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OLIVEIRA, JANAINA PRIETO. Contaminagdo cruzada no ambiente doméstico:
capacidade de formacdo de biofilmes, resisténcia a antibidticos e desinfetantes de
microrganismos isolados de superficies de corte de madeira e plastico. Tese (Doutorado)-
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), 97 p.

Resumo

Préticas inadequadas no uso e higiene de tbuas de corte utilizadas na manipulacéo de
alimentos podem permitir a permanéncia de microrganismos e formagao de biofilmes,
contribuindo para a contaminagdo cruzada em residéncias. O objetivo do estudo foi
avaliar o perfil de manipulagdo e a presenca de microrganismos em tabuas de corte de
madeira e plastico, obtidas do ambiente doméstico. Um total de 100 tdbuas (n=50 de
madeira e n=50 de plastico) foram coletadas na cidade de Botucatu-SP, acompanhadas
de um questionario. Para realizacdo das analises microbioldgicas foram retirados
fragmentos de 44 mm de didametro. A remocao das bactérias aderidas foi conduzida por
imerséo e lavagem dos fragmentos em banho-ultrassénico, os calculos foram realizados
para area (cm#ml) e os resultados apresentados em log UFC/cm? para contagem de
aerobios mesofilos, Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp e presenca/auséncia de
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli. Um fragmento de 22 mm de
didmetro foi utilizado para avaliacdo da microscopia eletrénica de varredura (MEV). O
estudo realizou ainda a pesquisa de genes de viruléncia e genes envolvidos na producgéo
de biofilmes, avaliacdo da capacidade de adesdo dos isolados e perfil de resisténcia a
antibidticos e sanitizantes comerciais. Para L. monocytogenes foram pesquisados 0s genes
de viruléncia inlA, inIB, inlC, hlyA e actA e de biofilmes prfA, flaA, agrA, agrB, agrC,
agrD e luxS. Para E. coli os genes de viruléncia int 1, stx1 e stx2 e os de biofilmes wcaA,
wza e luxS. Os dados foram tratados estatisticamente associando os achados laboratoriais
e informacBes obtidas do questionario. As tabuas de plastico apresentaram valores
superiores para a contagem de aerébios mesofilos e Enterobacteriaceae (p<0,05), quando
comparada as tabuas de madeira. O estudo encontrou a presenca de 3% (3/100) para
Listeria monocytogenes, 5% (5/100) Escherichia coli e (0%/100) para Salmonella spp.
sem diferenca entre a madeira e o plastico. Valores superiores foram observados para a
contagem de aerdébios mesodfilos e Enterobacteriaceae (p<0,05) em tabuas de madeira
com tempo de uso de 0 a 1 ano. As imagens de microscopia exibiram a presenca de
microrganismos aderidos as tabuas e estruturas semelhantes a biofilmes. A caracterizacdo
dos isolados de L. monocytogenes e E. coli demonstrou a presenca de genes de viruléncia
e genes envolvidos na producdo de biofilmes. A capacidade de adesdo foi classificada
como fracamente aderente. O perfil de resisténcia dos isolados revelou um cenério de
multirresisténcia para as classes testadas e a presenca de 60% para ESBL em E. coli. Os
sanitizantes comerciais avaliados foram eficientes no controle de L. monocytogenes e E.
coli, seguindo a indicacdo de wuso do fabricante. O estudo observou que
independentemente do material tdbuas de corte podem servir como veiculos para
microrganismos com potencial para causar doencas, contribuindo para contaminacgéo
cruzada em cozinhas domeéstica. O estudo destaca a importancia das condi¢des higiénico-
sanitarias no manuseio de alimentos crus antes do preparo bem como a substituicdo
frequente do utensilio.

Palavras-chave: Salde publica, Doengas transmitidas por alimentos, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Tabuas de corte, MDR
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Abstract

Inadequate practices in the use and hygiene of cutting boards used in food manipulation
can allow microorganisms to remain and form biofilms, contributing to cross-
contamination in homes. The objective of the study was to evaluate the manipulation
profile and the presence of microorganisms on wooden and plastic cutting boards,
obtained from the domestic environment. A total of 100 boards (n=50 wooden and n=50
plastic) were collected in the city of Botucatu-SP- Brazil, accompanied by a survey. To
carry out microbiological analyzes, fragments measuring 44 mm in diameter were
removed. The removal of adhered bacteria was carried out by immersing and washing the
fragments in an ultrasonic bath, calculations were carried out for area (cm#ml) and the
results were presented in log CFU/cm2 for aerobic mesophilic count, Enterobacteriaceae
and Pseudomonas spp. and presence/absence of Salmonella spp., Listeria monocytogenes
and Escherichia coli. A 22 mm diameter fragment was used for scanning electron
microscopy (SEM) evaluation. The study also carried out research on virulence genes and
genes involved in the production of biofilms, evaluating the adhesion capacity of the
isolates and the resistance profile to antibiotics and commercial sanitizers. For L.
monocytogenes, the virulence genes inlA, inlIB, inlC, hlyA and actA and the biofilm genes
prfA, flaA, agrA, agrB, agrC, agrD and luxS were investigated. For E. coli the virulence
genes int 1, stx1 and stx2 and the biofilm genes wcaA, wza and luxS. The data were treated
statistically by associating laboratory findings and information obtained from the survey.
Plastic boards showed higher values for the count of aerobic mesophilic and
Enterobacteriaceae (p<0.05), when compared to wooden boards. The study found the
presence of 3% (3/100) for Listeria monocytogenes, 5% (5/100) for Escherichia coli and
(0%/100) for Salmonella spp. no difference between wood and plastic. Higher values
were observed for the count of aerobic mesophilic and Enterobacteriaceae (p<0.05) on
wooden boards with a period of use of 0 to 1 year. The microscopy images showed the
presence of microorganisms adhered to the boards and structures similar to biofilms. The
characterization of L. monocytogenes and E. coli isolates demonstrated the presence of
virulence genes and genes involved in biofilm production. The adhesion capacity was
classified as weakly adhering. The resistance profile of the isolates revealed a multidrug
resistance scenario for the classes tested and the presence of 60% of ESBL in E. coli. The
commercial sanitizers evaluated were efficient in controlling L. monocytogenes and E.
coli, following the manufacturer's instructions for use. The study noted that regardless of
material, cutting boards can serve as vehicles for microorganisms with the potential to
cause disease, contributing to cross-contamination in home kitchens. The study highlights
the importance of hygienic-sanitary conditions when handling raw foods before
preparation, as well as frequent replacement of the utensil.

Keywords: Public health, Foodborne illnesses, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Cutting boards, MDR
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1. INTRODUCAO

As doencas de origem alimentar (DOA) s&o definidas como enfermidades
infecciosas ou toxicas causadas pelo consumo de agua ou alimentos contaminados, de
importancia nacional e global séo consideradas um dos maiores problemas mundiais de
salde publica (BESHEARSE et al., 2021). Podem ocorrer em qualquer etapa da cadeia
alimenticia desde da producdo, distribuicdo e preparo para o consumo (OMS, 2023a).

Todos os anos uma em cada 10 pessoas no mundo adoece apds ingerir alimentos
contaminados levando a mais de 420.000 mortes, nos Estados Unidos aproximadamente
9,4 milhdes de pessoas sdo acometidas das quais 56.000 necessitam de hospitalizacdo e
1.351 morrem (OMS, 2023b).

No Brasil dados do Ministério da Satde apontam que de 2013 a 2022 ocorreram
6.523 surtos de DOA com 107.513 pessoas doentes e cerca de 609.660 pessoas expostas,
com um total de 112 mortos neste periodo. Neste cenario 35,1% dos surtos ocorreram a
partir de alimentos manipulados e ingeridos nas proprias residéncias, sugerindo nimeros
ainda maiores, justificado pela baixa identificacdo e notificacdo de casos pelas
autoridades de saude brasileira (BRASIL, 2023).

As principais falhas durante a manipulacdo estdo relacionadas as condicGes de
higiene dos locais e superficies onde alimentos sdo manipulados, falta de higiene pessoal
e contaminacdo cruzada entre utensilios utilizados no ambiente doméstico (OKPALA;
EZEONU, 2019). A contaminacdo cruzada é a transferéncia de microrganismos de um
material ou alimento contaminado para outro, tendo como principais vias de
contaminacdo carnes cruas, tabuas de corte, embalagens sujas e as mdos (CARDOSO et
al., 2021; OKPALA; EZEONU, 2019).

As tdbuas de cortes sdo utensilios amplamente utilizados no preparo e
manipulacdo de alimentos, sejam crus ou prontos para 0 consumo e a medida que 0s
manipuladores desconhecem medidas adequadas de higiene, armazenamento e
conservacdo destas tabuas, a matéria organica e 0S microrganismos presentes em
alimentos crus podem permanecer aderidos junto a essas servindo como fonte de
contaminacdo (AVIAT et al., 2020; CARDOSO et al., 2021; RAVISHANKAR; ZHU,;
JARONI, 2010).

A permanéncia e adesdo de microrganismos patogénicos pode ocorrer em
qualquer tipo de superficie como tabuas de madeira, vidro e plastico (DANTAS et al.,
2018; SOARES et al., 2012; TOMICIC et al., 2020). Alguns materiais como a madeira e
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o pléstico oferecem condi¢Bes favordveis (maior porosidade) para o crescimento,
desenvolvimento e estabelecimento de microrganismos, com capacidade de produzir
biofilmes (DANTAS et al., 2018).

Os biofilmes sdo comunidades de células sésseis constituidas por uma ou varias
espécies bacterianas inclusas em uma matriz de polimeros extracelulares
(exopolissacarideos - EPS), aderidas em uma superficie inerte ou viva (FLEMMING;
WINGENDER, 2010; SINGH et al., 2021). A formacéo de biofilmes e sua permanéncia
em tabuas de corte pode comprometer a qualidade microbiolégica de alimentos
manipulados neste utensilio, expondo as pessoas ao risco biol6gico através da
biotransferéncia de microrganismos patogénicos presente (ALVAREZ-ORDONEZ et al.,
2019; DE OLIVEIRA et al., 2014).

Nos ultimos anos pesquisadores buscam informacgdes sobre a ocorréncia e
prevaléncia de patogenos em diferentes categorias de materiais que caracteriza tabuas de
cortes (DANTAS et al., 2018; KUSUMANINGRUM et al., 2003b; MOORE; BLAIR;
MCDOWELL, 2007; RAVISHANKAR; ZHU; JARONI, 2010; SOARES et al., 2012,
TOMICIC et al., 2020). A maioria desses estudos demonstraram que 0s processos de
higienizacdo utilizando agua, detergente e sanitizante podem néo serem eficientes para
eliminar patégenos, permitindo a sua permanéncia e posterior transferéncia para
alimentos manipulados nestas superficies.

Grande parte destes estudos avaliaram tabuas de corte relacionando a
contaminagdo cruzada, persisténcia de microrganismos e capacidade de adesdo e
producdo de biofilmes em cenarios simulados, podendo néo refletir com fidelidade perfis
de uso do utensilio na manipulacéo de alimentos, ja que uma multiplicidade de parametros
é determinante para a persisténcia de microrganismos em superficies de cortes (POSSAS
etal., 2017).

Assim o presente estudo objetivou avaliar o perfil de manipulacéo, caracterizacéo
e a presenca de microrganismos em tabuas de corte de madeira e plastico, obtidas do

ambiente doméstico em cendrio natural de uso do utensilio.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCAS DE ORIGEM ALIMENTAR (DOA)

Geralmente o desenvolvimento de uma doenca de origem alimentar se deve a

condicdes especificas como a viruléncia do microrganismo presente, a carga microbiana



20

no alimento e as condig¢des do sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso a possivel
presenca de outros tipos de contaminantes, além dos microbianos, podem trazer
implicacGes para a satde dos consumidores (GALLO et al., 2020).

Vaérios sdo os fatores que contribuem para a emergéncia de doencas entre 0s
quais destacam-se: 0 crescente aumento das populagdes, a existéncia de grupos
populacionais vulneraveis ou mais expostos, o processo de urbanizacdo desordenado e a
necessidade de producdo de alimentos em grande escala (BRASIL, 2010). Podemos
adoecer a qualquer momento de diferentes maneiras e a alimentagdo se tornou uma
origem muito comum para diversas doengas (BESHEARSE et al., 2021).

Alguns agentes etioldgicos sdo apontados com maior frequéncia em surtos dentre
eles: Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp, Shigella spp., Bacillus
cereus, Clostridium spp, Norovirus e Rotavirus tendo o alimento como fonte de
introducdo desses microrganismos (BESHEARSE et al.,, 2021; BRASIL, 2023;
SCALLAN et al., 2011). Os sintomas mais comuns dessas doengas sdo diarreia, nausea,
vomito, dor abdominal, falta de apetite, febre, diarreia sanguinolenta e desidratacéo grave
(SALAHSHOURI et al., 2020).

Durante a manipulacéo e preparo dos alimentos em cozinhas domésticas a falta de
aplicacdo de procedimentos corretos de manipulacédo e higienizacdo podem potencializar
a introducdo e contaminacdo de tabuas por microrganismos, além de outros utensilios,
méao e alimento manipulado, aumentando assim o risco de contaminacgdo cruzada nesses
locais (COGAN et al., 2002; GORMAN; BLOOMFIELD; ADLEY, 2002).

As exposicdes podem ser reduzidas mudando nosso proprio comportamento e
habitos em resposta a esses fatores, bem como removendo fatores de risco o tanto quanto
pudermos. Boas praticas de manipulacdo, inspecdo, monitoramento e educagdo visam
manter ambientes saudaveis e reduzir a incidéncia de doencas, possibilitando agregar
informacdes relevantes de seguranca dos alimentos a populacdo, uma vez que 0s
consumidores estdo cada vez mais atentos as praticas que proporcionem uma melhora na

qualidade de vida e ndo traga riscos a saude.

2.2 BIOFILMES

Definidos como células microbianas aderentes a uma superficie ou interface

cobertas por uma matriz de substancia exopolimérica, os biofilmes sdo frequentemente
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um modo significativo de crescimento bacteriano em ecossistemas naturais e patogénicos
(ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2019; RUMBAUGH: SAUER, 2020).

A formacdo de biofilmes (Figura 1) é um processo de desenvolvimento iniciado
por organismos planctonicos (vida livre), formando agregados e/ou fazendo a transicéo
para um estilo de vida associado & superficie (células sésseis). E concluido quando as
células escapam da estrutura do biofilme em um processo conhecido como disperséo para
retornar a0 modo de crescimento plancténico, com estagios de desenvolvimento
correspondendo a padrbes Unicos de producdo de proteinas e expressdo génica
(RUMBAUGH; SAUER, 2020).

A dispersdo é geralmente caracterizada como o estdgio terminal do
desenvolvimento do biofilme muitas vezes referida como dispersdo de semeadura, pois
supde-se que a dispersdo leve a translocacéo de bactérias para novos locais de colonizagéo
(RUMBAUGH; SAUER 2020).
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FIGURA 1 - Formacéo de biofilmes, fixacdo reversivel (etapa 1), fixacdo irreversivel
(etapa 2), maturacdo do biofilme (etapas 3 e 4) e dispersdo (etapa 5) (RUMBAUGH,;
SAUER 2020).

A estrutura da matriz de substancia polimérica extracelular (EPS) dos biofilmes
€ composta por um ou mais polissacarideos extracelulares, DNA e proteinas (RABIN et
al., 2015). A auto-organizacdo das moléculas de EPS na matriz é baseada nas interagdes

intermoleculares entre os componentes do EPS, que também determinam as propriedades
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mecanicas da matriz e a atividade fisiologica dos organismos no biofilme (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

Esta matriz fornece abrigo para as células internas e contribui para o
recrutamento de nutrientes, bem como para a adesdo a superficie associada (FLEMMING
et al. 2016; FLEMMING; WINGENDER, 2010). A associa¢cdo dos organismos em
biofilmes constitui uma forma de protecéo ao seu desenvolvimento, fomentando relagdes
simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis, com maior resisténcia as
defesas imunoldgicas do hospedeiro e maior tolerancia ao estresse incluindo falta de
nutrientes, desidratacdo e resisténcia a agentes antimicrobianos (FLEMMING et al.,
2016; RUMBAUGH; SAUER, 2020).

As principais caracteristicas relacionadas ao modo de crescimento séssil incluem
perda da expressdo génica do flagelo, producdo de componentes da matriz do biofilme,
inducdo de mecanismos de resisténcia a antibioticos (incluindo bombas de efluxo) mesmo
quando os biofilmes foram cultivados na auséncia de antibidticos e aumento dos niveis
de fatores de viruléncia (HEACOCK-KANG et al., 2017; LIAO; SCHURR; SAUERA,
2013; WILLIAMSON et al., 2012).

Flutuacdes na capacidade de formacéo de biofilme entre espécies ou cepas de
diferentes genotipos e sorotipos foram identificadas, o que revela a evolucao da formagéo
de biofilme aprimorada de varias origens genéticas. 1sso permite a troca de metabolitos,
moléculas sinalizadoras, material genético e compostos defensivos os quais ditam as
interacdes entre os microrganismos (RABIN et al., 2015).

Uma vez introduzidos os patdgenos podem crescer nas superficies ou
simplesmente persistir ali e ficarem cercados por material de biofilme proveniente do
crescimento de ndo patdgenos, presentes no ambiente (RAYNER; VEEH; FLOOD,
2004). As propriedades emergentes dos biofilmes sdo a razéo para o sucesso evolutivo
dos mesmos e fundamentam o papel dos biofilmes como formadores de habitat global
(RUMBAUGH; SAUER, 2020).

A contaminacdo de alimentos ndo se limita a instalacdes de grande escala, outros
ambientes como as casas e uso de utensilios como esponjas, tdbuas de corte, panos de
prato, balcdes e outras superficies representam areas onde patégenos microbianos podem
ser depositados e, portanto, surge a necessidade de avaliar se €sses 0rganismos

encontraréo condigOes e formaréo biofilmes.
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2.3 CONTAMINACAO CRUZADA EM TABUAS DE CORTE

Muitos casos de surtos alimentares sdo originarios do ambiente doméstico e
podem estar associados ao manuseio inadequado de alimentos e condutas de higienizagao
ineficaz (ALVES et al., 2022; BRASIL, 2023; HAYSOM; SHARP, 2005). O risco de
doenca de origem alimentar associado a contaminacgdo cruzada depende de dois fatores:
0 nivel de contaminacdo e a probabilidade de sua transferéncia para os alimentos
consumidos (GORMAN; BLOOMFIELD; ADLEY, 2002; KUSUMANINGRUM et al.,
2003a; POSSAS et al., 2017).

Préticas inadequadas no uso de utensilios e manuseio de alimentos levam a
introdugéo e disseminagdo de contaminantes bacterianos no ambiente domiciliar, com
énfase para cozinha, apresentando riscos de contaminacdo com diversos alimentos e
microrganismos descritos como responsaveis na ocorréncia de doenca (ALVES et al.,
2022; CARRASCO; HAYSOM; SHARP, 2005; MORALES-RUEDA; GARCIA-
GIMENO, 2012).

Quando uma bactéria encontra nutrientes e condi¢Bes adequadas como pH,
atividade de agua e temperatura, podem multiplicar-se rapidamente nos alimentos com
énfase para alimentos crus como ovos e carnes (ALVES et al., 2022; CARRASCO et al.,
2012). Esses alimentos sdo apontados pelo Ministério da Satide como responsaveis em
média 9,9% dos surtos de doencas transmitidas por alimentos, registradas no Brasil,
preocupando as autoridades de satde (BRASIL, 2023).

As principais falhas durante a manipulagéo de alimentos no ambiente doméstico
estdo relacionadas a falta de higiene com os utensilios e ambiente de manipulagéo, falta
de higiene pessoal e contaminacado cruzada (ALVES et al., 2022; CARDOSO et al., 2021;
SOARES et al.,, 2012). A contaminacdo cruzada acontece com a transferéncia de
microrganismos de um material contaminado para outro que anteriormente apresentava-
se indcuo, sendo uma das principais causas desencadeadora e multiplicadora de doencas
de origem alimentar em residéncias (GORMAN; BLOOMFIELD; ADLEY, 2002; VAN
ASSELT etal., 2008).

Considerada um dos utensilios mais contaminado por bactérias heterotréficas na
cozinha a tabua de corte é de interesse de estudo, pois apresenta riscos constante de
contaminag&o cruzada no ambiente doméstico (CARDOSO et al., 2021; DANTAS et al.,
2018; KUSUMANINGRUM et al., 2003b; SOARES et al., 2012; VAN ASSELT et al.,
2008).
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Durante o processo de higienizacdo as falhas na remocgdo de bactérias dessas
superficies aumentam a possibilidade de contaminagdo devido ao contato do alimento
com a superficie contaminada, onde a ingestdo de pequenos numeros de alguns
microrganismos patogénicos pode ser suficiente para causar doencas (COGAN et al.,
2002; RAVISHANKAR; ZHU; JARONI, 2010; SEKOAI et al., 2020).

Préticas inadequadas e 0 uso da mesma superficie de corte para manipulacdo de
alimentos crus como carnes, folhas e vegetais sdo responsaveis por 40 a 60% dos casos
de doencas de origem alimentar nesse ambiente (DE JONG et al., 2008), alimentos
preparados ou consumidos em residéncias podem representar até 87% dos surtos
notificados (VAN ASSELT et al., 2008). Esses dados tém motivado uma série de
pesquisas com o objetivo de avaliar como préaticas de manipulacdo de alimentos, em
ambientes domésticos, se relacionam com a ocorréncia de casos/surtos de DOA.

Nos ultimos anos a necessidade de conhecer como 0s microrganismos Sao
transmitidos por toda a cadeia alimentar levou os microbiologistas a observar outros
processos bacterianos além do crescimento e da morte de microrganismos e a
contaminagdo cruzada comeca a ser avaliada utilizando modelos dindmicos alem de
estudos observacionais (CARDOSO et al., 2021; POSSAS et al., 2017).

A quantificacdo do risco de contaminacdo cruzada associada a varias etapas nos
processos de preparacdo, higienizagdo e armazenamento de utensilios utilizados para
manipulacéo e preparo dos alimentos podem fornecer informacdes para o aprimoramento
e gerenciamento de riscos em ambientes domiciliares (ALVES et al., 2022; CARDOSO
et al., 2021; CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO, 2012).

Assim estudos buscam por informac@es dos varios aspectos da disseminacdo de
patogenos dentro do ambiente de preparacao de alimentos, de forma a fornecer subsidios
aos consumidores sobre praticas seguras que evitem a contaminacdo cruzada e a adocao

de medidas educativas e preventivas no controle de DOA neste ambito.

2.3.1 Formacao de biofilmes em tabuas de corte

As caracteristicas de um organismo e seu ambiente circundante estdo entre 0s
fatores importantes que podem afetar a sobrevivéncia de células bacterianas nas
superficies permitindo a persisténcia bacteriana em diferentes tipos de tabuas, devido a
uma maior resisténcia ao meio, estresse ambiental e a produtos quimicos utilizados nos
processos de higienizacdo (KUMAR et al., 2017; RABIN et al., 2015; RAYNER; VEEH;
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FLOOD, 2004). Uma vez introduzido os biofilmes podem abrigar patdgenos que crescem
e se multiplicam nestas superficies ou simplesmente persistirem no local instalado,
protegidos por biofilmes pré-existentes proveniente do crescimento de outros
microrganismos ndo patogénicos (KUMAR et al., 2017).

Nesse microambiente podem-se destacar duas porc¢des facilmente distinguiveis: O
interior do biofilme em que as condi¢Bes sdo mais favoraveis ao controle e o exterior
deste em que o controle nutricional € dificultado, com células nas duas porcdes,
denominando-se células sésseis aquelas que se localizam na porc¢do interna e células
planctonicas as exteriorizadas flutuantes (FLEMMING et al., 2016; RUMBAUGH,;
SAUER, 2020).

As propriedades da superficie de fixacdo como hidrofobicidade, carga
eletrostatica, rugosidade da interface e topografia afetam a formacdo do biofilme e,
portanto, afetam o estado geral de higiene da superficie (ARAUJO et al., 2010; TANG et
al., 2011). O estado de desgaste e conservacao de uma superficie também pode influenciar
na formacéo do biofilme, pois depdsitos porosos e irregulares sdo regides propensas ao
crescimento bacteriano (DHOWLAGHAR et al., 2018; DONLAN, 2002; TANG et al.,
2011).

Alguns estudos revelaram que a adesdo bacteriana é mais provavel de acontecer
em superficies mais asperas (DHOWLAGHAR et al., 2018; TANG et al., 2011),
enquanto outros nao encontraram nenhuma associacdo entre rugosidade e adesdo
bacteriana (JINDAL et al., 2018). Superficies hidrofébicas tendem a atrair mais bactérias
(DANTAS et al., 2018), mas estudos que testaram o efeito da hidrofobicidade observaram
resultados opostos (ALVARADO, 2012; GOMES et al., 2015; VELUZ; ALVARADO,
2012) e outros estudos indicaram que superficies hidrofilicas permitiram mais aderéncia
bacteriana do que os equivalentes hidrofébicos (DHOWLAGHAR et al., 2018; JINDAL
etal., 2018).

Flutuacdes na capacidade de formacdo de biofilme entre espécies ou cepas de
diferentes genotipos e sorotipos foram identificadas o que revela a evolugdo da formacéo
de biofilme, aprimorada de vérias origens genéticas (WANG; KALCHAYANAND;
BONO, 2015; YUAN et al., 2018). Espécies semelhantes também podem impactar umas
as outras em uma comunidade microbiana mista que culmina na co-colonizacdo de certas
espécies (CARRASCO et al., 2021).

Mesmo com tantos estudos ainda se faz necessario maior compreensao de como

estes eventos acontecem, quais mecanismos envolvidos na adeséo, desenvolvimento e
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maturacdo de biofilmes em tabuas de corte como t&buas, contribuindo com informacdes

sobre microrganismos, praticas de uso como o armazenamento, higienizacéo e vida util.

2.3.2 Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A resisténcia a antibidticos tem sido alvo de estudos e apontado como um
importante problema principalmente com o aparecimento de bactérias multirresistentes,
consideradas atualmente um problema global emergente em saude publica (CANICA et
al., 2019; ROCA et al., 2015).

Uma variedade de antimicrobianos sdo utilizados em condicGes terapéuticas e
profilaticas em seres humanos e animais, o0 que levou a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a recomendar o controle e restricdo no uso destes agentes nos ultimos anos
(ROCA et al., 2015).

InfeccOes por estirpes resistentes apresentam dificuldades de tratamento e
podem levar ao 6bito pela inatividade de grupos de antimicrobianos administrados, na
tentativa de debelar uma doenca (ROCA et al., 2015; THANNER; DRISSNER; WALSH,
2016).

A emergéncia de microrganismos resistentes seja por mutagdes ou pela aquisicao
de elementos genéticos moveis, portadores de genes de resisténcia, pode ocorrer
independentemente da presenca de agentes antibacterianos, é a exposicao a essas drogas
que fornece a pressdo seletiva necessaria para o surgimento e disseminacdo de patdgenos
resistentes (CANICA et al., 2019; THANNER; DRISSNER; WALSH, 2016).

Além disso as estratégias evolutivas de resisténcia antimicrobiana de bacteérias,
especialmente patdgenos de origem alimentar, que incluem impermeabilidade celular,
mutacdo no local alvo, efluxo de drogas e inativacdo de drogas, resultaram em um grande
desafio devido ao surgimento de bactérias altamente resistentes a diferentes
antimicrobianos nos ultimos anos (LAVILLA-LERMA et al., 2013; THANNER;
DRISSNER; WALSH, 2016).

Os antibioticos anteriormente eficazes estdo perdendo seu poder em todos os fins
para os quais foram usados (pessoas, animais e plantas) o que leva a falhas no tratamento
e aumento da morbidade, mortalidade, tempo de hospitalizacéo e custo dos cuidados de
salde (KOCH; HUNGATE; PRICE, 2017; MANAFI et al., 2020), com a disseminagéao
de genes de resisténcia em humanos via alimentos documentada em diferentes alimentos
(CANICA et al., 2019; DE BEEN et al., 2014; KOCH; HUNGATE; PRICE, 2017).
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O fato de microrganismos resistentes poderem sobreviver em uma ampla gama
de nichos e se adaptarem a hospedeiros alternativos € preocupante, o que pode ampliar
sua capacidade de adquirir novos determinantes, tanto em termos de viruléncia quanto de
resisténcia, mantendo simultaneamente sua aptiddo (DA COSTA; LOUREIRO; MATOS,
2013).

E importante 0 conhecimento de aspectos de resisténcia, transferéncia e
disseminacdo de microrganismos patogénicos em salde publica, o que ocorre ap6s a
colonizagdo ou infeccdo do hospedeiro suscetivel com a transferéncia de genes de
resisténcia as bactérias presentes na microbiota do novo hospedeiro (DA COSTA,
LOUREIRO; MATOS, 2013).

Gerenciar a disseminacdo da resisténcia a antibidticos requer entender as
interagOes ecologicas de bactérias resistentes em toda a microbiosfera, o conhecimento
do risco de exposicao a patdgenos presentes no ambiente doméstico pode contribuir com

informagdes importantes em saude publica, alem de permitir estratégias futuras.

2.3.3 Resisténcia bacteriana aos sanitizantes

A busca por um produto desinfetante de uso doméstico ndo € uma tarefa facil,
atualmente encontra-se uma grande escala de opgdes relacionadas a marca, preco e
principio ativo do produto e em grande parte a escolha é baseada em critérios subjetivos
ou recomendac6es do fabricante atrelada ao preco.

A desinfeccdo ¢ um dos mais importantes aspectos de prevencdo de
enfermidades no ambiente doméstico principalmente relacionado a contaminacdo de
alimentos, atuando na prevencao de microrganismos causadores de doencas (MENINI et
al., 2022).

Para uma desinfeccdo eficaz o fabricante apresenta informagfes no rétulo
consideradas necessarias para total acdo do produto tais como dilui¢do, tempo de acéo,
tipo de material a ser desinfetado e a retirada prévia de sujidades para uma melhor acédo
do produto (M@RETR( et al., 2012).

O conhecimento de sistemas e testes desinfetantes para alvos microbianos
ganhou relevancia no ambiente doméstico no controle de micro-organismos (COGAN et
al., 2002; DEVERE; PURCHASE, 2007; DJEBBI-SIMMONS et al.,, 2019);
MEDRANO-FELIX et al., 2011; RUTALA et al., 2000). Varios produtos desinfetantes e

antimicrobianos estdo disponiveis comercialmente atuando contra uma variedade de
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micro-organismo, sugerindo eficdcia que incluem acdo em biofilmes e patdgenos
(DJEBBI-SIMMONS et al., 2019; FAGERLUND et al., 2017; LINEBACK et al., 2018;
M@RETR® et al., 2009). No entanto embora as particulas de alimentos sejam geralmente
limpas quando boas préaticas de higiene sdo aplicadas, as bactérias ligadas a essas
superficies ndo sdo visiveis aos olhos podendo ndo ser removidas (KUSUMANINGRUM
et al., 2003a).

A eficacia de produtos antibacterianos em patdgenos alimentares como por
exemplo liquidos a base de hipoclorito e amonio quaternario, foram sugeridos como
responsaveis pela reducdo significativa de microrganismos em tabuas de corte (DJEBBI-
SIMMONS et al., 2019; FAGERLUND et al., 2017; KUSUMANINGRUM et al., 2003a;
LINEBACK et al., 2018) .

Porém outros pesquisadores concluiram que agentes antimicrobianos
rotineiramente utilizados, considerados eficazes no controle de patégenos, quando nao
aplicado a regimes de higienizagéo sanitaria adequada pode ndo remover completamente
patogenos de tabuas de corte, ocorrendo posterior contaminacgédo cruzada na manipulacao
de alimentos (DJEBBI-SIMMONS et al., 2019; MEDRANO-FELIX et al., 2011;
SOARES et al., 2012).

A maioria dos relatos na literatura sobre habitats tais como tabuas de corte,
simulam o potencial de transferéncia de micro-organismos para alimentos através da
inoculacéo artificial de culturas patogénicas, sugerindo que areas de superficie com alta
exposicdo repetida a umidade e nutrientes sdo habitats ideais para a concentragéo,
crescimento e disseminacéo de bactérias (RAYNER; VEEH; FLOOD, 2004).

Estes estudos podem néo refletir com fidelidade o comportamento de patégenos
encontrados no ambiente doméstico, além da eficacia de produtos bactericidas e
bacteriostaticos estarem sendo realizada com baixa representatividade, j& que uma
multiplicidade de parametros como o tempo de uso da superficie, desgaste, umidade,
exposicdo, potencial de absorcdo, tipo de material e forma de higienizacdo sdo fatores
importantes para determinar o comportamento de microrganismos. A avaliacdo da
efetividade de agentes utilizados nos processos de higienizacao de tabuas de corte pode
contribuir com informacdes mais resolutas no controle de microrganismos neste

ambiente.
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3. OBJETIVO

Avaliar o perfil de manipulacéo e a presenga de microrganismos em tabuas de
corte de madeira e plastico obtidas do ambiente doméstico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pesquisar a presenca de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia
coli;

- Realizar a contagem de aerdbios mesdéfilos, Enterobacteriaceae, Pseudomonas
Spp.;

- Relacionar o material da superficie com a contagem e presenca de
microrganismos;

- Pesquisar genes envolvidos na formacéo de biofilmes e viruléncia dos isolados;

- Avaliar a capacidade de adesdo dos isolados;

- Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia a antibidticos e sanitizantes dos

isolados.
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Highlights

e 87% of handlers were using the same cutting board for all foods.

e Worn cutting boards showed structures characteristic of biofilms.

e Wooden boards with up to one year of use had bigger counts for Enterobacteriaceae and
aerobic mesophilic.

e Cutting boards harbored Listeria monocytogenes.

Abstract

Inadequate practices in the use of cutting boards when manipulation food, can allow
microorganisms to remain and the risk of cross-contamination. The aim of this study was to
evaluate the manipulation profile and microbiological characterization in the use of wooden and
plastic cutting boards in homes. A total of 100 boards were collected, accompanied by a survey
on manipulation and usage practices of the utensil. Microbiological analyzes were performed to
aerobic mesophilic count (AMC), Enterobacteriaceae (EB) and Pseudomonas spp. and research
of Listeria monocytogenes (LM) and Escherichia coli (EC). The removal of bacteria adhered to
the boards was carried out by removing fragments measuring 44mm in diameter, sonicated for 20
minutes in ultrasonic cleaning equipment. Calculations were performed for area (cm2/ml) and the
results presented in log CFU/cm? and presence/absence. A 22mm diameter fragment was used for
scanning electron microscopy (SEM) evaluation. As results, we highlight that 87% (87/100) of
food handlers stated that they use the same board to handle all food and 75% (75/100) had the
utensil in use for more than two years. The microbiological evaluation found higher values for
aerobic mesophilic and Enterobacteriaceae in plastic boards (p<0.05), although, when evaluating
the time of use and the material of the boards, higher values for aerobic mesophilic and
Enterobacteriaceae (p<0.05) were observed on wooden boards with less time of use. The study
found the presence of 3% (3/100) for Listeria monocytogenes and 5% (5/100) for Escherichia
coli, with no differences between wooden and plastic boards. The study highlights the importance
of cutting boards in cross-contamination and the presence of Listeria monocytogenes in this
utensil, reinforcing the importance of good manipulation practices when using this utensil in food

preparation.

Keywords: Foodborne Disease, Surfaces, Biofilms, Listeria monocytogenes
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Introduction

The epidemiology of foodborne diseases changes over the years, new and unexpected
pathogens emerge on a national or global scale, posing a significant threat to human health, with
approximately 600 million cases of foodborne illness (FD) occurring annually (FAO, 2022). In
this scenario, we highlight the importance of good practices in food manipulation and how they
promote safety and awareness in the control of foodborne diseases in everyday domestic life.

During the manipulation food in home kitchens, the main hygienic and sanitary problems
are related to the conditions of the places and surfaces where these foods are handled, lack of
personal hygiene and cross-contamination between utensils used during food preparation (Okpala
& Ezeonu, 2019). In this environment, cross-contamination plays an important role in the
occurrence of foodborne diseases, through the transfer of microorganisms from one contaminated
place or food to another, the main routes of contamination being raw meats, cutting surfaces, dirty
packaging, utensils and hands (Cardoso et al., 2021; Okpala & Ezeonu 2019).

Cutting boards are utensils widely used in preparing food, whether raw or ready to eat and
hygiene failures during the process of removing dirt from these surfaces and inappropriate use
practices can increase the risk of disease (Cogan et al., 2002; Ravishankar et al., 2010; Sekoai et
al., 2020). The lack of knowledge of good manipulation, hygiene, storage and conservation
practices for this utensil, the organic matter and microorganisms present in raw foods can remain
attached to these surfaces, serving as a source of constant contamination (Aviat et al., 2020;
Cardoso et al., 2021; Ravishankar et al., 2010).

Bacteria as Listeria monocytogenes can remain on manipulation surfaces such as cutting
boards, complicating the identification of sources of contamination due to their nature, incubation
periods, adaptation to changes in environmental conditions, ability to proliferate in different food
matrices and grow in a wide spectrum of temperatures, in addition to creating mechanisms for the
formation and establishment of biofilms (Cordero et al., 2016; Wiktorczyk-Kapischke et al.,
2021).

The permanence and adhesion of microorganisms can occur on any type of surface, such

as wood, glass and plastic (Dantas et al., 2018; Soares et al., 2012; Tomici¢ et al., 2020) and some
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materials such as wood and plastic, offer favorable conditions (greater porosity) for the growth,
development and establishment of microorganisms with the capacity to produce biofilms (Dantas
et al., 2018).

Biofilms are communities of sessile cells, made up of one or several bacterial species,
included in a matrix of extracellular polymers (exopolysaccharides - EPS) adhered to an inert or
living surface (Flemming & Wingender, 2010; Singh et al., 2021). The formation of biofilms and
their permanence on cutting boards can compromise microbiological quality in manipulated foods
in this utensil, exposing people to biological risk, through the biotransfer of pathogenic
microorganism’s present (Alvarez-Orddfiez et al., 2019; De Oliveira et al., 2014).

Studies seek information on the occurrence and transmission of microorganisms in
different categories of materials that characterize cutting surfaces for manipulation of food
(Dantas et al., 2018; Kusumaningrum et al., 2003a; Moore et al., 2007; Ravishankar et al., 2010;
Soares et al., 2012; Tomici¢ et al., 2020). Most of these studies are carried out in simulated
scenarios, and may not accurately reflect the use of these boards, given that a multiplicity of
parameters associated with various stages in the food preparation process are decisive for
contamination and persistence of microorganisms on cutting boards used in home kitchens
(Possas et al., 2017).

Understand the risk of contamination of cutting boards used in daily household use,
associated with food manipulation steps, can provide information for risk management in
domestic and food service kitchens (Kusumaningrum et al., 2003a; Possas et al., 2017)
contributing to the control of cross-contamination. This way, the present study had as objective
to evaluate the use profile and microbiological characterization of wooden and plastic cutting

boards used in home kitchens.

Material and Methods
Experimental design. The study was carried out in the state of Sdo Paulo, Brazil, the
dissemination of the study it was carried out using the digital media channels Instagram and

WhatsApp and, after contact with the volunteer, the boards were collected from homes.
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Application of the Survey. Before collection, a survey was administered to assess the
consumer's profile in the use of cutting boards, a “Terms of Consent” was presented to the
interviewee with explanations about the research and their form of participation (Supplementary
Data A and Supplementary Data B).

Collecting cutting boards. Two types of materials (wood and plastic) were selected for
the study, a total of 100 boards (wood=50 and plastic=50) were collected for laboratory analysis.

Removal of fragments for analysis. Fragments were removed from the surfaces using a
BOSCH® manual drill (Gerlingen, Germany) and an MTX® hole saw drill (Hamberg, Germany).
From each board, fragments measuring 44mm in diameter were removed from the central and
peripheral portions and a fragment measuring 22mm in diameter for scanning electron

microscopy (SEM) (Figure 1 a and b).

Figure 1. Removal of fragments for microbiological evaluation (a) and scanning electron
microscopy - SEM (b) of wooden and plastic cutting boards.

A\ 4

R

Calculation of the area of the fragments. For each microbiological analysis to be
performed, two fragments were used. Each fragment was 44 mm in diameter, totaling an area of
60.76 cm?2. The calculations were conducted considering both sides of the boards. The results

were presented in log CFU/cm? for the counts of aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and
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Pseudomonas spp., for Listeria monocytogenes and Escherichia coli presented only as
presence/absence.
Examples of how the calculations were performed

e 1 fragment with 44 mm in diameter = Radius of 2.2 cm?

e A =mr?-> 15,20 cm2 (for one side of the circle)

e 1 fragment has two sides, it will have an area of 30.4 cm?

e 2 fragments will have an area of 60.8 cm?

e Area (cm?/mL) = 60.8 cm? + 100 mL of pre-enrichment broth solution

e Areacm?mL=0.6080 cm?/mL

e CFU/mL count: 30 CFU/mL

e CFU/cm2= CFU/mL + Area (cm?/mL)

e CFU/cm?= 30 CFU/mL+ 0.6080 cm?/mL

e CFU/cm?=49.34

e log CFU/cm?= log (49.34)

log CFU/cm? = 1.7

Microbiological evaluation. The removal of bacteria adhered to the fragments removed
from the cutting boards was conducted by washing the fragments, stored in sterile plastic bags
containing 100 mL of pre-enrichment broth, according to the methodology used for each
microorganism. To remove the microorganisms, a conjugated ultrasonic bath was used, model
Solidsteed® (Piracicaba, Brazil) at 25 kHz, containing distilled water in its tank at room
temperature, the fragments were sonicated for 20 minutes, thus allowing the passage of frequency
waves with cavitations, promoting the removal of microorganisms adhered to the fragments.

Count of aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. To count
aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp., two fragments were stored in a
plastic bag containing 100 mL 0.85% NaCl (w/v) with 5 mL Tween 80 (0.5%). Aerobic
mesophilic counting was performed using ISO 4833-1:2013 (ISO, 2013). The Enterobacteriaceae

count used the American Public Health Association method - APHA 9.62:2015 (Kornacki et al.,
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2015) and for Pseudomonas spp. the 1ISO 13720:2010 method (ISO, 2010), the results were
presented as log colony-forming unit per cm? (log CFU/cm?).

Detection of Listeria monocytogenes. The search for Listeria monocytogenes was carried
out based on ISO 11290-1: 2017 (ISO, 2017). Isolates identified as L. monocytogenes by
phenotypic testing were subjected to a multiplex PCR protocol for confirmation (Doumith et al.,
2004). The result was expressed as presence or absence.

Detection of Escherichia coli. The detection of Escherichia coli was carried out based on
ISO 16649-2: 2001 (ISO, 2001), the isolates were subjected to molecular confirmation by PCR,
targeting the uspA gene according to the protocol described by Chen & Griffiths, 1998. result was
expressed as presence or absence.

Scanning electron microscopy (SEM). The images were generated from fragments
measuring 22mm in diameter removed from the surfaces, fixed in a solution of 2.5%
glutaraldehyde and 0.1 M phosphate buffer pH 7.3 at 4 °C for 4 h, washed three times for 5
minutes with distilled water. The material was immersed in 0.5% osmium treoxide and distilled
water for 30 to 40 minutes, the material was washed three times in distilled water and dehydration
began in an increasing series of alcoholic concentrations (7.5%, 15%, 30%, 50%, 70%, 90% and
100%) at 25 °C for 10 to 15 minutes. Then, the evaluation of the critical point (final drying) was
carried out using 12 cycles of CO; exchange for 3 min with stub assembly and gold metallization
(180 s), the reading was carried out on a scanning electron microscope FEI Company™
QUANTA 200 (Oregon, United States).

Data analyses. For quantitative results, normality was assessed with graphical analyzes
(histogram and Quantile-Quantile graph) and normality tests (Shapiro-Wilk), being considered
non-parametric. The median counts for aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and
Pseudomonas spp. were compared between materials (wood and plastic), as well as between
survey categories, using non-parametric tests (Mann-Whitney and Kruskal-Wallis). The
association between the presence of L. monocytogenes and Escherichia coli and the type of

material (wood and plastic) was assessed using Fisher's test. A statistical difference was
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considered when p<0.05 using the SAS® 3.81 software (SAS® Institute, North Carolina, United

States).

Results

Survey evaluation. To evaluate the survey, we highlighted as the main results that 87%
(87/100) of food handlers used the same cutting board to handle meat, fruits and vegetables. We
observed that 75% (78/100) of those interviewed had the same utensil in use for more than 2
years. When asked about cleaning the boards, 96% said sanitize, 73% used only detergent in the
cleaning process and 27% used detergent with hypochlorite (Supplementary Table I).

Microbiological analysis of cutting boards. The values show that for the counts of aerobic
mesophilic and Enterobacteriaceae, there was a significant difference (p<0.05) between the
materials, with no statistical difference for Pseudomonas spp. For the presence of Escherichia
coli we observed 6% (3/50) in wood and 4% (2/50) for plastic boards. The study found a
percentage of 2% (1/50) in wood and 4% (2/50) in plastic for Listeria monocytogenes, with no
differences between the materials evaluated (Table I).

Evaluating the way of cleaning fruits and vegetables, described in the survey, the study
found significant values (p<0.05) for reductions in Enterobacteriaceae counts (P<0.0305) for
sanitation using water with acetic acid, on boards where these foods were manipulated, without
difference in materials (wood and plastic). The presence of L. monocytogenes (3/100) and E. coli
(5/100) was observed on cutting boards where the handlers declared that they used the same board
to handle any type of food (Supplementary Table II).

Evaluating the time of use of the boards and the count of aerobic mesophilic,
Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp., we did not observe statistical differences
(Supplementary Table I1). When performing stratification by material (wood and plastic) we
observed that wooden boards with a shorter period of use (0 to 1 year) we observed that wooden
boards with a shorter period of use (0 to 1 year) showed differences for the count of aerobic

mesophilic and Enterobacteriaceae. The evaluation of the time of use of the boards also
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demonstrated that boards used for more than 2 years contained L. monocytogenes (3/100) and E.

coli (5/100) (Table 11).

Table I. Count of aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. and presence of
Listeria monocytogenes and Escherichia coli on wooden and plastic cutting boards residences.

Cutting boards

Microorganisms

Wooden Plastic p-value
! Aerobic mesophilic 21(0-7.3) 3.5(0-8.2)% 0.0014*
!Enterobacteriaceae 0.11 (0-5.7)° 2.6 (0-10.4)° 0.0024*
!Pseudomonas spp. 0(0-6.3) 0(0-8.8) 0.0752
2Listeria monocytogenes 1/50 2/50
2Escherichia coli 3/50 2/50
Total 50 50 100

* a,b values with different letters in the line are different when the result differs statistically as 95%
significance p<0.05: *(log CFU/cm2) median (minimum - maximum): 2 values %
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Table 1. Time of use of wooden and plastic cutting boards in relation to counts of aerobic mesophilic, Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. and presence
of Listeria monocytogenes and Escherichia coli.

%Presence Cutting boards
IParameter Wood (n=50) Plastic (n=50) Total (n=100)
LM EC
(3/100)  (5/100)
AMC EB PS AMC EB PS

Use time
0 to 1 year 1/100 3.9(20-7.4)* 3.0(0.2-58)* 0(0-5.9) 3.1(0-36) 0(0-3.4) 0(0-4.2)
1 to 2 years 17100 23(0-6.2)* 03(0-51* 0(0-6.4) 3.4(28-7.0) 35(2.6-47) 3.4(0-55)
More than 2 years 3/100 3/100  2.1(0-7.2)P 0 (0— 4.4y 0(0-6.4) 36(0-82) 26(0-104) 0(0-8.8)
P valor 0.0066* 0.0018* 0.0782 0.3763 0.2131 0.4729

*a,b values with different letters in the line are different when the result differs statistically as 95% significance p<0.05: *(log CFU/cm2) median (minimum - maximum):
AMC: aerobic mesophilic count; EB: Enterobacteriaceae count; PS: Pseudomonas spp. count; 2 values % LM: Listeria monocytogenes; EC: Escherichia coli.



48

Scanning electron microscopy (SEM). The presence of attached bacteria and structures
characteristic of biofilms and exopolysaccharide matrix (EPS) was observed between the cracks

present in the boards, especially the wood (Figures 2 and 3).

Figure 2. Scanning electron microscopy (SEM) of plastic boards used in homes for food
manipulation. Surface topography (A, B); Aspects of EPS matrix deposition and presence of
microorganisms adhered to the surface (C, D, E, F, G, H, I).
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Figure 3. Scanning electron microscopy (SEM) of wooden boards used in homes for food
handling. Surface topography (J, K); Presence of attached microorganisms (L, M, N and O) and
formation of EPS matrix (P, Q and R).

Discussion

The risk of foodborne illness associated with cross-contamination depends on factors such
as: level of contamination, probability of transfer to food and level of knowledge of handlers.
Inadequate practices in the use of utensils such as cutting boards can lead to the introduction and
dissemination of microbiological contaminants in the home environment, with an emphasis on
the Kitchen. (Alves et al., 2022; Gorman, Bloomfield & Adley, 2002; Kusumaningrum et al.,

2003a).
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Evaluating the profile and practices of handlers in the use of cutting boards in homes, the
study found that the vast majority of participants used the utensil daily when preparing their food,
declaring to use the same board to handle meat, fruits and vegetables. Yap et al. (2016) & Gong
etal. (2016) also observed in their studies characterizing safe practices in the use of cutting boards
in homes of the United States and China results equal to this study, where 87% of handlers said
they use the same cutting board to manipulate meat, fruits and vegetables. Accordingly, Frewer
et al. (1994) & Freitas et al. (2014) highlight the knowledge contributed to the perception of risk
in food manipulation, enabling improvements in the control and spread of foodborne diseases.

Is hygiene food is a preventive measure that helps control diseases. When selecting the
food to be consumed, it is important to observe the hygienic and sanitary conditions in which it
is found (Ssemanda et al., 2018). Half of the participants in this study declared that they sanitized
their fruits and vegetables before handling them with just water. Lower values were observed for
the count of Enterobacteriaceae on cutting boards where handlers used water and acetic acid in
the process of sanitizing their raw food. Ssemanda et al. (2018) & Amoah et al. (2007) observed
the reduction in the number of Enterobacteriaceae in vegetables sanitized with water and acetic
acid before preparation.

Some materials such as wood and plastic offer favorable conditions (higher porosity) for
the growth and adhesion of microorganisms on cutting boards (Dantas et al., 2018; Tomici¢ et al.,
2020; Soares et al., 2012). This study observed that for plastic cutting boards counts aerobic
mesophilic and Enterobacteriaceae were superior when compared to wood. Studies address
bacterial adhesion on wooden boards to woody matrix and elements of xylem vegetative tissue
(Abrishami et al., 1994 & Ak et al., 1994) and highlight the efficient recovery of viable bacteria
on plastic cutting boards, when compared to wooden boards, after vigorous rinsing, consistent
with the concept that because wood is porous and absorbent it will retain more bacteria than
plastic.

The properties of cutting boards such as hydrophobicity, electrostatic charge, roughness of
the interface and topography, affect the adhesion and presence of microorganisms, in addition to

the general state of surface hygiene (Aradjo et al., 2010; Tang et al., 2011). This study observed
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that wooden boards with shorter use time (0 to 1 year and 1 year to 2 years) presented higher
counts for aerobic mesophilic and Enterobacteriaceae, when compared to plastic boards. The
length of time use cutting boards can contribute to the adhesion and presence of microorganisms,
irregularities can negatively influence cleaning capacity and increase susceptibility to bacterial
adhesion, resulting from the interaction of forces, including Van der Waals, electrostatic and
hydrophobic interactions, making treatment with sanitizers and removal and/or inactivation of
microorganisms difficult (Beltrame et al., 2014; Abrishami et al., 1994).

The study also observed the presence of Listeria monocytogenes and Escherichia coli with
no differences between wooden and plastic boards. The presence of bacteria on cutting board
surfaces can lead to the transmission of bacteria to food and cause foodborne illness. Listeria
monocytogenes is recognized as a cross-contaminant on kitchen cutting boards, as it can be
transmitted through food. Goh et al. (2014) evaluating the transfer of L. monocytogenes from
plastic and wooden boards, in a simulated scenario, concluded that this microorganism
successfully fixed on plastic and wooden boards, serving as cross-contamination when handling
ready-to-eat foods. Kennedy et al. (2011), studying determinants of cross-contamination during
food preparation in homes, found E. coli isolated from food manipulated on cutting boards, when
the same surface was used to handle meat and vegetables.

Scanning electron microscopy (SEM) assessments this study reveals the presence of
microorganisms in the deep cracks marks present in the utensil, suggesting that the wear of the
cutting boards evaluated may have favored the permanence of microorganisms in these locations,
with characteristic EPS matrix structures of biofilms. Dantas et al. (2018) observed the formation
of biofilms on wooden boards (60%), plastic (40%) and glass (10%), demonstrating that bacteria
adhered more to a hydrophobic material. Rayner et al. (2004) suggests the permanence of
microorganisms on cutting boards and biofilms, showing that biofilms may be important for the
prevalence of microorganisms in this utensil. Carpentier, (1997) also highlights in his review the
role of deep cracks in cutting boards, providing a suitable environment for the survival of

microorganisms.
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Conclusion

As shown in this study cutting boards can be potential vehicles for the presence of
microorganisms in the domestic environment, regardless of the material of the boards, observed
by the presence of microorganisms frequently involved in cases of foodborne illnesses. The study
highlights the importance of hygienic-sanitary conditions when handling raw foods before
preparation, as well as the frequent replacement of boards when they show deep cracks, providing
a suitable environment for microbial adhesion, contributing with information about the profile of
handlers in the use of cutting boards in homes and factors involved in cross-contamination
processes, in a natural scenario of use of the utensil.
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Resumo

Os microrganismos podem sobreviver em uma ampla gama de nichos potenciais e se
adaptarem a hospedeiros alternativos, ampliar sua capacidade de adquirir novos
determinantes tanto em termos de viruléncia quanto de resisténcia. O estudo objetivou
avaliar a presenca de genes de viruléncia e genes envolvidos na producédo biofilmes,
capacidade de adesdo e perfil fenotipico de resisténcia a antibidticos e sanitizantes de
Listeria monocytogenes e Escherichia coli isoladas de tabuas de corte de madeira e
plastico do ambiente doméstico. Um total de 16 isolados de L. monocytogenes e 15 E.
coli foram avaliadas. Para L. monocytogenes as reacdes foram preparadas para pesquisa
dos genes de viruléncia inlA, inIB, inlC, hlyA e actA e genes envolvidos na formacéo de
biofilmes prfA, flaA, agrA, agrB, agrC, agrD e luxS. Para E. coli foram pesquisados 0s
genes de viruléncia int 1, stx1 e stx2 e os genes de biofilmes wcaA, wza e luxS. A
avaliacdo da capacidade de adesdo dos isolados foi verificada em placas de poliestireno
e o perfil de resisténcia a antibidticos utilizou o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2020), com confirmacdo de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL)
para E. coli. A avaliacdo de resisténcia a sanitizantes testou quatro produtos comerciais
com os respectivos principio ativo, Hipoclorito de sddio 2% a 2,5% p/p/ a 0,28%; Cloreto
de Alquil Dimetil Benzil Aménio a 0,28%:; Cloreto de Benzalconio a 0,52% e Lauril Eter
Sulfato de Sodio e Linear Aquil Benzeno Sulfonato de Sddio 20,7% p/pv, levando em
consideracdo a indicacdo de uso do fabricante. A caracterizacdo dos isolados de L.
monocytogenes e E. coli demonstrou a presenca de genes de viruléncia e genes envolvidos
na producdo de biofilmes. A capacidade de adesdo foi classificada como fracamente
aderente e o perfil de resisténcia dos isolados revelou um cenario de multirresisténcia
para as classes testadas, com 60% das E. coli apresentando producdo de ESBL. Os
sanitizantes comerciais avaliados foram eficientes no controle de L. monocytogenes e E.
coli, seguindo a indicacao de uso do fabricante. O estudo observou a presenca de fatores
genéticos e caracteristicas fenotipicas de L. monocytogenes e E. coli isoladas do ambiente
doméstico de interesse em saude publica, no controle e tratamento de doencas de origem
alimentar, destacando a importancia dos processos higiénico-sanitarios no uso de tabuas
de corte no preparo de alimentos em residéncias.

Palavras-chave: Biofilmes, ESBL, MDR, Desinfec¢do, Superficies
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1. Introdugéo

Muitos casos de surtos alimentares sdo originarios do ambiente doméstico e pode
estar associado ao manuseio inadequado de alimentos e condutas de higienizag&o ineficaz
(Alves et al., 2022; Haysom and Sharp, 2005). Geralmente o desenvolvimento de uma
doenca de origem alimentar se deve a condicGes especificas, como a viruléncia do
microrganismo presente, a carga microbiana no alimento e as condi¢des do sistema
imunolégico do hospedeiro (Gallo et al., 2020).

Uma vez introduzidos estes patdgenos podem crescer ou simplesmente persistir em
uma superficie e ficarem cercados por material de biofilme, proveniente do crescimento
de ndo patogenos, permanecendo no ambiente (Rayner et al., 2004). As propriedades
emergentes dos biofilmes sdo a razdo para o sucesso evolutivo dos mesmos e
fundamentam seu papel como formadores de habitat global (Rumbaugh and Sauer, 2020).

A maioria dos relatos na literatura sobre habitats tais como tabuas de corte simulam
0 potencial de transferéncia de microrganismos para alimentos através da inoculagdo
artificial de culturas patogénicas, sugerindo que areas de superficie com alta exposicao
repetida a umidade e nutrientes sdo habitats ideais para a concentragdo, crescimento e
disseminacdo de bactérias (Rayner et al., 2004).

As caracteristicas de um organismo e seu ambiente circundante estdo entre os
fatores importantes que podem afetar sua sobrevivéncia, permitindo a persisténcia de
células bacterianas em diferentes tipos de tabuas devido a maior resisténcia ao meio,
estresse ambiental e a produtos quimicos utilizados nos processos de higienizacao
(Kumar et al., 2017; Rabin et al., 2015; Rayner et al., 2004).

A emergéncia de microrganismos resistentes seja por mutacdes ou pela aquisicao
de elementos genéticos mdveis, portadores de genes de resisténcia e viruléncia, pode
ocorrer independentemente da presenca de agentes é a exposi¢do a esses agentes que
fornece a pressdo seletiva necessaria para o surgimento e disseminacdo de patdgenos
resistentes (Canica et al., 2019; Thanner et al., 2016).

As estratégias evolutivas de resisténcia antimicrobiana de bactérias, especialmente
patogenos de origem alimentar, que incluem impermeabilidade celular, mutacéo no local
alvo, efluxo de drogas e inativacdo de drogas, resultaram em um grande desafio devido
ao surgimento de bactérias altamente resistentes a diferentes antimicrobianos nos ultimos
anos (Lavilla Lerma et al., 2013; Thanner et al., 2016).
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A disseminacdo de genes de resisténcia para humanos via alimento é documentada
em diferentes alimentos (Canica et al., 2019; De Been et al., 2014; Koch et al., 2017). O
fato de microrganismos resistentes poderem sobreviver em uma ampla gama de nichos
potenciais e se adaptarem a hospedeiros alternativos é preocupante, o que pode ampliar
sua capacidade de adquirir novos determinantes tanto em termos de viruléncia quanto de
resisténcia, mantendo simultaneamente sua aptiddo (Da Costa et al., 2013).

O conhecimento de sistemas e testes desinfetantes para alvos microbianos ganhou
relevancia no ambiente doméstico no controle de microrganismos (Cogan et al., 2002;
Devere and Purchase, 2007; Djebbi-Simmons et al., 2019; Medrano-Félix et al., 2011;
Rutala et al., 2000). Varios produtos estdo disponiveis comercialmente atuando contra
uma variedade de microrganismo, sugerindo eficacia que incluem acdo em biofilmes e
patogenos (Djebbi-Simmons et al., 2019; Fagerlund et al., 2017; Lineback et al., 2018;
Mgretrg et al., 2009).

Estes estudos podem ndo refletir com fidelidade as caracteristicas dos patdégenos
encontrados rotineiramente no ambiente doméstico e a eficacia de produtos pode néo estar
sendo desafiada com representatividade. Uma multiplicidade de parametros como o
tempo de uso da tabua, desgaste, umidade, exposicdo, potencial de absorcéo, tipo de
material e forma de higienizacdo séo fatores importantes para determinar a persisténcia e
evolucdo de microrganismos em tabuas de corte (Meretrg al., 2012; Possas et al., 2017b;
Rayner et al., 2004).

Dada a importancia do assunto o estudo teve como objetivo pesquisar genes de
viruléncia e biofilmes, avaliar a capacidade de adesdo, perfil de resisténcia a antibidticos
e sanitizantes de Listeria monocytogenes e Escherichia coli isoladas de tabuas de corte

de madeira e plastico utilizadas no ambiente domestico.

2. Material e Métodos

2.1 Obtencdo dos isolados de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

Os isolados utilizados neste trabalho foram provenientes de tabuas de corte de
madeira e plastico, naturalmente contaminadas, obtidas em ambiente domiciliar. Um
numero amostral de 100 tdbuas sendo madeira (n=50) e plastico (n=50) utilizadas em
cozinhas de residéncias,foram coletas para a avaliacdo microbiolégica. A remocédo das

bactérias aderidas as tabuas foi conduzida através da retirada de fragmentos de 44 mm de
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didmetro das porgBes centrais e periféricas das tébuas, os fragmentos foram
acondicionados em sacos plasticos estéreis 3M™ (11 x 30 cm) contendo caldo de pré-
enriquecimento.

Para a remogédo dos microrganismos foi utilizado banho-ultrassénico conjugado,
modelo Solidsteed® (Piracicaba, Brasil) de 25khz contendo agua destilada em sua cuba
de deposito em temperatura ambiente, 0s sacos plasticos contendo o liquido e a amostra
eram fechados e dispostos horizontalmente no banho ultrassénico, distribuidos em ambas
as bordas do equipamento, as amostras eram sonicadas durante 20 minutos, permitindo
assim a passagem de ondas de frequéncia, gerando cavita¢fes e promovendo a remogéo
dos microrganismos aderidos aos fragmentos.

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada com base na ISO 11290-1: 2017
(1S0O, 2017). As colbnias que apresentaram morfologia e caracteristicas fenotipicas para
Listerias spp. foram submetidos a um protocolo de PCR multiplex para sorotipagem,
visando genes prs, Imo0737, Im01118, ORF2819 e ORF2110 (Doumith et al. 2004). Para
Escherichia coli a deteccdo foi realizada com base na ISO 16649-2: 2001 (1SO, 2001), a
confirmacdo molecular (género e espécie) foi por PCR, visando o gene uspA de acordo

com o protocolo descrito por (Chen; Griffiths, 1998).

2.2 Caracterizacdo molecular para genes de viruléncia e formacao de biofilmes de L.

monocytogenes

As reacOes foram preparadas para avaliar a presenca de genes de viruléncia (inlA,
inIB, inlC, hlyA e actA) e genes relacionados a formacao de biofilmes (prfA, flaA, agrA,
agrB, agrC, agrD e luxS). As reacBes compreenderam um volume final de 25 pl
envolvendo 12,5 pl de GoTag Green Master Mix 2x Promega®, 1,0 ul de cada primer
forward e 1,0 ul de cada primer reverse (1 pmol), 6,5 pl de Nuclease-free water -
Promega® e 4 pl de DNA extraido. A incubacéo foi realizada em um Thermo Cycler
T100 - Bio-Rod®. Uma cultura de L. monocytogenes ATCC 7644 foi usada como controle
positivo e Nuclease-free water Promega® como controle negativo. A eletroforese foi
realizada para caracterizacdo molecular com intercalante Safedye Nucleic Acid Stain
1000 pb Cellco Biotech® e gel de agarose Sigma Aldrich™ 2,0% (p/v) visualizados em
transiluminador de Led K33-333 Kasvi®. Sequéncias de primers, condicdes de PCR e

tamanhos dos produtos sdo detalhados no Quadro 2 (Anexo).
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2.3 Caracterizagdo molecular para genes de viruléncia e formacgéo de biofilmes de
Escherichia coli

As reacOes foram preparadas para avaliar a presenca de genes de viruléncia (int 1,
stx1l e stx2). Para stxl e stx2 as reagdes compreenderam um volume final de 25 pl
envolvendo 12,5 pl de GoTaq Green Master Mix 2x Promega® 1,0 ul de cada primer
forward e 1,0 pl de cada primer reverse (1 pmol), 3,5 pl de Nuclease-free water -
Promega® e 5 pl de DNA extraido e, a reagdo para int 1 compreendeu um volume final
de 25 pl envolvendo 12,5 pl de GoTaq Green Master Mix 2x Promega®, 1,25 pl de cada
primer forward e 1,25 pl de cada primer reverse (1 pmol), 5,0 pl de Nuclease-free water
- Promega® e 5 ul de DNA extraido. Para os genes relacionados a formagcéo de biofilmes
(wcaA, wza e luxS), as reagdes compreenderam um volume final de 25 pl envolvendo
12,5 ul de GoTagq Cellco Biotech® 1,0 ul de cada primer forward e 1,0 pl de cada primer
reverse (1 pmol), 5,5 ul de Nuclease-free water - Promega®e 5 pl de DNA extraido. A
incubacéo foi realizada em um Thermo Cycler T100 - Bio-Rod®. Uma cultura de E. coli
ATCC 8739 foi usada como controle positivo e Nuclease-free water Promega®) como
controle negativo. A eletroforese foi realizada para caracterizagdo molecular com
intercalante Safedye Nucleic Acid Stain 1000 pb Cellco Biotech® e gel de agarose Sigma
Aldrich™ 1,5% (p/v) visualizados em transiluminador de Led K33-333 Kasvi®.
Sequéncias de primers, condi¢bes de PCR e tamanhos dos produtos sdo detalhados no
Quadro 2 (Anexo).

2.4 Potencial de adesdo de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

Os isolados de L. monocytogenes (n=16) e Escherichia coli (n=15) foram submetidos
a um ensaio fenotipico para avaliar seu potencial de producéo de biofilmes e adesdo em
microplacas de poliestireno segundo Stepanovi¢ et al. (2000), com algumas modificacdes.
Os isolados de L. monocytogenes foram cultivados em caldo Tryptic Soy Broth — TSB
Oxoid™ suplementado com 0,6% de Yeast Extract — YE Oxo0id™ e os de E. coli foram
cultivados em caldo Brain Heart Infusion - BHI Oxoid™, incubados a 36 + 1 °C por até
24 horas.

Ap0s esse periodo os caldos das culturas foram diluidos até atingir aproximadamente

108 UFC/mL correspondendo a 0,5 da escala de McFarland. Aliquotas triplicadas 200ul
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de cada suspensdo bacteriana foram transferidas para trés pocos de microplacas de
poliestireno de 96 pogos com tampa e fundo plano Nest Scientific® (Nova Jersey, Estados
Unidos) incubados a 36 + 1 °C por até 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo as
microplacas foram lavadas com solugéo salina tamponado com fosfato de pH 7,2 — PBS
(250ul/pogo) para remover as células bacterianas sésseis e fixadas com 200ul metanol a
99% Synth® (Sdo Paulo, Brasil) por 15 minutos, submetidas a secagem em temperatura
ambiente.

Em seguida, as células bacterianas fixadas foram coradas com 200ul de cristal violeta
1% Synth® por 15 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada estéril para remocéo
do corante, deixadas em temperatura ambiente para secagem. Para a leitura, foram
adicionados 160ul por poco de alcool etilico 99% Synth®. A densidade 6ptica (DO) de
cada pogo foi medida (A = 595 nm) em um leitor de microplaca Multiskan MS 352
LabSystems™ (Massachusetts, Estados Unidos). Para cada placa de micro-titulacao
preparada trés pogos foram inoculados como controle negativo, para 0s controles
positivos foram utilizados L. monocytogenes ATCC 7644 e E. coli ATCC 8739.

A classificacdo de adesd@o dos isolados foi realizada com base na avaliacdo da
absorbéancia do valor de densidade Optica da amostra (DOa) comparado com a média da
absorbancia dos controles negativos, acrescidos de trés vezes o desvio padrdo da
densidade oOptica do controle (DOcn). Para determinar o grau de adesdo foi utilizado a
seguinte classificacdo: ndo aderente (DOa < DOcn); fracamente aderente (DOcn < DOa<
2xDO0Ocn); moderadamente aderente (2xDOcn< DOa< 4xDOcn) e fortemente aderente
(4xDOcn< DOa) de acordo com Stepanovic et al. (2000), todos os testes foram realizados

em duas repeticdes e os resultados expressos em média.

2.5 Resisténcia aos antibioticos de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

Para a identificacdo de resisténcia aos antibioticos foi realizado o método de disco-
difusdo em aguar, com a escolha dos antimicrobianos e concentracdes baseadas no
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Os isolados com perfil de
resisténcia intermediario foram considerados resistentes. Cepas com resisténcia a trés ou
mais classes simultaneamente foi considerada multirresistente (MDR) (Magiorakos et al.,
2011).
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A deteccdo e confirmacéo de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) para E.
coli seguiu a triagem com os isolados que apresentaram halos de inibicdo menores que
22 mm para CAZ (ceftazidima) - 30 ug e 20 mm para CTX (cefotaxima) - 30 ug,
submetidos ao Teste de Sinergismo de Disco Duplo. Isolados que apresentaram
alargamento do halo de inibicao as cefalosporina testadas (cefotaxima 30 g, ceftazidima
30 ug e cefepima 30 pg) em direcdo amoxicilina com acido clavulanico 30 pg, foram
estabelecidos como positivos para producdo de ESBL.

Um painel de onze antibidticos de nove classes foram avaliados para L.
monocytogenes (n=16) sendo: 1) p-lactdmicos: Penicilina (10 pg), Ampicilina (10 ug) e
Amoxi+clavulanato (30 ug), 2) Aminoglicosideos: Gentamicina (10 pg), 3) Fenicol:
Cloranfenicol (30 pg), 4) Inibidores da via do folato: Sulfa+Trimetropim (25 pg), 5)
Tetraciclina: Tetraciclina (30 pg), 6) Glicosaminas: Clindamicina (2 ug), 7) Ansamicinas;
Rifampicina (5 pg), 8) Macrolideos: Eritromicina (15 pg, 9) Glicopeptideos:
Vancomicina (30 ug).

Para Escherichia coli (n=15) foram utilizados onze antibiéticos de oito classes
sendo: 1) B-lactamicos: Ampicilina (10 pg), Amoxicilina (10 ug), 2) Carbapenemico:
Imipenem (10 pg), 3) Cefalosporinas: Cefotaxima (30 ug), Ceftadizima (30 pg). 4)
Fenicol: Cloranfenicol (30 pg), 5) Quinolonas: Ciprofloxacina (5 pg), Acido Nalidixico
(30 pg); 6) Aminoglicosideos: Gentamicina (10 ug), 7) Inibidores da vida do folato:
Sulfa+Trimetropim (25 ug) e 8) Tetraciclina: Tetraciclina (30 pg).

2.6 Resisténcia aos sanitizantes de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

O perfil de resisténcia aos sanitizantes de L. monocytogenes (n=16) e Escherichia
coli (n=15) utilizou quatro produtos comerciais. O principio ativo, tempo de acéo e
indicacdo na higienizacdo de superficies sdo apresentados no Quadro 1.

Os isolados de L. monocytogenes foram cultivados em caldo Tryptic soy Broth —
TSB Oxoid™ suplementado com 0,6% de Yeast Extract — YE Oxoid™, para E. coli
foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion - BHI Oxoid™. Os isolados eram
incubados a 36 £ 1 °C por até 24 horas com posterior padronizacdo da turbidez em tubos
contendo solucdo salina - NaCl a 0,85% (p/v), utilizando a escala McFarland para a
obtencdo de suspensdes bacterianas correspondendo a 0,5 (108 UFC/mL).

A partir da padronizacdo de 108 UFC/mL novas diluicGes seriadas foram realizadas

em tubos de 9 ml contendo solugdo salina - NaCl a 0,85% (p/v) até a obtencdo 103
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UFC/mL. Aliquotas triplicadas 1000 pl de cada suspensdo bacteriana foram transferidas
para microplacas de poliestireno de 12 pogos com tampa e fundo plano Nest Scientific®,
contendo 1000 ul de cada sanitizante (S1,S2,S3 e S4) distribuidos verticalmente. Apés a
homegeneizacdo e periodo de a¢do (indicacdo do fabricante) uma aliquota de 1000 ul da
mistura (v/v) era plaqueado por profundidade (pour plate) em agar padréo para contagem
— PCA - Oxoid™. As placas foram incubadas a 30 + 1 °C por 72 h, as colonias
enumeradas e os resultados apresentados como log unidades formadoras de colonias por
ml (log UFC/ml).

Quadro 1

Sanitizantes utilizados na avaliacéo do perfil de resisténcia de L. monocytogenes e E. coli
isoladas de tabuas de corte, principio ativo, tempo de acdo e forma de utilizacdo de acordo
com a indicacdo do fabricante.

Sanitizante | Principio ativo Tempo acdo/min | Indicagdo
51 Hipoclorito de sodio 2% a 2,5% p/p/; 10 Contato
0,28% direto
0,28% de Cloreto de Alquil Dimetil Benzil Contato
S2 A 5 .
Amonio direto
S3 Cloreto de Benzalconio 0,52% p/p 5 quntato
ireto
s4 Lauril Eter Sulfato de Sodio e Linear Aquil 5 Contato
Benzeno Sulfonato de Sédio 20,7% p/p direto

3. Resultados

Os isolados de L. monocytogenes (n=16) foram provenientes de trés tabuas de corte,
sendo uma de madeira com 5 isolados e duas de plastico com 11 isolados. Quatro isolados
oriundos de tabuas de madeira foram classificados como do sorotipo 1/2a e um do
sorotipo 4b; Para as tabuas de plastico oito isolados foram classificados como do sorotipo
1/2b e 3 como do sorotipo 4b. Os isolados de Escherichia coli (n=15) foram provenientes
de cinco tabuas de corte, sendo trés de madeira com 9 isolados e duas de plastico com 6

isolados, confirmados para genes uspA género/espécie como descrito na Tabela 1.
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A avaliagéo global dos genes de viruléncia inlA, inlB, inlC, hlyA, actA pesquisados
para L. monocytogenes demonstrou um percentual de 96% de isolados positivos oriundos
de tabuas de corte de plastico e 84% para isolados oriundos de tdbuas de madeira. Para a
pesquisa de genes envolvidos na producdo de biofilmes prfA, flaA, agrA, agrB, agrC,
agrD, luxS observamos em média 91% de positividade para os isolados oriundos de
tabuas de pléastico e 94% para isolados de tAbuas de madeira, como descrito no Quadro 2.

A avaliagédo global dos genes de viruléncia stx1, stx2 e intl1 pesquisados para E.
coli demonstrou um percentual de 22% de isolados positivos oriundos de tabuas de corte
de plastico e 3,6% para isolados oriundos de tabuas de madeira. Para a pesquisa de genes
envolvidos na produgdo de biofilmes wcaA, wza e luxS observamos em média 100% de
positividade para os isolados oriundos de tabuas de plastico e 92,6% para isolados de
tabuas de madeira, como descrito no Quadro 3.

A caracterizacdo da adesdo 12% (2/16) dos isolados de L. monocytogenes foram
caracterizados como néo aderente e 87% (14/16) como fracamente aderente. Para E. coli
observamos 13% (2/15) dos isolados ndo aderentes e 86% (13/15) classificados como
fracamente aderentes (Tabela 2).

As frequéncias de isolados de L. monocytogenes e E. coli que apresentaram
resisténcia aos antibioticos testados no teste de disco-difusdo sdo apresentadas na Tabela
3. Para L. monocytogenes observamos um percentual de 37% (6/16) dos isolados oferendo
resisténcia para trés ou mais classes de grupos de antimicrobianos avaliados. Para E. coli
observamos 86% (13/15) dos isolados apresentando resisténcia para trés ou mais classes.
Dos isolados de E. coli avaliados 60% (9/15) foram produtores de enzima ESBLs (B-
lactamases de espectro estendido).

Os sanitizantes avaliados demostraram ser eficientes no controle de L.
monocytogenes e E. coli isoladas de tabuas de corte de madeira e plastico do ambiente

doméstico, com reducdo em log UFC/ml (Figura 1 e 2).
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Sorotipificacdo dos isolados de L. monocytogenes e confirmacao de género e espécie de Escherichia coli isolados de tdbuas de corte de madeira e

plastico do ambiente doméstico.

Isolado Tébua Gene alvo Sorogrupo Sorotipo Resultado

L. monocytogenes (n=16)

L. monocytogenes (n=4) madeira Imo0737 Sorogrupo 1 1/2a +

L. monocytogenes (n=0) - Imo0737 + Imo1118 Sorogrupo 2 - -

L. monocytogenes (n=8) plastico ORF2819 Sorogrupo 3 1/2b +

L. monocytogenes (n=1) madeira ORF2819 + ORF2110 Sorogrupo 4 4b +

L. monocytogenes (n=3) plastico ORF2819 + ORF2110 Sorogrupo 4 4b +
Escherichia coli (=15)

Escherichia coli (=6) plastico uspA - - +
Escherichia coli (=9) madeira uspA - - +
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Quadro 2
Pesquisa de genes de viruléncia e de formagdo de biofilmes para L. monocytogenes
isoladas de tdbuas de corte de madeira e pléastico do ambiente doméstico.

L. monocytogenes
. Total Gene alvo o
Total Geral (n=16) Material | L. monocytogenes pesquisado Resultado + | Valores %
Tabuas
2 plastico 11 . 11 100%
. inlA 0
1 madeira 5 4 80%
2 pléastico 11 1B 9 82%
1 madeira 5) 4 80%
2 plastico 11 . 11 100%
1 madeira 5) inlC 4 80%
2 lastico 11 11 100%
1 madeira 5 hiyA 5 100%
2 plastico 11 11 100%
1 madeira 5 actA 4 80%
2 plastico 11 A 11 100%
1 madeira 5 P 5 100%
2 plastico 11 9 82%
1 madeira 5 flaA 4 80%
2 plastico 11 agrA 10 91%
1 madeira 5 5 100%
2 plastico 11 agrB 10 91%
1 madeira 5 5 100%
2 plastico 11 agrC 10 91%
1 madeira 5 5 100%
2 plastico 11 agrD 10 91%
1 madeira 5 5 100%
2 plastico 11 lUxS 10 91%
1 madeira 5 4 80%
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Pesquisa de genes de viruléncia e de formagao de biofilmes para Escherichia coli isoladas

de tabuas de corte de madeira e plastico do ambiente domeéstico.

Escherichia coli

Total

Gene alvo

i 0)
Total Geral (n=15) | Material | £ porichia coli | pesquisado | ResUItados | Valores %
Tabuas

2 plastico 6 st 3 50%
3 madeira 9 0 0%

2 plastico 6 0 0%

3 madeira 9 Stx2 1 11%
2 plastico 6 — 1 17%
3 madeira 9 0 0%

2 plastico 6 6 100%
3 madeira 9 weaA 7 78%
2 pléstico 6 2a 6 100%
3 madeira 9 9 100%
2 pléstico 6 xS 6 100%
3 madeira 9 9 100%
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Tabela 2
Perfil da capacidade de adesdo de L. monocytogenes e Escherichia coli isolados de tdbuas de corte de madeira e plastico do ambiente doméstico.

N° de isolados mostrando
Isolados Tabua

N&o aderéncia (+) Fraca aderéncia (++) Moderado aderéncia (+++) Forte aderéncia

~ plastico (n=11) 2 0 ° ;

L. monocytogenes (0=16) - jeira (n=5) 0 5 0 ’
o plastico (1=6) 2 4 ) 0
Escherichia coli (n=15) madeira (n=9) 0 9 0 °
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Tabela 3
Perfil de resisténcia antimicrobiana de L. monocytogenes e Escherichia coli isolados de tdbuas de corte de madeira e plastico do ambiente
domestico
Isolados . Resisténcia
n° de isolados Tabua
I(_ﬁzrri%;locytogenes Perfil n°classes
L. monocytogenes 4b 2 Plastico PEN+TET+CLI 3
L. monocytogenes 4b 1 Plastico PEN+CLI+RIF+ERI 4
L. monocytogenes 1/2b 1 Plastico PEN+CLI+ERI 3
L. monocytogenes 4b 1 Madeira PEN+GEN+CLI+RIF+ERI+VAN 6
L. monocytogenes 1/2a 1 Madeira PEN+AMP+GEN+CLO+TET+CLI+RIF+ERI 7
Escherichia coli(n=15)
Escherichia coli 1 Plastico AMP+AMO+CLO+CIP+NAL+SUT+TET 6
Escherichia coli 1* Plastico AMP+AMO+IPM+CTX+CAZ+CIP+NAL+GEN+TET 7
Escherichia coli 2 plastico/madeira AMP+AMO+CIP+TET 3
Escherichia coli 1* Plastico AMP+IPM+CAZ+CIP+TET 5
Escherichia coli 1* Plastico AMP+AMO+IPM+CTX+CAZ+NAL+GEN+TET 6
Escherichia coli 1* Madeira AMP+AMO+CTX+CTZ+CIP+NAL+SUT+TET 6
Escherichia coli 3* Madeira AMP+AMO+IPM+CTX+CAZ+CLO+CIP+NAL+GEN+TET 8
Escherichia coli 2* Madeira AMP+AMO+CTX+CAZ+CIP+NAL+TET 5
Escherichia coli 1 Madeira AMP+AMO+NAL+TET 3

*Foram produtoras de enzima ESBLs (B-lactamases de espectro estendido)
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Figura 1- Enumeracdo de L. monocytogenes antes a depois do tratamento com
sanitizantes
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Figura 2- Enumeracdo de E. coli antes a depois do tratamento com sanitizantes

3,5

3,0

2,5
2,0

1,5

log UFC/ml

1,0
0,5

0,0 \
Antes Depois



73

4. Discussao

Muitos casos de surtos alimentares sdo originarios do ambiente doméstico e podem
estar associado ao manuseio inadequado de alimentos, utensilios e condutas de
higienizagdo ineficaz (Alves et al., 2022; Haysom and Sharp, 2005). Uma vez
introduzidos os patégenos podem crescer em superficies e persistir, desenvolver
mecanismos de sobrevivéncia como grau de aderéncia e formagéo de biofilme, resisténcia
por mutacBes ou pela aquisicdo de elementos genéticos maéveis (Canica et al., 2019;
Rayner et al., 2004; Thanner et al., 2016).

L. monocytogenes e Escherichia coli podem estar associados a surtos de origem
alimentar em todo o mundo (Lee and Yoon, 2021) e a presenca dos sorotipos 1/2a, 1/2b
e 4b de L. monocytogenes em produtos alimenticios € um problema de satde pablica, pois
esses sorotipos estdo frequentemente associados a surtos e casos de listeriose humana
(Korsak et al., 2012; Orsi et al., 2011).

O estudo observou a presenca dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b nos isolados de L.
monocytogenes. Korsak et al. (2012) avaliando diferentes tipos de alimentos encontrou a
presenca destes sorotipos entre cepas de L. monocytogenes. Orsi, et al. (2011) destaca a
ocorréncia predominante do sorotipo 1/2a, 1/2b e 4b a caracteristicas como boa aptiddo
ecologica, disseminacdo em ambientes naturais e agricolas, além de serem o0s sorotipos
mais comumente associados a alimentos e casos clinicos em humanos.

A patogénese de L. monocytogenes esta relacionada a muitos genes de viruléncia.
As proteinas internalinas codificadas pelos genes inlA, inIB, inlC desempenham um papel
importante na invasdo das células hospedeiras e nos estagios subsequentes da infeccédo
(Engelbrecht et al., 1996; Liu et al., 2007; Sabet et al., 2005). Os genes LIPI-1 (actA,
hlyA) estdo associados a diferentes estadgios de infeccdo através da codificacdo e
deslocamento bacteriano no citoplasma das células hospedeiras (Vazquez-Boland et al.,
2001; Vazquez-Armenta et al., 2020).

Encontramos neste estudo a presenca de inlA mais frequente do que inIB, em que
68% dos isolados (11/16) abrigavam o gene inlA e 56% (9/16) o gene inlIB, colaborando
com estudos de Montero et al. (2015) e Ramires et al. (2021). Observamos também a
presenca de dos genes actA, hlyA, sugerindo o potencial de viruléncia dos isolados
avaliados. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente nos estudos de Figueroa-
Ldpez et al. 2019; Osman et al. 2020; Ramires et al. 2021; Sereno et al. 2019 & Zhang et
al. 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/mobile-genetic-elements
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Considerando o comportamento de persisténcia e sua habilidade para aderir e
produzir biofilmes, L. monocytogenes podem persistir em superficies e locais de dificil
higienizacdo, uma vez estabelecidos os biofilmes eles atuam como fontes permanentes de
contaminacgé@o cruzada e dispersdo no ambiente, (Bonsaglia et al., 2014; Mgretrg and
Langsrud, 2004).

O presente estudo observou genes relacionados a producdo de biofilmes com
capacidade de ades&o fraca dos isolados de L. monocytogenes. Riedel et al. (2009) avaliou
0 sistema de deteccdo de peptideo agr de L. monocytogenes criando um mutante de
delecdo agrD e observou que o mutante apresentou formagdo de biofilme
significativamente reduzida e nivel de internalina (inlA) diminuida, sugerindo que a
mutacdo génica diminuiu a capacidade de ades&o.

Embora seja conhecido o impacto do sistema agr na formacdo do biofilme de L.
monocytogenes (Garmyn et al., 2012; Rieu et al., 2007), Pinheiro et al. (2018) relataram
a presenca do gene actA com a diminuigdo na capacidade de formacéo de biofilme em
comparagdo a cepas sem esta mutacdo. Esses podem ser alguns fatores que contribuiram
para a fraca adesdo e producédo de biofilmes dos isolado de L. monocytogenes avaliados
em nosso estudo.

As configuracfes domesticas e a vida cotidiana contribuem para disseminacéo de
patogenos, podendo apresentar algum grau de resisténcia aos tratamentos antimicrobianos
e produtos utilizados nos processos de higienizacdo (Maillard et al., 2020). Muitos
estudos abordam um padrdo crescente e continuo de cepas do ambiente domeéstico,
alimentos e meio ambiente, resistentes/multirresistentes a tratamentos antimicrobianos
(Duetal., 2017; Korsak et al., 2012; Lotfollahi et al., 2017; Maillard et al., 2020; Poyart-
Salmeron et al., 1990).

O estudo observou multirresistentes para L. monocytogenes isoladas de tabuas de
corte do ambiente doméstico. Nos ultimos pesquisas encontraram alta variacdo nas taxas
de resisténcia para L. monocytogenes, principalmente para as drogas mais usuais,
adotadas no tratamento da listeriose como ampicilina, penicilina e sulfametoxazol
associado ao trimetoprim (Du et al., 2017; Korsak et al., 2012; Lotfollahi et al., 2017;
Sereno et al., 2019), demonstrando um cendrio preocupante para o tratamento da doenca.

Nosso estudo avaliou também Escherichia coli isoladas de tdbuas de corte de
madeira e plastico do ambiente doméstico. A E. coli é uma bactéria distribuida na
natureza tendo como principal habitat o trato intestinal humano e animal (Carvalho et al.,

2023; Denamur et al., 2021; Paton and Paton, 1998). Existem seis categorias patogénicas
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de E. coli que causam infecgéo intestinal em homens e animais, sendo denominadas de
E. coli patogénicas (diarreiogénicas) diferenciadas pela presenca de fatores de viruléncia.

Este estudo pesquisou a presenca de fatores de viruléncia para resisténcia
antimicrobiana intl 1 e fatores de viruléncia relacionados a producéo de shiga toxina stx1
e stx2, sendo este ultimo responsavel por complica¢fes graves em humanos, capazes de
causar doencas gastrointestinais (Paton and Paton, 1998). A presenca de genes intll é
associado aos mecanismos que desempenham papel importante para a prevaléncia de
resisténcia bacteriana aos medicamentos (Ishikawa, 2011). Malek et al. (2015)
concluiram que os integrons carregam genes que codificam resisténcia antimicrobiana e
estdo significativamente presentes entre as Enterobacteriaceae, associado a resisténcia a
maltiplas drogas.

O estudo encontrou a presenca desse gene para um isolado (1/15) e resisténcia a
trés ou mais classes para a maioria os isolados de E. coli avaliados com producédo de
ESBLs (B-lactamases de espectro estendido). O aumento do numero de resisténcia
bacteriana através da producdo de betalactamases de espectro estendido (ESBL) tem sido
reconhecida como um problema terapéutico (Dolejska et al., 2009). Bezabih et al. (2021)
observou uma crescente presenca de E. coli produtoras de enzima ESBLS em pessoas
saudaveis e destaca o risco, sinalizando que o mundo pode estar caminhando para a pior
fase de uma “era pds-antibiotica” onde infecgdes comuns que costumavam ser facilmente
tratados podem ndo responder aos medicamentos existentes.

Observamos também em quatro isolados fatores de viruléncia relacionados a
producdo de shiga toxina stx1 (n=3) e stx2 (n=1). Ludwing et al. (2002) avaliando a
presenca de anticorpos em humanos, para estes fatores de viruléncia, destacou que cepas
de STEC humanas podem produzir variantes de stx1 e stx2 e que infec¢des assintomaticas
de STEC em pessoas saudaveis representa uma fonte potencial de infeccdo, com
transmissdo de pessoa para pessoa. Os autores destacam a necessidade de implementar
medidas higiénicas rigorosas entre os membros da familia e outros contatos domésticos
para evitar a disseminacdo e ocorréncia de casos secundarios. Keshav et al. (2015)
pesquisando E. coli em panos de prato em residéncias observou a presenca de fatores de
viruléncia stx1 e stx2 em seus isolados e destacou a presenca destes fatores em casos de
doencas neste ambiente.

A persisténcia de E. coli no ambiente doméstico pode ser vinculada a presenca de
biofilmes e a capacidade de adesdo da bactéria (Wang et al., 2020). Nosso estudo

encontrou genes envolvidos na formacgdo de biofilmes para os isolados de E. coli e
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capacidade de adesdo fraca. Os genes avaliados wza e wcaA atuam na biossintese do
acido colénico (exopolissacarideos) e os genes luxS na regulacdo do quorum sensing.
Alguns estudos relatam que o &cido col&nico pode prejudicar a adesdo bacteriana inicial
e inibir a formacdo de biofilmes em E. coli, mascarando proteinas autotransportadoras
como o antigeno Ag43, as quais tem importante papel na formacdo e maturacdo dos
biofilmes (Beloin et al., 2008; Castelli and Véscovi, 2011; Vogeleer et al., 2014; Wang
et al., 2020).

Como conclusdo o estudo contribui com informagdes de L. monocytogenes e E. coli
isoladas de tabuas de corte do ambiente doméstico e observa a presenca de fatores
genéticos e caracteristicas fenotipicas importantes para casos de doencas de origem
alimentar em humanos, com destaque para o grau de resisténcia dos isolados as classes
de antibioticos testados. O estudo destaca a importancia dos processos higiénico-

sanitarios no uso de tabuas de corte no preparo de alimentos em residéncias.
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CONCLUSOES GERAIS

Muita gente ndo sabe mais o simples ato de cortar um frango cru e utilizar a mesma
faca ou tabua de corte sem lavar para fatiar outro alimento cru ou pronto para o consumo,
pode ser um risco a saude. Essas falhas durante a manipulagdo de alimentos podem levar
a contaminagdo cruzada com a transferéncia de microrganismos de um material ou
alimento contaminado para outro, causando danos a saude. A dificuldade na remocao de
sujidades pode favorecer a formacdo de biofilmes em superficies, apontado como um
aspecto importante para ocorréncia de contaminagdo cruzada durante o preparo de
alimentos.

A avaliacdo do perfil de uso das tabuas de corte na manipulacdo de alimentos em
residéncias observou a presenca de microrganismos frequentemente envolvidos em casos
de doencas vinculadas por alimentos, sugerindo que o uso do utensilio pode estar sendo
feito sem as devidas praticas de manipulagéo e higienizacao. Para o tipo de material que
compde as tabuas o estudo observou que independentemente do material, tabuas de corte
podem servir como veiculos para microrganismos com potencial de causar doengas. Em
relacdo aos resultados observados podemos explorar o conceito de que a saturacdo da
madeira com a umidade pode interferir na adesdo celular em contraste as tabuas de
plastico e, o desgaste do utensilio e tempo de uso favorecem a permanéncia de
microrganismos e formacéo de biofilmes.

O estudo colabora ainda com informacdes de L. monocytogenes e E. coli isoladas
de tabuas de corte utilizadas no preparo de alimentos em residéncias e observa a presenca
do sorogrupo 4b, potencial de viruléncia e resisténcia antimicrobiana em L.
monocytogenes e E. coli produtoras de ESBL. Estes fatores sdo importantes para o
controle e tratamento de doengas em humanos. As informacdes deste estudo sinalizam
um cenario preocupante em saude publica e destaca a importancia das boas praticas nos

processos de higienizacdo do utensilio.
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Public Food Guidance Service/FMVZ/UNESP

FOOD INSPECTION LABORATORY

Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Correa, s/n Bairro: Unesp - Botucatu/SP
CEP:18618-681 Fone: +55 14 3880-2110

EVALUATION THE MANIPULATION AND THE USE OF WOODEN
AND PLASTIC CUTTING BOARDS IN HOMES

Name:

Evaluator:

Address:

Date:

Mark the answer:

SURVEY- INFORMATION

1) What is your education?

() Elementary School ( ) High school (') University education

2) Who cooks in the house?

() Yourself () Another person

3) Where do you buy fruits and vegetables?

() Supermarkets () Greenmarket ( ) Both

4) How do you sanitize your fruits and vegetables?

() Water only ( ) Water and detergent () Water and hypochlorite () Water and
acetic acid

5) Do you use the same cutting board to manipulate all food?

() Yes ( )No

6) Which of these foods do you manipulate on your board?

() Meat ( ) Fruits and vegetables ( ) Both () Other foods
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7) Which of these foods do you manipulate first?

() Meat () Fruits and vegetables ( ) Indifferent

COLLECTED CUTTING BOARD INFORMATION:

8) What is the cutting board material?

( ) Wood ( ) Plastic

9) How long have do you been using the cutting board?

()0to1l year () 1yearto2years ( ) More than 2 years

10) How often do you use the cutting board?

( ) Daily () Sporadically

11) You sanitize do your cutting board?

() Sim ( ) Nao

12) Among the options, which one do you use to sanitize your cutting board?

() Water and detergent ( ) Water as detergent and hypochlorite
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Supplement Data B — Terms of Consent
Ethics Committee Resolution 466/2012 - (participant over 18 years old)

This study was submitted to ethical evaluation on the Brazil Platform of the Brazilian
Ministry of Health (http://conselho.saude.gov.br/plataforma-brasil-conep?view=default)
and registered under CAAE 57892622.1.0000.5411 with ethical opinion favorable no.
5,382,335.

I INVITE you to participate in the Research Project entitled “Cross-contamination in the
domestic environment: Biofilm formation capacity, antibiotic and disinfectant resistance
of pathogens isolated from wooden and plastic cutting boards” which will be developed
by me Janaina Prieto de Oliveira, Veterinary Doctor and Postgraduate student of the
Doctorate course in the postgraduate program from the Faculty of Veterinary Medicine
and Zootechnics of Botucatu - FMVZ under the guidance of Professor Dr. Juliano
Gongcalves Pereira, Veterinarian and Professor at the Faculty of Veterinary Medicine and
Animal Science of Botucatu (UNESP)

The research consists of evaluating the characteristics and possible presence of
microorganisms on cutting boards in homes. In order for the study to have
representativeness and statistical power, a sample number was pre-determined, a
representative sample number of 100 boards, 50 of which were made of wood and 50 of
plastic.

There is no risk for research collaborators. The estimated time to respond to the form is
10 minutes. The benefit of participating in this study is that you are contributing to the
donation of material for scientific research, and in return you will receive another (new)
utensil according to the donated material (wood or plastic), in addition to providing
important information on the manipulation and use of boards, information that may
contribute to the understanding and objectives proposed by the study.

Please be aware that your participation is voluntary and your identification will not be
disclosed. The individual traceability of each participant will be through a number that
will become an investigation code for each sample, without personal identification. This
code will only be used for control in the study. Same after you have given your consent
to participate in the research, you can withdraw it at any time, without any personal harm.

This Free and Informed Consent Form will be prepared in 2 copies of equal content, 01
copy will be delivered to you duly initialed, and the other copy will be archived and kept
by the researchers for a period of 2 years after the end of the research.

If you have any additional questions, you can contact the Research Ethics Committee by
calling +55 14 3880-1608 or 3880-1609, which is open from Monday to Friday from 8:00
am to 12:00 pm and from 1:30 pm to 5:00 pm, at Chéacara Butignolli s/n° in Rubido Junior
— Botucatu - S&o Paulo. The location data of the researchers are described below:

Name: Janaina Prieto de Oliveira Address: Prof. doctor Walter Mauricio Correa s/n
Botucatu/Sao Paulo. Phone: +55 44 999636042 E-mail: janaina.prieto@unesp.br


http://conselho.saude.gov.br/plataforma-brasil-conep?view=default
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Name Juliano Goncalves Pereira Address: Prof. doctor Walter Mauricio Correa s/n
Botucatu/S&o Paulo. Phone: +55 14 3880-2258 E-mail: juliano.pereira@unesp.br

After all my doubts regarding this study have been resolved, | AGREE to participate
voluntarily, being aware that all my data will be safeguarded through the secrecy that the
researchers have committed to. | am aware that the results of this study may be published
in scientific journals.

Botucatu- SP, [

Researcher Participating
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Supplementary Table | - Profile of handlers in the use of wooden and plastic cutting boards in

homes
Cutting boards
Parameter
Wood (50) Plastic (50) Total % (100)

weighted average age 37 26 31
Sex Female sex 36 36 72%

Male sex 14 14 28%
What is your education?
Elementary School 6 1 7%
High school 18 12 30%
University education 26 37 63%
Who cooks in the house?
Yourself 39 26 65%
Another person 11 24 35%
Where do you buy fruits and
vegetables?
Supermarkets 29 29 58%
Greenmarket 1 0 1%
Both 20 21 41%
How do you sanitize your
fruits and vegetables?
Water only 27 26 53%
Water and detergent 7 9 16%
Water and hypochlorite 6 11 17%
Water and acetic acid 10 4 14%
Do you use the same cutting
board to manipulate all
food?
Yes 44 43 87%
No 6 7 13%
Which of these foods do you
manipulate on your board?
Meat 5 1 6%
Fruits and vegetables 2 3 5%
Both 41 44 85%
Other foods 2 2 4%
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Which of these foods do you
manipulate first?

Meat 13 6 19%
Fruits and vegetables 20 28 48%
Indifferent 17 16 33%
Collected cutting board

information

How long have you been

using the cutting board?

0 to 1 year 9 3 12%
1 year to 2 years 8 S 13%
More than 2 years 33 42 5%
How often do you use the

cutting board?

Daily 37 41 78%
Sporadically 13 9 22%
You sanitize do your cutting

board?

Yes 50 50 100%
No 0 0 0%
Among the options, which

one do you use to sanitize

your cutting board?

Water and detergent 38 35 73%
Water as detergent and 12 15 27%

hypochlorite
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Supplementary Table Il - Microbiological evaluation in the use of wooden and plastic cutting boards in homes, count of aerobic mesophilic,
Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. and presence of Listeria monocytogenes and Escherichia coli.

'Parameter . . ’Presen
aramete Microorganisms esence

Total (100) LM (3/100)  EC (5/100)

AMC EB PS
Where do you buy fruits and vegetables?
Supermarkets (n=58) 31(0-7.8  20(0-104) 0(0-8.5) 2/100
Greenmarket (n=1) 34(34-34) 14(14-14) 41(41-41)
Both (n=41) 3.5(0-8.2) 2.0(0-6.7) 0(0-8.8) 3/100 3/100
p-value 0.9896 0.8607 0.1687
How do you sanitize your fruits and
vegetables?
Water only (=53) 3.4(0-8.2) 1.5(0-10.4* 0(0-8.5) 1/100 3/100
Water and detergente (n=16) 3.4(0-7.8) 26(0-77*% 0(0-5.7) 1/100 2/100
Water and hypochlorite (n=17) 3.7(0-7.4) 32(0-6.7* 0(0-8.8) 1/100
Water and acetic acid (n=14) 2.1(0-6.2) 0(0—4.7)° 0(0-6.4)
p-value 0.2623 0.0305* 0.8503
Do you use the same cutting board to
manipulate all food?
Yes (n=87) 3.2(0-82)  19(0-104) 0(0-8.8) 3/100 5/100
No (n=13) 3.4(0-4.8) 3.2(0-4.0) 0(0-4.3)

p-value 0.8098 0.4129 0.6473
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Which of these foods do you manipulate on

your board?

Meat (n=6) 1.6 (0-3.7) 0(0-3.8) 0(0-0)

Fruits and vegetables (n=5) 40(21-48) 33(0-4.0) 29(0-3.9)

Both (n=85) 3.4(0-8.2) 19(0-104) 0(0-8.8) 3/100 4/100
Other foods (n=4) 35(2-7.8) 29(0-7.7) 0(0-4.5) 1/100
p-value 0.3192 0.3124 0.3420

Which of these foods do you manipulate first?

Meat (n=19) 3.1(0-7.2) 0(0-10.4) 0(0-85) 1/100
Fruits and vegetables (n=48) 35(0-8.2) 2.1(0-6.8) 0(0-8.8) 2/100 1/100
Indifferent (n=33) 2.8(0-7.8) 21(0-7.7) 0(0-5.7) 1/100 3/100
p-value 0.5300 0.5510 0.5017

Among the options, which one do you use to

sanitize your cutting board?

Water and detergent (n=73) 3.2(0-7.8) 2.1(0-7.7) 0(0-6.4) 2/100 4/100
Water as detergent and hypochlorite (n=23) 35(0-8.2) 1.8(0-104) 0(0-8.5) 1/100 1/100
p-value 0.4008 0.7797 0.2398

How long have do you been using the cutting

board?

0to 1 year (n=12) 3.6(0-7.4) 2.7 (0-5.8) 0(0-5.9) 1/100
1 year to 2 years (n=13) 3.4(0-7.0) 2.7 (0-5.1) 0(0-6.4) 1/100
More than 2 years (n=75) 3.1(0-8.2) 1.7(0-104) 0(0-8.8) 3/100 3/100
p-value 0.3598 0.1727 0.1535

Y(log CFU/cm?2) median (minimum - maximum): *a, b values with different letters in the line are different when the result differs statistically as 95% significance
p<0.05: AMC: aerobic mesophilic count; EB: Enterobacteriaceae count; PS: Pseudomonas spp. count. 2 values % LM: Listeria monocytogenes; EC: Escherichia coli.
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Primers, anelamento e tamanhos de produtos de PCRs usados para identificacdo e sorotipagem de Listeria spp. e confirmacdo de género e

espécie de Escherichia coli isolados de tabuas de corte de madeira e plastico do ambiente doméstico.

R: ACGCAGACCGTAGGCCAGAT

PCR Gene alvo Sequéncia (5°- 3) Tamanho (pb) Funcdo Referéncia
Isolado
F:
ors R.CTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 270 \dentificacio
CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG
imoo737 | F- AGGGCTTCAAGGACTTACCC 601 sorofiagem
R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC Pag
. F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA . (Doumith et al. 2004)
] mr::gtc'pt'gxenes IMol1118 | . cGGCTTGTTCGGCATACTTA 906 sorotipagem
' ytog OREo810 |F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 71 “orofiagem
R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG pag
F:
ORF2110 | AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 sorotipagem
R: ATCCATCCCTTACTTTGGAC
Escherichia coli uspA F: CCGATACGCTGCCAATCAGT 884 Confirmacéo (Chen e Griffiths 1998)

As condicdes das reacdes foram: L. monocytogenes: 94°C/3 min; 35 ciclos de 94°C/0,4 min, 53°C/1,15 min, 72°C/1,15 min e 72°C/7 min; E.

coli 95 °C/60s; 30 ciclos de 95°C/30s, 62°C/30s e 72 °C/2 min; extensdo final de 72 °C/2 min
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Primers, anelamento e tamanhos de produtos de PCRs usados para caracterizar genes de viruléncia e formacao de biofilme de L. monocytogenes

e E. coli de isolados obtidos de tabuas de corte de madeira e plastico do ambiente doméstico.

Tamanho

Reacdo PCR Gene alvo Sequéncia (5°- 3") (pb) Funcao Referéncia
L. monocytogenes
1 multiplex LA F: ACGAGTAACGGGACAAATGC 800
R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT
inlB P TGCGGAGAGTAACCCAACCAC 884 Internalizacdo celular (Liu et al., 2007)
R: GTTGACCTTCGATGGTTGCT
e F: AATTCCCACAGGACACAACC £17
R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA
2 multiplex hiyA F: GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA 456 _Sint_ese: (_je (Paziak-Domanska et
R: GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG listeriolisina al., 1999)
actA F: CGCCGCGGAAATTAAAAAAAGA 839 Polimerizagdo de | Suarez and Vazquez-
R: ACGAAGGAACCGGGCTGCTAG actina Boland (2001)
3 multiplex orfA F: GGAAGCTTGGCTCTATTTGC 145
R: ACAGCTGAGCTATGTGCGAT Producdo de fimbrias,
faA F: GTAAGCATCCAAGCGTCTGA 148 adesdo
R: AAGAATCAGCATCAGCAACG
F: CGGGTACTTGCCTGTATGAA
agrA 149
R: TGAATAGTTGGCGCTGTCTC
- F: AGGTACATTTGGATTTATACTGCTCAAC 81 ) o
; R: TCTTCACCGATTAAAGGCAAACT Formagao de biofilme
4 multiplex agrC  |F: ATTGACAAGATTTCGATGGATAGTATAGATT 88 (Autret et al., 2003)
agrd | R CACAAGTTAACGCCGCTTCA 113




F: AAATCAGTTGGTAAATTCCTTTCTAG
R: AATGGACTTTTTGGTTCGTATACA
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(Rieu et al., (2007)

F: AAGCACCTTTTGTGAGACTGG

Quorum sensing e

R: GCAGTGCCAGTTCTTCGT

formacdo de biofilme

I 27 x . o i 1., 2021
WS | R CCGTTAGTGTTGTAGCGATGA 3| formagao de biofilme | '2n9 etal., 2021)
Escherichia coli
sxd F: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180
1 multiplex R: AGAACGCCCACTGAGATCATC Producdo de toxina (Ishikawa, 2011)
stx2 F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 955
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCG
intl 1 F: GTCAAGGATSTGGATTTCGA 890 Resisténcia (Panton and Panton,
R: ACATGCGTGTARATCATCGT antimicrobiana 1998)
2 multiplex F: ATTGGCAACCAGGTCTTTA Biofil
wcaA 141 lonimes e Yu et al., 2021
R: CGTCGCCTCTTCTACTTTC codificacéo de ( )
F: GAGCACCCTGAAAATGGA reguladores na sintese
Y28 IR AGCGGACGAATGACAAAG L4 | deacido colanico | (Yuetal, 2022)
F: CAGATGAGCAGCGTGTTG i
luxS 201 Quorum sensing e (Yu et al., 2023)

As condigdes das reacbes foram: L. monocytogenes: reagdo 1: 94 ° C por 2 min; 30 ciclos de 94 ° C/20 s, 55 ° C/20 s e 72 ° C/50 s; extensdo final 72 ° C/2 min;
reacdo 2: 94°C/2 min, 35 ciclos a 94°C/30s, 60°C/1 min e extensdo a 72°C/1 min. Extensédo final 72°C/10 min; reacdo 3: 95 °C/60s; 30 ciclos de 95°C/30s,
58°C/30s e 72 °C/2 min; extensdo final de 72 °C/2 min; reacdo 4: 95 °C/60s; 30 ciclos de 95°C/30s, 56°C/30s e 72 °C/2 min; extensdo final de 72 °C/2 min e
para luxS: 95 °C/60s; 30 ciclos de 95°C/30s, 60°C/30s e 72 °C/2 min; extenséo final de 72 °C/2 min. As condi¢des das rea¢bes foram: E. coli: reagdol: 95
°C/10 min; 30 ciclos de 94°C/1 min, 59°C/1min e 72 °C/30 seg.; extensao final de 72 °C/10 min; para intl 1: 94 °C/5 min; 30 ciclos de 94°C/30 seg., 60°C/30
seg e 72 °C/1 min; extensdo final de 72 °C/8 min e reacdo 2: 95 °C/60s; 30 ciclos de 95°C/30s, 58°C/30s e 72 °C/2 min; extenséo final de 72 °C/2 min




