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Agente patogénico

* Agente patogénico € um organismo, Types of
microscopico ou nao, que produz infeccao ou pathogeri
doencas infecciosas nos hospedeiros em
condicoes favoraveis

* As bactérias, protozoarios, fungos, helmintos
e alguns artropodes sao exemplos de agentes
patogénicos

e S3o0 também conhecidos como agentes
infecciosos ou agentes etioldgicos




Doenca infecciosa X doenca contagiosa

<
AGGEU

MACGALHAES

A doenca como estrutura

Doenga infecciosa

+ De acordo com OPAS (1983), a penetragdo e desenvolvimento ou
multiplicagao de um agente infeccioso no organismo de uma
pessoa ou animal, da-se o nome de infecgao.

+ A designacao doenca contagiosa e reservada para doencgas
infecciosas cujos agentes etiologicos atingem os sadios pelo
contato direto desses com os individuos infectados (ex.: sarampo,
DST).

+ Toda doencga contagiosa é infecciosa. O inverso ndo é verdadeiro
(ex.: tétano - doenga infecciosa transmissivel ndao contagiosa)

A expressao doenga transmissivel pode ser sintetizada como
doenca cujo agente etioldgico € vivo e € transmissivel. Sdo doencas
transmissiveis aquelas em que o organismo parasitante pode migrar
do parasitado para o sadio, havendo ou ndao uma fase intermediaria
de desenvolvimento no ambiente.




Portador e disseminador

Alguns conceitos importantes...

Individuo que alberga um
microrganismo especifico, sem
apresentar quadro clinico atribuido ao
agente e que serve como fonte
potencial de infeccao.

E o individuo que
elimina o microrganismo para o meio
ambiente. Pode se tornar um
disseminador perigoso quando passa a
ser fonte de surtos de infeccdao. Sendo
um profissional de saude, deve ser
afastado das atividades de risco até que
se reverta a eliminacao do agente.




Infectividade, patogenicidade e viruléncia

A doenga como estrutura
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Os bioagentes patégenos - propriedades

 Infectividade: capacidade que tém certos organismos de
penetrar e de se desenvolver ou de se multiplicar no novo
hospedeiro, ocasionando infeccdo. Nesse caso, 0 agente
etiologico é também chamado de agente infeccioso. EX.: virus
da gripe (alta) X fungos (baixa)
v A doenca infecciosa € um acidente na competicdo entre duas espécies (ao
longo do tempo ocorrem modificacdes quantitativas e qualitativas)

« Patogenicidade: qualidade que tem o agente infeccioso de,
uma vez instalago no organismo do homem e de outros
animas, produzir sintomas em maior ou menor proporcao
dentre os hospedeiros infectados. Ex.: virus do sarampo (alta)
X virus da poliomielite (baixa; 1% paralisia)

casos de doencas
N°total dein fectados

+ Viruléncia: capacidade de um bioagente produzir casos graves
ou fatais. Ex.: raiva humana X sarampo

patogenicidade =

10




Transmissao do patdégeno ou microrganismo

O processo de transmissao

* O segundo elo na cadeia de infeccdo é a
transmissao ou difusdao do agente infeccioso
para o ambiente ou para outra pessoa.

Tabela 7.2. Modos de transmissao de um agente infeccioso

Transmissao direta

Transmissao indireta

Maos
Beijo
Relagao sexual

Outro contato (por exemplo, durante 0
parto, procedimentos médicos, inje¢ao
de drogas, amamentagao)

Aérea, curta distancia (via goticulas, tosse,

espirm)
Transfusao (sangue)
Transplacentaria

Veiculos (alimentos contaminados, agua,
toalhas, instrumentos agricolas, etc.)

Vetores (insetos, animais)
Aérea, longa distancia (poeira, goticulas)

Parenteral (injecdo com seringas contamina-
das)

Cadeia de Transmissdo de micro-organismos

Hospedeiro Agente
Susceptivel Infeccioso
Porta de
entrada Fonte
Fi d
e Porta de

Transmissao

Saida
. ) INFECTOLOGIA v




Fontes de contaminacao

> Contaminagao Fisica;

> Contaminacao Quimica;

> Contaminagcao Biologica.
» Microorganismos

Deteriorantes;

» Microorganismos
Patogénicos,




Contaminacao do ambiente

* Ambientes passiveis de contaminacdo: agua, solo e ar

* Dentre os principais poluentes do ar, podemos citar a fumaca, particulas
inalaveis, didxido de enxofre, ozonio, dioxido de nitrogénio e monoxido de
carbono

* A contaminacao da agua pode ocorrer de varias maneiras, destacando-se a
poluicao por esgoto, metais pesados, substancias quimicas, agrotoxicos e
fertilizantes. Além dos problemas causados por organismos patogénicos

* A contaminacao do solo ocorre através de substancias capazes de provocar
alteracOes significativas em sua estrutura natural: lixo, esgoto, agrotdxicos e
outros tipos de poluentes. Durante o processo de decomposicao de restos de
alimentos, ocorre a producao de gases e de chorume, liquido extremamente
poluente e com forte odor que infiltra o solo, causando a sua contaminacao, além
de atingir o lencol freatico (agua subterranea)



Contaminacao da agua

Qualidade da agua

» Caracteristicas de um indicador ideal

. relacao existente entre o
indicador, a taxa e a probabilidade de aparecimento
de infeccao numa populacao

o indicador deve ser sempre
encontrado nos dejectos de animais de sangue
guente e estar sempre ausente em ambientes nao
poluidos

o indicador deve ser mais
resistente aos agentes desinfectantes que os
patogénicos

detecgao facil e rapida, baixo custo




Causas e fontes de contaminac¢ao da agua

CAUSAS
Descarte de residuos agricolas em rios
Contaminacao dos lencois freaticos por aterros sanitarios
Vazamentos de tanques de armazenamento subterraneo de gasolina
Rejeitos de aterros industriais
Despejo de esgoto sem tratamento

FONTES DE CONTAMINACAO
Lixdes
Aterros mal operados
Acidentes com substancias toxicas

Atividades inadequadas de armazenamento, manuseio e descarte de materia-prima, de
produtos, efluentes e residuos provenientes de atividades industriais, tais como
Industrias quimicas



Analises fisico-quimicas da agua

* Titulométricas: alcalinidade, gas carbénico livre,
cloretos, dureza total, pH
)4 Técnicas de Tratamento &

* Dureza: é a propriedade relacionada com a concentracao e
de ions de determinados minerais dissolvidos nesta substancia ou
mais especificamente as aguas duras contém sais de calcio e de
magnésio em concentracoes relativamente elevadas. A dureza
da agua é predominantemente causada pela presenca de sais
de calcio e magnésio, de modo que os principais ions levados em
consideracao sao os de calcio (Ca2+) e magnésio (Mg2+).
Eventualmente também o
Zinco, Estroncio, Ferro ou Aluminio podem ser levados em conta
na afericao da dureza

e Colorimétricas: cloro residual livre, cloro ativo, cor,
aluminio, turbidez, temperatura, fluoretos, ensaio de
coagulacao (Jar test)

» Jar test: processo de floculacao (formacao de flocos), no qual ocorre a
agregacao ou a reuniao de particulas ja desestabilizadas na etapa de
coagulacdo. O agente coagulante [A[2(S04)3] deve ser misturado na
agua, sendo a mistura feita em floculadores




Métodos de cultura de patégenos




Algumas doencas veiculadas pela agua e seus
agentes

Algumas doencas veiculadas pela agua e seus agentes MICRO RGANISMOS
PATOGENICOS NA

Origem bacteriana

”~
Febre tifoide e paratiféide Salmonella typhi AG UA

Salmonella parathyphi A e B

Disenteria bacilar Shigella sp

Colera Vibrio cholerae FUthS

Gastroenterites agudas e Escherichia coli enterotoxica

diarréias Campylobacter
Yersinia enterocolitica i : g . .
Salmonella sp * aqudticos: saprofitas, parasitas de peixes
Shigella sp * oriundos do solo: leveduras

* Candida albicans: infecgoes da pele, mucosas
+ fungos dermatéfitos
 Geotrichum

Origem parasitaria

Disenteria amebiana Entamoeba histolytica
Giardia limblia
Gastroenterites Cryptosporidium

Fonte: Opas, 1999



Contaminacao do solo

* A contaminag¢ao do solo pode ser de origem humana (fezes),
agricola (agrotoxicos etc), industrial e ocorre por intermédio de
agentes quimicos, rejeitos sdlidos ou liquidos, residuos industriais
e proliferacao de patégenos (microrganismos e parasitos) hema de
L)

Camada

* Consequéncias: solo se torna infértil, saturacao do solo, Area Verde lxoNoo  GePVC
deposicao ou infiltracao no solo ou no subsolo de substancias ou ‘/
produtos poluentes, contaminacao do solo com metano e didxido
de carbono, perda das funcdes e qualidades do solo devido a
introducao de poluentes, alteracao da tipografia, perda da fauna, | e
alteracao da densidade e da consisténcia do solo, alteracao da
aptidao para drenagem natural, alteracdao do solo em
profundidade, alteracdes da qualidade da agua, deposicao com
impregnacao de liguidos poluentes, aplicacao direta de residuos
da terra, como por exemplo lama de esgoto, producao e migracao
de gas nos aterros conduzindo ao aumento de temperatura dos
solos



Principais doencas transmitidas pelo solo

contaminado

O principal contaminante do solo que afeta a saude humana
sao as fezes humanas

Tétano: doenca causada pela bactéria Clostridium tetani
presente no solo, poeira e estrume. As bactérias geralmente

enetram no organismo através de uma abertura na pele
eita por objeto contaminado

Toxoplasmose: doenca causada por parasito protozoario que
pode ser adquirida pelo consumo de carne crua ou mal
cozida contendo cistos do parasito, pela inalagdo de poeira
contendo oocistos parasitarios ou ainda pelo contato direto
com fezes de felinos jovens contendo cistos e oocistos

Amebiase: causada pelo parasito Entamoeba histolytica, que
entra no organismo por meio da ingestdo de agua ou comida
contaminadas ou pelo contato direto com a materia fecal

Ascaridiase: doenca parasitaria causada pelo verme Ascaris
lumbricoides. A infecgao ocorre através da ingestao de
alimentos ou bebidas contaminados fezes contendo ovos de
Ascaris

CICLO DA AMEBIASE

" Atingindo o intestino grosso, cada cisto se
rompe, liberando quatro amebas. Cada
uma delas permanece no estado vegeta

®
"-)L;L

fezes e, ualmente, hemécias obti-
das de lesdes efetuadas na parede intes-
tinal




Principais doencas transmitidas pelo solo

contaminado

* Ancilostomiase: infeccOes causadas por parasitos intestinais
da familia dos ancilostomideos. As duas infecdes mais comuns
entre seres humanos sao a ancilostomiase, causada pela
espécie Ancylostoma duodenale, e a necatoriase, causada pela
espécie Necator americanos. A infeccao ocorre através da
ingestao de alimentos ou bebidas contaminados fezes
contendo ovos do parasito. Lembrar que as larvas que
apia\recem apos a eclosdao dos ovos sao capazes de penetrar a
pele

Teniase (solitaria): infeccdo intestinal ocasionada
principalmente por dois grandes parasitos hermafroditas da
classe dos cestédeos da familia Taenidae, conhecidos

como Taenia solium e Taenia saginata. A teniase ocorre devido
a presenca de Taenia solium adulta ou Taenia saginata dentro
do intestino delgado dos humanos, que sao

os hospedeiros definitivos

Cisticercose: infeccao do tecido causada pela forma jovem da
ténia da carne de porco. E adquirida pela ingestao de
alimentos ou agua contaminada por ovos de ténia
provenientes de fezes humanas

h\,
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1..0S OVOS DA TENIA

SAO INGERIDOS
PELO PORCO.
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4. A LARVA DA TENIA
ALOJA-SE NO INTESTINO
DO HOMEM.

2. 0S OVOSs
TRANSFORMAM-SE
EM LARVAS.

3. O HOMEM INGERE
CARNE DE PORCO
CRUA OU MAL COZIDA
(CONTAMINADA).

&%

5. A LARVA DA TENIA CHEGA

AO SANGUE E DEPOIS ALOJA-SE
NOS TECIDOS, COMO MUSCULOS
OU CEREBRO.



Indicador de contaminacao fecal: requisitos

4 Deve ser constituido por uma bactéria ou um grupo de
bactérias prevalente em esgoto e excretado pelo homem e
outros animais homeotérmicos

¢ Sua densidade deve ter uma relacao direta com o grau de
contaminacao fecal

¢ Deve ser incapaz de se multiplicar no ambiente aquatico

& Deve apresentar maior resisténcia aos desinfetantes que as
bactérias patogénicas

4 Deve ser quantificavel por métodos laboratoriais rapidos e
simples

# Deve ser util para todos os tipos de agua



Indicadores de contaminacao fecal

Organismos Indicad de
Contaminacgéo Fecal —

O indicador mais preciso da qualidade da agua para consumo
humano é a E. coli, seguido, dos coliformes termotolerantes. Em
qualquer situacao, ambos nao devem estar presentes na agua. O
emprego do termo coliformes fecais deve ser evitado e substituido
por coliformes termotolerantes.

= Coliformes totais nao sao indicadores adequados da qualidade
sanitaria de aguas in natura.

= A simples presenca de coliformes totais no sistema de distribuicao
serve como alerta para o desencadeamento de medidas corretivas.

= Sempre que possivel ou necessario, quando do isolamento de
coliformes totais e termotolerantes, sugere-se a realizacao de
ensaios confirmativos até o isolamento de E. coli, acompanhada de
inspecoes sanitarias = Portaria N°518/2004, Min.Saude.

41



Exame parasitologico de fezes

PARASITOLOGICO DE FEZES

METODO DE FAUST VISAO GERAL

‘ ‘ AS FEZES SAO
DILUIDAS EM
AMOSTRA CHEGA
EM RECIPIENTE / AGUA DESTILADA \
N /

PROPRIO &
X UMA ALCA E USADA PARA
O MISTURADO E COLETAR A PELICULA QUE SE
CENTRIFUGADO FORMA E POSTO EM LAMINA,
ATE OBTER UM CORADO COM LUGOL E VISTO
LIQUIDO CLARO AO MICROSCOPIO

DIVERSOS
PARASITAS
INTESTINAIS
DAO SINAIS DE
SUA EXISTENCIA
POR MEIO DE
MATERIAIS QUE
ELES LIBERAM
JUNTO COM AS
FEZES. EXAMES
SIMPLES
PODEM
DETECTAR A
PRESENCA
DELES E
INDICAR O
MELHOR
TRATAMENTO.

OVO DE Taenia sp. OVO DE Schistosoma mansoni OVO DE Trichuris sp. OVO DE Ascaris sp. Giardia sp.

DO NANO AO

EXISTEM DIVERSAS TECNICAS PARA ANALISE DAS FEZES ALEM DO METODO DE FAUST, S '@
CADA UM FACILITANDO O DIAGNOSTICO DE UM TIPO DE PARASITA. OS EXEMPLOS s Yy MAcro

ATTRIBUTION

ACIMA FORAM OBTIDOS UTILIZANDOSE DE VARIAS TECNICAS. A, WWW.NGNo-Macro.com



Coprocultura

DE FEZES
I

[ Exame parasitologico Coprocultura ou amostra

"TIPOS DE EJ{AMEE]

de fezes estéril de fezes

avaliar algumas condictes pesquisar microorganismos,

Exame de escolha para se Exame de escolha para
intestinals parasitas e virus no TGI"




Principais doencas causadas pelo ar contaminado

* Poluentes do ar: fumaca, particulas inalaveis, dioxido
de enxofre, 0zonio, dioxido de nitrogénio e monoxido
de carbono causando sobretudo doencas
respiratorias desde conjuntivites, rinites e sinusites
até asma, bronquite, pneumonia

Confira os niveis de poluicio

* Medidas preventivas: incentivar o uso do transporte
publico em grandes cidades, de instrumentos que
minimizem as emissoes de poluentes, como
catalisadores automotivos, filtros nas fabricas e
usinas, tratamento de residuos etc. Promover o
controle e a fiscalizacao das queimadas em lavouras,
areas de pastagens e em regides de cobertura vegetal A inalacso destes poluentes causa

natural. Incentivar a criacao e ampliacao de areas irritagdo e inflamagdo das vias aéreas,
verdes favorecendo a ocorréncia de infecgdes




Doencas transmitidas pelo ar

1215 Infecgoes Transmitidas pelo ar

= S30 aquelas que ocorrem

pela entrada do eCoqueluche
microorganismo no eDifteria
aparelho respiratorio, eMeningute
resultado do contato direto ePneumonia
com goticulas eTuberculose

contaminadas



Agentes patogénicos transmitidos pelo ar

Grupo Acido nucleico Tipos Sindrome clinica

Adenovirus DNA | -47 Resfriado comum, faringite, laringite, bron-
quite, bronquiolite, febre faringoconjuntival,
doenca respiratéria aguda em recrutas mi-
litares, pneumonia

Coronavirus RNA 229E, Resfriado comum,

OC43, faringite, laringite,

huCoV- bronquite, SARS

SARS
Hantavirus RNA Miltiplos  SARA, pneumonia
Orthomixovirus
Virus dainfluenza RNA AB.C Influenza, resfriado comum, faringite, larin-

gite, crupe, bronquite, bronquiolite, pneu-

V4
Virus
Paramyxovirus RNA

Virus do Sarampo Sarampo, pneumenia, bronquiectasia

Virus parainfluenza |-4 Resfriado comum, faringite, laringite, cru-
pe, bronquite, bronquiolite, pneumonia

VSR AB Resfriado comum, faringite, crupe, bronqui-
te, bronquiolite, pneumonia

Metapneumovirus humano AB Resfriado comum, bronquiolite

Picornavirus RNA

Enterovirus

Coxsackie virus | -24 Resfriado comum, SARA, herpangina

Echovirus | -34 Resfriado comum

Rinovirus | - 100 Resfriado comum, laringite, bronquite

Herpes virus DNA

Herpes simplex virus l,2 Faringite aguda, faringite ulcerativa cronica,
traqueite, bronquite, pneumonia em
imunossuprimidos

Citomegalovirus | Mononucleose, faringite aguda e cronica,
pheumonia em imunossuprimidos

Virus varicela zoster | Pneumonia

Virus Epstein-Barr | Mononucleose, faringite aguda e cronica

Virus herpes humano é | Pneumonia em imunossuprimidos

DNA = icido deoxirribonucleico; RNA = dcido ribonucléico; VSR = virus sincicial respiratério; SARA = sindrome da
angUstia respiratoria do adulto; SARS = sindrome respiratoria aguda grave (severe acute respiratory syndrome).



Bactérias e fungos transmitidos pelo ar

PRINCIPAIS TIPOS DE MICRORGANISMOS:

* Fungos predominantes:

- Cladosporium sp, Alternaria sp ,Penicillium sp,
Asperqillus sp, Pullularia sp e Agaricus sp ;

- esporos de bolores constituem a maior parte da

Fonte: Pe:squi.\‘;i CAEMA, 2004
- Figura 4 - Ocorréncia de Fungos® -
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_ Figura 3 - Ocorréncia de bactérias® _




Doencas respiratorias transmitidas pelo ar e ébitos

PRINCIPAIS DOENCAS CAUSADAS POR
MICRORGANISMOS PRESENTES NO AR

Tabela 25.1 Mortas mundiais causadas por doengas infecciosas, em 1999

Doenca Mortes Agentes causadores
— -~ Infecpdes respiratérias agudas® * 4.000.000 Bactérias, virus, fungos

Sindrome da Imunodsficiéncia Adquirida (AIDS) 2.700.000 Virus

Doengas diaméicas 2.200.000 Bactérias, virus
—— Tuberculosa* 1.700.000 Bactérias

Maldria 1.100.000 Protozodrios
——— Sarampo® 875.000 Virus

| Tétano" 377.000 Bactéria

Coqueluche (tosse comprida)* 295.000 Bactéria

Meningite bacteriana® 171.000 Bactéria

Sitilis 153.000 Bactéria

Hepatite (todcs os tipos)* b 124.000 Virus

Tripanossomiase (doenga do sono) 66.000 Protozoario

Leishmaniosa 57.000 Protozoario

Infecpdes por clamidias 16.000 Bactéria

Infecpbes intestinais por nematdides 16.000 Vermes parasitas

Esquistossomoss 14.000 Verme parasita

Dengue 13.000 Virus

Outras doencas transmissiveis 1.700.000

Cerca de 56 milhdes d= maortes ocorreram ao rechor do mundo, dado a vanas causas. Destas, aproximacamente 15,6 milhoss
foram decorrentss de doengas infecaceas, praticamente todas nos paisss em desermclwmento. Dados obtidos da Organizacao
Mundial d= Saude (OMS), Gensbra, Suica.

Doengas ccatra as quais existem vacinas eficazes.

a Contra alguns agentes respiraténos agudos, tais como o da gnpe & Strepiococcus pneumoniae, existem vacinas eficazes;
para outros, tais como resfnados, nao ewstem vacinas.

b Existem vaanas contra 0s wrus da hepatite A @ da hepatite B. Nao exstem vacinas contra cutros agentes da hepatite.



Microrganismos no ar: limites

LIMITES ACEITAVEIS DE
MICRORGANISMOS NO AR

Bioaerossois | menos de 1.000 UFC/m? (OSHA*: Field Technical Manual)

Amostras de
superficie

menos de 100 UFC/in2 ** em dutos de ventilacdo (NADCA***)




Prevencao de virus respiratorios

CUIDADOS BASICOS
Com a chegada do
frioaumentam os =
casosde
transmissao do
virus HINI, causador
dagripe A A
populacdo pode \ /
evitar que adoenga Mantenha habitos sau- Evite ficarem locais Melhorea circulacdode  Evite tocar os olhos aboca
se alastre tomando daweis: coma bem,durma  fechados com grande ar abrindo as janelas. e 0 nariz apds o contato
alguns cuidados osuficiente e facaexercidos.  aglomercao de pessoas. com superficies.
basicos de higiene:
= i
% i
— 7
\
|
Ndo compartilhe Lave as maos Cubra aboca e onariz Evite contato direto com Limpe as superficies
objetos de uso pessoal. regularmente com agua e mmum lencoaotossir  pessoas, se estiver com lsas (mesas, telefones,
sabdo ou use alcool gel ou espirmar. algumadoencaespimtoria  macanetas e teclados)

que possa ser transmitida. com alcool Hiquido.
Fonte: Médicos e Searetaria de Estado da Sadde. Infografia: Gazeta do Povo.



Higiene

Lavagem de maos

O QUE O HABITO DE LAVAR AS MAOS PODE EVITAR

CORRETAMENTE

Molhe as mdos e
aplique sabonete em
toda sua extensao

—=, 0s polegares {

PRINCIPAIS DOEN

parceria com a Escola de Higiene ~3
Tropical de Londres ™~

COMO LAVAR AS MAOS y 1)
¢ ]
33,3%

Respiratorias

- ambas as palmas,
s  Sem pressa,
U753 contando até 20

Esfreque o
dorso dos
dedos e lave o

=

Enxague as maos
com agua e evite

7 com 3juda contato direto
das palmas com a torneira
das maos

~ 2 @  Ensaboe e esfreque

CAUSADAS POR VIRUS TOSS e
E BACTERIAS* Y

(*) Dados da pesquisa “Custo das - :

Doenqas do Dia a Dia”, feta em 4

7:,4%

11,8%
Infecgoes
Diarreias de pele
Ensaboe as

. costas das maos
" e esfregue entre
os dedos

Seque com
uma toalha
limpa ou
papel toalha

Fonte: Ascom/Ministério da Sadde, OMS, Lifebuoy

Méo ndo lavada




Vacinagao

¢ ij * ’ VACINA Vating |
% . __VSR Srampo, caxumbs: ™
= 1 0 doses
- et \ anter scoampc;a 8°c_ p
. | ‘ %SRECOSSf:tﬁCZAoﬁIEUDO"“m : .

VACINA CONTRA
CATAPORA
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Agentes patogénicos em alimentos

ORIGEM DOS MICRO-ORGANISMOS
PATOGENICOS PRESENTES NOS
ALIMENTOS

Podem ser:

Endogenos:
O Ta estdo presente dentro das estruturas dos alimentos.

O Podem provocar enfermidades animais e vegetais
transmitidas ou ndo ao homem. Ex: Enterococccus,
Salmonella, Listeria sp, Campylobacter spp

OExogenos:

U Se incorporam ao alimento durante sua manipulagéo e
processamento.

“Podem ser agentes patogénicos ou dos alterantes (saprofites).



Tipos de contaminacao de alimentos

EDITORIA DE ARTE / O TEMPO

TIPOS DE CONTAMINACAO DOS ALIMENTOS

Fisica Presenca de corpos estranhos -
pedras, madeira, cabelo, pregos,
giletes, fragmentos de insetos etc.
- nos alimentos

Quimica Presenca de compostos
quimicos estranhos ou de toxinas
produzidas por micro-organismos
nos alimentos - inseticidas,
metais pesados e medicamentos

R —

Bioldgica Presenca de micro-organismos
patogénicos nos alimentos, como
bactérias, parasitas, virus (como
da hepatite) e animais venenosos
(moluscos, peixes, mexilhdes)

FONTE:MINISTERK) DA SAUDEE COLOPROCTOLOGISTA HILMA NOGUE IRA DA GAMA

Cuidados preventivos

A agua para consumo e preparo dos
alimentos precisa ser filtrada. Caso nao
seja, deve ser fervida para eliminar
residuos e micro-organismos

Lave muito bem frutas e verduras para
evitar contato com micro-organismos, ovos
de vermes ou residuos de agrotoxicos

possiveis larvas de parasitas

Lave com sabdo e agua corrente 0s
utensilios usados para preparar e servir 0s
alimentos - panelas, pratos, talheres e
Copos

Antes das refeicoes, lave as maos com
sabdo para evitar doencas graves comoa
colera e as verminoses



Veiculos mais frequentes e respectivos patégenos

Tabhela 2 - Veiculos mais freqiientes e seus respectivos patogenos

Veicuilo Patogeno classico
Agua lAibrio cholerae, Nomwvals, Giarcliz 50, @ chytosnoricium
Alimentos

Aves domésticas
Zarne bovina

Salmonella, Camayiobactar e Shigela sp.
E. colf enteroemorragica, Taenia saginata

Carne suina Tachla Soiiurm

Frutos dormar L ibrio cholerae, |Fibro parahaemondicus e 1A ibno wiinific s

Eeijo Salmoneliz 50,

s LIsteria 580

Maionese agimonelia 50

Tortas Staphyiococcus, Clostrcivem, Saimonela 0., Campyobactar,
Chaatospandilim e GFiarclia 5.

Zoonoses Maioria das bacteras, wirus e parasitas entércos

Interpessoal
Creches

Hospitalfantibioticos
Fiscina
Yiagem

Shigeila, Carmpviobacter, Chaptosponciim, Giardia, virus,
ClastriciLim diffic e

Clostrichuim ciffic i

Siardia e Cryptosporidiom sp.

E. coli de varios tipos, Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Giardia e Cryptospordium sp., Entamoeba histolytica




Bactérias mais frequentes nas intoxicacoes
alimentares

Salmonella tops food-borne illnesses

Among all food-bome illinesses, salmonsliz is the chisf baciena that
hag caussd more people to be hozpitalized.

Mumber of persons hospitalized o percentage of 2004 . - —
due to food-borne illnesses and ...  hospitalizations by pathogen Perfil Epidemioldgico
3 —_— Proporgio de ag tioldgicos identificados nos surtos de DTA. Brasil, 2007 3 2017*
U] a a
3|I:I 52 4.4 -.la__ . ._3. 5 '{E' : q NIo ot Acados E. Col [n= 525)
= non E.coli Listeria 1,5% b Sactbes —___,  Sobmonelefoe 515
o oy iri ner lo:ﬁ"nmm:aiw-“!l
- SN s e oo
:II'FI| - . R 1.2 e Q e
S Sporcmm P vibrio
< & y Lo (e
entes quimico: irus (n=
5 Enn e g Outros ::0,5 mwlh 33)
| :. ................ mw“do‘
H Nor 7.170 surton 2%
000 12.2% : :
o Shigella S s oo
0 24.4% 47.6%
1997 '88 8% 00 01 '02 03704  Campylobacter Salmonella

SOURCE: Centers for Disease Controd and Preventon AP



Surto de salmonelose nos EUA devido a
contaminacao de pepinos importados

Salmonella cases
linked to imported cucumbers
in 34 states

AL;;KA Total cases: 671
(as of Sept. 28, 2015)

1t024 25t049 50to74 75t099 100 or more

WASHINGTON
21 Lot MAINE
MONTANA Vi \
14 N. DAKOTA ‘\
ORE. MINN. MICHIGAN  NEW MASS
IDAHO 34 wis. /
19 zz S. DAKOTA 38 YORK _ A
WYOMING . "
IOWA PA. | CONN
NEBRASKA OHIO J
NEV. IND. ; DEI
UTAH ILL. WVA. '\ D
51 COLORADO  kaNsAs  Mo. KY. VA. MD
CALIFORNIA - .
{ | TENN N. CAROLINA
164, S NEW OKLA. =h
m 1 death (ARIZONA' wiexico ARK. S. CAROLINA
=0 ) ALA.
. 112 ‘ 30 MISS GEORGIA
TEXAS
33 LOUISIANA Y
HAWAII B ] death FLORIDA
1

Source: Centers for Disease Control and Prevention
MARK NOWLIN / THE SEATTLE TIMES



Staphylococcus aureus

Perfil Epidemioldgico

Brasil, 2007 a 2016*

16,4%

19,6%

sl

M Diarreia

M Dor abdominal
m Vémitos

M Nduseas

m Cefaléia

W Febre

i Outros

" Neurolégicos

SUS+

Siais & SiRtarmas Staphylococcus aureus

4l Producao de Coagulase

4 Producao de Toxinas Citoliticas (Hemolisinas)

Eliminagdo de Ca~ — %Y o Receptor de alfa-toxina

* &) -4— Membrana celular
®
® 7
Fainiacaq de porgs Alfa-toxina (a): desorganiza
*Dados sujeitos a atualizagio a musculatura lisa, causando
Fonte: Sinan /SVS lesoes teciduais e sub-
COVERNO FEDERAL Cutaneas;

Ministério da
Saude
PATRIA EDUCADORA



Surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) no Brasil

Local de ocorréncia de surtos de DTA.
Brasil, 2000-2014*.

4.000 3.773
3.500
3.000
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2.000
1.492

1.500 1.223

835
1.000 731 769
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Fonte: Sinan Net/SWS/MS  *Dados sujeitos a alteragdo
& Ministério da  Governo
susma Sadde Federal

Distribui¢do dos surtos de DTA por local de ocorréncia.

.
Brasil, 2000 a 2015*.
45%
40% 38,4%
15%
30%
25%
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15,5%
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Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saide
*Dados sujeitos a alteracio. Ultima atualizagio em Outubro de 2015.

COVENNGD PEDERAL

FPATAIA ROUCADORA



Surtos de DTA no Brasil de acordo com o tipo
de alimento contaminado

Surtos de DTA por tipo de alimento
no Brasil (SVS, 1999-2010*)

45
40
35
30
25

38,6
222
20 )
15 11,6 10,7
E J_-
o & ]

Alimentos com Alimentos mistos Carnes Sobremesas Ignorado
OVOs crus ou mal vermelhas
cozidos

* outubro,2010



Agentes etiolégicos dos surtos de DTA no Brasil

Agentes etiolégicos responsaveis pelos surtos de DTA.
Brasil, 2000 a 2015*.

® Ndo identificados
m Salmonella spp.
S, aureus
EE. coli
m B. cereus
® virus da Hepatite A
® C. perfringens
® Rotavirus

Shigella spp.

m Coliformes

\.588%

® Outros
Norovirus
Giardia
Fonte: SINAN/SVS/Ministério da Saude GOVERN ;‘r EDERAL
*Dados sujeitos a alteracdo. Ultima atualizagdo em Janeiro de 2016. SUS+ M‘“ﬁz;g da A

PATRIA EDUCADORA



Surtos de DTA por regiao do Brasil

Distribuigao dos surtos de DTA por regido. Brasil, 2000 a 2015*.

a5,0%
40,2%
S0,0%
34.8%
35,0%
30,0%
25,0%
200%
14.8%
15.0%
10,0%
5.0%
0.0%
Replo Sudeite Regdo Sul Regdo Nordeite

Fonte: Sinan Net/SVS/MS  *Dados sujeitos a alteragio

Fonte: SINANSVSMinsténio da Saide
“Dados sujedos a aleracio. Ulima atualirzacdo em Outubro de 2015

6,0%
- =
Regdo Contro-Ouste Reglo Norte

= Regio Sudeste

= Regido Sul

= Regido Nordeste

= Regido Centro-Oeste

= Regio Norte

Brasd, 2007 o 20LE"

Sudesie (39 8%
Sl e Bl
Pberba gl |19 5%

Morke |&.5%]

Cantro-cavle i, 1%

o T R



Investigacao de surtos de DTA

Legenda
ESP - Evento de Saode Publica
LACEN - Laboratdrio Central de Sadde Pablica

Investigacao

s VISA - Vigilancia Sanitaria
SMS - Secretaria Municipal de Saide
Deteccao do surto de DTA = ESP SES — Secretaria Estadual de Sadde
SINAN - Sistema de Informagio de Agravos de
- Notificagdo

NotificagSo LACEN-SES | VE-SMS | D- Doenca

compulsoria Aridlice Encerramento do

imediata surto no Sinan - 141
m Encaminhamento e T Tra n S m It I d a
; A- Alimentos

Registro de amostras ao
no SINAN laboratério

Até 7dias e zi S
Diagndstico i/ \

O fll
e \ / :
e E 4\__,_,_.;—,”’“»—0

Medidas de

informes e
boletins

Investigacdao

prevencao e
controle

Coleta de amostras

VE/ VISA/Laboratério — SMS/SES



Patogenos entéricos que contaminam alimentos

LTH:LSTO 1100 °q




Microrganismos invasivos e toxigénicos

Doencas de origem alimentar

INFECCAO: ingestdo de células vidveis do
microrganismo

a Invasivos ) o Toxigénicos )
Apods a Formacao de
colonizacao, toxinas quando o
penetram e microrganismos
@vadem 0S tecidoj multiplica-se,
esporula ou sofre
l % lise . -/
Salmonella E. coli (E‘H!c, ETEC)
L. monocytogenes C. perfringens
Shigella V. cholerae

E. coli (EIEC) Campylobacter jejuni



Intoxicacao alimentar e diarreias

& o Atas e N\
Intoxicacao alimentar

v Doengas causadas por toxinas produzidas por bactérias

FoTANITATGS pressuissihosIRianis smes o Sonsama

e S. aureus. B. cereus. C. botulinu Botulismo infantil e de Clostridium botulinum 2h a.8-d DlslUrblqs visuais, !raqggza Pesquisa de toxina no soro,
L ! L média: 12-48h  progressiva, com paralisia fezes, coprocultura.
[ I feridas: os descendente e bilateral. Sem
| microrganismos sao diarrela.
. = - Staphylococcus aureus 30min.a8h Vomitos e diarreia. Comum Coprocultura em meio
Toxinas s g_erldus D!..I f!xad 0% B média: 2-4 h em surtos de toxi-infeccao seletivo (Baird-Parker, Vogel-
: fBﬂdE, multlpllcam-se e alimentar. Johnson ou Agar manitol sal)
resistentes ao prud uzem a toxina in e demonstracao de toxina.
calore a EGEU vivo Bacillus cereus 1-6h Vomitos, diarreia ocasional:  Isolamento nas fezes ou no
de enzimas Toxinas resistentes - toxina causando Comum em surtos de toxi- alimento; 10°UFC/g. Meio
diaestivas a0 d i vomito infec¢do alimentar. seletivo para Bacillus cereus.
| IV
g HQHU € énzimas Bacillus cereus - toxina 6-24h Diarreia e dor abdominal. Idem.

digestivas, porém
podem ser inativadas
apos 30 min a 80°C




Testes para identificacao dos agentes etioldgicos de
diarreias

Procedimento de
m Finalidade do meio Aspectos das coldnias suspeitas I ificaca

Isolamento de Lactose negativa (transparente ou Rugai ou EPM-MILi e
Roteiro esq uemético da coprocultu ra: (MacConkey) enterobactérnias sem cor) suspeita de Salmonella sorotipagem

spp. Shigella spp. e E. coli invasivas

Lactose positiva (cor-de-rosa)

suspeita de E. coli

colheita das fezes

Bem isolamento de Transparente ou roxo-claro - Rugai ou EPM-MILi e
v (eosin enterobactérias suspeita de Saimonella spp. sorotipagem
transporte ao laboratério Methylene Roxo-escuro com brilho metalico -
e blue) suspeita de E. coli
enriquecimento cultura priméria HE Seletivo para Salmonefla  Azul ou verde-azulado- suspeitade  Rugai ou EPM-MiLi e
(agar e Shigelia Salmonella spp. (com ou sem centro  sorotipagem
v v Hektoen Contém indicador da negro), Shigelia spp.
cultura secundaria observacgao das placas Enteric) producdo de sulfitode  Amarela - suspeita de E. coli
selecdo de col6nias suspeitas 24 HORAS hickogeio i)
\ SS Seletivo para Salmonella Incolor (com ou sem 0 centro Rugai ou EPM-MILi e
~ - - ~ - ria (Salmonella-  spp. negro) - suspeita de Salmonella spp. sorotipagem
obfervagaoga_\s pIacas . ldentlﬁcagao bloqwmlca Shigella) Pode inibir Shigella spp.  Incolor - suspeita de Shigeila spp.
selegao de colonias suspeitas outros testes 48 HORAS Contémindicadorda  Colonias negras - suspeita de
v v producao de sulfito de Salmonella spp.
s 5 = 2 G 2 i hidrogénio (H.S) Colonias cor-de-rosa - suspeita de
|dent|ﬁ<1::a9ac1>: blngmlca ant|t|)1:odgrafumaI — . col
outros testes resuitado rina
Ve Seletivo para Salmonella Vermelha, rosa forte ou translacida  Rugai ou EPM-MiLi e
. v (verde- Spp. circundadas de vermelho - suspeita  sorotipagem
antlblograma brithante) de Salmonelia spp.
resultado final 96 HORAS Amarela - suspeita de Kiebsiella spp.
AS Campy Seletivo para Acinzentada, brilhante e irregular Identificacao
ou Karmali Campylobacter suspeita de Campylobacter bioquimica

Coloracao com fucsina
de Ziehl ou safranina
(1m)




Microbiologia em Alimentos: deteccao de
bactérias

Grupo Bacillus cereus e suas toxinas _ ,
* Legionella pneumophila

Campylobacter spp. o .

Aot , » [Listeria spp. e Listeria monocytogenes
ostridium perfringens * Salmonella spp. e serotipos de Salmonella

Cronobacter sakazakii

(S. typhimurium e S. enteritidis)
Shigella spp.

e Staphylococcus aureus

Toxina de Staphylococcus aureus
Vibrio spp. (Vibrium colerae apos
inundacoes)

Escherichia coli (STEC) produtora de toxina shiga,
como: E. coli 0O157/H7 e E. coli 0O104/H4

Deteccao de outras espécies de E. coli (exigéncia
do Servico de Inspecao de Seguranca Alimentar
do Departamento de Agricultura dos EUA):

- E CO/{ 026 * Yersinia enterocolitica
e E. coli 045 e Norovirus

* E.coli0103

* E.coliO111 " HAV

 E.coliO0121

e E. coli 0145



Testes de Microbiologia em Alimentos

* A analise microbioldgica de alimentos realizada para detectar agentes
patogénicos e organismos deteriorantes em alimentos pode assegurar a
seguranca continua de seus produtos alimenticios ao longo da cadeia de
suprimento

* Os microrganismos funcionais também devem ser monitorados durante a
producao até o produto final

* As analises microbianas avaliam a seguranca dos ingredientes de alimentos semi-
processados, dos seus produtos finais e dos processos propriamente ditos

* Teste de agentes patogénicos em alimentos

» Testes de agentes patogénicos em alimentos funcionais
» Testes microbioldgicos rapidos em alimentos

e Testes de higiene alimentar



Testes de higiene alimentar

* O teste de especies indicadoras € uma
maneira inteligente de avaliar as Microrganismos Indicadores

condigdes sanitarias, de forma a oferecer " Higene | *
|

6. Avaliagdo microbioldgica de alimentos

um aviso precoce de problemas de

contaminacao e destacar a necessidade l - .
de outros testes de diagnostico ; :
- Informagdes sobre:

* Sao testados os seguintes indicadores  Possivel conteminasio fesel
comuns: contagem total de aerdébios, Informacées sobre: " Rossivel presenco Sepuicosnas
leveduras e mofo, clostridios sulfito- + Falhas o processamento;
redutores, coliformes fecais, Mo i
enterObaCté”aS, EnterOCOCCUS Spp-, * Nivel geral de higie;le do local de processamento /
Staphylococcus aureus, Escherichia coli SoRRZERIIENS:

* Tambem sdo testados agentes
patogénicos ambientais: Salmonella spp.
e Listeria spp.



Testes de alimentos funcionais

e Alimento funcional é todo aquele que produz
efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos
benéficos a saude, quando consumidos
usualmente e acompanhados por habitos
saudaveis

Fabricantes e importadores de alimentos devem
assegurar que todos os beneficios alegados, como
"natural”, "saudavel" e "probiodtico"”, entre outros,
sao precisos. Os testes de alimentos e produtos
dao suporte a demonstracao de conformidade
com base em evidéncias cientificas.

Os beneficios alegados a saude sao usados em
embalagens e rotulos para informar os
consumidores sobre a qualidade dietética e a
relacao dieta-doenca. Os testes e analises de
produtos verificarao se a concentracao de
Ingredientes alegada, frequentemente associada a
produtos saudaveis e bebidas energéticas, €
verdadeira e cientificamente comprovada.

PRINCIPAIS ALIMENTOS FUNCIONAIS

|||||||||||

nnnnn pausa.
25 a 60g/dia




Testes de alimentos funcionais

* Laboratorios acreditados pela ISO 17025 realizam testes
usando tecnologias que incluem cromatografia liquida de
alta resolucao (HPLC), cromatografia em fase gasosa (GC),
ambos com detectores diferentes, como espectrometria de &
massa (MS e MS/MS) e andlise tradicional de nutrientes ’

Parametros avaliados

* Polifendis totais, Procianidinas totais,Bioflavonodides totais,
Carotendides, Acidos fendlicos, Catequinas, Acidos
organicos, Flavondides, Isoflavonas, Nucleosideos e
nucleotideos, Esterdis, Aminoacidos, Acidos graxos,
incluindo acidos graxos 6mega, Vitaminas, Painel
nutricional pré-estabelecido de acoredo com o tipo de
produto analisado e presenca de Lactobactérias




Seguranca alimentar

* O termo “seguranca alimentar" comecou a ser utilizado
apos o fim da primeira guerra mundial. Com a
traumatica experiéncia da guerra, vivenciada
sobretudo na Europa, tornou-se claro que um pais

oderia dominar o outro controlando seu
ornecimento de alimentos

* Definicao: conjunto de normas de producao,
transporte e armazenamento de alimentos visando
determinadas caracteristicas fisicas e quimicas, além
de microbiologicas e sensoriais padronizadas, segundo
as quais os alimentos seriam adequados ao consumo

* Refere-se a alimento seguro ou alimento adequado ao
consumo. Estas regras sao internacionais, de modo que
as relacoes entre os povos possam atender as
necessidades comerciais e sanitarias. Esta é a razao de
"barreiras sanitarias" por alguns paises com relacao a
matérias-primas agropecuarias e produtos alimenticios
importados




Testes microbioldgicos rapidos em alimentos

* Agentes patogénicos em alimentos que chegam ao
consumidor podem causar doencas e até morte.
Produtos contaminados que alcancam a cadeia
alimentar, mesmo que descobertos antes de Q Q
causarem danos, podem prejudicar
irremediavelmente uma marca e seu fabricante. No 3 (\
minimo, a disponibilizagdo de produtos alimenticios
contaminados resultara em caros recalls e
destruicoes de produtos.

* Os testes microbioldgicos rapidos em alimentos
oferecem resultados mais rapidos que os
tradicionais e verificam a presenca ou a auséncia de
agentes patogénicos, ajudando as empresas a
assegurar que os produtos contaminados nao sejam
disponibilizados na cadeia de suprimento.




estes rapidos colorimétricos

REAGENTS and SUPPLEMENTS

Foop.sYS‘\’EM




Testes colorimétricos (substrato cromogénico

NEGATIVO

COLIFORMES
TOTAIS

4 positive wells for coliforms
MPN 11

AS
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3 positive wells for E.coli MPN 8
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12 positive wells for coliforms MPN
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7 positive wells for E.coli MPN 19

96 positive wells for coliforms MPN
is greater than 2424
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96 positive wells for E. coI| MPN is
greater than 2424



Testes bioquimicos

— %) » | '
Vz / N N N - k15 —— TABELA 2. Comportamento de cepas identificadas de
: . 3Gl i : : .
l )I\) .lL,l\‘}. -.\./' * Jsacarose 'coseMa“““’" Staphylococcus spp, isoladas de alimentos in natura ¢ pro-
5 & | I cessados, com relagao aos testes bioquimicos.

aiu | var | sac | i | ea M'jc- INO

_Eapécies de Staphylococcus

",./»:_:-\}. /2 /A ~ O S Nimero Total aureus™  aweus™  intermedius SCP
, | |
9 10 11 12 3 14 15 16 $ tivas
XYL | RAF | TRE | DUL JCHR } NY |AMB | FCY Bh:::n:kos RespiorpuRtm
Coagulase 15 1 8 2 R
Termonuclease 06 1 2 2 I
Catalase 15 1 8 2 4
) | Acetoina 11 1 8 0 2
\\_ Manitol 08 1 3 2 2
Maltose 09 1 6 1 1
FLU [( wth Glicose A 09 1 6 1 1
Glicose An 09 - 6 1 2
DNAsc 13 1 7 2 3
Crescimentoem 13 1 7 2 3
INTEGRAL SYSTEM YEASTS PLu N«Cl17.5%
ORI 22 e e s e *S. aureus - com identificagao confirmativa;
L RS R T VR = S **S. aureus - somente com identifica¢io presuntiva;

SCP - estalilococos coagulase positiva,
Glicose A - glicose em aerobiose;
Glicose An - glicose em anaerobiose




= TSI (Triple Sugar Iron)

* Fermentadores e nao-
fermentadores de glicose,
lactose e sacarose,
producao de gas e de H,S

» Fermentadores:
acidificacao = amarelo

= Sais de ferro e tiosulfato:
H,S + tiosulfato: sultato
ferroso: precipitado negro.

Testes bioquimicos

BIoguUimismo - Salmonella spp.

= Lactose (1%) ;
» Sacarose (1%),; Carboidratos

. * Glicose (01%);
* Vermelho de fenol; +—» Indicador

de pH

« Tiossulfato de sédio; | Indicador
« Sulfato ferroso; de H,S

» Cloreto de sédio;

« Extrato de camne;

« Extrato de levedura; Nutrientes
* Peptona




Testes metabdlicos para diferenciar bactérias

estes de Metabolismo

renciacao de Salmonella e Shigella

- e deoxicolato (acido biliar). Meio seletivo usado

de Salmonella e Shigella a partir de amostras clinicas e

tos. Contém phenol red como indicador de pH (acido — amarelo;
rosa a vermelho). Salmonella metaboliza o tiosulfato produzindo

e com o ferro produzindo um composto escuro (centro da

estes de Metabolismo

Catalase

dec mpée o peroxido de hidrogénio (3%) em

el na identificacao de cocos Gram positivos;
0S sao catalase positivos;
sao catalase negativos;

* Exceto os estreptococos, a maioria das bactérias aercbias e
anaerobias decompode o peroxido de hidrogénio

estes de Metabolismo

terobacteriaceae (Gram -)

ler, Citrobacter e Klebsiella fermentam lactose
ella e Salmonella nao utilizam lactose em seu metabolismo.
adam a peptona formando aménia.

key - contém bile que inibe o crescimento da maioria das
‘Gram +, cristal violeta (inibe algumas bactérias Gram +) e vermelho
dor de pH), lactose e peptona.

Vermelho neutro (indicador de pH)

pHabaxode 68 pH acma de 8.0

- ' iisctind




estes de sensibilidade a antimicrobianos

F h
Diluigdes Seriadas: % & m m Testes de Sensibilidade

: aos Antimicrobianos
225MLDE % 7

DILUENTE 9 ml 9ml

diluente diluente

AGUA
PEPTONADA) .

» Asdiluigdes seriadas devem ser realizadas para a partir delas se fazera
inoculagdo nos meios de cultura;

o E feita pelo menos uma inoculagio de cada dilui¢do

Com o alimento diluido, fica mais facil encontrar uma placa ideal para se
fazer a contagem de microrganismos

; : Staphylococcus aureus ATCC® 29213
Mixed culture on Chromatic MH : 75
MIC Test Strip Meropenem 0.002 - 32 ug/mL MIC Test Strip Cefoxitin 0.016 - 256 pg/mL

M.L.C. = 1.5 pg/mL




Teste de formacao de biofilme
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Figura 1 — Esquema de formagdo de biofilme

sobre uma superficie sélida.



Metodologia para detec¢ao de microrganismos em
alimentos

Detection of foodborne pathoges

Obtain the microbial sample

Identify the pathogenic
strains

Culture based
methods

Gram ELISA, o q-PCR, ECL,
DAS- | Antibodies Real time PCR, FRET,
ELISA, LAMP, Aptamers,
SMAC Latex RSS-PCR, Gold and _Sllver
CHROMaagar agglutination RT -PCR, nanoparticles
Rainbow ag ar Multiplex PCR
9 Polyclonal

Monoclonal

Immunoassays Biosensors

Other IMS, ICA,
methods FTIR,
IMP

Markers




Kits para a deteccao de microrganismos por
Biossensores

MEDICAL Some Biosensors and Kits.

Format Manuoclurer Organisms

AGRICULTURE »uir_v_r":'nr_d Hollmann LaRoche Enkrobacledoceas
biochemicd REMEL Enkrobacledoceas,
Liskerda
Fally adad® Microoida-1D Enlerobaciadoceas
Lislkera, Bocilus,
Slaphyiocos
Camnpylobos e

s

Diochamcd® MicroSaan Enkrobacliedoceas,

Liskeria,
ENVIRONMENT Boacihs, Slaphwlococaus,

Campyloboc ler

rudleic acid? Qualcon Salmanalla.
Staphmio
Liskeria erchiacol

conduckince® M Fws Salmoneadia, Liskernia
Campyloboc ke, E. cali,
Posudomaonds, calilomms

impadances DioMeraux Salmonalla



Exemplos de biossensores

Bxample of biosensors

ﬁ,_‘)

stects the hCG protein in urine.




Testes rapidos: cromatografia

U e |
@ INEGATIVO/ m } l Milk | ENEQSE N |
‘ Negativol ||| ||| : ' J rosmvo /I | Milk  [aurosn |

m I } S. Enteritidis A NEOGEN
- G | ] S, Enforitidis | ANEDREN

E. coli O157:H7 | incaneN

E. coli O157:H7 ' wrosex

\\_—_, "\ . - T



Deteccao de parasitos e virus que causam diarreias
por imunocromatografia

%j CRYPTO

GIARD)A




Isolamento do microrganismo em cultura,
deteccao de antigeno ou anticorpo (sorologia)
e PCR

Sampling
Traditional . _
method 4 \T\\___\ _\_\_M_ultlplex PCR method
Pre-Enrichment . e
AFIAFIA Pre-Enrichment )\
S ane) DF‘T l" (>20hr) C"@
Selective Enrichment 08 Simple DNA Extract é
(24hr.) BN (<2hr.)
Isolation o e PCR Amplification l
(24hr.) _ (2hr.)
Identification _l_ l l Electrophoresis l
(>24hr.) . (<1hr)
Salmn.—»
Serological assay L L l_ List. —*
/[00//00//00/ 0157 —*
(<6hr.) Salm. List. 0157 i
>4 days

2 days



Sequéncia 16S rRNA de bactérias: um dos
alvos preferenciais da PCR

16s rRNA Region
27F 518F
ITS rRNA Region
ITS ITS4

e . -

ITS and 26s rRNA Region

ITS1 ,:.

rRNA Region __'6.8s rRNA Region ‘28 rRNA Region

D1/D2 Hegﬁ




Deteccao molecular de Salmonella por PCR

d-tartrate - d-tartrate +

"R-based discrimination of AT~ and AT Salmnnella strains. The acarose oel shows the multinlex PCR nrofiles from



Deteccao molecular de Shigella por PCR

Fieure 1. Multiplex PCR standardization results: 2% agcarose eel electrophoresis

stained with ethidium bromide. Lane 1: molecular size marker; lane 2: negative

control, lane 3 and 4: Shigella flexneri strain S0(ipaH+/ial+). lanes 5 and 6:

Shigella flexneri strain 01 (ipaH+lial+).



Deteccao molecular de Yersinia por PCR

—» Non-specific amplification

50 bp DNA ladder <

Yersinia enterocolitica (330 bp)

Escherichia coli (152 bp)




Kits comerciais para deteccao de microrganismos
or PCR

= BAX" System BAX’ System
: S REAL-TIME PCR ASSAY REAL-TIME PCR ASSAY
—

. 4 KiT2020 Staphylococcus aureus
200y

98w st
Seuz 40

KIT2000 E. coliO157:H7 ‘

P
Mrveos

1.400863.0042

13024008530

Iryena com

E. coli 0157

(Inc\umng H7)

salmonelld

BAX Systemxs

PCRASSAY

E. coli O157:H7

64 TEST PERKIT FOR LAGORATORY USE OMLY
AS DRECTED W USER GUOE
STOREAT2-8°C CRSTRICTONS

PART KIT2022

BAX' System

REAL-TIME PCR ASSAY

Campylobacter

KiT2018 Jejuni, coli and lani




Deteccao de bactérias: Salmonella

Singlepath™ S

L'MONO | ~t REAL-TIME PCR ASSAY
K‘ \I .
\ ‘ KIT2006 Salmonella
— C L
; ok - \ 90 oty par Mt
- T [Pe— } | - @
y o
’ |
\ B X -

am Thermo

LIMING BIO
SCIENTIFIC

SureTect™
Salmonella species PCR Assay

i o) o 2 sesnt
Wi | 2acc
T o

AAOAC 0 s

am
et




Deteccao de Listeria e Legionella por PCR

SAAA AAAK: The Impact of Advanced Molecular Detection:
g - Investigating Listeria Outbreaks

\ ; monocytogenes m
R L

24 reactions.

Clusters of iliness  Clusters detected Outbreaks solved Median no. of patients  |linesses linked to
detected sooner or only by AMD  (Food source identified) per cluster or outbreak food sources




Deteccao molecular de muitos patégenos em
alimentos de forma simultanea




PCR em Tempo Real (quantitativa)

Amplification plot

Input

W 19
m 019

pLazsTse

0.1 Y T Y Py 1 Y Y ' 1 1 o -
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Cycle

Standard curve

3254 ]

3004

2754

25.0 4
o 2254 .
QO 2004

1754

1504

1254 »

1004 R*=0.998 ’

I ¥ ' ' ) ¥ ) 1)
001 o1 1 10 1 10° 100 1P 100 07

Quantity (pg)

Efficiency = 100.4%

Derivative
Reporter (-Rn’)

10 ng
1ng
B 01ng

10 pg
W 1pg
0.1pg
B NTC

Melt curve

0.04

65 70 75 80 85 90 95
Temperature (°C)

ORNn

———————s

———— ]

A INNESNN NSNS SNESENSEENREnnEN

0 2 4 6 & 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycle



PCR em Tempo Real ou gPCR (quantitativo)

0.7 1 0.1 0.01 0.001 NTC

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

Turbidity at OD

0.1

0 e

20 40 60 80 100
-0.1

024 °1nge0lng* 0.01ng e 0.001ng » NTC

Time (min)



PCR em Tempo Real ou gPCR (quantitative

A g0

Fluorescence

60

40

20 -

w— 10* Copies
10° Copies
102 Copies

= « =10 Copies

=+ 1 Copy

1 1 1 NTC

0 10 20

PCR)

B 4«

Cq

‘ 20
30 40 50

Cycle number

35 -

30 -

25 A

y = -3.64x + 38.236
R?=0.990

1 2 3 4
Log,,(initial template copies)



PCR em Tempo Real ou gPCR (quantitativo)

Assay

Calibrant Amplification Plots

Calibration Curve

Quantity

Standard Curve Plot
Amplification Plot Detector: |KoppelHorse v
5000 Amplification Plot - ___ Standard Curve Plot agend
4.500 ®  Standsrds
En % Unknowns
4000
(0’
3.500 *
- Standard Curve
I 3.000 e
§ -3.508527
< 2.500 2 79346
2000 R2:0.99840285
q) T
C 1.500
- — 1.000 2%
=2 5.000 E1 2
c- 0.000 = =
I I I 0 5 10 15 20 ] 30 £ 40 % 24
Cycle
2
Detector: Koppel Horse | Pot{arnvs.cyde - |color:Detector  ~|
20
¥ Axis: Linear = | threshoid: 011351211 i 10841 10 En2 1063 10 B 106
Quantity
Standard Curve Plot
Ll e Detector: |Laube Mammalian +
L: > 5000 Amplification Plot - Standard Curve Plot Legend
- 4500 m  Standaerds
3 % % Unknowns
4000
(@) c 3500 *
Standard Curve
D_ ] 3.000 34
= r— P Slope: -2.49542
C m < 2600 2 Y-Inter: 378788347
] 2000 R2:0.99682032
(U (D T
= — O 1.500
(U > 1.000 2%
g E 5.000 E1 2%
0.000 b= T
E 0 5 10 15 2 26 0 % a 4% 24
Cycle
‘ ' i 2
Detector: Laube Mammalian x| Potiarnvs.cyde  ~|cColor:Detector  ~|
0
§ ¥ Axis: Linear | threshold: 0.17313614 i 10 B0 10 ER 10ER 106 106




RFU

PCR em Tempo Real: identificacdo da espécie
de carne (bovina, suina, caprina, cavalo etc)

Amplification

iéa E=102.3% N ol
f o g ~ astlive:::pert sprsaniicpasy e
! R*=0.998 F s
1200 o ContrOI BT st
Slope: 3.268 /4

1000 1 o . . //
800 4+ Meat ID™ Halal -
B00 oo coovemr i e .,,’/. - 16/GU-
400 +

1
200 4

0 — ——=
0 10 20 30 40




ldentificacao do tipo de peixe (salmao
verdadeiro?) por gPCR

SureFood
FISH ID
Oncorhynchus mykiss IAAC



|dentificacao de fungos e mofo por qPCR

PCR Detection Kit H &KA

Fusarium Screening @n2003.22
Nochwes von
Oetecton

e

;;srand Mold Quantification LyoKit
Quick Reference Procedure

SNciemie

m.nm



Aplicacao das técnicas moleculares a analise de
carne

Whois there? —){ 16SrDNA ]-:l:[ 16S metagenomics

What can they do? DNA

Metagenomics

’ l mRNA —> @ @[ Metatranscriptomics J
O r

_ Whataretheydomg" { Proteins ]l=> ﬁ m :=>[ Metaproteomics J

; 4 \ { Metabolites ]l#=> Metametabolomics




High Throughput Assay

Low Throughput Assay

MOLECULAR AND ARRAY-BASED TECHNIQUES

Técnicas moleculares avancadas

ANALYTICAL TECHNIQUES

v'¢\1\terati%
Real-Time NMR
PCR éo“ 3
o g b Vibrational and Fluorescence
SSR j 3 ' Spectroscopy
- § = Raman | IR
z H
) &
% ™
NGs Rood safe | sensoryAmays
Sk Isotopic
A Proteogenomic Tecnhiques
TaaMan Chromatographic Techniques
e %‘__,‘,"'.' Immunological Tecnhiques HRMS
DNA-barcoding :
, | MS-based Techniques

DNA Biosensors

Bioinformatics | Chemometrics




Aplicacdao da nanotecnologia na industria de
alimentos

\a

4 Application of »
Nanotechnology
in Food Industry

4

A

[

Food Processing

A

!

\

[

ANTICAKING AGENT
Improve consistency &
prevent lump formation

R &

NANO ADDITIVES &
NEUTRACEUTICALS
Improve nutritional value

]
Food Packaging

A
! \

IMPROVED PACKAGING
Use of Nanoparticles to
improved physical

ACTIVE PACKAGING
Nanoparticles as
antimicrobial agent

SMART PACKAGING
Nano-biosensors for
pathogen detection

of food performance of food
& A 4
( Y/~ NANO CAPSULATION & )
GELATING AGENT NANOCARRIERS
To improve of food To protect aroma, flavor
texture and other ingredients in
- Y & food J




