temperatura de armazenamento,
pH 6,5 e NaCl1,1% (o mais préximo da moda 1,14) e populacdo inicial de 3
logUFC/g. Sao estimados a fase lag, tempo de geracado, taxa de crescimento e
densidade maxima da populacdo (DMP) de S. aureus. O modelo ndo considera o

estado fisiolégico do micro-organismo e a temperatura minima é de 10°C.

Growth Model: Staphylococcus aureus (Broth Culture, Aerobic)

Input Conditions Modeled Growth Modeled Growth
@) Aerobic ) Anaerobic log(CFU/ml)
Temperature in: 10 Hours Lag Mo Lag
@ o (7)o . 0.00 3.18 343
Temperature ] 0.20 3.19 3";‘i
Range: 10.0 to 42.0 °C = 6 040320 345

- 1 31 4
17ﬂ|z| E 0.60 3.21 3.46
i g 4 0.80 3.21 3.47

P g ] 1 73 i
Range: 4.5t 0.0 = SR  Sdd
9 1.20 3.22 3.48

I" C -
55/ 140323 350
Sodium Chioride 0 1.60 223 351
e R 0 N & & 2 10 10 180324  3.52
11 [+] Hours 2.00 325 3.53
Sodium Nitrite 220 325 354
Range: 0 te 150 ppm Lag No Lag 240 126 356
0 [v] 260 3.27 357
e Modeled Growth Parameters 2.80 327 358
Range: 3.0 to 5.9 log(CFU/mI) Lag Phase Duration: 6.69 (hours) 300 3.28 359
3 E Generation Time: 3.12 (hours) s
e 3.40 330 361
Growth Rate: 0.097 (log{ciu/mi}/h)

g, 3.60 3.30  3.62
| Calculate Growth Data | Max Population Density: 9,57 (log(cfu/mi) s 5
4,00 3.32 3.65
S0Urce: 4.20 333 3.66

R.L. Buchanan, 1.L. Smith, C. McColgan, 8.5, Marmer, M.H. Golden and 8.7, Dell,

b e e ! ; . . 440 333 367
Response Surface Mogels for the Effects of Temperature, pH, Sodium Chieride, and 1

Sodium Nitrite on the Aerobic and Anaerohic Growth of Staphylococcus aureus 196E: 4.60 3.34 368
Journal of Food Safety (1583) 13:159-175 - 4,80 335 370
http:/fwyndmoor.arserc, qov/Vouns/ viewpub.asox 2iden=5865 50033 371

Figura 3.11 llustracdo do output do PMP na temperatura de 17°C, pH, 6,5 e
1,1%NaCl.
78



A Tabela 3.9 mostra os parametros taxa de crescimento (u) e fase lag(A)
obtidos do PMP nas combinacdes de pH (5,5; 5,8 e 6,5) e % NaCl (1,1; 1,5 e 4,5)
nas temperaturas de 10°C, 12°C, 14° e 17°C. O maior impacto em ambos o0s
parametros foi obtido com o aumento da temperatuda, levando a uma maior taxa de
crescimento e menor fase lag. O pH teve um impacto maior na fase lag, que

aumentou com a concentracao de NaCl.

Tabela 3.9 Taxa de crescimento (u), e fase lag(A) obtidas do PMP com populacéao
inicial de 3 logUFC/g, temp. 10; 12, 14 e 17C.

K, log UFC/g/h Fase lag, h

pH
10° 12° 14° 17° 10° 12° 14° 17°

NaCl =1,14%
5,5 0,015 0,024 0,037 0,066 138,4 73,3 41,0 18,9
5,8 0,018 0,028 0,043 0,077 87,4 46,7 26,28 12,3
6,5 0,023 0,035 0,054 0,037 44,6 24,5 13,93 6,69
NaCl = 1,56%
55 0,014 0,023 0,035 0,062 147,84 78,02 43,41 19,9
5,8 0,017 0,026 0,04 0,072 93,79 49,9 27,99 13,0
6,5 0,021 0,033 0,05 0,09 48,43 26,26 15,01 7,16
NaCl = 4,63%
5,5 0,08 0,013 0,02 0,038 2355 129,81 70,09 30,7
5,8 0,009 0,014 0,023 0,043 166,88 86,15 46,89 20,8
6,5 0,011 0,018 0,028 0,052 93,93 4942 27,41 12,51

A Tabela 3.10 mostra as taxas de crescimento de S. aureus obtidas pelos
modelos ComBase e PMP nas condicées de pH 5,5, 1,1% NaCl e temperaturas
10°C e 17°C, as Unicas que foram simuladas em ambos modelos. As estimativas de
i foram mais conservadoras no modelo ComBase, e em geral, a fase lag com EF
0,5 no ComBase se aproximam da prevista no PMP, que n&o considera a EF.

79



Tabela 3.10 Resumo das taxas de crescimento (u) e fase lag obtidas do ComBase
e PMP, considerando pH= 5,5, 1,14% NaCl.

K, logUFC/g/h Fase lag, h
Temp?(r:atura, ComBase PMP ComBase PMP
EF 0,045/0,1/0,5
10 0,021 0,015 147,6/109,6 / 33 41,0
17 0,102 0,066 30,4/22,6/6,8 18,9

A Figura 3.12 mostra a correlagao entre temperatura de armazenamento e a
raiz quadrada de |, e a equacéao de crescimento (EC2), considerando constantes pH
(moda de 5,5) e % NaCl (moda 1,1 %). A equagado de crescimento mostrou uma
inclinacdo menor que a estimada pelo ComBase (0,023x — 0,075), mostrando um

crescimento menor do microorganismo com a temperatura.

0,3 -

y=0,0193x-0,0739
0,25 1 Rz = 0,9958

o
[}
]

0,15 +

Raiz quadradap (logUFC/horas)
o

0,05 -

O T T T T 1
9 11 13 15 17 19

Temperatura °C

Figura 3.12 Equacdo de crescimento (EC2) em funcdo de temperatura de

armazenamento, pH, 5,5 e 1,14%NaCl, no modelo PMP.
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A Figura 3.13 mostra a correlacao entre a temperatura de armazenamento e a
raiz quadrada da duracdo da fase lag inversa e a equacédo de duracéo de fase lag
(Elag?2), considerando as mesmas condicoes de pH e % NaCl. Ambas as equacoes
apresentaram boas correlacdes (R® > 0,99). A equacdo de da fase lag mostrou
também uma inclinagdo menor que a estimada pelo ComBase (0,027x — 0,075).
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Figura 3.13 Equacdo de duracdo de fase (Elag2) em funcdo de temperatura de

armazenamento, pH, 5,5 e 1,1%NacCl.

3.3.4 Avaliacao da exposicao a enterotoxina A estafilocécica (SEA) pelo
consumo de queijo tipo Minas frescal

A Tabela 3.11 resume os dados de input dos modelos | e Il. O modelo |
considerou a taxa de crescimento e tempo de fase lag obtidos do ComBase (EC1 e
Elag1) e o modelo Il os dados do PMP (EC2 e Elag Il). Em ambos os casos
assumiu-se 1,1% NaCl e pH 5,5. O tempo de armazenamento variou entre 1 ¢ 168

horas.
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Tabela 3.11 Resumo dos dados de input dos modelos | e |l para S. aureus em queijo Minas frescal

Nome Grafico Minimo Média Maximo 5% 95%
0.¢
Piq (prevaléncia inicial de S. aureus) '| : 0 0,192 1 0 1
1
Cqi (concentration inicial de S. aureus, log UFC/q) I 0,699 1,86 9,60 0,75 5,41
T (temperatura de armazenamento, °C) I | I " 0,900 4,23 16,90 -0,44 8,78
T (tempo, h) - 1,000 84,54 168,0 9,466 159,7
s 45:'
Porcéo de queijo, adolescente (g) I II 19,00 85,61 405,0 23,04 190,2
Porcéo de queijo, adulto (g) i . " 3498 88,55 279,84 38,86 192,1
Porcéo de geijo, idoso (g) I I " 19,00 72,00 315,0 21,93 178,0
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A concentracao de SEA na amostra (ToxSEA) foi estimada para os modelos |
e Il. A ToxSeA foi maior que zero quando a concentragdao de S. aureus no queijo
minas frescal no momento do consumo foi maior the 5log UFC/g (dose minima para
producdo de toxina). Considerou-se também que 73% das cepas de S. aureus
presentes nas amostras de queijo analisadas pelos LACENs sao toxigénicas (Arcuri
et al., 2010) (Tabela 3.1). A exposi¢ao da populacdo a SEA pelo consumo de queijo
Minas frescal (Dose de ingestao) é dada equacéo 3.4.

Dose de ingestao = Porcao consumida X ToxSEA (Eq. 3.5)

A Tabela 3.12 mostra as doses que resultaram da avaliagdo da exposi¢ao a
SEA pelo consumo de queijo Minas frescal para as populacdes do estudo estimada
pelo @risk. A dose maxima obtidas utilizando as equacdes de taxa de crescimento e
fase log do ComBase foi cerca de 10% maior que aquela obtida com as equacoes
do PMP para adolescente, mas menores que aquelas obitidas para adultos e
idosos. Os niveis maximos de exposicao ocorreram para adolescentes em ambos os
modelos (283,2 e 249,6 ng/porcao para PMP e ComBase, respectivamente). Para
esta populagdo, a dose toxica (100 ng) € ultrapassada com probabilidade de
0,99997, ou 3 intoxicagdes/100.000. Para adultos, esta probilidade é de 2
intoxicac6es/100.000 e para idosos, 1 intoxicacdo/100.000. As estimativas de risco

foram similares em ambos os modelos.

Tabela 3.12 Niveis de exposicdo a SEA, em ng/por¢cédo de queijo tipo Minas frescal,

para adolescentes, adultos e idosos estimados nos modelos ComBase e PMP.

ComBase PMP

Adolesc. Adulto Idoso Adoles. Adulto Idoso

Minimo 0,00 0,00 00,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 283,2 177,84 152,32 249,6 192,4 171,9
Média 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
DP 1,33 1,29 1,1 1,4 1,3 1,14
Variancia 1,8 1,6 1,2 1,9 1,7 1,3

P 100ng 0,99997 0,99998 0,99999 0,99997 0,99998 0,99999
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* percentil no qual a dose foi maior que 100ng/porcéo; DP= desvio padrao;

A Figura 3.14 mostra os eventos onde a ingestao de SEA ultrapassa a dose
segura (100 ng) para adolescentes no modelo | (ComBase). O perfil destes eventos
foi similar para adultos e idosos. Como a freqiiéncia de amostras positivas foi baixa
(19,2%), a grande maioria dos eventos aleatéreos amostrados pelo @risk foi de

dose 0.
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Figura 3.14 Eventos de ingestao entre 0 e 283,2¢, para o grupo de adolescentes no
modelo | estimados pelo @risk (Palisade®)

As Figuras 3.15 mostra os resultados da andlise de sensibilidade dos efeitos
de cada input no output da média da dose de SEA obtidos do modelo | (ComBase)
para adolescentes O parametro que mais impactou a dose estimada foi a
concentragdo inicial no queijo tipo Minas frescal (Cqj), seguido da prevaléncia de
amostras positivas (= 100 UFC/g). Este resultado foi similar para as outras
populacdes e para o modelo PMP.
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Figura 3.15 Gréfico de tornado do efeito do input no output da Dose de exposicao a
SEA para o grupo de adolescentes pelo consumo de queijo tipo Minas frescal, de
acordo com modelo 1 (ComBase).

3.4 DISCUSSAO

Este estudo permitiu levantar os dados disponiveis de analise de queijo tipo
Minas frescal realizadas pelos laboratérios centrais estaduais e do Distrito Federal.
Considerando que estes dados devem refletir as acdes de vigilancia no Brasil, pode-
se inferir que o numero de amostras foi limitado. Adicionalmente, varios parametros
nao sao reportados por varios laboratérios, o que torna o banco de dados
incompleto, faltando informacdes consideradas essenciais para a conducdo de
avaliagdo de risco, como temperatura de armazenamento, pH e % NaCl. Apenas
47,3% das amostras apresentavam dados de registro da temperatura no local de
coleta, o que impossibilita determinar se a qualidade microbiolégica é consequéncia
das praticas de fabricacdo ou se foi devido ao armazenamento inadequado no
estabelecimento comercial. Resultados de SCP nao foram reportados para 15,5%
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das amostras analisadas pelos LACENs, pardmetro que é previsto na legislacao
brasileira para queijo Minas frescal. Nesse estudo, consideramos os resultados de
SCP como refletindo os niveis de S. aureus, ja que esta informacado nao estava
disponivel. Esta é uma suposicdo conservadora, mas necessaria na avaliacao de
risco. Nos programas de monitoramento no pais, andlise de toxina no alimento é
feita somente nos casos de suspeita de intoxicacao stafilococica, mesmo que o nivel
de contaminacgao seja alto. Nenhuma amostra analisada continha informacéao de SE.

Os dados de SCP gerados pelos LACENs possuem varias incertezas, e
podem nao refletir exatamente a qualidade microbiolégica dos queijos tipo Minas
frescal disponiveis no comércio. Varias amostras foram reportadas apenas como
>1000 UFC/g, que nao reflete a verdadeira distribuicdo da contaminacao de SCP de
cada amostra. A falta de alguns dados e de resultados quantitativos de SCP em
algumas amostras limitou a capacidade de predicdo de risco contaminag¢ao da rede
neural artificial para casos da categoria 2 e 3 (acima de 1000 UFC/q).

Os modelos preditivos de crescimento ComBase e PMP foram utilizados para
estimar as taxas de crescimentos e duracdo da fase lag nas condicdes fisico-
quimicas escolhidas (pH 5,5; NaCl 1,1%). Esses modelos também foram utilizados
nos estudos de risco de S. aureus de Lindgvist et al. (2002), Heidinger et al. (2009) e
Yoon et al. (2011). O uso dos modelos preditivos constitui uma incerteza nesses
modelos de risco, pois ndo consideram a microbiota competidora e a expressao dos
genes enterotoxigénicos em diferentes combinacdes de fatores intrinsecos e
extrinsecos, nem a presenga de antimicrobianos e aditivos, nas diferentes matrizes
de alimento. Portanto as taxas de crescimento podem estar superestimadas, porém,
isso beneficia os modelos de risco conservadores.

As condicbes de crescimento de S. aureus escolhidas para o modelo do
estudo, pH 5,5 e 1,1%NaCl refletem a condicdo mais comum de um queijo tipo
Minas frescal. O pH 5,5 é o valor mais frequente (moda) dos valores reportados é
similar com os achados na literatura (Rocha et al., 2006; Carvalho et al., 2007; Brito
et al., 2008; Ribeiro et al., 2009; Tsutsuura, Murata, 2013). As doses de exposicao
estimadas nas diferentes faixas etarias foram influenciadas principalmente pela
concentragdo de S. aureus inicial e a prevaléncia inicial. Esse fato constata a
necessidade de um monitoramento constante dos niveis de contaminacdo de
amostras de queijos tipo Minas frescal para uma avaliacdo de risco mais efetiva.
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Neste estudo, a probabilidade na populacao brasileira de ingerir SEA em
niveis superiores a dose toxica pelo consumo de queijo tipo Minas frescal,
armazenado sob refrigeracdo, em até 7 dias ap6s sua aquisicdo, € de no maximo,
0,99997, com risco de intoxicagdo de 3x10° ou, 3 casos/100.000 habitantes, e pode
ser considerada baixa. Este nivel de risco foi menor que o encontrado por Lindqgvist
et al. (2002), na Suécia, para queijo fresco com pH menor de 5,2 (5x10), com limite
minimo considerado de 6 logUFC/g. Os autores encontraram um risco quase 10
vezes maior para queijo fresco com pH 6,5. Riscos similares foram encontrados
para leite na Etiépia, 1,1x107, considerando a dose téxica como 20 ng (Makita et al.,
2012). Nos Estados Unidos, Heidinger et al. (2009) encontrou eventos de doses de
94 ng e niveis de contaminacao =5 logUFC/g de enterotoxina, representando um
risco de 1x10™ pelo consumo de leite cru.

Risco de intoxicacdo pela ingestdo de SEA entre 10 e 107?foi identificado em
outros estudos pelo consumo de kimbab, uma espécie de sushi consumido na
Coréia (Rho, Schaffner, 2007; Yoon et al. 2011), de carne de porco (Kim et al. 2009)
e de salada de rabanete (Lee, Park, 2008). A concentracao inicial de S. aureus
também foi considerada o fator mais importante na estimativa da dose de exposicao
nestes estudos.

O risco da exposigdo a SEA depende diretamente do limite da dose toxica, a
qual é determinada a partir de estudos clinicos e epidemioldgicos. Alguns estudos
consideraram a dose téxica de 20 ng na caracterizacao do risco (Kim et al. 2009;
Makita et al. 2012), mais conservadora que a considerada neste estudo (100 ng),
adotada pelo Ministério da Salde. E importante a conducdo de estudos
epidemiologicos leve em consideragao o patdgeno e as caracteristicas da populacao
brasileira, os quais podem acessar dados de severidade (morbidade e mortalidade)
para agregar uma sensibilidade diferenciada aos grupos etarios. A importancia de
acessar a dose de exposicdo capaz de causar intoxicacdo € importante para se
determinar o nivel adequado de protecao sanitaria (ALOP).

Essas incertezas levam a sugerir as principais mudancas no processo de
avaliacado de risco em saude publica, que deve ter inicio nos programas de
monitoramento  (OPAS, 2008). Este monitoramento deve ocorrer nos
estabelecimentos produtores de leite e derivados, fiscalizacdo rigorosa dos
instrumentos de controle de temperatura dos locais de armazenamento de produtos,
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a implementacao de método de deteccdo mais sensiveis de patégenos, junto as
metodologias de enumeragéo e analise de enterotoxinas em todas as amostras com
enumeragdo de SCP =5 logUFC/g. A medida que estas incertezas sdo reduzidas, a
avaliacao de risco é mais factivel e possibilita detectar os fatores que influenciam
esses niveis e implementar modelos de mitigacdo dos riscos para a saude publica.

A mitigagdo dos riscos compreende o envolvimento de todos os autores
responsaveis pela seguranca alimentar. A producao do queijo tipo Minas frescal tem
inicio nas fazendas que coletam o leite das vacas, de onde é possivel levantar
fatores de risco da contaminagédo do leite, ligados a saude animal e ocorréncia de
mastites, higiene do ambiente e dos manipuladores, condi¢des de transporte do leite
das fazendas e cooperativas aos laticinios e controle dos pontos criticos. Na
producdo de queijos, é possivel mitigar o risco de enterotoxinas com o uso de
culturas de bactérias lacticas que reduzem a taxa de crescimento de S. aureus e
reduzem o pH ao nivel de n&o-crescimento, aliado ao controle da temperatura de
armazenamento (Carvalho et al., 2007; Chioda et al., 2007; Alomar, et al., 2008;

Rosengren, et al., 2013).
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CONCLUSOES

e Houve um decréscimo importante no numero de amostras analisadas pelo
LACEN-DF a partir de 2001.

e As analises nao incluem todos os parametros previstos na legislacao e outros
que poderiam auxiliar na elucidacao dos surtos, como identificacdo e numeracéo
de S. aureus e deteccdo de suas toxinas.

e Nem todos surtos foram investigados pelo NATHA-DF, e apenas 63% foram
concluidos.

e Em apenas 12,8% dos surtos investigados foram concluidos utilizando o
resultado da analise do alimento envolvido. Porém, nao foi possivel relacionar as
amostras desses alimentos com aquelas analisadas pelo LACEN-DF

e Dados de analise de queijo Minas frescal reportados pelos LACENs mostraram-se
insuficientes para varios parametros, levando a uma limitacao da aplicacao da
rede neural probabilistica para predizer risco de contaminacao por SCP.

e As equacoes de crescimento estimadas pelo modelo ComBase e PMP foram
similares.

¢ A concentracao inicial e a prevaléncia de S. aureus séo as variaveis de maior
impacto na avaliagdo do risco.

e O risco da exposicao a SEA pelo consumo de queijo frescal no Brasil de
3/100.000 (casos/populacdo) foi menor que as encontradas em estudos
reportados em outros paises pelo consumo de queijo e leite.

CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacao de risco é um processo complexo que envolve todos os gestores
da seguranca alimentar com o objetivo de promoc¢ao da saude publica. Este tipo de
avaliagdo responde aos questionamentos dos fatores implicados nos niveis de
contaminacao que subsidiam as medidas de controle dos patdégenos em toda cadeia
alimentar, bem como a definicdo dos critérios microbiolégicos pela legislacao
brasileira, que visa a inocuidade dos alimentos.

Sua precisao refere-se ao maior numero de informagdes obtidas das etapas
que compde o fluxograma do alimento, desde a producao primaria até o consumo e,
acima de tudo, aos estudos cientificos disponiveis de microbiologia preditiva,
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deteccdo e enumeracdo com limites de quantificacdo definidos e resultados

fidedignos que n&o se limitam a reportar conformidade e n&o conformidade com o

critério microbiol6gico da legislacao vigente, estudos epidemiolégicos que norteiam a

dose tbxica, e os estudos de padrao de consumo dos alimentos.

Portanto, a presente pesquisa deve repercutir em melhorias junto ao

Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) e em outros

Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENs) do Brasil, por meio da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), onde é possivel listar os seguintes

aspectos:

a)

e)

sensibilizacdo dos setores de manutencado de insumos e qualificacdo dos
recursos humanos para continuidade, e, além disso, implementag¢éo de novas
analises de alimentos de rotina, e envolvidas em doencas transmitidas por
alimentos (DTA);

maior incentivo ao treinamento dos servidores dos LACENs para a utilizacédo
de ferramentas estatisticas de investigacdo de surtos, modelagem preditiva e
simulacao para avaliacao de risco propriamente dita;

parcerias das vigilancias sanitarias com a fiscalizacdo e monitoramento da
producdo primaria, a fim de que os parametros analisados de amostras de
qgueijos, em todas as etapas da cadeia alimentar, sejam analisados em
conjunto e efetivamente, realizando-se a avaliacao de risco que dara suporte
para a gestao do risco e as medidas de mitigacdo mais adequadas em cada
etapa;

pactuacao do fluxo e obrigatoriedade da notificacdo dos surtos de DTA, a
exemplo do que ocorre em embarcagbes, em alto mar, com objetivo de
reduzir a subnotificacao;

gestdo e comunicagao transparente do risco, sendo publicada em boletim
eletrénico, internet e intranet, a exemplo dos dados reportados de surtos;
adicao dos registros do consumo das criancas entre 0 e 9 anos de idade, ao
inquérito da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF), a fim de compor a
avaliagao de risco da populagao.
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This is a retrospective study describing data on the microbiological conditions of food and water obtained
from analysis reports issued by the Central Laboratory of the Federal District (LACEN-DF), and infor-
mation on foodborne disease outbreaks investigated by the Office of Water and Food Borne Diseases of
the Federal District (NATHA), Brazil, between 2000 and 2010. A total of 4576 analysis reports were
evaluated, from which 92.9% of monitoring samples and 7.1% of samples suspected to be involved in
outbreaks. Of the total number of samples, 630 did not comply with Brazilian legislation (rejected).
Ready-to-eat food, milk/dairy products, water, spices/seasonings, and ice cream/sorbets had the highest
rejection rates among the monitoring samples (18.9—11%), with the first two groups having the highest
rates among the outbreak samples (23.5 and 21.7%). Minas cheese showed to be the food with the highest
rejection rate among the samples analyzed by the LACEN-DF. About 9% of the food samples were rejected
due to thermotolerant coliforms and/or coagulase-positive staphylococci, and 10.5% of the water samples
were rejected due to Pseudomona aeruginosa. Ready-to-eat food were the main foods involved in the
foodborne disease outbreaks investigated by NATHA (51.3% of the 117 outbreaks with the food identified)
and Bacillus cereus the most identified etiologic agent (41.2% of the 80 outbreaks with the agent iden-
tified). This study indicated that microbiological surveillance programs should focus on ready-to-eat food
to prevent the occurrence of foodborne disease outbreaks in the region.

© 2013 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Food and water represent important vehicles for pathogens of
substantial public health concern, including those that cause acute
diarrheal illnesses, which account for 1.8 million childhood deaths
annually, predominantly in developing countries (WHO, 2008).
About 4.3 million cases of acute diarrhea were reported in 2010 in
Brazil, with almost 4000 deaths (MS, 2012a).

Over 8500 foodborne disease outbreaks were reported by local/
state health authorities to the Brazilian Foodborne Disease
Outbreak Surveillance System between 2000 and 2010, involving
nearly 180,000 individuals and 88 deaths (MS, 2012b). In 2011, the
reporting of foodborne disease outbreaks became compulsory in
the country, but only for outbreaks occurring on ships or aircraft
(Regulation 104/2011, Brazilian Ministry of Health).

* Corresponding author. Tel./fax: +55 61 3107 1871.
E-mail address: eloisa@unb.br (E.D. Caldas).

0956-7135/$ — see front matter © 2013 Published by Elsevier Ltd.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2013.04.034

In addition to laboratory data on sick individuals and disease
reports, microbiological analyses of the suspected food items may
contribute to the investigation of outbreaks of foodborne diseases
(Oliveira, De Paula, & Capalonga, 2010; WHO, 2008). In Brazil, state
laboratories are responsible for conducting analyses of food avail-
able for consumption in routine sanitary surveillance programs,
and of food suspected of involvement in foodborne disease out-
breaks. This information may be used by health authorities and
food industry professionals to target prevention efforts against
pathogens and foods that cause the outbreaks.

The objective of the present study was to identify the critical
biological hazards and the associated foods consumed in the Fed-
eral District of Brazil, based on food microbiological analyses and
epidemiological data of foodborne disease outbreaks that occurred
in the region from 2000 to 2010. Covering a total area of
5,801,937 km?, the Federal District is in the Midwestern region of
Brazil, where the nation’s capital, Brasilia, is located. In 2009, the
estimated population of the Federal District was about 2.6 million
inhabitants.
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2. Material and methods
2.1. Microbiological analysis reports

This is a retrospective registry-based descriptive study
covering data collected from microbiological analysis reports of
samples of food ready for consumption (requiring no further
thermal processes before consumption) and water analyzed by
the Central Laboratory of the Federal District (LACEN-DF) be-
tween 2000 and 2010. The samples were classified by the
LACEN-DF as monitoring samples (under its Sanitary Surveil-
lance Program) or as outbreak samples (suspected of involve-
ment in a foodborne disease outbreak). The surveillance
program samples were randomly collected (non-statistical
sampling) from various commercial establishments, including
supermarkets, restaurants, catering services and bakeries. The
microbiological analyses of all samples were conducted using
standard methodologies (APHA, 2001; MAPA, 2003) and
included the following cultural analyses: Mesophilic aerobic
count (MAC), coliforms, coliforms at 30 °C, thermotolerant co-
liforms (TTC), coagulase-positive staphylococci (CPS), Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp,
Pseudomona aeruginosa, and Enterococcus spp. In this study, the
food products analyzed by the LACEN-DF were classified into
food groups, as shown in Table 1.

The conclusions of the analyses were described in the reports as
being either compliant or non-compliant with the microbiological
parameters established for food samples by Directive 451/1997
(published by the Brazilian Ministry of Health, in effect until
December 2000) and Resolution 12/2001 (published by the Na-
tional Sanitary Surveillance Agency, ANVISA), and by Resolutions
54/2000 and 275/2005 (ANVISA) for bottled water samples. Sam-
ples that were non-compliant with legislation were regarded in
this work as rejected samples. In addition to the parameters
established by legislation, the results of the outbreak samples
analyzed by the LACEN-DF were compared with the infectious
dose (ID) of detected pathogenic microorganisms (10> CFU/g or mL
for S. aureus and B. cereus) (FDA, 2012). Staphylococcal enterotoxin
investigation was conducted in four outbreak samples using the
RAPD technique (Random amplified polymorphic DNA), followed
by Optimum Sensitivity Plate for strain identification (SEA, SED
and TSSH-1).

Table 1
Food groups and food items analyzed by the LACEN-DF.

2.2. Foodborne disease outbreak information

Information on foodborne disease outbreaks that took place in
the Federal District between 2000 and 2010 were obtained from
the Office of Water and Food Borne Diseases (NATHA) of the
Epidemiology Department of the Federal District Health Secre-
tariat. Information obtained for each investigated outbreak
included the food involved, the etiological agent identified in the
food sample and/or the biological sample, number of cases, and age
and sex of the individuals affected. Some reports also included the
criterion used to conclude the outbreak: laboratory-confirmed,
food analysis, laboratory-confirmed/food analysis or clinical-
epidemiological, which includes information on symptoms, di-
etary habits and existence of family members or other consumers
with the same symptoms.

2.3. Data analysis

Statistical analysis was performed with STATA® V.12. Exact
binomial tests were used to identify significant differences in
rejection rates among food groups and food items. Odd ratios (OR)
were estimated using Epitools epidemiological calculators
(Sergeant, 2009).

3. Results
3.1. Microbiological analysis

The results of the 4576 analysis reports of food samples ready
for consumption and water samples analyzed by LACEN-DF be-
tween 2000 and 2010 are described and discussed in this study.
Over 90% of the samples analyzed were monitoring samples, and
325 were outbreak samples. The number of monitoring samples
analyzed decreased along the period under study, with the lowest
number in 2004 (Fig.1). The number of outbreak samples analyzed
varied, reaching a maximum of 56 samples in 2010.

A total of 630 samples (13.8%) were rejected for not meeting the
parameters established by Brazilian legislation, of which 564 (13.3%
[CI 95%: 12.2—14.2]) were monitoring samples, and 66 (20.3% [CI
95%: 15.9—24.7]) were outbreak samples. Overall, the chance of an
outbreak sample being rejected was significantly higher than that
of a monitoring sample (OR = 1.6 [CI 95%: 1.3—2.2]). Fig. 2 shows

Food group

Food

Milk and dairy products

Ready-to-eat food (from
catering establishments,
restaurants and bars)

Water
Spices, seasonings, condiments

Fruit and vegetables, raw or canned

Non-alcoholic beverages
Flour, cereals, cakes, industrialized

Ice cream and sorbets
Animal products, processed, and eggs

Snacks and appetizers
Baby food
Chocolates, candies, sweets

Milk (UHT, pasteurized, fermented and powder); cheese (mozzarella, Minas, provolone, Roquefort, parmesan, cottage, brie,
coalho); milk cream (fresh and canned); doce de leite; powder for milky beverages; fruit yogurts; butter.

Meals containing rice, beans, vegetables, chicken, cattle, lamb, pork, fish and/or seafood; salmon sashimi; baked and fried
salgados (with fillings of chicken or cattle meat, ham, cheese and/or shrimp); paste (garlic, tuna, chicken, chickpea, cheddar,
ham, salmon, garlic); pasta with various sauces; vegetable salad; potato salad with mayonnaise; potato pure; pamonha;
hotdogs; sandwiches; pizza; cakes, puddings.

Mineral water, purified water with salts, ice cubes, bottled water

Salt based condiments; black pepper (powder/ground and whole peppercorns); dried seasonings (curry, oregano, saffron,
curcuma, cinnamon, basil), dried garlic; mayonnaise; mustard; ketchup; refined and brown sugar.

Canned (sweet corn, olive, pea, carrots, eggplant, summer squash, various fruits); fresh fruits and vegetables; minimally
processed vegetables; vegetable oil; margarine.

Soft drinks; frozen fruit pulp; concentrated fruit juice; fruit juice ready for consumption; nectars.

Corn starch and flour; wheat flour; oat meal and flour; cereal bran; cereal bars; cereal flakes; cookies, crackers; cakes;

cake powder.

Ice cream and sorbets of various flavors and fruits

Canned (sardine, tuna, minced meat in tomato sauce, mocoto); liver paste; sausages; ham (pork, turkey; chicken);
mortadella; eggs (quail and chicken); honey.

Corn snacks of various flavors; potato chips.

Infant formula (up to 1 year old)

Chocolate, candies, confectionary, candies enrobed in chocolate; vegetable and fruit sweet (such as bananada and goiabada)
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Fig. 1. Number of food ready for consumption and bottled water samples analyzed by
the LACEN-DF between 2000 and 2010.

the rejection rates of monitoring and outbreak samples during the
period. The highest rejection rate for monitoring samples was
registered in 2000 (22.6%), which was also the year with the
highest number of samples analyzed (Fig. 1). For the year of 2006,
two of the four outbreak samples analyzed (Fig. 1) were rejected.

Monitoring samples from the milk and dairy products group
represented 34.7% of all samples analyzed (Table 2). Over 77% of the
325 outbreak samples analyzed were from the ready-to-eat food
group. Ready-to-eat food (18.9%), milk/dairy products (16.1%), wa-
ter (17.4%), spices/seasonings (13.3%) and ice cream/sorbets (11.0%)
had the highest percentage of rejection among the monitoring
samples, with the first two groups having the highest rejection rate
of all outbreak samples (23.5 and 21.7%, respectively) (Table 2).

Within the milk/dairy group, the rejection rate for cheese (439
samples analyzed, including fresh Minas cheese, standard Minas
cheese, mozzarella, cream cheese and cottage cheese) was signifi-
cantly higher (32.6% [C1 95%: 28.2—37.1]) than for the other foods in
the group. Among the milk samples (n = 990), pasteurized milk had
a significantly higher rejection rate (16.3% [C] 95%: 13.4—19.6]) than
UHT (2.2% [CI 95%: 0.8—4.5]) and powdered milk (2.8% [CI 95%:
0.5—7.8]). These frequencies are lower than those found for stan-
dard Minas cheese (56.9% [Cl 95%: 42.2—70.6]) and fresh Minas
cheese (33.3% [CI 95%: 27—40.1]).

We did not find any significant difference in the rejection rate
among the food items from the ready-to-eat food group. However,
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Fig. 2. Percentage of food ready for consumption and bottled water rejected samples
according to the Brazilian legislation analyzed by the LACEN-DF from 2000 to 2010.

we did identify that sandwiches (n = 115) had the highest rate of
rejected samples (40%). All rejected water samples were of mineral
water. In the spices/seasonings group, black pepper (ground and
whole peppercorns, n = 157) had a significantly higher percentage
of rejected samples (21.6% [IC 95%: 15.4—28.9]), with a higher
chance of being rejected when compared with the other samples of
the group (OR = 4.8 [IC 95%: 2.1-10.7]). No samples from the animal
products, snacks/appetizers, baby food, and chocolate/candies food
groups for the period under study were rejected (Table 2).

Table 3 lists the microorganisms found in the food groups for
which at least one sample was rejected for not complying with
Brazilian legislation. TTC, Salmonella spp and CPS were the pa-
rameters most analyzed (74.4, 72 and 38.5% of the total samples
collected, respectively). Milk/dairy products, ready-to-eat food, and
spices/seasonings groups had the highest % of samples rejected due
to TTC (12.0—12.7%). About 9% of the samples analyzed for CPS were
rejected (156 samples) for containing counts over the legal limits
(500—1000 CFU/g), mainly milk and dairy products (82 samples;
13.8%) (Table 3). About 26—27% of the Minas cheese samples were
rejected for having TTC and/or CPS counts higher than the legal
limits (500 MPN/g and 500 UFC/g, respectively). Almost 60% of the
rejected pasteurized milk samples had TTC counts above the legal
limits (2 MPN/mL).

Only 0.7% of the samples analyzed for Salmonella spp contained
this microorganism (all rejected), mainly from the spices/season-
ings group (Table 3), mostly black pepper. B. cereus was mostly
investigated in ready-to-eat food (814 samples), of which 5.8% had
microorganism counts above the legal limit (1000 CFU/g) (Table 3),
and 40 samples had levels higher than the infectious dose (10° CFU/
g). Of the 371 samples analyzed for P. aeruginosa, 97.6% were bottled
water samples, with a 10.5% rejection rate (>2.2 MPN/100 mL;
Table 3).

E. coli was present in 64 of the 866 samples analyzed for this
parameter (7.4%). The detection rate for spices/seasonings (22.6%
[CI 95%: 13.8—33.8]) was higher than for milk/dairy products (7.9%
[CI 95%: 4.2—13.5%]) and fruit/vegetables (6.8% [CI 95%: 1.9—6.4]),
but similar to ready-to-eat food (14.9% [CI 95%: 8.2—16.2]). Among
the 12 samples of milk/milk products containing E. coli, 9 were of
fresh Minas cheese. Brazilian legislation only establishes parame-
ters for E. coli in bottled water (where it should not be present), but
there was no positive sample for this microorganism among the
bottled water samples analyzed by the LACEN-DF.

The presence of S. aureus was investigated in 276 samples (6% of
all samples collected, 96% until 2005), with 31 positive samples, of
which 25 of ready-to-eat food (80%), 5 of cheese samples and one of
mineral water. In 13 samples, S. aureus was found at levels higher
than 10° CFU/g and strains isolated from four outbreak samples (all
ready-to-eat food from a single outbreak) tested positive for at least
one enterotoxin investigated (SEA, SED, and/or TSSH-1).

3.2. Foodborne disease outbreaks reported

A total of 195 foodborne disease outbreaks occurring in the
Federal District were notified by NATHA between 2000 and 2010, of
which 162 were investigated. Over 40% of the investigated out-
breaks occurred in 2009 (33) and 2010 (34). During these two years,
69 samples suspected to be involved in outbreaks were analyzed by
the LACEN-DF (outbreak samples, Fig. 1).

The food involved was identified in 117 of investigated out-
breaks (72.2%), with 126 samples collected (Table 4). Ready-to-eat
food (including sandwiches, mayonnaise and meat food) were the
incriminated foods in over half of the outbreaks. The etiological
agent was identified in 80 outbreaks, 41.2% of which involved
B. cereus, 26.2% S. aureus, and 22.5% Salmonella spp. A total of 104
food samples were collected from these 80 outbreaks (Table 4).
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Table 2

Samples analyzed by the LACEN-DF between 2000 and 2010, and percentage of rejection according to Brazilian legislation, per food group.

Group Monitoring samples Outbreak samples

Analyzed, N Rejected, % (CI 95%) Analyzed, N Rejected, % (CI 95%)
Milk and dairy products 1587 16.1 (14.3—18.0) 23 21.7 (7.4-43.7)
Ready-to-eat food 853 18.9 (16.3-21.6) 251 23.5(18.4—29.2)
Water 385 17.4 (13.7-21.5) 6 0 (0—45.9)
Spices, seasonings, condiments 314 13.3 (9.8—-17.6) 0 0
Fruit and vegetables, raw or canned 272 4.0 (1.9-6.9) 4 25.0 (0.6—80.5)
Non-alcoholic beverages 232 2.6 (0.9-5.5) 5 20.0 (0.5-7.1)
Flour, cereals, cakes, industrialized 207 1.0 (0.1-3.4) 9 0(0—33.6)
Ice cream and sorbets 181 11.0 (6.8—16.5) 0 0
Animal products, processed, and eggs 138 0(0—-2.6) 22 0(0—-154)
Snacks and appetizers 30 0(0-11.5) 0 0
Baby food 26 0(0-13.2) 2 0
Chocolates, candies, sweets 26 0(0—16.1) 3 0(0-7)
Total 4251 13.3 (12.2-14.2) 325 20.3 (15.9-24.7)

CI = confidence interval confidence interval at 95%.

The investigated outbreaks involved 3904 cases, with an
average of 24.1 sick individuals per outbreak; 699 individuals
received medical care. The highest number of individuals per
outbreak occurred in 2003 (305 individuals in 4 outbreaks), but
neither the food involved nor the etiological agent was identified in
any of these outbreaks. Most of the individuals involved were be-
tween 20 and 49 years of age, but in 2007 they were mostly be-
tween the ages of 5 and 9 (31 individuals). The only death
registered during the period occurred in 2010 due to an outbreak at
a foster home that affected 32 children, 11 of whom were under the
age of 4. Rotavirus was the agent involved, but the incriminated
food was not identified.

The criterion used to conclude the investigation was included in
101 investigated outbreak reports (62.3%). The criterion was
clinical-epidemiological in 67.3% of them, laboratory-confirmed in
17.8%, and based on food analysis alone or including laboratory
confirmation in 14.8%.

4. Discussion

The results of this investigation have shown that milk and dairy
products was the food group most analyzed by the LACEN-DF, and
was also the group with the highest rejection rate. Cheese had the
highest frequency of rejection within this group, mainly Minas
cheese. Typically Brazilian, Minas cheese is the most consumed
cheese in the country (about 30 g/person/day; IBGE, 2011). The
fresh type, which can be made with raw milk in artisanal produc-
tion (Regulation 44864/2008; state of Minas Gerais), has high hu-
midity (maximum of 45.9%), and a maximum shelf life of 9 days
under refrigeration. Standard/ripened Minas cheese undergoes

Table 3

maturation for 20—30 days before marketing, with a shelf life of
about 90 days under refrigeration (Perry et al., 2004).

About 13% of the milk and dairy product samples analyzed by
the LACEN-DF were rejected due to high TTC counts, mainly Minas
cheese samples. Salotti, Carvalho, Amaral, Vidal-Martins, and Cor-
tez (2006) found 75% of the 60 fresh artisanal and industrial Minas
cheese samples analyzed in Sdo Paulo to be non-compliant with the
legal limits for TTC. TTC is an indicator of the possible presence of
pathogens such as E. coli, which was detected in 7.9% of the milk/
dairy samples analyzed by the LACEN-DF for this parameter, mostly
fresh Minas cheese. The presence of E. coli has been widely accepted
as an indicator of faecal contamination during food handling
(Campos, Kipnis, Porfirio, & Borges, 2006). E. coli was present in all
55 samples of Minas cheese produced with raw milk in Minas
Gerais, and in 70% of the 24 samples of fresh Minas cheese in the
state of Goias (Campos et al., 2006). Rosengren, Fabricius, Guss,
Sylven, and Lindqvist (2010) found E. coli in 34% of the 55 raw
milk cheeses analyzed in Sweden; levels in raw milk fresh cheese
were significantly lower when starter cultures were used, indi-
cating that contamination occurred later in the cheese production
process.

About 26% of the Minas cheese samples analyzed by the LACEN-
DF were rejected for containing CPS counts higher than the legal
limits, a lower rate than that found by Moraes, Vicosa, Yamazi,
Ortolani, and Nero (2009; 30.9%) and Brant, Fonseca, and Silva
(2007; 92.5%) in samples collected in Minas Gerais. Salotti et al.
(2006) found 15% of the 60 samples of fresh Minas cheese con-
taining high CPS counts, with higher rejection rates among
artisanal cheese. Among the Staphylococcus species capable
of producing coagulase, S. aureus is the most prevalent in

Microorganisms found in samples analyzed by the LACEN-DF for which there was at least one rejected sample.

Group Number of samples analyzed (% rejection due to the microorganism)

TTC Salmonella CPS B. cereus P. aeruginosa Coliforms MAC Coliforms at 30
All groups® 3408 (9.3) 3294 (0.7) 1763 (8.9) 1423 (3.6) 371 (10.5) 885 (10.4) 590 (3.0) 133 (20.3)
Milk and dairy 1137 (12.7) 1011 (0.5) 592 (13.8) 276 (1.4) 2 (50.0) 409 (14.4) 508 (2.9) 108 (25.0)
Ready-to-eat 935 (12.7) 132 (0.7) 772 (8.9) 814 (5.8) 6(0) 4 (4.2) 8 (0) 19 (0)
Water 360 (1.4) 32(3.1) 4 (25) 22 (0) 362 (10.5) 363 (5.2) 2 (0) 0-—
Spices/seaso-nings 257 (12.0) 257 (6.6) 4 (0) 47 (0) 1(100) 1(0) 2(0) 0-—
Fruit & veg., raw, canned 186 (6.4) 185 (0) 66 (0) 50 (0) 0— 2(0) 9(0) 1(0)
Non-alcoholic beverages 145 (0.7) 132 (0) 7 (0) 55 (1.8) 0— 27 (0) 17 (0) 0—
Flour, cereals, cakes 197 (0.5) 179 (0) 103 (0.9) 77 (0) 0-— 9 (111 8(0) 3(0)
Ice cream/sorbet 70 (4.2) 176 (0) 130 (3.8) 16 (0) 0-— 27 (44.4 ) 28 (10.7) 0-—

TTC = thermotolerant coliforms; CPS = Coagulase-positive staphylococci; MAC = mesophilic aerobic count.

2 includes food groups for which none of the samples was rejected.
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Table 4
Food and etiologic agents identified in the foodborne disease outbreaks occurring in
the Federal District from 2000 to 2010 and investigated by NATHA.

Food NF, %2 Agent NF, %P

Outbreaks with food
identified = 117

Outbreaks with agent identified = 80

Ready-to-eat food 60 51.3 B. cereus 33 41.2
Bakery products 14 12.0 S. aureus 21 26.2
Water 11 94 Salmonella spp 18 22.5
Cheese 7 6.0 C. perfringens 15 18.8
Crockets/savory 7 6.0 E. coli 5 6.2
Fruits/nuts 7 6.0 V. parahaemolyticus 3 3.8
Eggs/egg products 7 6.0 Others 9 11.2
Others 12 11.1 Total of samples 104

Total of samples 126

NF; = number of food samples collected during the outbreaks with the food iden-
tified.
NF, = number of food samples collected during the outbreaks with the agent
identified.

@ Relative to 117 outbreaks with the food identified.

b Relative to 80 outbreaks with the agent identified.

staphylococcal food intoxication outbreaks worldwide, causing
nausea, stomach cramps, vomiting, and diarrhea (FDA, 2012;
Hennekinne, de Buyser, & Dragacci, 2012). Cow mastitis, mainly
caused by S. aureus, is considered one of the main problems in dairy
cattle infections, and may affect the sanitary conditions of the
produced milk (Zafalon, Arcaro, Filho, Ferreira, & Veschi, 2009).
S. aureus was only found in cheese samples among the 25 milk/
dairy samples analyzed for this parameter by the LACEN-DF.

Salmonella spp and E. coli were mostly found in samples from
the spices/seasonings group, mainly black pepper. Moreira,
Lourengdo, Pinto, and Rall (2009) found 5.6% of the 233 spice
samples collected in the state of Sdo Paulo containing Salmonella,
similar to what was found in the Federal District. The authors also
found black pepper (and cumin), to have the lowest microbiological
quality among the spices. In Brazil, contamination of black pepper
with Salmonella spp and other enterobacteria occurs mainly due to
the lack of good manufacturing practices, mostly during the drying
process, which may occur on the floor in an open area to which
domestic animals have free access (Duarte & Albuquerque, 2005).
A Salmonella outbreak associated with salami products made with
imported contaminated black and red pepper was recently re-
ported in the USA (Gieraltowski et al., 2012).

About 20% of the ready-to-eat food samples analyzed by the
LACEN-DF were rejected, a rate similar to what was found by
Cardoso et al. (2010) in ready-to-eat food samples collected at 83
public schools in the state of Bahia (20.4%). The authors also found
2.4% of the samples containing E. coli, a much lower frequency than
that found in the Federal District (14.9% of the ready-to-eat food
samples analyzed for this parameter). High contamination of
ready-to-eat food is a worldwide issue and is most likely caused by
inadequate cleaning practices or hygienic handling (Christison,
Lindsay, & von Holy, 2008; Sospedra, Rubert, Soriano, & Mafies,
2013).

Data obtained from NATHA showed that ready-to-eat food was
the food group most involved in the outbreaks investigated in the
Federal District, confirming other studies that show that foods that
are handled during preparation and are not heated prior to con-
sumption present the greatest risk (Tebbutt, 2007). The etiological
agents identified in the outbreaks investigated by the NATHA
included B. cereus, S. aureus, and Salmonella spp., which were also
the most prevalent agents found in the outbreak samples analyzed
by the LACEN-DF (data not shown).

The clinical-epidemiological criterion was used to conclude
almost 70% of the outbreaks investigated by NATHA, a result that

was expected as most of the notifications came from the hospitals
where the patients were under care. In Brazil, when the food
involved in an outbreak is identified by the affected individuals, the
food in normally discarded to avoid additional exposure. Hence,
very rarely is the food available for analysis. Indeed, food analysis
information was used to conclude only 14.8% of the investigations,
similar to what was found for the 3737 outbreaks reported
nationwide from 1999 to 2004 (15.5%; do Carmo et al., 2005).

In a review to investigate the contribution of microbiological
analysis to food safety in England and Wales, Tebbutt (2007)
pointed out that, although food microbiological analysis was
important during outbreak investigation, routine testing by local
authorities is often of limited use and could be improved by more
targeted surveillance. In the Federal District, ready-to-eat food, the
food group most involved in the outbreaks investigated by NATHA,
was the second most analyzed food group under the LACEN-DF
surveillance program. However, we found that the results of the
outbreak sample analysis conducted by the LACEN-DF were of
limited use for the investigation of the outbreaks. Although 126
food items were identified as being involved in the outbreaks
investigated by NATHA, only in 15 of the outbreaks did the food
analyzed contribute to the conclusion of the investigation. On the
other hand, 44 outbreak samples analyzed by the LACEN-DF had
either B. cereus or S. aureus above the infectious dose or tested
positive for E. coli or Salmonela spp. However, these results were not
reflected in the outbreak investigations conducted by NATHA.

The increase in the number of foodborne disease outbreaks re-
ported and investigated in the Federal District in 2009 and 2010
indicates a significant improvement in local epidemiological sur-
veillance efforts. However, about one-third of the investigated
outbreaks did not have the food involved identified, over half did
not have the agent identified, and almost 40% did not have the
conclusion criterion reported. Lack of the etiologic agent is mainly
due to late notification and sampling, the use of antibiotics by the
affected population, and the limited number of routine analyses
conducted by the laboratories, including the identification of the
enterotoxigenic strains (do Carmo et al., 2005). Only four outbreak
samples analyzed by the LACEN-DF during the period under study
were tested for staphylococcal enterotoxins.

At the national level, over 8500 outbreaks were reported by the
local sanitary authorities to the national epidemiological surveil-
lance system from 2000 to 2011, with 88 deaths (MS, 2012b). The
main vehicles involved were mixed foods (~ 1500 outbreaks) and
eggs and egg products (~900 outbreaks); milk and dairy products
were involved in over 300 outbreaks. Salmonella spp was the main
etiologic agent identified ( ~ 1700 outbreaks), followed by S. aureus
(~800 outbreaks; MS, 2012b). This profile is different from what
was found in the Federal District, where B. cereus was the main
agent identified in the investigated outbreaks.

The number of food disease outbreaks reported in Brazil is most
likely underestimated. According to do Carmo et al. (2005), over 3
million hospitalizations due to foodborne diseases (ICD 10 A0O to
A09) occurred in the country from 1999 to 2004, and 25,281 fa-
talities from 1999 to 2002. Most of the outbreaks involved in these
cases were probably never investigated or reported. Additionally,
the reporting of foodborne disease outbreaks only became
compulsory in the country in 2011, being restricted to outbreaks
occurring on ships or aircraft (Regulation 104/2011, Brazilian Min-
istry of Health).

The results of this study indicate that the LACEN-DF should
prioritize the analysis of ready-to-eat food under its microbiolog-
ical surveillance programs, due to their frequent involvement in
foodborne disease outbreaks. Efforts should be made to improve
the outbreak notification and investigation system and the labo-
ratory capabilities in the Federal District so that biological and food
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samples may be collected in a timely and correct manner so as to
identify the etiological agent. Additionally, it is essential that CPS
positive samples be tested for S. aureus and the toxigenic potential
of the isolated strains determined so that the vehicle involved in
the outbreaks are identified. This is the first study reporting
governmental microbiological data on food and water in Brazil that
relates food analyses to outbreak reporting. Comparison with other
scenarios in the country is therefore not possible.

This study highlighted the inadequate hygienic-sanitary condi-
tions of the Minas cheese available for consumption in the Federal
District and other Brazilian regions, and the importance of imple-
menting control measures and good manufacturing practices dur-
ing the handling and storage of this product.
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Anexo II: Dados reportados pelos LACENSs referentes as analises de queijo minas frescal(N=338)

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFSCC/S)***
DF | 04/09/2000 24/08/2000 24/09/2000 8 600 55,00 0 0

DF |11/09/2000 22/08/2000 22/09/2000 9 500 55,00 2400 0

DF |21/03/2000 410 55,00 0 30000
DF |21/03/2000 7 670 55,00 0 30000
DF |12/06/2000 10/06/2000 30/06/2000 4 506 46,88 230 0

DF | 30/05/2000 30/05/2001 30/06/2001 5 506 50,76 2400 0

DF |29/05/2001 18/05/2001 18/07/2001 8 600 55,00 93 0

DF | 11/03/2002 12 506 55,00 110 0

DF |20/12/2002 15 506 55,00 24000 0

DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0

DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0

DF | 13/10/2004 Ambiente 506 45,42 4600 1300000
DF |19/01/2005 11,5 506 55,00 0 33000000
DF |28/08/2006 24/08/2006 12/09/2006 7,5 500 57,80 0 0

DF |28/08/2006 09/08/2006 06/09/2006 7,5 568 57,00 0 0

DF |28/06/2006 01/09/2006 02/12/2006 7 546 71,26 24000 0

DF |25/09/2006 04/09/2006 18/10/2006 10 370 69,27 0 0

DF | 04/09/2006 24/07/2006 5 500 47,30 0 0

DF | 09/10/2006 07/09/2006 21/10/2006 5 400 55,00 460 0

DF | 04/09/2006 16/08/2006 16/10/2006 5 496 56,59 0 0

DF |24/01/2006 8 366 55,00 0 0

DF |01/12/2008 11/11/2008 25/12/2008 8 400 34,71 0 0

DF |01/12/2008 26/11/2008 25/12/2008 8 400 46,39 0 0

DF | 25/03/2008 23/02/2008 13/04/2008 6 250 49,00 0 0

DF |29/04/2008 05/03/2008 19/05/2008 5 560 53,04 0 0

DF |31/03/2008 05/03/2008 19/05/2008 10 556 42,65 0 0
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF |25/09/2001 -10 506 55,00 0 0
DF | 02/10/2001 02/10/2001 02/11/2001 5 506 55,00 0
DF |11/09/2001 10/09/2001 30/09/2001 5 506 48,64 2000 0
DF |11/09/2001 10/09/2001 30/09/2001 5 506 52,62 23 0
DF | 13/11/2001 7 506 49,94 2400 0
DF | 13/11/2001 506 49,94 4600 150000
DF | 10/11/2001 -2 506 55,00 0 0
DF | 07/12/2001 15 506 55,00 0 0
DF | 07/12/2001 15 506 55,00 40 0
DF | 21/11/2001 506 53,55 90 0
DF |23/10/2001 23/10/2001 11/11/2001 5 506 54,90 0 0
DF |25/02/2000 22/02/2000 09/03/2000 10 506 55,00 0
DF |15/02/2000 26 200 55,00 22000
DF |17/02/2000 506 55,00 0
DF |18/02/2000 14/02/2000 24/02/2000 160 55,00 0
DF | 15/02/2000 200 55,00 1100 9000
DF |14/02/2000 6 500 55,00 2400 0
DF | 14/02/2000 2 500 55,00 2400 1500
DF | 14/02/2000 6 500 55,00 2400 20000
DF |24/02/2000 22/02/2000 12/03/2000 9 466 55,00 0 0
DF |25/02/2000 10 500 55,00 9 0
DF |25/02/2000 10 400 55,00 9 30000
DF | 13/03/2000 10 400 55,00 2400 30000
DF |28/06/2000 506 53,34 93 0
DF |21/06/2000 20/06/2000 10/07/2000 4 506 53,18 0 0
DF | 11/12/2000 10/12/2000 10/01/2001 5 506 53,37 240 0
DF | 06/12/2000 506 55,00 240 0
DF |10/07/2000 09/07/2000 09/08/2000 4 506 54,90 0 0
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF |10/07/2000 09/07/2000 09/08/2000 4 506 55,00 0,4 0
DF | 03/06/2002 29/05/2012 18/06/2012 1,5 500 46,94 0 0
DF |11/06/2002 24/05/2002 23/06/2002 4,5 500 54,90 240 120000
DF | 06/02/2006 15 506 55,00 0 3000000
DF |30/01/2002 22 506 55,00 0 0
DF |13/08/2002 -13 506 55,00 0 0
DF |16/09/2003 02/10/2003 10 500 53,69 240 11000
DF |16/09/2003 16/08/2003 30/09/2003 8 250 47,77 0 0
DF |16/09/2003 29/07/2003 8 250 43,41 0 0
DF |16/09/2003 02/09/2003 02/11/2003 10 506 54,90 110 0
DF |16/09/2003 10/09/2003 24/09/2003 9 500 51,76 24000 50000
DF | 02/09/2003 13/08/2003 13/10/2003 8 500 46,72 24000 0
DF | 02/09/2003 30/08/2003 30/09/2003 10 500 46,38 930 10000
DF |19/08/2003 13/08/2003 13/10/2003 8 520 54,90 0 0
DF |19/08/2003 11/07/2003 11/12/2003 8 253 55,00 0 0
DF |04/08/2003 18/07/2003 18/08/2003 7 624 54,90 0 0
DF | 22/07/2003 21/07/2003 25/07/2003 17 502 46,00 0 0
DF |28/10/2003 21/10/2003 21/11/2003 9 399 50,76 0 0
DF |28/10/2003 10/10/2003 12/11/2003 6,5 500 52,00 0 0
DF |28/10/2003 22/10/2003 22/12/2003 3 600 48,76 24000 120000
DF | 06/11/2003 15/10/2003 06/11/2003 7 400 54,64 20000 12000
DF |24/11/2003 09/11/2003 30/11/2003 6 400 52,96 0 0
DF |24/11/2003 17/11/2003 06/12/2003 6 400 54,90 230 0
DF |04/02/2003 11/01/2003 11/03/2003 10 506 55,00 230 100000
DF |04/02/2003 10 506 55,00 11000 540000
DF |28/01/2003 -10 506 55,00 9 42000
DF |28/01/2003 -10 506 55,00 2400 30000
DF |28/01/2003 -12 506 55,00 4 0
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF |07/07/2003 09/06/2003 09/11/2003 11,5 506 47,19 0 0
DF | 07/07/2003 07/07/2003 11/07/2003 7 546 51,46 24000 120000
DF | 07/07/2003 15/06/2003 30/07/2003 7 250 42,96 0 0
DF | 07/07/2003 26/06/2003 29/07/2003 0 500 53,00 0 0
DF |24/06/2003 12/06/2003 12/08/2003 7 576 53,04 24000 0
DF |23/06/2003 18/06/2003 07/07/2003 10 500 54,50 4600 60000
DF |23/06/2003 17/06/2003 07/07/2003 10 516 54,00 0 0
DF |16/03/2004 03/03/2004 03/05/2004 8 500 64,18 0 2400
DF |23/03/2004 17/03/2004 05/04/2004 6 506 45,96 4600 0
DF |23/03/2004 08/03/2004 21/04/2004 6 500 46,90 0 0
DF |23/04/2004 19/03/2004 19/04/2004 6 506 48,95 0 61000
DF |23/04/2004 09/03/2004 09/05/2004 6 500 46,31 0 30000
DF |28/09/2004 10/09/2004 10/10/2004 8 250 54,56 0 0
DF |14/09/2004 02/09/2004 02/10/2004 8 512 49,62 2400 0
DF |14/09/2004 01/09/2004 01/11/2004 9 516 51,92 2100 0
DF |28/09/2004 06/09/2004 06/11/2004 15 520 40,59 930 0
DF |31/08/2004 26/08/2002 26/09/2004 8 454 54,61 430 0
DF | 30/08/2004 07/08/2004 11/09/2004 1 500 48,59 0 0
DF | 16/08/2004 05/08/2004 18/09/2004 4 400 55,00 0 0
DF | 16/08/2004 09/08/2004 28/08/2004 4 476 48,43 0 0
DF |25/04/2005 01/04/2005 16/07/2005 6 500 50,83 0 100
DF |25/04/2005 16/04/2005 10/05/2005 6 500 52,56 0 90
DF | 13/06/2005 01/06/2005 01/08/2005 4 610 55,00 0 0
DF | 23/05/2005 10/05/2005 11/06/2005 10 400 54,84 0 0
DF |27/06/2005 Ambiente 506 55,00 230 47000
DF | 08/03/2005 Ambiente 506 55,00 0 5
DF | 08/03/2005 Ambiente 506 55,00 11000 0
DF |24/01/2006 24/01/2006 25/02/2006 8 366 55,00 24000 300000

121



SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF | 08/03/2005 8 506 55,00 24000 21000
DF |28/06/2006 01/05/2006 31/05/2006 4,5 500 66,89 0 0
DF | 02/05/2006 9 530 45,56 0 0
DF | 09/05/2006 23/04/2006 28/05/2006 6,5 500 54,50 0 12000
DF |18/07/2006 10/06/2006 30/07/2006 10 250 50,59 0 0
DF |10/07/2006 24/06/2006 24/08/2006 4 555 46,07 0 0
DF | 30/05/2006 12/05/2006 12/07/2006 4 418 46,99 0 0
DF |23/05/2006 3 540 53,20 24000 3500
DF | 30/05/2006 22/05/2006 11/06/2006 6,5 500 47,99 0 0
DF | 06/11/2006 25/10/2006 18/11/2006 5 464 47,34 230 0
DF |20/03/2006 16/03/2006 04/04/2006 3 500 60,00 70 0
DF |30/10/2007 28/10/2007 28/11/2007 6 470 48,00 0 0
DF |25/09/2007 20/09/2007 14/10/2007 4 544 40,11 0 0
DF |25/09/2007 4 478 55,00 0 0
DF |14/09/2007 01/09/2007 17/11/2007 8 540 42,70 90 0
DF |14/08/2007 06/08/2007 06/09/2007 8 520 55,00 0 0
DF |10/11/2008 30/10/2008 14/12/2008 400 46,00 0 0
DF | 04/11/2008 28/10/2008 5 500 54,90 0 0
DF |10/11/2008 02/11/2008 27/11/2008 502 48,99 900 0
DF | 25/03/2008 19/03/2008 18/04/2008 5 574 53,24 0 0
DF |24/03/2008 12/03/2008 16/04/2008 5 524 54,85 2300 0
DF |24/03/2008 16/03/2008 29/03/2008 5 450 48,82 24000 0
DF | 03/06/2008 01/05/2008 01/07/2008 4,5 500 69,76 93 0
DF |01/07/2008 19/06/2008 09/07/2008 8 485 40,77 0 0
DF | 23/10/2001 5 506 52,62 23 0
DF |18/09/2001 17/09/2001 07/10/2001 506 55,00 0
DF |23/05/2001 8 500 55,00 0
DF | 15/05/2001 09/05/2001 09/06/2001 8 500 51,38 0
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF |20/06/2001 05/06/2001 05/07/2001 8 506 54,28 0
DF |10/01/2001 09/01/2001 07/02/2001 506 53,69 100
DF |21/02/2001 20/02/2001 20/03/2001 15 506 54,48 1000
DF |30/01/2001 29/01/2001 28/02/2001 5 506 52,91 0
DF | 10/04/2001 08/04/2001 08/05/2001 5 506 52,53 0
DF |14/03/2001 13/03/2001 28/03/2001 506 54,90 0
DF | 24/04/2001 -10 506 55,00 7300
DF | 16/04/2001 10/04/2001 10 500 55,00 0
DF | 03/04/2001 26/03/2001 19/04/2001 7 500 55,00 0
DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0
DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0
DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0
DF |13/04/2010 09/04/2010 04/05/2010 506 50,19 0 0
DF |14/04/2010 30/03/2010 506 48,53 0 0
DF |26/04/2010 27/04/2010 27/05/2010 506 47,90 0 0
DF |27/04/2010 23/04/2010 23/05/2010 506 52,09 0 0
DF |27/04/2010 07/04/2010 02/05/2010 506 48,02 0,23 0
DF |03/05/2010 02/05/2010 15/05/2010 506 45,82 0 0
DF |26/05/2010 25/05/2010 25/06/2010 5 506 51,63 2400 0
DF |21/06/2010 10/06/2010 10/07/2010 5 506 54,00 24000 0
DF |28/07/2010 20/07/2010 08/08/2010 6 506 63,00 2400 0
DF |10/08/2010 08/08/2010 31/08/2010 5 506 54,00 0 0
DF |17/08/2010 14/07/2010 28/07/2010 506 49,50 0 0
DF |17/08/2010 12/08/2010 17/09/2010 506 52,57 0 0
DF |18/08/2010 07/08/2010 27/08/2010 506 54,50 2300 0
DF |28/04/2010 23/04/2010 4 506 45,82 0 0
DF |27/09/2010 22/09/2010 14/10/2010 4 506 53,58 0 0
DF |29/09/2010 17/09/2010 6 506 42,73 0 0
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
DF |25/10/2010 24/10/2010 7 506 52,86 93 0

DF | 03/05/2010 24/04/2010 24/05/2010 7 400 35,85 24000 0

DF |30/08/2010 23/08/2010 23/09/2010 7 400 47,96 24000 2500000
DF |22/11/2010 22/11/2010 8 506 54,46 9 0

DF |10/05/2010 5 500 54,50 0 0

DF | 06/10/2009 02/10/2009 31/10/2009 337 53,29 0 67000
DF |22/07/2003 15/07/2003 28/08/2003 15 460 50,10 0 0

DF |23/10/2001 23/10/2001 11/11/2001 5 506 54,90 0 0

DF | 03/06/2002 23/05/2002 14/06/2002 8 500 55,00 240 120000
DF | 20/12/2005 17/12/2005 17/02/2006 8 500 55,00 3200000
DF |07/12/2002 15 506 55,00 0 0

DF |20/12/2002 15 506 55,00 24000 0

DF |20/12/2002 15 506 55,00 24000 0

DF |25/10/2010 25/10/2010 7 506 47,46 23 0

DF |25/10/2010 25/10/2010 7 506 52,86 23 0

DF |26/10/2010 25/10/2010 03/10/2010 7 506 52,86 93 0

DF | 12/06/2012 09/06/2012 5,5 246 55,00 11000 0

DF | 22/05/2012 11/04/2012 6 478 55,00 0 0

DF |25/10/2010 25/10/2010 7 506 47,46 23 0

DF | 18/06/2012 06/06/2012 01/07/2012 8 55,00 211000 <100
DF |03/07/2012 14/06/2012 7,6 55,00 211000 <100
DF | 26/06/2012 22/05/2012 5,5 55,00 211000 <100
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
MS 29/02/2012 55,00 > 1,1x10"3 Auséncia
MS 08/03/2012 28/03/2012 55,00 4,3x102 2,0x10"5
MS 12/03/2012 12/04/2012 55,00 > 1,1x10"3 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
RJ 10/05/2012 10/06/2012 55,00 <3,0 <3,0
RJ 11/05/2012 05/06/2012 55,00 <3,0
RJ 25/05/2012 24/06/2012 55,00 <3,0 <3,0
RJ 25/05/2012 24/06/2012 55,00 <3,0 <3,0
RJ 01/2012 02/2012 55,00 <10
ES [15/01/2010 55,00 >1100 30000
GO 23/03/2010 06/05/2012 55,00 1,1x1075 <10
GO 29/07/2010 26/10/2010 55,00 400000
GO NA NA 55,00 1,2x10/8
GO | 22/02/2011 16/02/2011 28/03/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 16/03/2011 55,00 1,1x10"6 4x10"9
GO | 26/09/2011 19/09/2011 19/10/2011 55,00 > 1,1x10"3 <10
GO | 26/09/2011 19/09/2011 19/11/2011 55,00 > 1,1x10"3 <10
GO | 26/09/2011 07/09/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 29/08/2011 17/08/2011 17/09/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 29/08/2011 16/08/2011 55,00 > 1,1x10"3 <10
GO | 26/09/2011 17/09/2011 31/10/2011 55,00 > 1,1x10"3 <10
GO | 28/11/2011 20/11/2011 15/12/2011 55,00 > 1,1x10"3 <10
GO | 28/11/2011 16/11/2011 26/12/2011 55,00 9,3x10 <10
GO | 28/11/2011 26/10/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 28/11/2011 23/10/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 28/11/2011 24/10/2011 07/12/2011 55,00 <3 <10
GO | 28/11/2011 15/11/2011 05/12/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 05/12/2011 16/11/2011 30/12/2011 55,00 >1,1x10"3 <10
GO | 05/12/2011 12/11/2011 12/01/2012 55,00 >1,1x10"3 <10
MA | 29/03/2011 27/03/2011 06/04/2011 55,10 0 0
MA | 21/06/2011 20/06/2011 20/08/2011 52,73 0 0
MG | 27/04/2010 22/04/2010 06/05/2010 58,31 120000
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UF

Data da coleta

Fabricacao

Vencimento

T(9)

Peso (g)

Umidade %

%NacCl*

CTT**(NMP/g)

SCP

(UFC/g)***
MG | 13/04/2010 18/03/2010 18/04/2010 54,08 0,64 <100
MG | 13/04/2010 11/04/2010 26/04/2010 65,77 1,23 <100
MG | 14/04/2010 10/04/2010 66,56 1,11 <100
MG | 05/05/2010 28/04/2010 19/05/2010 60,72 2,46 <100
MG | 18/05/2010 11/05/2010 57,26 1,52 <100
MG | 15/06/2010 03/06/2010 30/06/2010 58,47 1,29 <100
MG | 23/06/2010 15/06/2010 15/07/2010 59,98 0,92 <100
MG | 06/07/2010 30/05/2010 30/07/2010 72,17 1,44 <100
MG | 06/07/2010 03/07/2010 18/07/2010 58,48 1,06 <100
MG | 07/07/2010 15/06/2010 15/07/2010 58,09 1,20 <100
MG | 12/07/2010 10/07/2010 20/07/2010 65,17 1,56 <100
MG 50,82 1,64 <100
MG 63,50 1,33 <100
MG 57,36 1,49 <100
MG 54,10 1,05 <100
MG 56,84 0,79 <100
MG 63,01 0,90 <100
MG 62,51 1,11 <100
MG 64,25 0,75 <100
MG 55,00 >1075
MG 55,00 600000
MG 55,00 41000
MG 55,00 9000
MG 55,00 18000
MG 55,00 2800
MG 40,68 0,74 <100
MG | 03/05/2011 30/04/2011 14/05/2011 64,62 1,55 <100
MG | 08/05/2011 08/05/2011 07/06/2011 59,16 1,04 25600
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
MG | 16/05/2011 29/04/2011 28/05/2011 59,71 1,14 <100
MG | 23/05/2011 25/04/2011 25/05/2011 59,71 0,94 <100
MG | 31/05/2011 27/05/2011 62,52 0,66 <100
MG | 08/06/2011 01/05/2011 01/07/2011 67,13 1,25 <100
MG | 16/08/2011 14/08/2011 62,12 1,27 <100
MG | 09/08/2011 55,00 1,8E+08
MG | 04/07/2011 18/06/2011 17/07/2011 57,09 1,11 <100
MG | 04/07/2011 16/06/2011 62,08 1,14 <100
MG | 06/09/2011 25/08/2011 25/09/2011 58,02 1,36 <100
MG | 27/09/2011 24/09/2011 04/10/2011 65,70 1,09 <100
MS | 12/09/2011 15/08/2011 30/09/2011 74,69 0,67 33000
MG | 26/09/2011 03/09/2011 02/10/2011 71,16 1,54 <100
MG 46,16 2,02 <100
MG 51,93 1,03 440000
MG 61,10 0,73 <100
MG 53,05 4,63 19000000
MG 58,70 1,23 <100
MG 59,65 0,92 900
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10%4 Auséncia
MS 55,00 > 1,1x10%4 23000000
MS 55,00 9,3x10"2 3,7x10"9
MS 55,00 >1,1 x 104 Auséncia
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
MS 55,00 2,3x10"2 Auséncia
MS 55,00 2,3x 102 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10"4 Auséncia
MS 55,00 >1,1x 1073 Auséncia
MS 55,00 4,6 x 10"3 Auséncia
MS 55,00 9 Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 9 12000000
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 >1,1x 103 Auséncia
MS 55,00 >1,1x 103 Auséncia
MS 55,00 >1,1x 108 100000

MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 1,1x1073 Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10° Auséncia
MS 55,00 2,4x10 Auséncia
MS 55,00 Auséncia Auséncia
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SCP

UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
MS 55,00 >1,1 x 108 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 4 Auséncia
MS 55,00 >1,1x10"3 Auséncia
PR 55,00 1,1x1073 2,5x10
RJ 55,00 <10 <10
RJ 55,00 <10 <10
RJ 55,00 <10 <10
RJ 55,00 <10 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 2,8x10 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 55,00 <3,0 <10
RJ 17/06/2011 17/07/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 15/07/2011 08/08/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 03/08/2011 05/09/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 01/04/2011 15/04/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 02/04/2011 26/04/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 24/04/2011 24/05/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 21/04/2011 21/05/2011 55,00 <0,3 <10
RJ 28/04/2011 31/05/2011 55,00 <3,0 <10
RJ 06/11/2011 06/07/2011 55,00 2,4x10 <10
RJ 06/11/2011 07/11/2011 55,00 2,4x10 <10
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UF |Data da coleta Fabricacao Vencimento T(9) Peso (g) | Umidade % |%NaCl* | CTT**(NMP/g) (UFC/g)™**
RJ 24/04/2011 24/05/2011 55,00 2,4x10 <10
RJ 55,00 4,3x10 <10
SC 55,00 <3 <100
SC 55,00 <3 <100

* analisado **coliformes termotolerantes ** * Staphylococcuscoagulase positiva - Estados RJ e GO reportaram >10 NMP/g
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