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Resumo

No periodo de 1999 a 2002, uma linhagem geneticamente caracterizada de Salmonella Enteritidis esteve envolvida em mais de 90% das
salmoneloses ocorridas no RS. Este trabalho teve por objetivo avaliar a cinética de crescimento dessa linhagem, comparando-a com o
crescimento de uma linhagem de S. Typhimurium e de S. Bredeney nao envolvida em surtos alimentares. Para tanto, cada linhagem foi
semeada separadamente em caldo nutriente (CN) e em salada de batata com maionese caseira (SMC), os quais foram mantidos a 30 °C e
9,5 °C. Os resultados obtidos em laboratério foram comparados com os resultados modelados pelo Pathogen Modelling Program, USDA.
Em CN, a cinética de crescimento a 30 °C foi semelhante para todas as linhagens, as quais atingiram aproximadamente 8 log UFC.mL".
Em SMC, a 30 °C, a linhagem de S. Enteritidis apresentou maior quantidade de células nas primeiras 6 horas de crescimento, sendo que
somente depois de 12 horas todos os microrganismos testados atingiram quantidades semelhantes de células, ou seja, aproximadamente
6 log UFC g-'. Em CN e em SMC, na temperatura de 9,5 °C, nao foi detectado crescimento de nenhuma das linhagens testadas de Salmonella
durante as primeiras 24 horas, sugerindo que essa temperatura foi suficiente para controlar a multiplicacao desses microrganismos. A
modelagem bacteriana confirmou a maioria dos resultados obtidos.
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Abstract

From 1999 to 2002, a genetically characterized strain of Salmonella Enteritidis was involved in more than 90% of foodborne salmonellosis
in the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil. This work aimed to evaluate the growth kinetics of this strain in comparison with that of
other Salmonella serovar strains (S. Typhimurium and S. Bredeney) which were not involved in salmonellosis outbreaks. Each strain was
inoculated separately in nutrient broth (NB) and in potato salad prepared with homemade mayonnaise (MS), and incubated at 30 and 9.5 °C.
The experimental results were compared with results obtained by the Pathogen Modeling Program, USDA. All the strains showed similar growth
characteristics in NB at 30 °C, reaching approximately 8 log CFU.mL"'. In MS, the S. Enteritidis strain showed higher counts in the first 6 hours
when cultivated at 30 °C. Only after 12 hours of incubation did all the microorganisms reach similar counts (approximately 6 log CFU g-!).
No growth of any strain was detected in the first 24 hours in NB and MS at 9.5 °C, suggesting that this temperature was adequate to control
the multiplication of the tested Salmonella strains. The bacterial modeling confirmed most of the experimental results.
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1 Introducao

Salmonella é responsavel por sérios problemas de satde
publica e significativas perdas econémicas, sendo reconhecida
como um dos principais agentes de infeccao alimentar em diver-
sos paises®!2141721.24 No Rio Grande do Sul - RS, Salmonella
tem sido reconhecida como o principal microrganismo respon-
savel por Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) na tltima
década®?. Embora diversos sorovares de Salmonella tenham
sido encontrados em diferentes alimentos comercializados
no RS, o sorovar S. Enteritidis tem sido identificado como o
causador da maioria das salmoneloses alimentares investiga-
das pela Secretaria de Saide do Estado, nos ultimos anos®.
Esse sorovar também tem sido reconhecido como o principal
patégeno alimentar, nao apenas no RS, mas em outros Esta-
dos brasileiros como, por exemplo, Santa Catarina, Parana e
Sao Paulo’'9?226, o0 que demonstra sua importancia.
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Dentre os alimentos relacionados com as salmoneloses,
as preparacoes a base de ovos tém recebido destaque, sendo a
maionese caseira o principal veiculo de muitos surtos no RS.
Como exemplo disso, COSTALUNGA e TONDO?® analisaram
as salmoneloses alimentares ocorridas no Rio Grande do Sul,
durante o periodo de 1997 a 1999, e demonstraram que a
maionese caseira foi responsavel por 42,45% das salmoneloses.
No periodo de 2000 a 2001, esse alimento continuou sendo
freqiientemente envolvido nas salmoneloses do RS, alcancando
48,1% dos casos investigados oficialmente pela Secretaria de
Sauade deste Estado?®. A utilizagao de ovos sem inspecdo sani-
taria, a qual objetiva verificar procedimentos de prevencao e
controle de patégenos como Salmonella, em nivel de producao,
assim como a manipulacdo inadequada dos alimentos consti-
tuiram os principais fatores predisponentes as salmoneloses
em 73% dos surtos investigados no RS, em 2000,

Apesar do consumo de maionese caseira nao ser recomen-
dado, muitas pessoas optam por consumi-la devido a suas carac-
teristicas sensoriais?°. Uma vez que seu principal ingrediente € o
ovo, e esse pode estar contaminado por Salmonella, mesmo sem
apresentar caracteristicas perceptiveis*'°, cuidados rigorosos de-
vem ser seguidos na preparacao desse alimento. Fato importante
a ser ressaltado é que muitas receitas de preparacao de maioneses
caseiras misturam ovos crus com ovos cozidos, possibilitando
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que um unico ovo contaminado provoque a contaminacao de todo
o produto®. Apesar do sorovar S. Enteritidis ser freqiientemente
relacionado com ovos'®, ele ndo € o inico sorovar de Salmonella
encontrado nesse alimento. O maior envolvimento da S. Ente-
ritidis com os casos de salmonelose veiculados pela maionese
caseira pode estar relacionado nio somente com sua prevaléncia
em ovos, mas também com caracteristicas que permitam maior
eficiéncia de crescimento que demais sorovares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética de cresci-
mento, em meio de cultura e em salada de batata com maio-
nese caseira mantidos a 30 ¢ 9,5 °C, de uma linhagem de
Salmonella Enteritidis envolvida em diversas salmoneloses
ocorridas no RS. Os resultados obtidos foram comparados com
a cinética de crescimento de linhagens de outros sorovares de
Salmonella, os quais nio foram envolvidos em surtos alimen-
tares. Além disso, também objetivou-se comparar os resultados
experimentais com dados obtidos por modelagem bacteriana
executada no programa Pathogen Modelling Program (USDA).

2 Materiais e métodos

2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas linhagens de Salmonella enterica de trés
sorovares distintos. Um dos sorovares foi S. Enteritidis (linha-
gem SEB86) isolado de repolho, em um surto de salmonelose
ocorrido no Rio Grande do Sul, em 1999. Esse microrganismo
foi caracterizado por métodos fenotipicos e genotipicos por
GEIMBA’ e apresentou o mesmo perfil genotipico das linhagens
de S. Enteritidis envolvidas na maioria dos surtos de salmo-
nelose ocorridos no periodo de 1999 a 2002, no Rio Grande
do Sul®'®. A SE86 foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Mer-
cedes Passos Geimba do Instituto de Biociéncias, da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUC/RS). As duas
outras linhagens estudadas nesse trabalho foram de S. Typhi-
murium e S. Bredeney isoladas, em 1999, a partir de fezes de
aves e de um embutido, respectivamente. Esses sorovares foram
escolhidos, uma vez que os registros da Vigilancia Sanitaria
do RS demonstram pouco ou nenhum envolvimento dos mes-
mos com os casos de salmoneloses neste Estado, nos tltimos
anos. Ambos os microrganismos foram gentilmente cedidos
pela Prof Dra. Marisa de Itapema Cardoso, do Laboratério de
Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

2.2 Preparacao do pré-inéculo e inéculo

Para obtencao do pré-inéculo, uma colonia isolada de
cada sorovar foi semeada, separadamente, em Caldo Brain -
Heart Infusion (BHI; Biobras) mantido a 37 °C por 24 horas.
Em seguida, 20 puL de cada cultura, separadamente, foram
semeados em Caldo Nutriente (CN; Synth) e entdo incubados
a 37 °C por 24 horas, para obtencao da cultura bacteriana
fisiologicamente ativada.

2.3 Curva de crescimento em meio de cultura

A cultura de cada sorovar de Salmonella foi submetida a
diluicoes decimais seriadas em agua peptonada 0,1% (Vetec),
resultando em um inéculo de aproximadamente 10* UFC.

mL de Caldo Nutriente. O CN inoculado foi mantido em duas
temperaturas distintas, 30 e 9,5 °C. A quantidade de unidades
formadoras de colonias (UFC) de Salmonella foi quantificada
pela técnica de gotas, segundo MILES e MISRA'®. Nessa técnica,
20 pL das diluicoes a serem quantificadas foram colocados so-
bre a superficie de Agar Nutriente, e entao deixados para secar
em temperatura ambiente, dentro de uma camara de fluxo
laminar (Labenco), previamente esterilizada. Em seguida, as
placas foram tampadas e incubadas a 37 °C por 18 horas, e as
colonias bacterianas quantificadas e expressas em UFC.mL".
O experimento foi realizado em duplicata e o limite de deteccao
do método de contagem foi, no minimo, de 25 UFC.mL™.

2.4 Curva de crescimento em salada de
batata com maionese caseira (SMC)

Os ovos utilizados para a producao da maionese foram
provenientes de um aviario onde foram testadas 100 aves para
a presenca de Salmonella, através de swab cloacal. Cada swab
foi transferido para 10 mL de agua peptonada 0,1% estéril,
transportados sob refrigeracao até o Instituto de Ciéncia e Tec-
nologia de Alimentos - UFRGS e entao testados para a presenca
de Salmonella pelo método descrito por FDA®. As aves foram
testadas em um tnico momento e todas as amostras coletadas
apresentaram auséncia de Salmonella. Somente ovos sem ra-
chaduras e contaminacéo fecal visivel foram selecionados para
os experimentos. No laboratério, os ovos foram imersos em &lco-
ol 70%, por 30 minutos, para descontaminacéo superficial. Logo
apos a imersao, foram quebrados assepticamente, € as gemas
colocadas em frasco estéril para preparacao da emulsao®.

Para a preparacao da maionese caseira, uma gema cozida
foi misturada a uma gema crua e, entao, adicionados 60 mL
de 6leo de soja até formar a emulsido. Nessa emulsido foram
inoculadas aproximadamente 10° UFC.mL" de cada sorovar
de Salmonella, separadamente. Para a confirmacao desse nu-
mero de bactérias inoculadas em cada emulsao, o inéculo foi
diluido em agua peptonada 0,1% e quantificado pela técnica de
MILES e MISRA®. Logo em seguida, cada emulsao foi adicio-
nada a 200 gramas de batatas cozidas ja resfriadas, a fim de
atingir aproximadamente contagens iniciais de até 10 UFC.g™!
de Salmonella em SMC. As SMC foram incubadas em estufa a
30 °C ou em geladeira regulada para 9,5 °C. Para o isolamento
e quantificacdo de Salmonella, apés cada um dos tempos de
incubacao, foram coletadas 10 gramas de SMC, as quais foram
diluidas decimalmente em 4gua peptonada 0,1%. Em seguida,
20 uL das diluicoes foram semeados em duplicata, em Agar
Nutriente (Merck) e em Agar Seletivo XLD (Acumedia). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas, sendo em seguida, as
coldnias tipicas de Salmonella, quantificadas pela técnica de
gotas. O experimento foi realizado em duplicata.

2.5 Modelagem bacteriana e comparacao
das curvas de crescimento

As curvas de crescimento em CN e em SMC foram compa-
radas com curvas de crescimento realizadas por modelagem
bacteriana obtidas pelo Pathogen Modelling Program, do United
States Department of Agriculture (USDA), versao 6.1.
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O tempo médio de geracao experimental foi calculado na
fase exponencial de crescimento e comparado com a mode-
lagem bacteriana. A velocidade especifica de crescimento foi
calculada apenas com base nos dados experimentais, uma vez
que o programa nao calcula essa variavel. As equacoes para o
calculo das variaveis citadas estido abaixo descritas'.

Tempo médio de geracao (G):

t
G=
3,322(logN, —logN;) (1)

onde: t = tempo transcorrido (em minutos)
N, = ntimero inicial de células (em UFC.mL™")
N, = namero final de células (em UFC.mL™)
Velocidade especifica de crescimento (u):
InN, —InN;
p= —— (2)
t
onde: t = tempo transcorrido (em minutos)

N, = namero inicial de células (em UFC.mL™)

N, = ntmero final de células (em UFC.mL™)

2.6 Anadlise estatistica

As diferencas de crescimento foram analisadas com assis-
téncia do Ntucleo de Estatistica da UFRGS, utilizando o software
SPSS versao 13.

3 Resultados e discussao

A cinética de crescimento em CN incubado a 30 °C foi bas-
tante semelhante para as trés linhagens testadas. Como demons-
trado na Figura 1, todas as linhagens permaneceram aproxima-
damente duas horas em fase lag, mesmo sendo provenientes de
in6culos realizados em CN. A partir desse periodo, as linhagens
avaliadas atingiram a fase exponencial de crescimento, a qual
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Figura 1. Curva de crescimento, em Caldo Nutriente, na temperatura de
30 °C. Salmonella Enteritidis SE86 ( ¢), Salmonella Typhimurium (=),
Salmonella Bredeney (®). Cada ponto esta representado pelo desvio-
padrao (n = 4).

durou aproximadamente 12 horas, demonstrando tempo médio
de geracao e velocidade especifica de crescimento semelhantes,
ou seja, as linhagens avaliadas de S. Typhimurium e S. Bredeney
apresentaram tempo médio de geracao (G) de 0,69 horas e veloci-
dade especifica de crescimento (i) de 0,44 log/h, enquanto que a
S. Enteritidis SE86 apresentou G = 0,71 horas e u = 0,42 log/h.
Todos os microrganismos testados atingiram a fase estacionéria
ap6s 14 horas de cultivo, sendo que esta apresentou duragao de
pelo menos 48 horas. Os parametros de crescimento encontra-
dos nestes experimentos foram comparados com o crescimento
de Salmonella spp. modelado pelo programa Pathogen Modelling
Program (USDA). Embora esse programa nao especifique o tipo
de meio de cultura utilizado para a simulacao de crescimento
desse microrganismo, o tempo de geracao modelado ficou entre
0,4 e 0,6 horas, ou seja, menores do que os tempos médios de
geracao das linhagens testadas neste estudo, principalmente
em relacao a S. Enteritidis SE86. Segundo a modelagem reali-
zada, a duracao média da fase lag foi de 3,1 horas € a popula-
¢ao microbiana atingiu a fase estacionaria (aproximadamente
10® UFC.mL™") apés 15 horas de cultivo.

Segundo HUMPHREY!!, a dose infectante de Salmonella
para humanos saudaveis varia entre 106 e 108 UFC, embora te-
nham sido relatadas salmoneloses alimentares com doses muito
menores. De acordo com o programa de modelagem, uma cultu-
ra de Salmonella de aproximadamente 2 log UFC.mL™" atingjria
a dose infectante de 10° UFC.mL! entre 7,1 e 13,5 horas. Neste
estudo, a linhagem testada de S. typhimurim atingiu essa dose
em aproximadamente 9 horas, enquanto a S. Enteritidis SE86
e a linhagem de S. Bredeney, em aproximadamente 8 horas.

Os experimentos conduzidos a 9,5 °C em CN, demons-
traram que as linhagens analisadas permaneceram em fase
lag pelo menos por 48 horas, sendo que neste periodo as
cepas de S. Bredeney e S. Typhimurium apresentaram cerca
de 0,5 log UFC.mL™"' a mais que as de S. Enteritidis SE86
(Figura 2). Uma explicacdo para tanto pode ser atribuida
ao fato de que células microbianas expostas a temperaturas
reduzidas geralmente apresentam aumento de suas fases lag
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Figura 2. Curva de crescimento, em Caldo Nutriente, na temperatura de
9,5 °C. Salmonella Enteritidis SE86 (¢ ), Salmonella Typhimurium (=),
Salmonella Bredeney (®). Cada ponto esta representado pelo desvio-
padrao (n = 4).
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devido ao metabolismo reduzido ou injurias provocadas pe-
las baixas temperaturas, necessitando tempo maior para sua
recuperacao.

Com base nos parametros de crescimento modelados
pelo Pathogen Modelling Program, a fase lag, a 10 °C, teria
duracao de 37,2 a 90,8 horas (média de 58,1 horas), estando
de acordo com os resultados obtidos para os microrganismos
testados. O programa apresentou tempo de geracao variando
de 8,8 a 11,2 horas, sendo que o tempo necessario para atingir
10° UFC.mL™" foi de 175 a 239,8 horas.

Neste trabalho, as saladas de batata com maionese caseira
(SMC) contaminadas com aproximadamente 1 log UFC.g! de
S. Typhimurium, S. Bredeney e S. Enteritidis, separadamente,
foram mantidas a 30 °C, por 24 horas, e os resultados das ci-
néticas de crescimento estao demonstrados na Figura 3. Nesse
alimento, observou-se que as linhagens testadas permaneceram
aproximadamente 2 horas em fase lag, assim como em CN
(Figura 1). A partir desse periodo, os microrganismos avaliados
atingiram a fase exponencial de crescimento, a qual durou apro-
ximadamente 16 horas. O tempo médio de geracao e a velocidade
especifica de crescimento foram semelhantes para os trés mi-
crorganismos testados, ou seja, a linhagem de S. Typhimurium
apresentou G = 0,64 horas e i = 0,47 log/h, a de S. Enteritidis
SE86 demonstrou G = 0,68 horas e u = 0,44 log/h, enquanto
que a linhagem de S. Bredeney demonstrou G = 0,66 horas e
u = 0,46 log/h. Com base nos experimentos apresentados neste
trabalho, os tempos médios de geracao em SMC e em CN foram
semelhantes. A maior inclinacdo da reta do CN, demonstrada
na Figura 1, pode ser justificada pelo maior nimero inicial de
células.
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Figura 3. Curva de crescimento, em salada de batata com maionese
caseira, na temperatura de 30 °C. Salmonella Enteritidis SE86 (¢),
Salmonella Typhimurium (®), Salmonella Bredeney (®). Cada ponto
esta representado pelo desvio-padrao (n = 4).

Apesar das linhagens avaliadas atingirem aproximada-
mente 10® UFC.g ' de SMC praticamente a0 mesmo tempo
(18 horas), em 6 horas de cultivo, a S. Enteritidis SE86
apresentou uma populacao de 5,84 log UFC.g™!, enquanto as
linhagens de S. Bredeney e de S. Typhimurium apresentaram
populacoes de 4,22 log UFC.g™! e 2,90 log UFC.g!, respectiva-

mente. As velocidades especificas de crescimento, nesse peri-
odo, foram: p = 2,91 log/h para S. Enteritidis SE86, u = 2,11
log/h para a linhagem de S. Bredeney e u = 1,44 log/h para a
linhagem de S. Typhimurium. O freqiiente isolamento da S.
Enteritidis a partir de ovos ou produtos avicolas® e a capa-
cidade de multiplicacdo mais rapida da S. Enteritidis SE86
nas primeiras horas de cultivo, em SMC, podem justificar o
maior envolvimento desse microrganismo com os surtos do
RS, envolvendo maionese caseira.

Embora o Pathogen Modelling Program nao apresente
parametros especificos para simulacdo de crescimento de
Salmonella em SMC, nesse programa foram inseridos valo-
res de pH (6,7) e nivel inicial de células (aproximadamente
1 log UFC.g') semelhantes aos encontrados na SMC. O tempo
de geracao modelado para Salmonella foi menor do que aqueles
encontrados para as linhagens testadas neste experimento, pois
amodelagem demonstrou tempo de geragao de 0,3 a 0,5 horas,
enquanto os experimentos demonstraram tempos de geracao de
aproximadamente 0,66 horas. Segundo a modelagem bacteria-
na, o tempo necessario para uma populacao de 1 log UFC.g™*
de Salmonella atingir uma dose infectante de 106 UFC a 30 °C,
foi de 8,8 a 17,2 horas, enquanto que experimentalmente as
linhagens de Salmonella testadas atingiram essa populagao
em aproximadamente 10 a 12 horas.

Na temperatura de 9,5 °C em SMC, nao foi detectado
crescimento das Salmonellas avaliadas durante as 24 horas
testadas. Resultados semelhantes foram demonstrados pelo
programa de modelagem. Os resultados obtidos experimen-
talmente nao foram demonstrados graficamente, uma vez que
as quantidades de UFC.g ! permaneceram abaixo do nivel de
detecgao da técnica. Embora a RDC 216/2004 da ANVISA?
determine que alimentos refrigerados, tais como a maionese
caseira, devam ser conservados em temperaturas inferiores a
5 °C, os resultados deste trabalho demonstraram que 9,5 °C
foi suficiente para o controle do crescimento de linhagens dos
diferentes sorovares testados de Salmonella. Essa temperatu-
ra, ao contrario daquelas preconizadas pela ANVISA, pode ser
mais facilmente atingida em servigos de alimentacao.

4 Conclusoes

A cinética de crescimento em CN foi semelhante para as
linhagens avaliadas de S. Typhimurium, S. Enteritidis SE86 e
S. Bredeney em ambas as temperaturas testadas, 30 € 9,5 °C. A
SMC, a 30 °C, possibilitou o rapido crescimento das diferentes
linhagens de Salmonella testadas, sendo que S. Enteritidis
SE86 desenvolveu-se com maior eficiéncia nas primeiras
6 horas. Esse fato pode estar relacionado com o maior envol-
vimento desse microrganismo com as salmoneloses do RS,
envolvendo maionese caseira. A temperatura de 9,5 °C demons-
trou ser adequada para conter a multiplicacao das linhagens
de Salmonella testadas € a modelagem bacteriana confirmou
a maioria dos resultados obtidos experimentalmente.
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