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RESUMO

Escherichia coli O157:H7 € um patdgeno emergente que vem ocasionando varios
surtos de origem alimentar nas ultimas décadas. As varias complicacées decorrentes
de enfermidades causadas por esse agente etiolégico podem levar a problemas
renais graves e até mesmo a morte, principalmente em grupos etarios mais
sensiveis como criangcas e idosos. A relativa resisténcia do microrganismo as
condi¢cbes acidas facilita sua permanéncia em alimentos muitas vezes considerados
seguros, como € o caso dos alimentos fermentados. O iogurte € um tipo de leite
fermentado, tendo sido relatado um caso de surto provocado por E. coli 0157:H7 em
logurte contaminado, envolvendo principalmente criangas. O presente trabalho teve
como objetivo aportar ferramentas para a avaliacdo do risco microbiolégico
“microbiological risk assessment” de iogurtes, buscando ainda detectar se diferencas
na composicao desses alimentos podem conduzir a diferentes riscos microbiolégicos
no que se refere a presenca de E. coli O157:H7. O primeiro capitulo refere-se ao
estudo da viabilidade de E. coli 0157:H7 (CDC EDL-933) inoculada pés-fermentacéo
em amostras de iogurte integral e desnatado. A concentragao inicial de E. coli foi da
ordem de log 4,36 UFC/mL e sua presenca foi detectada até o quarto dia de
producdo em ambos os tipos de iogurte. N&o foi observada diferenca significativa no
efeito dos diferentes teores de gordura dos iogurtes estudados sobre a permanéncia
do patégeno no alimento. O segundo capitulo refere-se ao estudo da viabilidade de
E. coli O157:H7 (CDC EDL-933) inoculada pos-fermentagdo em amostras de iogurte
com diferentes teores de acgucar. A concentracdo inicial de E. coli foi da ordem de
log 4,1 UFC/mL. A bactéria foi detectavel até o quinto dia de estocagem em iogurte
sem adicdo de sacarose, sendo que em iogurtes contendo 10 e 15% do acucar,
observou-se a presenca do microrganismo até o0 sétimo e oitavo dias,
respectivamente. Com base nesses achados conclui-se que maiores concentragdes
de acgucar podem proteger a E. coli 0157:H7 da acéo inibidora da microbiota propria
desse produto lacteo.

Palavras-chave: Escherichia coli O157:H7; leites fermentados; bactérias acido
laticas; iogurte; gordura; acucar; sacarose.



ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 is an emergent pathogen that has caused several
outbreaks of foodborne diseases in recent decades. Severe kidney problems and
even death are some of the complications of diseases caused by this agent,
especially in sensitive group like children and elderly. The resistance of this
microorganism to acid conditions facilitates its maintenance in foods often considered
safe like fermented foods. Yoghurt is a type of fermented milk and exist a record of
outbreak caused by E. coli O157:H7 in contaminated yoghurt, mainly involving
children. The aim of this work was to give some tools for microbiological risk
assessment of yoghurt, seeking to detect if differences in the composition of yoghurt
can lead to different microbiological hazards in relation to the presence of the
pathogen E. coli O157:H7. The first chapter refers to the viability of E. coli O157:H7
(CDC EDL-933) inoculated post-fermentation in samples of yoghurt made with whole
and skim milk. The initial concentration of E. coli was about 4.36 log CFU/mL and its
presence was detected until the fourth day of production in both types of yoghurt.
There was no significant difference in the effect of different fat content of yoghurts
studied on the permanence of the pathogen in food. The second chapter refers to the
viability of E. coli O157:H7 (CDC EDL-933) inoculated post-fermentation in yoghurt
samples with different sugar contents. The initial concentration of E. coli was about
4.1 log CFU/mL. The pathogen was detected until the fifth day of storage in yoghurt
with no added sucrose and in yoghurt with 10 and 15% of sugar, their presence was
observed until the seventh and eighth days, respectively. These findings show that
higher concentrations of sugar may have a protective function on E. coli O157:H7 in
yoghurt.

Key words: Escherichia coli 0157:H7; fermented milk; lactic acid bacteria; yoghurt;
fat; sugar; sucrose



1 INTRODUCAO

7

O iogurte € um tipo de leite fermentado bastante difundido e apreciado
mundialmente. Com a preocupacao cada vez maior, por parte dos consumidores,
em ingerir alimentos naturais e saudaveis, a indlstria tem se voltado para o
desenvolvimento de iogurtes com baixos teores de gordura, existindo uma grande
variedade e um volume cada vez maior de iogurtes “light” no mercado. Ha que se
ressaltar ainda as exigéncias de consumo diferenciadas quanto aos teores de
acucar de acordo com caracteristicas regionais, fazendo com que muitas vezes
diferentes tipos de iogurte sejam produzidos de acordo com a preferéncia local.

No Brasil, o nimero de laticinios que produz iogurte tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos devido, entre outros fatores, a estabilidade

econdmica e ao aumento da demanda dos consumidores. Dados da Associagéo

Brasileira da Industria de logurtes, no ano de 2000, estimam uma produc¢do superior



a 500 mil toneladas/ano, sendo que desse montante 20% seria produzido por micro-
fabricantes regionais.

Pequenos laticinios em geral utilizam o sistema aberto de producdo, com o
leite sendo processado em equipamentos abertos, com grande manipulacao
humana, o que aumenta o0s riscos de contaminacdo poés-pasteurizacdo por
Escherichia coli.

E. coli é uma bactéria potencialmente patogénica, sendo de ocorréncia
constante em leite e derivados lacteos quando os procedimentos de sanidade
animal, de ordenha higiénica e de tratamento térmico ndo sdo efetuados
criteriosamente. A pasteurizacdo € eficiente em sua eliminacdo, porém a
contaminacdo pos-pasteurizacdo pode comprometer a qualidade bacteriolégica do
alimento produzido, tornando-o improprio para o consumo humano devido aos riscos
de conter agentes etioldgicos de doencas alimentares.

A Avaliacdo do Risco Microbiolégico € um instrumento de avaliacdo utilizado
pelos 6rgdos governamentais para o controle de alimentos. A Avaliagdo do Risco
Microbiol6gico de um alimento tem por base estimar qual a probabilidade deste
alimento causar doencas, que populacdo serd atingida e quais serdo os efeitos
dessas doencas. Para conseguir responder a essas questdes, é necessario que se
estabeleca que microrganismo pode ser encontrado no produto “Hazard
Identification”, a quantidade de patdgeno que sera ingerida em funcdo do consumo
do alimento “Exposure Assessment”, qual serd o efeito no ser humano “Hazard
Characterisation” e qual o risco geral para uma determinada populacdo “Risk
Characterisation”. Com todos esses conhecimentos é possivel estabelecer o grau de
risco de um determinado alimento em causar uma determinada doenca de origem

alimentar.
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Para que se possa caracterizar 0 real perigo existente nos iogurtes com
relacdo a E. coli O157:H7 é importante estabelecer se diferentes tipos de iogurte
possuem caracteristicas distintas que preconizam acfes de prevencdo contra
agentes etioldgicos de doencas alimentares diferenciadas em relacdo a cada
produto. A possivel diferenca de comportamento da microbiota acido latica em
funcdo da variacdo na composicdo da matéria-prima tem sido apontada por
inUmeros pesquisadores, contudo ndo ha dados concretos de que essas alteracbes
comportamentais possam ocorrer entre amostras de iogurtes naturais do tipo integral
ou desnatado, com ou isento de acucar. Sendo assim, 0 objetivo do presente
trabalho foi determinar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em iogurtes contendo
diferentes teores de gordura e sacarose.

Este trabalho consta inicialmente de uma revisdo de literatura sobre o tema
abordado. No desenvolvimento, os capitulos referem-se aos artigos cientificos
originados a partir das pesquisas realizadas. Vale destacar que todo o experimento
foi realizado no Laborat6rio de Microbiologia de Alimentos do atual Campus Bom
Jesus / Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Fluminense (IFF),
antigo Colégio Técnico Agricola lldefonso Bastos Borges (CTAIBB) / Universidade
Federal Fluminense (UFF), utilizando a matéria-prima a partir do rebanho préprio,
livre de antimicrobianos. Os artigos foram remetidos para publicagdo e se encontram
nessa tese traduzidos do inglés. As referéncias bibliograficas dos artigos seguem as
exigéncias dos periddicos aos quais foram submetidos. Finalizando, sao

apresentadas as consideracdes finais e a bibliografia geral.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Escherichia coli

2.1.1 Caracteristicas gerais

Escherichia coli, como todo membro da familia Enterobacteriaceae, € uma
bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa e oxidase negativa. Segundo Krieg e
Holt (1984), a E. coli fermenta glicose através de fermentacdo acido mista,
produzindo acido latico, acético e férmico. A grande maioria das estirpes possui a
capacidade de produzir gas a partir da hidrdlise do acido férmico, sendo capaz de
utilizar varias fontes de carbono, como o acetato, glicose e lactose, porém nao o
citrato. Produz indol, porém néo hidrolisa a uréia nem produz sulfeto de hidrogénio.
A enzima B-glicuronidase é produzida por 96% das cepas de E. coli, enquanto
segundo Karmali (1989), a fermentacao de sorbitol em 24 h é realizada por 95% das

cepas de E. coli.



2.1.2 E. coli patogénicas

Apesar de E. coli ser uma espécie bacteriana da microbiota saprofitica do
trato intestinal de humanos e de uma grande variedade de animais, determinados
patotipos podem causar graves problemas gastrointestinais, com diarréias severas
e suas complicacbes (MENG et al., 2001). Greig e Ravel (2009) analisaram 4.093
surtos de infeccdo de origem alimentar entre os anos de 1995 e 2005 e encontraram
E. coli sendo incriminada em 9,5% dos casos, sendo a terceira maior causa de
infeccdo, perdendo apenas para Salmonella spp e Norovirus.

A classificacdo de E. coli baseia-se em diferencas antigénicas (sorotipagem)
e fatores de viruléncia. O antigeno O (do lipopolissacarideo LPS) caracteriza o
sorogrupo da cepa e o flagelo H caracteriza o sorotipo. Cepas sem flagelo séo
identificadas como NM “nom maotile”. Algumas cepas possuem um antigeno capsular
K que também € utilizado para classificagdo. Existem mais de 170 diferentes
sorogrupos identificados de E. coli, e ha uma certa correlacdo entre sorogrupo e
viruléncia. A classificagdo através do sistema de viruléncia € baseada em
caracteristicas como: forma de adesao da bactéria as células do hospedeiro, efeitos
da adeséo as células do hospedeiro, producdo de toxinas e grau de invasdo (MENG
et al.,, 2001). Segundo Torres et al. (2005), os fatores de adesdo das cepas
patogénicas de E. coli sdo estruturas protéicas associadas a superficie da
membrana bacteriana e podem ser divididos em adesinas fimbriais e néo fimbriais.

Meng et al. (2001) alertam que a classificacdo dos grupos de E. coli leva em
consideracao os dois sistemas (sorogrupo e viruléncia), porém nem sempre ha como
categorizar uma cepa apenas baseado nessas diferencas, pois a capacidade

patogénica da bactéria pode ser transmitida geneticamente entre as cepas através
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de plasmideos, fagos e ilhas cromoss6micas de patogenicidade. Clarke et al. (2003),
Kehl (2002), Mellies et al. (2007), Meng et al. (2001), Servin (2005) e Torres et al.
(2005), categorizam a E. coli em seis principais patotipos causadores de diarréia em
humanos: enterotoxigénica, enteroinvasiva, enteroagregativa, de aderéncia difusa,
enteropatogénica e enterohemorragica, as quais estdo sumariamente apresentadas

a sequir.

2.1.2.1 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

As cepas ETEC aderem a mucosa do intestino delgado proximal através do
fator de adesédo de adesinas fimbriais. Os sintomas sédo decorrentes da acédo de
duas enterotoxinas, uma termolabil (LT) e outra termoestavel (ST), que agem sobre
as células da mucosa intestinal causando diarréia agquosa abundante. As cepas
ETEC sdo a maior causa da conhecida “diarréia dos viajantes” nos paises
industrializados e de uma severa diarréia (que chega a ser fatal) em criancas de
paises em desenvolvimento. As principais fontes de infeccdo séo alimentos e agua

contaminados.

2.1.2.2 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

As cepas EIEC sao bioguimica, genética e patogenicamente semelhantes a
Shigella spp., porém néo produzem Shiga toxina. Provocam principalmente diarréia
aguosa e disenteria. Os sintomas podem ser semelhantes a diarréia secretora

associada com cepas ETEC. Os surtos normalmente estdo associados com
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alimentos e agua contaminados, mas a infeccdo pode ser transmitida tambéem

atraves de pessoa-pessoa.

2.1.2.3 E. coli enteroagregativa (EAEC)

As cepas desse grupo nao secretam enterotoxinas LT e ST, porém produzem
outras toxinas termoestaveis que causam danos a mucosa. A forma de adeséo as
células epiteliais é do tipo Aderéncia Agregativa (AA). Os sintomas sdao vomito e
diarréia. Os surtos detectados foram associados com consumo de alimentos em
restaurantes. A bactéria esta associada tanto a diarréia aguda quanto crbnica em
varias partes do mundo, inclusive em paises em desenvolvimento. A patogénese
ainda ndo é bem conhecida, mas sabe-se que EAEC adere a superficie mucosa do

intestino delgado e grosso estimulando a produgé&o de muco.

2.1.2.4 E. coli de aderéncia difusa (DAEC)

As cepas DAEC formam um grupo heterogéneo em que a principal
caracteristica € a aderéncia difusa as células HEp-2 ou HelLa. Além de causar varias
infeccbes entéricas, como diarréia em criancas, também estdo relacionadas com
infeccbes no trato urinario (pielonefrite, cistite e bacterilria assintomatica). Sua
patogénese ainda € pouco conhecida, e ndo ha descricdo de surtos relacionados

com alimentos até o momento.
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2.1.2.5 E. coli enteropatogénica (EPEC)

As estirpes EPEC nado produzem toxina, porém aderem a mucosa intestinal
do intestino delgado e causam extenso rearranjo das actinas das células do
hospedeiro. Provocam uma profusa diarréia aguosa principalmente em criangas com
menos de dois anos de idade, sendo considerado um importante agente etiolégico
de diarréia infantil em paises em desenvolvimento. A transmissdo ocorre atraves da
via fecal-oral, podendo ter como veiculo méos, alimentos ou férmulas infantis
contaminados. Estima-se que a dose infectante para adultos esteja entre 10 e 10*°

bactérias.

2.1.2.6 E. coli enterohemorragica (EHEC)

E. coli enterohemorragica e EPEC se distinguem de outras cepas de E. coli
patogénicas por possuirem uma ilha cromossdmica de patogenicidade conhecida
como Locus of Enterocyte Effacemente (LEE). LEE codifica o sistema de secrecao
tipo Ill e todas as proteinas associadas com a formacao de lesfes histopatolégicas
nas ceélulas epiteliais do intestino conhecidas como Attaching and Effacing (A/E).
Essas lesfes epiteliais sdo marcadas por degeneragdo na superficie das bordas,
perda das microvilosidades, e reunido altamente organizada de actina formando
agrupamento de células individuais tipo “pedestal”. A ilha de patogenicidade LEE é
essencial para o desenvolvimento de doencas tanto em EPEC quanto em EHEC.

Embora EHEC e EPEC sejam geneticamente relacionadas, muitos aspectos

de sua epidemiologia, patogénese e nicho que ocupam no hospedeiro humano sao
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anicos. Uma das principais caracteristicas de EHEC é a producao de uma ou duas
toxinas conhecidas como Shiga-toxina (stx1 e stx2), por sua semelhanca a toxina da
Shigella dysenteriae tipo 1. Existem fatores acessorios de viruléncia, como o
plasmideo pO157, que codifica enterolisina e serina protease EspP. Outra distin¢cao
esta na localizacéo da infeccéo, que em EHEC ocorre no intestino grosso, atacando
o célon.

As manifestacfes clinicas mais comuns sao diarréia e colite hemorragica. Em
alguns casos as diarréias sanguinolentas evoluem para complicacbes conhecidas
como Sindrome Urémica Hemolitica (“Hemolytic Uremic Syndrome” = HUS), em
decorréncia da acao das Shiga toxinas que lesionam as células do endotélio renal. A
HUS acomete principalmente criangas, e muitos pacientes desenvolvem problemas
renais crénicos necessitando de dialise ou transplante de rins. A Trombose Purpura
Trombocitopénica (TTP) € outra complicacdo decorrente da infeccdo por EHEC, e
esta relacionada a pacientes adultos. Muitas vezes essas complicacdes podem ser
fatais, principalmente em criancas e idosos, que sdo o0 maior grupo de risco. Existem
também casos de portadores assintomaticos.

A dose infectante de EHEC é muito baixa, estimando-se menos de 100 UFC.
E um patégeno de origem alimentar causador de significante morbidade e
mortalidade em todo o mundo. O maior nimero de casos registrados envolve 0s
paises industrializados, porém também atinge os paises em desenvolvimento.
Existem diversos sorotipos dentro desse patotipo, sendo O157:H7 o principal

patdgeno de origem alimentar.
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2.1.3 EHEC, VTEC (ou STEC) e E. coli 0157:H7

Existem dois sistemas de nomenclatura para as toxinas produzidas por
EHEC: no Reino Unido sdo nomeadas como verotoxinas ou verocitotoxinas (VT1 e
VT2), enquanto nos EUA sao conhecidas como Shiga toxinas (stxl1 e stx2)
(CHAPMAN, 1999). Consoante a nomenclatura utilizada (VT ou ST), as cepas que
as produzem sdo denominadas VTEC (E. coli verotoxigénica) ou STEC (E. coli
Shiga-toxina). Para ser incluida na classe EHEC, a cepa deve possuir as mesmas
caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e patogenéticas associadas a E. coli
0157:H7, considerada o prototipo EHEC: produzir uma ou ambas toxinas,
apresentar plasmideo pO157 e lesdes epiteliais do tipo A/E, além de estar associada
com colite hemorragica. Assim, EHEC constitui um subgrupo de VTEC (KARMALI,
1989) e todas as consideracbes feitas no subitem 2.1.2.6 sobre E. coli
enterohemorragica sao extensivas para E. coli O157:H7.

A distincdo dentro de EHEC se faz entre as cepas O157 e as cepas nao
0157. A aparente predominancia do sorotipo O157:H7 pode ser um reflexo da
difus&o do uso de meios (como Agar sorbitol-MacConkey e Agar sorbitol-MacConkey
com metil-umbeliferil glucoronidae), que detectam apenas esse sorotipo particular de
VTEC. Métodos laboratoriais que possam ser utilizados em laboratérios de rotina
para deteccdo de cepas sorbitol positiva de EHEC 0157 e n&do-O157 ainda sao
objeto de pesquisa. Entretanto, mesmo em estudos que incluem outros sorotipos,
0157:H7 ainda é o mais comum sorotipo VTEC. N&o obstante, o namero de
diferentes sorotipos VTEC isolados de fontes humanas continua crescendo e muitos
também tém sido detectados em diversos animais (COIA, 1998; FAOMWHO, 2003;

KARMALI, 1989; POSSE et al., 2008).
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2.1.4 E. coli O157:H7

2.1.4.1 Caracteristicas gerais

E. coli O157 nao fermenta sorbitol nem produz B-glicuronidase, e essas
caracteristicas séo utilizadas em laboratério para diferenciacdo com outras cepas,
porém existem relatos de algumas cepas 0157 sorbitol e B-glicuronidase positivas
(BETTELHEIM et al., 2002; COIA, 1998; KEHL, 2002). A temperatura Gtima de
crescimento de E. coli 0157 é de 37, ndo havendo crescimento a temperat uras
abaixo de 8 a 10C e acima de 44 a 45C. Este sorog rupo sobrevive ao
congelamento, havendo apenas uma diminuicdo na concentracdo (FAOWHO,
2003). Segundo Jay (2005), o sorogrupo O157:H7, ao contrario da maioria das
cepas de E. coli, ndo cresce a 44,5C, sendo a temperatura maxima d e crescimento

em meio EC em torno de 42<.

2.1.4.2 Resisténcia ao acido

E. coli patogénica e ndo patogénica desenvolvem resposta ao “stress” quando
submetidas a condi¢cdes ambientais desfavoraveis, porém sabe-se que EIEC, EPEC
e EHEC séo significativamente mais acido tolerantes que as cepas ndo patogénicas.
Os fatores estressantes sao relevantes para a sobrevivéncia de E. coli patogénica
em alimentos e ambientes de processamento de alimentos. A adaptacao das células
bacterianas no trato gastrointestinal de bovinos pode induzir o sistema de acido
resisténcia em E. coli patogénicas e nao patogénicas. E. coli 0157 com sistema de

acido resisténcia induzido pode permanecer resistente ao acido nos alimentos por
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um determinado periodo. Uma vez ingeridos através do alimento contaminado, os
organismos acido adaptados sdo capazes de sobreviver a defesa acido gastrica do
hospedeiro humano e colonizar o intestino através de competicio com o0s
organismos comensais. S80 trés os complexos sistemas de &acido resisténcia
dependentes do meio: um sistema oxidativo e dois sistemas fermentativos (CHUNG
et al., 2006). E. coli O157:H7 é considerado um dos sorotipos mais acido resistentes
e, segundo Berry e Cutter (2000), baseando-se as diferencas obtidas em relacdo a
resposta acido resistente, as cepas de E. coli 0157:H7 podem ser divididas em trés
categorias: acido resistentes permanentes (células ndo adaptadas que sé&o
naturalmente resistentes ao &acido, como por exemplo ATCC 43895); acido
resistentes induziveis (sua resposta ao acido aumenta com adaptacdo anterior, por
exemplo ATCC 43889) e acido sensiveis (por exemplo ATCC 43890). Em estudo
comparativo desenvolvido por Samelis et al. (2003) com outros patégenos de origem
alimentar (Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium DT104), E. coli
0157:H7 ATCC 43895 também foi mais acido resistente que 0s outros

microrganismaos.

2.1.4.3 Principais quadros clinicos

E. coli O157:H7 é considerada uma bactéria emergente e foi reconhecida
como patégeno humano pela primeira vez em 1982, quando dois surtos de colite
hemorragica foram associados com o consumo de carne moida mal cozida
contaminada. Desde entdo, varios casos de colite hemorragica tém sido associados
com E. coli O157:H7 e estima-se que de 5 a 10% das pessoas diagnosticadas com a

infeccdo desenvolvam HUS, e desse total 5% morram na fase aguda da sindrome.
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Criancas em idade pré-escolar e idosos tém mais propensao a contrair HUS. A TTP
€ outra complicacdo que acomete principalmente os adultos. Cerca de metade das
pessoas infectadas com VTEC 0157 necessita internacdo e a taxa geral de
mortalidade em consequéncia de colite hemorragica e HUS esta em torno de 3%,
sendo que em idosos essa taxa pode ser ainda maior (CDC, 2008; COIA, 1998;
MENG et al., 2001). E. coli O157:H7 causa anualmente cerca de 73.000 casos de
doenca nos EUA, associada ou ndo a origem alimentar. Nesse pais, entre os anos
de 1982 a 2002 ocorreram 350 surtos, com 8.598 casos, sendo que desse numero,
1.493 (17%) necessitaram internacdo, 354 (4%) desenvolveram HUS e 40 (0,5%)

morreram (RANGEL et al., 2005).

2.1.4.4 Formas de transmissao

E. coli O157:H7 continua sendo o sorotipo VTEC mais comumente isolado de
humanos, sendo amplamente encontrado no intestino de animais, especialmente
ruminantes, muitas vezes de forma assintomética. A maioria das infec¢bes esta
relacionada com o consumo de carne bovina mal cozida, porém outras formas de
transmissao também ocorrem. A agua é transmissora desse patdgeno através da
ingestdo ou recreacdo em 4guas contaminadas. A transmissdo zoondtica por
contato direto ou indireto com ruminantes ou transmissao pessoa-pessoa foi descrita
em alguns surtos (CDC, 2002; CDC, 2005; CDC, 2009; GETTY et al., 2000; GRANT
et al., 2008; KARMALI et al., 1989). A importancia de cada uma dessas vias de
transmissdo pode ser observada através dos dados levantados por Rangel et al.
(2005) sobre os surtos causados por E. coli O157:H7 nos EUA, entre os anos de

1984 e 2002: 52% tiveram origem alimentar, 21% foram de origem desconhecida,
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sendo que a transmissdo pessoa-pessoa respondeu por 14%, enquanto a agua foi
responsavel por 9%. A zoonose por contato animal e surtos relacionados com

manipulacéo laboratorial corresponderam a 3 e 0,3% do total, respectivamente.

2.1.4.5 Alimentos relacionados com surtos

A carne moida bovina é considerada o principal veiculo de E. coli O157:H7
causadora de enfermidades alimentares. Outros alimentos envolvidos sdo rosbife,
salsichas, salame, saladas, espinafre, suco e sidra de maca, leite cru, iogurte,
maionese e broto de alfafa. (CDC, 2002; GETTY et al.,, 2000; GRANT et al., 2008;
MacDONALD et al., 2004; MORGAN et al.,, 1993). Rangel et al (2005) apontaram
que dos 8.598 casos registrados de infecgcéo por E. coli O157:H7 nos EUA, 61%
corresponderam a DTA. Dos 183 surtos alimentares, o alimento envolvido em 71
surtos (41%) foi a carne moida, em 42 (23%) ndo se conseguiu detectar a origem,
em 38 (21%) a origem foram produtos vegetais, em 11 (6%) foram outros tipos de
carne, em 10 (5%) outros alimentos e 7 (4%) envolveram produtos lacteos.

Uma extensa revisdo sobre E. coli O157:H7 em linguicas fermentadas foi
realizada por Getty et al. (2000). Os autores apresentaram 0s varios tipos de linguica
fermentada incriminados em surtos, discutindo a importancia do controle das
matérias-primas envolvidas em sua fabricacdo, tendo em vista ser esse um tipo de
alimento “pronto”, ndo sofrendo nenhum processamento adicional como defumacéao
ou coccao. Sua producdo se da exclusivamente através da inoculacdo de micro-
organismos fermentadores produtores de acido latico que diminuirdo o pH inicial e
promoverao diferencas no gosto e sabor do alimento. MacDonald et al. (2004)

descreveram a investigacdo de um surto envolvendo linguica fermentada do tipo
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hangaro no Canada em 1999. Os resultados da investigacéo levaram os autores a
concluir que os controles de rotina nao identificaram a presenca de STEC
possivelmente por estes estarem em niveis muito baixos: apenas seis isolados de E.
coli O157:H7 foram identificados de quatro amostras de linguica produzidas em

quatro datas diferentes em1999.

2.1.4.6 Dose infectante

Pesquisas envolvendo voluntarios sadios sédo realizadas com patdgenos
alimentares a fim de se detectar sua dose infectante. Kothary e Babu (2001)
reuniram em uma revisao o resultado de varias pesquisas sobre o assunto. Diversas
cepas de E. coli pertencentes aos grupos ETEC, EPEC, DAEC e EAEC foram
usadas nesse tipo de estudo, porém o grupo EHEC, por questdes éticas, ndo pode
ser utilizado devido a severidade da doenca e resultante mortalidade associada ao
organismo. Com isso, a dose infectante para EHEC geralmente é estimada com
base nas contagens do microrganismo encontradas em alimentos incriminados em
surtos alimentares. Na revisdo realizada por Getty et al. (2000) h& descricdo de
achados de 0,3 a 15 célulasg em um surto envolvendo carne moida e detecgéo de

0,3-0,4 célulasg em pacotes fechados de linguica.

2.1.5 E. coli O157:H7 no Brasil

2.1.5.1 Distribuigéo nos rebanhos e ambiente

Durante um periodo de um ano (1999-2000), Sandrini et al. (2007)

investigaram 60 propriedades leiteiras em Pelotas (RS), e comprovaram a presenca
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de E. coli verotoxigénica em amostras de fezes de bovinos, de dgua ambiental, de
agua de consumo humano e de leite cru. A prevaléncia de VTEC foi de 48,9%
(119243) dos animais testados e em 95% (57/60) das propriedades pesquisadas,
onde a prevaléncia de bovinos infectados variou de 0 a 100%, sendo a prevaléncia
similar a encontrada em outros paises. Em amostras de agua de consumo humano,
consumo animal e de leite cru a prevaléncia foi de 5%, 8,35% e 5%,
respectivamente. Os sorogrupos de VTEC patogénicas (0157, 091 e 0112) foram
encontrados em apenas 2,9% (7/243) dos animais e em 11,7% (70/60) das
propriedades.

A prevaléncia dos sorogrupos 0157, O111l e 0113 em 454 amostras de
fezes, 54 amostras de agua e 30 amostras de leite de propriedades leiteiras em
Jaboticabal, SP, foi objeto de pesquisa de Vicente et al. (2005). A presenca de
STEC foi de 59,9% nas fezes, sendo que os sorogrupos 0157, 0111 e 0113 foram
detectados em 18,7%, 3,3% e 30,4% das amostras de fezes, respectivamente. Em
relacdo a outros achados literarios, os valores encontrados para STEC e E. coli
0157 sao relativamente altos, porém os autores ressaltam que os dados sobre
prevaléncia de STEC e E. coli O157:H7 em bezerros sao dificeis de serem
comparados devido as diferencas nos métodos de procedimento e deteccdo usados
nas pesquisas. Nao se detectou sorogrupo O157 na agua e leite analisados. Apenas
1,9% de STEC foi encontrado na &agua, sendo exclusivamente pertencente ao
sorogrupo O113. Nas amostras de leite, apesar da presenca de 3,3% de STEC,
nenhum dos sorogrupos pesquisados foi detectado.

As fezes de 60 bovinos criados em confinamento foram analisadas quanto a

presenca de E. coli produtora de toxina de shiga. Das 463 colbnias isoladas, 38
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foram caracterizadas como STEC, sendo que sete dessas cepas foram confirmadas

como 0157:H7 (VON LAER et al., 2009).

2.1.5.2 Deteccao de E. coli 0157:H7 nos alimentos

Rodholpo e Marin (2007) realizaram analises de amostras de carne moida,
moedor de carne e maos de manipuladores em 23 acougues da cidade de
Taquaritinga (SP), com fins de isolamento de E. coli. Das 287 cepas isoladas apenas
quatro foram identificadas como STEC, possuindo gen stx2. Foi realizado
antibiograma com as 287 cepas, e 0s resultados indicaram altos indices de
resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos, sendo 0s principais a tetraciclina,
amoxicilina e cefalotina,

Em uma pesquisa com queijo tipo minas frescal produzido a partir de leite cru
e comercializado em Araguaina (TO) foram isoladas E. coli em 48 (96,0%) das 50
amostras analisadas. Das 48 cepas isoladas, sete (14,0%) foram identificadas como
pertencentes aos sorogrupos 0125, O111, O55 e 0119. Os sorogrupos O111 e
0119 sao reconhecidos na literatura cientifica como importantes patdégenos no
Brasil, sendo também isolados em bezerros. Os maiores indices de resisténcia das
cepas aos antimicrobianos foram encontrados, em ordem decrescente, para
cefalotina, &cido nalidixico, doxiciclina, tetraciclina e ampicilina (PANETO et al.,
2007).

Aleixo e Aver (1996) pesquisaram a ocorréncia de E. coli enteropatogénica e
enterotoxigénica em 36 amostras de alimentos de origem animal (leite pasteurizado,
carne moida e queijo minas frescal). Em 86% das amostras analisadas houve

presenca de E. coli. A positividade para EPEC e ETEC foi de 11 (30%) e 24 (66%),
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respectivamente. Os isolados foram altamente sensiveis aos antimicrobianos
testados.

Silva (2004) pesquisou a ocorréncia de E. coli O157:H7 em 2.095 amostras,
(1.111 de hamburguer, 115 de ambiente industrial e 869 de vegetais) no periodo de
1997 a 1999, ndo encontrando ocorréncia desta bactéria nos alimentos analisados.
A autora ressalva que a amostragem é pequena se comparada ao volume de
producdo nacional, porém acredita que a ocorréncia do patdgeno no Brasil seja bem
menor que em outros paises, onde em amostragens similares detectou-se a
presenca de O157:H7 em 0,2 a 3,7% das amostras analisadas.

Das 60 amostras de carne bovina resfriada comercializadas na Grande Séo
Paulo utilizadas para pesquisa de E. coli produtora de toxina de shiga, 40 foram
positivas para o patdégeno. Foram obtidos 236 isolados, sendo que dois foram

confirmados sorologicamente para E. coli O157 (ALVARES et al., 2009).

2.1.5.3 Casos clinicos de EHEC

Em relacdo a casos clinicos, o primeiro caso de isolamento de cepa STEC em
paciente com HUS no Brasil foi descrito por Guth et al. (2002) em uma crianca de
oito meses de idade, na cidade de S&o Paulo. A cepa de E. coli isolada das fezes da
crianca apresentou expressdo para stxl e enterohemolisina, pertencendo ao
sorotipo O26:H11. Esse sorotipo, segundo os autores, tem sido descrito como
agente de colite hemorragica e HUS em outros paises, sendo o segundo sorotipo
mais frequiiente de STEC detectados em casos diarréicos em seu local de trabalho.

Irino et al. (2002) descreveram os primeiros casos de deteccao de cepas de

E. coli O157:H7 isoladas de infeccdo humana no Brasil, todas no estado de Séao
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Paulo. A primeira cepa foi isolada em 1990 em um paciente com AIDS, de 18 anos
de idade e que apresentava diarréia. As outras duas cepas foram isoladas de uma
menina de quatro anos de idade com diarréia sanguinolenta e de um adulto com
diarréia severa, no ano de 2001. As cepas foram caracterizadas como sorbitol
negativo O157:H7, contendo a sequéncia stx2. O fendtipo enterohemolitico e a

producéo de stx2 também foram observados em todos os isolados.

2.2 ALIMENTOS FERMENTADOS

2.2.1 Conceitos e caracteristicas gerais da fermentacéo

A fermentacdo € um dos mais antigos métodos de preservacao de alimentos
conhecido pela humanidade (TAMIME, 1990). Jay (2005) relata que varios foram os
conceitos de fermentacdo ao longo da historia, e baseando-se em varios outros
autores, este apresenta a definicdo geral de que fermentacdo € “um processo no
qual transformacdes quimicas séo realizadas em um substrato organico pela acao
de enzimas produzidas por microrganismos”.

Sob o aspecto bioquimico, fermentagdo “é o processo metabdlico no qual
carboidratos e compostos relacionados sdo parcialmente oxidados, resultando em
liberacdo de energia, sem qualquer aceptor de elétrons externo. Os aceptores finais
de elétrons sdo compostos organicos produzidos diretamente da quebra de
carboidratos. Consequentemente, ocorre a oxidacdo incompleta do composto
original, resultando em liberacdo de apenas uma pequena quantidade de energia
durante o processo. Os produtos da fermentagdo consistem em alguns compostos

organicos, os quais sdo mais reduzidos do que outros” (JAY, 2005).
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Varios sédo os tipos de alimentos fermentados, como é o caso de queijos
maturados, iogurtes, conservas e linguicas fermentadas. Os microrganismos
utiizados nessas fermentacdes realizam alteracbes alimentares benéficas:
aumentam o prazo de validade em relacdo ao alimento original, além de
desenvolverem no alimento sabor e aroma caracteristicos, resultado direto ou
indireto dos microrganismos fermentadores. Podem ainda aumentar a digestibilidade
do alimento e a concentracao de vitaminas (ADAMS; MITCHELL, 2002; FERREIRA,
1987; JAY, 2005). Apesar da variedade de alimentos fermentados existentes, a
grande maioria € de origem lactea.

Os principais tipos de fermentacdo encontrados nos alimentos sao:
fermentacao latica, alcodlica, propidnica, do acido citrico, butirica e gasosa ou de
coliforme. A fermentacdo latica € realizada principalmente em produtos lacteos,
como é o caso do iogurte. A fermentacao alcodlica é utilizada na fabricacédo do pao e
do kefir; as fermentagbes propibnica e do &cido citrico sdo utlizadas em varios
produtos lacteos, principalmente em varios tipos de queijo. As fermentacdes butirica
e gasosa sdo indesejaveis no alimento, sendo consideradas defeito tecnolégico no

primeiro caso e higiene deficiente no segundo (FERREIRA, 1987).

2.2.2 Leites fermentados

Segundo Ferreira (1987), a origem do leite fermentado mistura-se com a do
iogurte, havendo muitas teorias sobre o periodo histérico preciso de sua descoberta:
para alguns ja havia o desenvolvimento de um tipo de iogurte no periodo neolitico,
quando da utilizacdo do leite de animais domesticados estocados em ceramicas.

Alguns autores creditam a origem do iogurte aos némades turcos, no século VI,
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enguanto outros o designam como oriundo de pastores da Peninsula dos Balcas. O
iogurte, nesses casos, foi resultado do acondicionamento do leite em estémago de
bezerro que em contato com o calor do corpo do camelo, durante as viagens,
possibilitou o desenvolvimento de bactérias fermentadoras.

O interesse por leites fermentados aumentou no século XX, apos a divulgacao
por llya Metchnikoff de pesquisas que relacionavam a longevidade dos bulgaros ao
consumo de leite fermentado. Esse pesquisador russo isolou um microrganismo do
alimento lacteo, levantando a hipotese de que a microbiota era responsavel pela
inibicdo de bactérias putrefativas no trato intestinal (FERREIRA, 1987; ROBINSON;
TAMIME, 1990).

Na Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007),
consta a definicdo de leites fermentados como “os produtos adicionados ou néo de
outras substancias alimenticias, obtidas por coagulacéo e diminuicdo do pH do leite,
ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo
lactica mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos”. Dentro desse
grupo, ainda referente a legislacdo, enquadram-se o iogurte, o leite fermentado, o
leite acidofilo, o kefir, o kumis e a coalhada. Outros leites fermentados, como o
“buttermilk” e o “sour cream”, ndo sao produzidos no Brasil, sendo comuns, como
menciona Jay (2005), no comércio dos EUA.

Segundo Robinson e Tamime (1990) os diferentes tipos de leite fermentado
séo classificados de acordo com o método de fermentagéo e/ou processamento. Em
geral essas fermentacdes envolvem microrganismos especificos, porém h& muita
similaridade no que diz respeito ao aspecto tecnolégico de fabricacdo desses

produtos lacteos.
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2.2.3 Bactérias Acido Laticas

As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo o grupo mais importante na
fermentacao de produtos alimenticios, por atuarem em diferentes tipos de alimentos
(FERREIRA, 1987). Sdo mesofilicas, podendo crescer, porém, sob temperaturas
abaixo de 5T ou acima de 45<C. A grande maioria cr esce numa faixa de pH entre
4,0 e 4,5, havendo algumas que podem crescer abaixo de 3,2 e outras acima de 9,6
(JAY, 2005).

As BAL compdem a categoria de microrganismos cujos limites ndo sdo bem
definidos, sendo compostas de varios géneros que incluem um consideravel nimero
de espécies capazes de produzir acido latico a partir de hexoses. Sao bactérias
Gram positivas, catalase negativo, crescem desde condicdes microaerdfilas até
condicbes estritamente anaerObicas e ndo formam esporos (FERREIRA, 2003;
KLEIN et al., 1998; JAY, 2005)

As constantes redefinicbes e reagrupamentos podem explicar a dificuldade
em se delimitar os diversos géneros e espécies que compdem esse grupo de
bactérias. Enquanto Ferreira (2003) aponta 15 géneros como constituintes desse
grupo (Aerococcus, Atopobium, Bifidobacterium, Brochothrix, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella), para Jay (2005) sdo 12
0S géneros que o compbem: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Waissella.

Uma possivel explicacdo para essa constante alteracdo pode estar nos

critérios utilizados para a taxonomia e nomenclatura bacteriana, pois atualmente a
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taxonomia ndo se baseia mais apenas nos critérios fisiolégicos, mas também nas
caracteristicas fenotipicas e gendémicas reveladas em nivel molecular, o que tem
resultado em grandes mudancas nos grupos taxonémicos (KLEIN et al., 1998).

As BAL podem ser divididas em dois grandes grupos, baseando-se na
caracteristica de sua fermentacdo: homolaticas e heterolaticas. Essa divisdo foi
realizada por Kluyver, e tem como base o produto final do metabolismo da glicose.
As bactérias homofermentativas produzem quase que exclusivamente o acido latico,
enquanto as heterofermentativas produzem além do &cido latico quantidades
consideraveis de dioxido de carbono e/ou acido acético, entre outros compostos.
Deve ser ressaltado que algumas bactérias homolaticas tém a capacidade de
produzir acido acético e latico quando utilizam as pentoses. (FERREIRA, 1987; JAY,

2005).

2.2.3.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Kandler e Weiss (1986) descreveram que as bactérias do género
Lactobacillus sé@o constituidas por células longas e finas, algumas vezes encurvadas
e curtas, sendo comum a formacao de cadeias. S&o microrganismos Gram positivo,
ndo esporulados, raramente moéveis. Quanto ao metabolismo fermentativo s&o
obrigatoriamente sacaroliticos, tendo o acido latico como no minimo metade de seu
produto final. Outros produtos adicionais podem ser acetato, etanol, diéxido de
carbono, formato ou succinato. S&o microarerdfilos, raramente reduzem o nitrato,
nao liqguefazem gelatina, sendo catalase e citocromo negativos. S&o extremamente
fastidiosos, adaptados a substratos organicos complexos, necessitando ndo apenas

de carboidratos fermentaveis, mas também de aminoacidos, peptideos, derivados de



34

acidos nucléicos, vitaminas, sais e acidos graxos ou ésteres de acidos graxos.
Crescem a temperatura entre 2-53C, possuindo um o6timo entre 30-40C. O pH
otimo esta entre 5,5-6,2 sendo que o crescimento geralmente ocorre em pH < 5,0.
Em pH neutro ou levemente alcalino a taxa de crescimento € reduzida.

Segundo Robinson e Tamime (1990), Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus foi 0 microrganismo detectado por Metchnikoff em sua pesquisa com
iogurte, sendo na época denominado pelo pesquisador de Bulgarian bacillus.
Posteriormente foi renomeado como Themobacterium bulgaricum por Orla-Jensen,
sendo atualmente uma subespécie de Lactobacillus delbrueckii, como afirmam
Kandler e Weiss (1986).

Lactobacillus delbrueckii € homofermentativo e apresenta trés subespécies:
delbrueckii, bulgaricus e lactis. O L. delbrueckii subsp. bulgaricus fermenta apenas
0s seguintes carboidratos: frutose, glicose, lactose, manose e sorbitol (KANDLER;

WEISS, 1986).

2.2.3.2 Streptococcus thermophilus

As bactérias do género Streptococcus sdo Gram positivas, ndo formadoras de
endosporos, cujas células sdo normalmente esféricas ou ovoides, menores que 2
um de diametro, ocorrendo aos pares ou em cadeia, quando em meio liquido. A
maioria sdo anaerdbias facultativas, podendo algumas necessitar de dioxido de
carbono para o crescimento e outras serem estritamente anaerdbias. Sao catalase
negativo e possuem requerimentos nutricionais complexos. Todos os estretococos
fermentam carboidratos, produzindo predominantemente acido latico, porém sem

producdo de gas. Pequenas quantidades de &cidos acético e férmico, etanol e
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diéxido de carbono também podem ser produzidas. Todas as espécies fermentam a
glicose, resultando principalmente em L(+) acido latico. A utilizacdo de outros
carboidratos é util para a identificacdo entre as espécies. A temperatura Otima de
crescimento esta em torno de 37<C, havendo grande v ariacdo de maxima e minima
entre as espécies. Muitas sd0 comensais ou parasitas em seres humanos ou
animais, sendo algumas altamente patogénicas. Uma pequena quantidade é
saprofita e ocorre no meio ambiente (HARDIE, 1986; HARDIE; WHILEY, 1997).

Ferreira (2003) relatou que o género Streptococcus é o mais estudado dentre
0s componentes do grupo de bactérias acido laticas, sendo S. thermophilus a Unica
espécie atualmente empregada na producéo de alimentos.

O grupo S. thermophilus esta incluido no grupo Oral (AXELSSON, 2004).
Segundo Hardie (1986) e Robinson e Tamime (1990), a inclusdo de Streptococcus
thermophilus como uma subsespécie de Streptococcus salivarius € uma proposta
baseada em pesquisas genéticas que apontam a similaridade entre as espécies. Os
autores acrescentaram, porém, que muitos estudos taxondémicos baseados em
caracteristicas fenotipicas ndo dao base a essa vertente, ndo havendo sido, até o
momento de suas publicacbes, uma exata nomenclatura estabelecida.
Posteriormente, Hardie e Whiley (1997) apresentaram Streptococcus thermophilus
como fazendo parte do grupo Salivarius, juntamente com S. salivarius e S.
vestibularis. Axelsson (2004), porém, afirmou que essa incluséo foi rejeitada, tendo
em vista o baixo nimero de cepas que apresentaram DNA-DNA homologos. Apesar
dessa afirmacgéo, ainda se observa em diversos textos cientificos a nomenclatura
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Essa bactéria é composta de células ovoides, com 0,7-0,9 um de diametro,

disposta aos pares ou em longas cadeias. Em temperatura de 45C ocorrem células
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e segmentos irregulares. Nao produz amoénia a partir de arginina. Nao cresce em
agar contendo 40% de bile ou 0,04% de telurito de potassio. N&ao reduz tetrazolium.
Cresce em caldo com 2,5% de sal, porém ndao com 4%. Sobrevive a aquecimento de
60T durante 30 minutos. A temperatura de crescimento varia entre 19 e 52T,
tendo como ideal 37C. A diferenciacdo com outras e spécies pode ser realizada

através do rapido crescimento em leite litmus incubado a 45C (HARDIE, 1986).

2.2.3.3 Acéo inibidora das BAL e Escherichia coli

Considera-se em geral que as BAL inibem o crescimento de bactérias
patogénicas e deteriorantes do alimento em funcdo da competicdo por nutrientes e a
presenca de inibidores produzidos pelas culturas iniciadoras “starters”. Os
metabdlitos inibidores incluem acidos organicos, diacetil, acetoina, peroxido de
hidrogénio, antimicrobianos e bactericinas. Diversas bacteriocinas tém sido isoladas
nas Ultimas décadas, e seu efeito contra bactérias consideradas agentes etioldgicos
de doencas alimentares estudado. A eficacia da atividade inibitéria de determinadas
bacteriocinas contra patdégenos Gram-positivos, tais como Listeria monocytogenes,
tem sido comprovada em diversos experimentos cientificos, porém até o momento
sua acao contra microrganismos Gram-negativos ainda nao foi bem caracterizada
(MILLETTE et al., 2007; O’'SULLIVAN et al., 2002). Para Adam e Mitchell (2002), a
principal contribuicdo inibidora das bactérias acido laticas durante a fermentacéo é a
producdo de &cidos organicos em niveis iguais ou superiores a 100 mM, com a
consequente reducdo do pH. Para garantir essa inibicdo é necessario que as
bactérias &cido laticas estejam em superioridade numérica em relacdo aos

patdgenos presentes no alimento.
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Pesquisas envolvendo leites fermentados e Escherichia coli tém apresentado
resultados muitas vezes discrepantes, havendo em alguns casos ndo apenas a
permanéncia, como também a multiplicacdo deste patdbgeno em presenca de BAL
(Bactérias Acido Laticas). As variagdes de tratamento podem suscitar uma
explicacdo para dados tdo diversos, podendo ser encontradas na composicao da
matéria-prima, na cultura empregada (espécie de BAL; niumero de bactérias laticas
viaveis presentes no alimento; relacdo entre as diversas espécies de BAL) e no
patégeno (sorotipo e concentragdo de Escherichia coli contaminante).

Ogawa et al (2001) realizaram fermentacéo in vitro de E. coli O157:H7 com
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus brevis. Pdde-se
observar que L. casei e L. acidophilus exerceram ac¢éao inibitoria sobre o crescimento
bem como atividade bactericida sobre a cepa STEC O157:H7. L. brevis, porém, nao
exerceu o0 mesmo efeito, demonstrando que nem todas as espécies de Lactobacillus
possuem essa atividade. Enquanto para L. casei e L. acidophilus houve aumento do
acido latico e diminui¢cdo do pH, quando comparados com o controle, para L. brevis
houve manutencdo dos mesmos niveis. Esse fato fez com que os autores
concluissem que o efeito bactericida do Lactobacillus sobre STEC € dependente da
producéo de acido latico e do efeito de redugéo do pH.

Chang et al. (2000) pesquisaram o crescimento e sobrevivéncia de seis cepas
de E. coli O157:H7 em bebida lactea tendo como cultura “starter” Lactobacillus casei
ssp. casei CCRC 11197 ou Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Observou-se
uma variagdo na populacéao final de E. coli de acordo com as diferentes cepas
utilizadas e o tipo de bactéria 4cido latica “starter” empregado. Em geral houve um
crescimento da E. coli nas primeiras 36h, ocorrendo uma reducao posteriormente,

podendo em alguns casos ser encontrado o patégeno em leite fermentado com mais
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de 10 dias de estocagem refrigerada. A adicdo de acucar aumentou as chances de
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 o que, segundo os autores, pode ser decorrente
de um efeito protetor do aclucar sobre a acidez e susceptibilidade a substancias
antimicrobianas.

Quando comparado com iogurte tradicional contendo apenas S. thermophilus
e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, iogurte com adicdo de Lactobacillus acidophilus
foi mais eficaz na prevencéo da sobrevivéncia de E. coli O157:H7, reduzindo para
niveis ndo detectaveis uma concentracdo de 10> UFC em 3h e de 10* e10° UFC em
48 h, sendo o pH de 4,6 e 3,8, respectivamente. No iogurte tradicional a reducéo
ocorreu em 48 h para concentracdes de 10% e 10* UFC e 72 h para concentracao de
10° UFC, sendo o pH de 4,0 e 3,96, respectivamente (KASIMOGLU; AKGUN, 2004).

Em estudo in vitro, Barrantes et al. (2004) pesquisaram o possivel efeito
inibitdrio das bactérias laticas presentes em duas marcas comerciais de iogurte
sobre os patogenos E. coli O157:H7 e Listeria monocytogenes e sua conservacao
durante o tempo de estocagem. Em iogurte tradicional contendo S. thermophilus e L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ndo houve deteccdo de E. coli a partir do 28° dia de
estocagem, enquanto em iogurte contendo Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei esse periodo caiu para o 16°dia.

Lee e Chen (2005), pesquisando a resisténcia de Escherichia coli O157:H7
durante processamento e estocagem de iogurte batido, encontraram maior
persisténcia de E. coli em iogurte estocado a 4C que a 15C. Em caso de
inoculacdo poés-fermentacdo, em iogurte estocado a 4, E. coli permaneceu
detectavel até o fim da estocagem (trés semanas), indicando que as células que nao
passam pelo processo de fermentagdo sobrevivem melhor em iogurte refrigerado.

Os autores relacionaram a maior persisténcia a 4C com a menor queda de pH, pois
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o iogurte estocado a 15T atingiu, no fim da estocagem, pH de 3,99 a 4,10,
enguanto o estocado a 4T atingiu pH de 4,37 a 4,48.

Mufandaedza et al. (2006) pesquisaram a acao de Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis C; e Lactococcus lactis subsp. lactis Lc 261 isolada ou
adicionada de Candida kefyr sobre Escherichia coli 3339 isolada de paciente
diarréico e Salmonella enteritidis 949575 inoculados antes e apds a fermentagcéo do
leite. Apenas Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis C; exerceu acao
inibitéria sobre os dois patégenos. Quando inoculada no inicio da fermentacéo, E.
coli cresceu nas primeiras 18h, sendo significativamente inibida posteriormente.
Com a inoculagédo pos-fermentagdo, ndo houve crescimento de E. coli, porém sua
presenca foi detectada no periodo de 24h. Apesar do pH final dos produtos ter sido o
mesmo para todos os produtos fermentados, 0s autores associam esse resultado a
uma rapida producdo de acido por parte de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis C;, 0 que resulta em rapida queda de pH.

Com base nesses estudos, observa-se que a seguranca do leite fermentado
contaminado por E. coli é bastante variavel, pois o organismo pode ser inibido ou
nao, bem como permanecer no alimento ou n&o, conforme o tipo de leite
fermentado, a cultura acido latica presente (espécie e quantidade) e a temperatura

de estocagem.
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2.3 I0OGURTE

2.3.1 Conceito e caracteristicas gerais

Segundo a Instrucdo Normativa (IN) n°46 (BRASIL, 2 007) iogurte € um leite
fermentado “cuja fermentacdo se realiza com cultivos protosimbioticos de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, aos quais se podem acompanhar, de forma complementar, outras
bactérias acido-laticas que, por sua atividade, contribuem para a determinacédo das
caracteristicas do produto final”.

Chandan e Shalani (1993) definiram iogurte como um produto fermentado
semisolido produzido a partir de uma mistura de leite padronizado pela atividade
simbidtica da combinacdo de culturas de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Os autores afirmaram que apesar de serem usados leites de varios
mamiferos na fabricagdo de iogurte em varias partes do mundo, o uso industrial de
iogurte utiliza, em sua grande maioria, leite de vaca. Quanto ao aspecto nutricional,
geralmente contém mais proteina, calcio e outros nutrientes que o leite, reflexo do
conteudo extra de solidos ndo gordurosos resultante da adicdo de cerca de 12% de
leite em p6 desnatado ou leite condensado desnatado.

Quanto ao teor de gordura o iogurte pode ser classificado como: a) “com
creme” — minimo de 6% de gordura; b) “integral” — minimo de 3% de gordura; c)
“parcialmente desnatado” — maximo de 2,9% de gordura; e d) “desnatado — maximo

de 0,5% de gordura (BRASIL, 2007).



41

Dependendo da natureza fisico-quimica do coagulo o iogurte pode ser
dividido em tradicional (textura firme), batido (textura cremosa, resultante da quebra
da massa apos o resfriamento) ou liquido (quebra da massa antes do resfriamento).
Quanto ao sabor e aroma, pode ser natural (sem adicao de flavorizantes), com frutas
ou aromatizado com flavorizantes (ORDONEZ, 2005).

Nas comunicacdes técnicas constam que o acucar deve ser adicionado em no
maximo 10% (ENGETCNO, 2007). Apesar do aumento do consumo de iogurte “light”
no Brasil nos ultimos anos, ainda ha uma clara preferéncia por iogurtes fabricados
com acucar, que apresentam maior aceitacdo quanto aos atributos sensoriais
(MORAES, 2004). Também na Argentina se observa uma preferéncia local por
iogurtes com alto teor de acucar (BIROLLO et al., 2000).

O tratamento térmico do leite para fabricacéo de iogurte deve ser mais severo
qgue o usado na pasteurizacdo convencional. O aguecimento térmico de 85T por 30
minutos ou 95°por 5 a 10 minutos possui as seguint es vantagens: elimina todos os
microrganismos patogénicos nao-esporulados; reduz consideravelmente a carga
microbiana, facilitando o crescimento da cultura “starter” por auséncia de
competidores; reduz a quantidade de oxigénio do leite, favorecendo o crescimento
das culturas laticas microaerdfilas; ocorre quebra dos constituintes do leite,
especialmente proteinas, liberando peptonas e grupos sulfidrilas 0s quais proveem
nutricdo e condi¢cdes anaerdbicas para as culturas “starter”; desnatura e coagula as
albuminas e globulinas do leite o0 que aumenta a viscosidade e melhora a
estabilidade do gel do produto (CHANDAN; SHALANI, 1993; ORDONEZ, 2005;
ROBINSON; TAMIME, 1990).

As principais fases de fabricagdo de iogurte em uma linha aberta de

processamento estdo esquematizadas no Quadro 1.
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Recepcéao e controle da mat-prima
v

Enriquecimento em soélidos lact <«— Concentraca (Leite ou produtos

lacteos em po)

Homogeneizacgéo
v

Tratamento térnca (80 a 85°C’30 min)
L 2

Resfriament

ki Cultivo iniciador

Incubaca (42-45°C, ~4h)
v
Resfriament

v
Mistura

v
Acondicionamento | (iogurte batido e liquido)

Quadro 1. Esquema de uma linha aberta de processamento de iogurte (adaptado de
ORDONEZ, 2005)

2.3.2 Aspectos bacterioldgicos: culturas iniciadoras

Culturas iniciadoras ou culturas “starters” s&o culturas especificas
empregadas na fabricacdo direcionada do leite fermentado. A cultura pode ser
simples ou mista, caso possua uma ou mais espécie bacteriana, respectivamente
(FERREIRA, 1987). Para a produgcéo de iogurte emprega-se tradicionalmente a
cultura mista de S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Esses
microrganismos sao simbioticos, um beneficiando-se do crescimento do outro. Em
geral sdo empregados na proporcao 1:1, podendo haver outras propor¢des como 2:1
e 3:1 de cocos:bacilos. O Streptococcus thermophilus cresce mais rapido, abaixando
o pH do meio e produzindo formiato durante o metabolismo da lactose e CO, a partir
da uréia presente no leite. A diminuicdo do pH e os metabdlitos produzidos

favorecem o desenvolvimento do L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Este ultimo, ao se
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multiplicar, desdobra parcialmente a caseina e libera diversos aminoacidos como
valina, acido glutamico, triptofano, metionina e histidina, essenciais para o
crescimento de S. thermophilus. Observa-se que ambos crescem melhor juntos que
separados, havendo uma aceleracdo do metabolismo e producdo de acido em
menor tempo de incubacao, que gira em torno de 4 h a 42C (FERREIRA, 1987,
JAY, 2005; ORDONEZ, 2005; ROBINSON; TAMIME, 1990).

Tanto o Codex Alimentarius (CODEX, 2003), quanto a Instru¢cdo Normativa n°
46, que estabelece o Padrdo de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2007), especificam que os microrganismos “starters” devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto durante o prazo comercial, apresentando uma
contagem de bactérias laticas totais de no minimo 10’ UFC/g. A utilizagéo de
cultivos liofilizados disponiveis no comércio permite que as BAL atinjam uma

concentracdo entre 10® e 10° UFC/mL no produto final.

2.3.3 Aspectos fisico-quimicos: pH e acidez titulavel

O pH e a acidez titulavel do iogurte sdo influencidveis conforme as condicdes
de elaboracao e armazenamento do iogurte.

Com o aumento da concentragdo de acido latico a partir da quebra da lactose
pelos microrganismos, ocorre o aumento da acidez, e o pH decresce. Ao alcangar o
ponto isoelétrico das proteinas do leite, em torno de 4,6-4,7, ocorre a coagulacao e
formacao do gel. Segundo Ordofiez (2005), o gel produzido em leites fermentados
por microrganismos € diferente daquele induzido enzimaticamente. O primeiro é

mais fragil e desfaz-se mais facilmente, pois ndo muda sua permeabilidade durante
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as primeiras 24 horas, sendo essa caracteristica possivelmente um efeito resultante
da acéo das proteinases das culturas “starters”.

Acido latico é o principal acido organico resultante do catabolismo da lactose
pelos microrganismos homofermentativos durante a fermentacdo do iogurte,
conferindo a acidez caracteristica do iogurte. Em geral os cocos podem produzir
0,5% de acido latico e os bastonetes, de 0,6 a 0,8% em pH de 4,2 a 4,5 (JAY, 2005).
Na IN n° 46 (BRASIL, 2007) consta como padrdo que a acidez titulavel do iogurte
deve ser no minimo 0,6 a 1,5% de acido latico/g. Outros compostos séo produzidos
em menor quantidade (diacetil e acetaldeido) e estdo implicados na producdo de
sabor e aroma.

O pH de um iogurte pode alcancar valores de 3,8 a 4,0 (ORDONEZ, 2005), e
apesar de ndo haver um padréo especifico para o pH do iogurte na legislacdo, sua
técnica de fabricacao tipica consiste em um produto com pH final entre 4,2 e 4,5. A
pés acidificacdo € o fenbmeno da manutencdo do decréscimo do pH durante
estocagem e venda do iogurte. Segundo Beal et al. (1999), esse decréscimo pode
ser explicado pelo continuo metabolismo das bactérias acido laticas durante a
refrigeracdo, e é afetado pelas cepas usada na fabricacdo do iogurte. O principal
decréscimo ocorre na primeira semana, quando ha maior consumo de lactose e
producéo de acido latico e galactose.

Em 136 amostras de iogurte com frutas comercializadas na cidade de Sao
Paulo, Rodas et al. (2001) encontraram pH médio de 4,01, sendo que o valor minimo
foi de 3,60 e o méximo de 4,30. Os valores de pH encontrados por Martin (2002)
para iogurte natural e integral comercializado em Piracicaba (SP) cairam de 4,36
para 4,18 durante os 30 dias pesquisados, enquanto a acidez titulavel aumentou de

0,73 para 1,17% de &cido latico.
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2.4 SEGURANCA DOS ALIMENTOS FERMENTADOS

Nos dados epidemiolégicos disponiveis ha indicios que alimentos
fermentados s&do considerados produtos com bom nivel de seguranca,
principalmente quando se leva em consideracdo que cerca de 30% de todo
suprimento alimentar consumido no mundo ocorre na forma de alimento fermentado
(KNORR, 1998). Quando se observam, porém, as notaveis excecdes em que
alimentos fermentados estdo associados com surtos, explica-se a importancia da
preocupacao por parte da indastria e dos 6rgdos governamentais no que diz respeito
a producao de alimentos seguros (ADAMS; MITCHELL, 2002). Com efeito, alguns
surtos alimentares envolveram salame e linguiga fermentados contaminados com E.
coli nos EUA e Australia, sendo dois ocasionados por E. coli 0157:H7 e produtores
de casos de HUS (GETTY et al., 2000). No Reino Unido, um surto envolveu iogurte
de fabricacéo local, causando 16 casos de infeccédo por E. coli O157:H7. Criancas
com idade igual ou menor a 10 anos foram o principal grupo atingido, sendo que
cinco delas desenvolveran HUS. Avaliando o processo de producao de iogurte,
alguns pontos de contaminacdo cruzada foram detectados, como por exemplo,
equipamentos sem imediata desinfec¢ao, sendo utilizados tanto para leite cru quanto
para leite pasteurizado inoculado com cultura “starter”. Outras areas também foram
consideradas potenciais contaminantes: era possivel caminhar pela area de
producdo com botas enlameadas vindo da fazenda, bem como os latbes de iogurte
eram colocados diretamente no chdo da area de producdo e diversas vezes
levantados e abaixados durante o processo produtivo (MORGAN et al., 1993).
Outros dois surtos associados a iogurte foram descritos por Evans et al. (1999) e

O’Mahony et al. (1990), causados, respectivamente por Salmonella typhimurium
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DT170 e Clostridium botulinum tipo B. No primeiro surto, a suspeita dos
epidemiologistas recaiu sobre uma contaminacdo cruzada com carne crua de
carneiro, pois o iogurte era estocado no mesmo local, sendo usado como molho
para producédo de “kebab”. No segundo surto, envolvendo 27 casos e uma morte, a
contaminacdo do iogurte se deu apds a fermentacdo e baticdo, no momento da
introducéo de conserva de aveld para adicdo de sabor, antes do envase.

Para Adams e Mitchell (2002), os surtos ocorridos indicam a importancia de
se promover uma avaliacéo do risco microbiolégico “microbiological risk assessment”
em alimentos fermentados, oferecendo uma poderosa e valiosa ferramenta para o
sucesso de se controlar os perigos e promover a seguranca alimentar, permitindo

gue esses alimentos sejam consumidos com seguranca.



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 SOBREVIVENCIA DE Escherichia coli 0157:H7 EM IOGURTES INTEGRAL E

DESNATADO CONTAMINADOS LABORATORIALMENTE POS-FERMENTACAO

Introducao

Os alimentos fermentados foram considerados durante um longo periodo
como alimentos seguros devido a seu baixo pH e capacidade de inibicdo de micro-
organismos. Apdés varios surtos, entretanto, a presenca de patdégenos causadores de
doencas transmissiveis por alimento em tais produtos tem se tornado uma grande
preocupacao nas décadas recentes (1, 35).

Escherichia coli O157:H7 é um importante patégeno causador de doencas
transmissiveis por alimento. Pode ser definido como um membro do grupo
enterohemorragico (EHEC) e pode causar algumas doencas graves, como a colite
hemorragica, trombocitopenia trombdética purpura e sindrome urémica hemolitica.
Criancas e idosos fazem parte do grupo mais susceptivel a sua patogenicidade (8,
24, 34). A grande resisténcia ao acido de E. coli O157:H7 é considerada uma das

principais causas de surtos em alimentos fermentados contaminados. Sua



capacidade de infectar com doses minimas de até 10 UFC/mL é também um
importante mecanismo de doencas infecciosas e surtos de alguns alimentos
fermentados com baixos niveis do patdgeno podem estar associados com um
possivel efeito protetor da gordura (1, 6, 15, 20).

Tem ocorrido um aumento no numero de estudos para determinar a
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em varios leites fermentados disponiveis no
mercado em todo o mundo (5, 10, 11, 26, 30). Isso é essencial para a saude publica
porque com esses conhecimentos sera possivel realizar um valor preditivo mais
acurado sobre a seguranca dos leites fermentados.

logurte € um alimento fermentado altamente consumido em todo o mundo. O
procedimento de producédo é diferente de acordo com os consumidores regionais,
com algumas variagdes nos constituintes e no tipo de Bactéria Acido Latica (BAL) ou
nas concentracdes usadas nas culturas iniciadoras (3). logurte foi considerado um
alimento seguro por muitos anos. Esse conceito foi revisto apdés um surto de
Escherichia coli O157:H7 relacionado com o consumo de iogurte produzido
localmente no Reino Unido, envolvendo principalmente criancgas (25).

A sobrevivéncia de E. coli em iogurte € dependente de muitas variantes tais
como o tipo de cepa, a dose do inoculo, o estadgio de contaminagédo (pré ou pos-
fermentacao) e o tipo de bactéria 4cido latica utilizado (5, 11, 18, 19, 21, 22, 23, 26,
27, 31, 32).

A despeito do conhecido efeito protetor da gordura sobre patégenos como E.
coli (20), ndo ha referéncia especifica quanto ao aumento do risco de doencas
transmissiveis por alimento pelo consumo de iogurte contaminado desnatado

comparado com iogurte integral.
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O objetivo desta pesquisa foi determinar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7
em iogurte desnatado e integral durante 30 dias de estocagem sob refrigeracéo a

4,0C 2.

Material e Métodos

Acido latico iniciadoras — uma cultura comercial liofilizada mista (2:1) de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
denominada YC-X11 — Yo-Flex® (Chr. Hansen Ltda) foi usada para producdo do
iogurte. A cultura mista foi diluida em um litro de leite em p6 desnatado reconstituido
esterilizado, agitada para homogeneizacao e imediatamente usado em percentagem
de inoculacdo de 50U DVS para 500 litros de leite.

Preparo do in6culo de Escherichia coli — Escherichia coli O157:H7 (CDC EDL-
933) foi obtida da colecao de cultura do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, Fundagédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

O organismo foi inoculado em Agar Nutriente (Merck®, Darmstadt, Germany)
e incubado a 37T durante 24 horas. A cultura foi transferida para solugéo salina
esterilizada (0,85% p/v, NaCl (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil)) com uma alca de
platina até que a concentracdo alcancasse escala 0,5 de MacFarland. Uma
suspensao de um mililitro de E. coli foi inoculada imediatamente pos-fermentacéo
em 750 mL de iogurte. O nivel de inoculacéo obtido foi de log 4,36 UFC/mL.

Producédo de iogurte — Leite cru (4,5 litros distribuidos em erlenmeyer com 750
mL) foi aquecido a 83T durante 30 minutos em banho-maria, resfriado

imediatamente em banho com gelo a 45T e inoculado com a cultura do iogurte.
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ApoOs homogeneizagcdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a 45T até
gue sua acidez alcancasse 0,65% de acido latico ou pH 4,8.

Tipos de iogurte — Os diferentes tipos de iogurte foram manufaturados com
dois tipos de leite cru: leite integral (3,4% v/v de gordura) e leite desnatado (<0,5%
v/v gordura). Cada tipo foi dividido em partes iguais apds a fermentacdo. A metade
foi inoculada com Escherichia coli O157:H7. O iogurte remanescente foi utilizado
como controle negativo. Amostras (50 mL) foram transferidas para potes de iogurte
de prolipropileno estéreis, identificadas e estocadas refrigeradas a 4,0C = 2,0
durante 30 dias.

Andlises bacteriologicas — A qualidade bacteriolégica do leite cru foi
determinada pela contagem total em placas de aerdbios mesofilos, com diluicdes
seriadas do leite em solucéo salina peptonada estéril (0,1% p/v de peptona (Vetec®,
Rio de Janeiro, Brasil), contendo 0,85% p/v de NaCl) e técnica de plaqueamento em
profundidade com o meio Agar Padrdo para Contagem (Merck®, Darmstadt,
Germany).

Imediatamente ap0s a pasteurizacdo, uma amostra foi coletada para
assegurar sua qualidade através de contagem em placas de aerdbios mesdfilos e
verificacdo da auséncia de coliformes totais e termotolerantes através do método
padrdo de Namero Mais Provavel (NMP) (2).

A enumeracgdo de bactérias acido laticas foi realizada através de diluigBes
seriadas do iogurte em solugdo de citrato de sodio 2% (Vetec®, Rio de Janeiro,
Brasil) (29) e técnica de plagueamento em profundidade nos seguintes meios: Agar
M17 (Himedia®, Mumbai, india) para S. thermophilus e Agar MRS (Vetec®, Rio de
Janeiro, Brasil) para L. delbrueckii subs. bulgaricus. O primeiro foi incubado

aerobicamente a 42T (33, modificado) durante 48 horas e o segundo em jarra de
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anaerobiose com atmosfera de CO, a 37T durante 48 horas. As analises foram
realizadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20 e 30 dias apoés a producéo.

E. coli O157:H7 foi enumerada através de diluicdo seriada do iogurte em
solucéo salina peptonada e plagueamento em profundidade em meio VRBA (“Violet
Red Bile Agar”, Merck®, Darmstadt, Germany). A contagem das placas foi realizada
apos incubacao aerdbica a 37C durante 24 horas. Po pulacdes viaveis de E. coli
0157:H7 foram determinadas diariamente a partir do dia zero até a auséncia de
deteccéao.

Foram realizados esfregacos das colénias das placas e coloracdo pelo
método de Gram para confirmacdo da morfologia bacteriana especifica por
microscopia de imersdo. Todas as analises foram realizadas em duplicata e os
resultados foram a média de cada contagem.

Analise de pH e acidez titulavel — O pH e a acidez titulavel do leite e iogurte
foram monitorados a temperatura ambiente durante todos os dias de andlise
microbiolégica. O pH foi medido com um peagbmetro Quimis (Modelo Q-400A,
Brasil) em 10 mL de aliquotas retiradas dos frascos. O eletrodo do pH foi calibrado
com solucédo tampéo (Merck®) de pH 4,0 e 7,0. Para medir a acidez titulavel, 10 mL
das amostras foi titulado com 0,111 NaOH apo6s a adicdo de 0,5 mL de fenolftaleina
até que a cor apresentasse tom levemente résea persistente. O NaOH em mL foi
registrado e os resultados foram expressos em termos de porcentagem de acido
latico.

Andlise estatistica — o experimento foi procedido em triplicata. Os dados
bacteriol6gicos foram convertidos para log UFC/mL antes da andlise estatistica.
Diferencas nas contagens bacterianas, acidez e pH foram testadas através da

analise de regresséao.
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Resultados e Discussao

A qualidade bacteriologica do leite usado na manufatura foi inicialmente
determinada. A contagem total em placas do leite cru foi 4,64 log UFC/mL. O leite
pasteurizado apresentou reducdo dos niveis de contagem total em placas para 1,47
log UFC/mL. Os coliformes totais e termotolerantes apresentaram niveis nao
detectaveis (<0,3 NMP/mL). O pH do leite cru integral e desnatado foi 6,88 + 0,05 e
6,88 £ 0,06, respectivamente, e o acido latico foi de 0,15% +0,01 em todos o0s tipos
de leite. Analisando-se esses resultados, concluiu-se que o leite se encontrava

dentro dos padrbes de qualidade vigentes.
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Fig. 1. Representacdo grafica dos resultados das contagens de Streptococcus
thermophilus em iogurtes estocados a 4C: integral contaminado com E. coli
0157:H7 (#); desnatado contaminado com E. coli O157:H7 (4); integral nao
contaminado (@); desnatado ndo contaminado (x).

N&o houve diferenca significante entre as contagens de bactérias acido laticas
nos iogurte integral e desnatado com ou sem contaminagéo por E. coli O157:H7.

Durante os 30 dias de estocagem as contagens permaneceram entre log 8-9

UFC/mL em ambos S. thermophilus (Fig. 1) e L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Fig.
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2). Embora iogurte seja consumido em grande parte do mundo, preferéncias
regionais necessitam ser melhor estudadas. Considerando que a cultura comercial
iniciadora utilizada nesse experimento foi a mesma usada em muitas industrias
locais brasileiras, os achados corroboram os encontrados por Birollo et al. (3), que
encontraram uma preferéncia por S. thermophilus dominante como iniciadoras
industriais na Argentina. Esse fato indica uma possivel preferéncia caracteristica no
Mercado Comum Sulamericano (MERCOSUL) em usar baixas proporcbes de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus em cultura iniciadora de iogurte. O lactobacilo é o
principal responsavel pela producdo de aroma no iogurte (28), porém também é
responsavel pelo continuo aumento da concentracdo de acido latico durante a
estocagem refrigerada (9). Assim, a opcao dos produtores locais pode ser reduzir o

problema da pés-acidificacdo em detrimento do aumento do aroma.
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Fig. 2. Representacao gréfica das contagens de Lactobacillus bulgaricus em iogurtes
estocados a 4<C: integral contaminado com E. coli O157:H7 (#); desnatado
contaminado com E. coli O157:H7 (A); integral ndo contaminado ( @ );
desnatado ndo contaminado (x).
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O pH e a acidez titulavel ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos. O
pH do iogurte imediatamente apos a fermentacéo foi de 4,8 e caiu até 4,3-4,4 nas
tltimas semanas de estocagem. A porcentagem de acido latico foi inicialmente de
0,66 e 0,68 para iogurte integral e desnatado, respectivamente.

E. coli O157:H7 sobreviveu em iogurte integral e desnatado até quatro dias de
estocagem ndo sendo detectavel no quinto dia (Fig. 3). A populacao inicial foi de
4,36 log UFC/mL e a contagem decresceu cerca de 1 log por dia a partir do segundo
dia. Com base nos resultados encontrados pode-se afirmar que o crescimento de E.
coli O157:H7 foi inibido durante o periodo de estocagem e o patdgeno foi mantido
viavel por poucos dias na fase lag, denotando pouca capacidade de crescimento

nessas condicoes.
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Fig. 3. Representacdo grafica das contagens de E. coli O157:H7 em iogurtes
integral (@ ) e desnatado (A) estocados a 4<T.

A mesma cepa de E. coli O157:H7 usada no presente estudo (CDC EDL-933)

foi testada em algumas pesquisas envolvendo comparacdo de alimentos com

diferentes teores de gordura. O conteudo de gordura nédo influenciou a contagem

populacional de E. coli O157:H7 (ATCC 43895 e outros) em linguica tipo “Beef
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Summer Sausage” com aproximadamente 8 e 17% de conteudo de gordura (16).
Govaris et al. (17) relataram diferengca na sobrevivéncia de E. coli O157:H7 (uma
mistura de EDL-932 e EDL-933) log 5,6 UFC\mL em iogurte de soro de leite, iogurte
de leite de vaca e iogurte de leite de ovelha em contaminacdo pos-fermentacdo. O
patdogeno decresceu a um nivel indetectavel apos 17, 14 e 12 dias em iogurte de
leite de ovelha, iogurte de leite de vaca e iogurte de soro de leite, respectivamente.
Todos os produtos tiveram contagens de E. coli O157:H7 significativamente
diferentes (P<0,05) apds dois dias de estocagem a 4. Os autores sugerem que
essas taxas de sobrevivéncia diferentes podem ser devido a diferenca na
composicao do leite, pois nenhum efeito das BAL ou mudanca de pH foi detectado.
Na verdade, algumas dessas diferencas poderiam estar na gordura, com leite de
vaca, leite desnatado de vaca e leite de ovelha apresentando 3,8; 0,3 e 7,2 de
porcentagem de gordura, respectivamente. Entretanto, o teor de gordura deste
estudo foi similar aguele do leite de vaca e leite de vaca desnatado, porém nao os
resultados, que ndo apresentaram diferenca significativa na sobrevivéncia E. coli
0157:H7 tanto em iogurte integral quanto desnatado. No experimento de Geornaras
et al. (14) ndo houve diferenca aparente no efeito antimicrobiano de e-Poli-lisina
contra E. coli O157:H7 (ATCC 43985 entre uma mistura de cepas) em extratos de
leite integral e livre de gordura, concluindo esses autores que o teor de gordura néao
influenciou a atividade desse antimicrobiano. Uma possibilidade para esses achados
pode ser que o teor de gordura do iogurte integral ndo seja suficiente para proteger a
bactéria patogénica do ambiente lesivo, uma vez que os achados de influéncia da
gordura sobre a reducéo das populagdes de E. coli O157:H7 foram determinados em
alimentos com altos teores de gordura como linguica calabresa e “jerked beef” com

30 e 20% de gordura, respectivamente (12, 13).
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A grande variedade de possibilidades nos estagios de contaminacéo, nivel do
inoculo e adaptacédo ao &cido de células de E. coli O157:H7 no iogurte sdo algumas
das questbes abordadas por pesquisadores na literatura cientifica. EHEC O157:H7
sobreviveu melhor em iogurte batido quando contaminada no estagio de pos-
fermentacdo em oposicdo a pre-fermentacdo (22). Maiores chances de
sobrevivéncia de células acido adaptadas de E. coli O157:H7 (10" UFC/mL) foram
observadas quando inoculadas na pds-fermentacdo em contraste com as que nao o
foram. No primeiro caso a bactéria foi detectavel até 22 dias de estocagem e no
segundo 18 dias (31). Hsin-Yi e Chou (19) pesquisaram a sobrevivéncia de E. coli
0157:H7 (ATCC 43985 e ATCC 43889) acido adaptada e ndo acido adaptada em
iogurte comercial com baixos teores de gordura inoculado com 6,0 log UFC/mL. O
pH inicial foi 3,9 e ambas as cepas declinaram durante a estocagem a 7,0C. A cepa
ATCC 43889 nédo foi detectavel com quatro e cinco dias para células acido
adaptadas e nao acido adaptadas, respectivamente. A cepa 43895 foi mais
resistente, sendo detectavel até o sexto dia de estocagem em ambos 0s casos. Em
outra pesquisa com E. coli O157:H7 (E-D10) foi detectada a capacidade do
patdbgeno sobreviver durante sete dias quando iogurte pré-fermentacdo (2% de
cultura iniciadora) foi contaminado com inéculo de 10° e 10’ UFC/mL, sendo o
primeiro inéculo reduzido de log 3,04 (pés-fermentacdo) para 2,72 (23). Em um
experimento com inoculos de E. coli O157:H7 (EDL 931) a uma concentracdo de
10%, 10* e 10° UFC/mL em iogurte pré-fermentado, as culturas iniciadoras foram 2%
(v/v) e as contagens de BAL estiveram em torno de 10° UFC/mL durante todo o
periodo estudado. No tempo de fermentacdo (em torno de trés horas) o patdgeno
aumentou 1 log e o pH alcancou 4,6. O tempo de eliminacao de E. coli O157:H7 foi

de 48 h para 10 e 10* UFC/mL e de 72 h para 10° UFC/mL (21).
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Embora existam relatos em estudos sobre BAL que apontam para a
existéncia de uma série de fatores antimicrobianos como as bacteriocinas, para
Adams e Mitchell (1), a producéo de altos niveis de acido organico e o consequente
decréscimo do pH séo a principal contribuicdo inibitoria das bactérias acido laticas
durante a fermentacdo latica. Os autores alertam sobre a necessidade de uma
grande superioridade numérica de BAL sobre qualquer patdogeno presente no
alimento fermentado. Os niveis de S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus
na presente pesquisa (cerca de 10%-10° UFC/mL cada) sdo numericamente bem
maiores que a populacdo de E. coli O157:H7 (10* UFC/mL), e podem ser uma
explicacéo para a diminuicdo da viabilidade do patdgeno. O efeito inibitorio de BAL é
uma das razbes para o estabelecimento de uma concentracdo minima de bactérias
acido laticas em iogurte em muitos paises do mundo. No Codex Alimentarius e o
Padréo de ldentidade e Qualidade para Leites Fermentados no Brasil ha exigéncia
de uma populacdo minima de 10’ UFC/mL para bactérias &cido laticas totais (4, 7).

O aumento do consumo de iogurte desnatado no mercado esta relacionado a
procura de alimentos saudaveis pela populagdo, porém ndo ha muitos
conhecimentos acerca de sua especificidade. Na presente pesquisa foram seguidos
os procedimentos das manufaturas locais de iogurte a fim de que os resultados
possam ser utilizados com mais precisdo em uma caracterizagcao de risco. A grande
variedade de condicdes e manipulagdo dos fabricantes, entretanto, dificulta
estabelecer qual o nivel de uma contaminacdo natural do patégeno. Nesse estudo
foi usado um nivel de inéculo de E. coli O157:H7 relativamente baixo (10* UFC/mL)
em uma contaminacdo poés-fermentacdo. Esse estagio do processamento é uma
fonte potencial de contaminacdo em funcéo do alto manuseio usado em pequenos

laticinios durante a producio e envase. E importante lembrar que doses infectantes
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menores que aquelas utilizadas nesse estudo podem causar doencas alimentares
(15, 20) e devem ser consideradas em outros experimentos.

Concluindo, embora as contagens do patégeno tenham caido continuamente,
a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 foi detectada até o quarto dia de estocagem, e
isso pode ser um problema em pequenos laticinios locais, pois iogurtes produzidos
recentemente sdo mais rapidamente disponiveis no mercado da regido. O conteudo
de gordura do iogurte integral ndo foi suficiente a ponto de causar maior protecéo
sobre E. coli O157:H7 quando comparado com iogurte desnatado e esse resultado
permite o uso de modelos preditivos baseados no conhecimento corrente sobre

ambos os tipos de iogurte.
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3.2 SOBREVIVENCIA DE Escherichia coli O157:H7 EM IOGURTES COM

DIFERENTES TEORES DE ACUCAR

INTRODUGCAO

logurte € um tipo de leite fermentado altamente consumido em grande parte
do mundo. Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
sdo as culturas iniciadoras especificas para iogurte. Esses microrganismos devem
se apresentar vidveis e com contagem minima de 10’ UFC/mL durante todo o
periodo de durabilidade do produto (Codex Alimentarius, 2003). Muitos tipos
diferentes de iogurte sado produzidos conforme a preferéncia dos consumidores.
logurtes com agucar estdo entre os leites fermentados mais apreciados e

consumidos na América do Sul (Birollo et al, 2000; Moraes, 2004). A sacarose € 0
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adocante mais usado em iogurte devido a sua disponibilidade e baixo custo (Slocum
et al., 1988).

Leite fermentado em geral, e iogurte em particular, sdo considerados
alimentos seguros, ndo havendo possibilidade de crescimento de patégenos. Apesar
dos conhecidos efeitos antimicrobianos de bacteriocinas produzidas por bactérias
acido laticas (O’Sullivan et al., 2002), a capacidade inibidora do alimento fermentado
se deve principalmente a alta producéo de acidos organicos durante a fermentacéo,
com consequente queda do pH, porém isso sO acontece quando as bactérias acido
laticas estdo em ampla superioridade numérica em relacdo aos patdégenos (Adams &
Mitchell, 2002).

Apesar da conhecida seguranca do iogurte, alguns surtos sao descritos na
literatura cientifica envolvendo esse leite fermentado. Os patdgenos envolvidos séao
Clostridium botulinum toxina tipo B, Salmonella thyphimurium DT170 e Escherichia
coli O157:H7 (O’Mahony et al., 1990; Morgan et al., 1993; Evans et al., 1999). A
Escherichia coli 0157:H7 foi associada com o consumo de iogurte de manufatura no
Reino Unido. Dez dos 16 casos envolveram criancas e cinco deles desenvolveram
sindrome urémica hemolitica (Morgan et al., 1993). Esses exemplos mostram que
apesar da seguranca reconhecida nos alimentos fermentados, ha algumas excecdes
que preocupam e tornam importante determinar a avaliagdo do risco microbiolégico
(Adams & Mitchell, 2002).

Escherichia coli 0157:H7 é um patégeno emergente também conhecido como
STEC devido a sua producdo de toxina de shiga (Chapman, 1999). E um causador
de doenca de origem alimentar que causa problemas intestinais, produzindo colite

hemorrdgica. Os mais severos casos ocorrem em criancas e idosos, que estdo no
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grupo mais susceptivel, os quais podem desenvolver sindrome urémica hemolitica e
trombose purpura trombocitopénica (Weir, 2000; Weir & Hair, 2006).

E. coli O157:H7 est4 entre os patotipos de E. coli mais tolerantes ao acido
(Chung et al., 2006) e possui uma dose infectante muito baixa (Getty et al., 2000).
Isso pode explicar seu envolvimento em muitos surtos de alimentos acidos como
iogurte, salame, cidra de maca e maionese (Morgan et al., 1993; Getty el al.; 2000;
MacDonald et al.; 2004). Essas sdo algumas das caracteristicas indesejaveis de E.
coli O157:H7 que tornam esse microrganismo uma das mais sérias ameacas quanto
a seguranca dos alimentos nos ultimos anos, estimulando as pesquisas que focam
em um maior conhecimento acerca desse patogeno (McClure, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a viabilidade de E. coli
0157:H7 em iogurte com diferentes concentracfes de sacarose durante 30 dias de

estocagem sob refrigeracdo de 4,0C + 2,0C.

MATERIAL E METODOS

Producdo de iogurte — O conteudo de sdlidos totais e gordura do leite cru
integral utilizado neste experimento foi de 12,55 = 0,61 e 4,1 + 0,55% vVlv,
respectivamente. A pasteurizacdo do leite foi obtida com o aquecimento de 83T
durante 30 minutos em um banho-maria, e imediato resfriamento até a temperatura
de 45T para inoculacdo da cultura iniciadora. O iogurte foi realizado com uma
mistura comercial liofilizada mista com as bactérias iniciadoras tradicionais
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (2:1) (YC-
X11 — Yo-Flex® - Chr. Hansen Ltda). Um litro de leite em p6 desnatado esterilizado

foi usado para reconstituir e diluir a cultura mista. A porcentagem de inoculacéo foi
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de 50 U de DVS para 500 litros de leite, como € de uso nos laticinios brasileiros. O
leite com o indculo foi agitado e incubado em um banho-maria a 45C. O tempo de
fermentacao foi controlado através do monitoramento do pH e acido latico a cada 45
minutos em um recipiente de fermentacédo exclusivo para teste. O fim do processo
de fermentacao foi considerado quando a acidez atingiu 0,65% de acido latico ou pH
4,7. Em seguida o iogurte foi resfriado e batido com um bastdo de vidro e as
amostras (50 mL) foram transferidas para recipientes estéreis de polipropileno
identificados. A estocagem do iogurte foi sob refrigeracdo a 4,0C + 2,0C durante
30 dias.

Foram produzidos trés tipos de iogurte com diferentes concentracdes de
sacarose: 0% (T0); 10% (T10) e 15% (T15). A adicdo do acucar foi realizada antes

da pasteurizacao do leite para assegurar a nao contaminagao por microrganismos.

Contaminacdo por Escherichia coli 0157:H7 — Os tratamentos foram
contaminados pos-fermentacdo com E. coli O157:H7 tendo o in6culo um nivel de log
4,1UFC/mL. Para todos os tratamentos realizou-se um controle sem inoculacao do
patégeno.

E. coli O157:H7 foi obtida da Colecdo de Culturas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. O
microrganismo foi ativado em Agar Nutriente (Merck®, Darmstadt, Alemanha) a 37C
por 24h. A cultura foi transferida para solucdo salina esterilizada (0,85% p/v, NacCl,
Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) com alca de platina. Quando a concentragao
alcancou a indicacéo de 0,5 no tubo Mac Farland, 1 mililitro da suspenséo de E. coli

foi retirado e inoculado em 750 mL de iogurte.
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Qualidade bacteriologica do leite — a qualidade bacteriolégica do leite cru e
pasteurizado foi assegurada através da contagem em placas de bactérias aerdbias
mesodfilas. O leite foi diluido em solucdo salina peptonada (0,1% p/v de Peptona
(Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil), contendo 0,85% p/v NaCl) de forma seriada e
plagueado através da técnica de profundidade utilizando o meio Agar Padrdo para
Contagem (APC) (Merck®, Darmstadt, Alemanha). A auséncia de coliformes totais e
termotolerantes no leite pasteurizado foi detectada através do método padréo de

Numero Mais Provavel (NMP) (KORNACKI & JOHNSON, 2001).

Acidez Titulavel e pH — A leitura de pH foi realizada em temperatura ambiente
com um peagbmetro Quimis (Modelo Q-400A, Brasil), inserindo um eletrodo de vidro
em 10 mL de leite. O eletrodo foi calibrado com tampdes (Merck®, Darmstadt,
Alemanha) de pH 4,0 e 7,0. Para a acidez titulavel, utilizou-se 10 mL das amostras,
que foi titulado com 0,111 NaOH. Quando houve mudanca da cor para rosa devido a
adicdo prévia de 0,5 mL de fenolftaleina, o consumo de NaOH em mL foi anotado, e
os resultados foram expressos em porcentagem de acido latico. O pH e a acidez
titulavel das amostras foram monitorados diariamente, do dia 0 ao dia 10, e aos dias

20 e 30.

Andlises bacteriolégicas — Solucdo salina peptonada estéril foi utilizada em
diluicbes seriadas para todas as andlises bacterioldégicas do iogurte. As bactérias
acido laticas foram analisadas nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20 e 30. A contagem de S.
thermophilus foi realizada através do plagueamento em profundidade com o meio
Agar M17 (Acumedia®, Michigan, EUA) e incubacédo aerdbica a 42T durante 48h. A

contagem de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus foi realizada com
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plaqgueamento em profundidade utilizando-se o meio Agar MRS (Acumedia®,
Michigan, EUA) e incubacdo em jarra de anaerobiose contendo atmosfera
enriquecida com CO; a 37T durante 48h.

A contagem de E. coli O157:H7 foi realizada diariamente a partir do dia zero
até a auséncia de deteccdo em meio VRBA “Violet Red Bile Agar” através do
plagueamento em profundidade. As placas foram incubadas aerobicamente a 37C
durante 24h.

Para confirmar a morfologia bacteriana especifica, realizou-se esfregaco das

colonias tipicas e isoladas seguido de coloracéo pelo método de Gram.

Andlise estatistica — Todas as analises foram realizadas em duplicata e os
resultados foram a média das contagens. O experimento foi realizado duas vezes.
Os valores médios da repeticdo foram calculados e os dados microbiologicos foram

convertidos em log UFC/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O leite cru apresentou 0,15% de acido latico e pH 6,81. A eficiéncia da
pasteurizacdo do leite foi assegurada através do resultado das andlises bacterianas:
a contagem total em placas decresceu, chegando a log 2 UFC/mL; ndo houve
deteccéo de coliformes totais e termotolerantes (<0,3 NMP/mL).

A fermentacéo foi finalizada com o pH 4,75 = 0,05. Soukolis et al. (2007)
afirmaram que, embora a predicdo das etapas de fermentacdo seja dificil devido a
complexidade do processo fermentativo, o monitoramento do pH € uma ferramenta

atil para checar o tempo de incubacao, independentemente da formacao de textura.
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Uma mensuracéao foi realizada em cada tratamento apds a batedura, inoculacdo do
patogeno e distribuicdo nos frascos. O pH inicial foi diferenciado entre TO, T10 e
T15, que apresentou pH 4,52, 4,44, 4,40, respectivamente. Ndo houve diferenca
aparente entre os tratamentos, porem o pH de T15 foi ligeiramente menor que os
outros tratamentos durante todo o periodo de estocagem, com a diferenca variando
entre 0,21 e 0,16 unidades de pH a partir do 10°dia. Quando comparado com 0s
controles, apenas o tratamento com 10% de sacarose (T10) apresentou variacao
perceptivel, de 0,30 a 0,15 unidades de pH dos dias 0 a 4. Ao final da estocagem, o
pH dos tratamentos TO e T10 foi 4,32 e T15 foi 4,16.

O acido latico no dia zero foi de 0,64 £+ 0,04% para os trés tratamentos e ndo
houve grande variacédo ao longo do tempo e entre os tratamentos, terminando os 30
dias de estocagem com 0,75, 0,69 e 0,74% em TO, T10 e T15, respectivamente.

N&do existem muitos estudos atualmente sobre a acdo deletéria de
concentragcdes de sacarose em iogurte, porém a industria brasileira recomenda nao
ultrapassar 10% de acucar devido a pressdo osmotica exercida sobre as BAL
(Engetecno, s/d). Birollo et al. (2000) encontraram baixa propor¢céao de L. delbrueckii
subsp. Bulgaricus em muitos tipos de iogurtes argentinos. Os autores sugerem que a
viabilidade dos lactobacilos possa ter sido afetada em funcdo da alta concentragéo
de acucar utilizada, especialmente no iogurte com doce de leite, porém nao
informam quanto de acucar foi adicionado a esses produtos. Oliveira & Damin (2003)
e Thamer & Penna (2005) ndo encontraram diferenca nas contagens de bactérias
acido laticas usando iogurte com 0 e 8% ou 6, 7 e 8% de sacarose, respectivamente.
No presente experimento, a sacarose nao parece ter influenciado a contagem de

BAL, mesmo em concentracao de 15%. S. thermophilus permaneceu os 30 dias de
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estocagem com log 9,0 UFC/mL e L. bulgaricus entre log 8,0-9,0 UFC/mL em todos
0s tratamentos.

Slocum et al. (1988) estudaram o efeito da sacarose na protedlise de iogurte
durante incubacdo e estocagem a 4C. Os autores detectaram que a protedlise foi
dependente da concentracdo de sacarose em cinco culturas comerciais de iogurte.
As culturas, porém, também tiveram um importante papel no efeito da sacarose
sobre a protedlise, sendo mais ou menos sensiveis ao agucar. No experimento néao
se realizou contagem de bactérias acido laticas, usando a concentracdo de
aminoacidos para se determinar a protedlise. O estimulo a protedlise em iogurte com
0 a 7% de sacarose produzido com trés culturas foi imputado ao crescimento dos
microrganismos: 0 uso de sacarose por S. thermophilus e maior disponibilidade de
lactose para L. bulgaricus. A menor protedlise em iogurte com 8 a 12% de sacarose
foi relacionada pelos autores com a inibicdo do crescimento de L. bulgaricus. logurte
com sacarose acima de 12% apresentou um aumento da protedlise e esse resultado
foi atribuido a lise celular dos organismos sensiveis ao agucar. Thomas & Crow
(1983) demonstraram que muitas estirpes de S. thermophilus utilizam mais
completamente a sacarose que a lactose. As moléculas de frutose e glicose
originadas da fermentacdo da sacarose sao utilizadas simultaneamente. A
fermentacdo da lactose por S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. Bulgaricus, ao
contrario, apenas metaboliza a glicose, excretando a galactose no meio (Axelsson,
2004).

Embora, no presente trabalho, os niveis de pH, acido latico e contagem de
bactérias latica iniciadoras ndo tenham apresentado diferenca aparente entre o0s

tratamentos, o tempo de eliminacdo de E. coli O157:H7 foi diferente. A maior
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sobrevivéncia do patdégeno foi observada em iogurte com maior concentracdo de
sacarose.

E. coli O157:H7 esteve entre log 3,6-4,2 UFC/mL até o 3° dia em todos os
tratamentos (Fig. 4). A partir do dia 3 o patégeno decresceu 1 log por dia, hdo sendo
detectavel no 6° dia em TO. A sobrevivéncia do patégeno foi maior em T10 e T15,
nao sendo detectado no 8° e 9° dias, respectivamente. Esses resultados foram
semelhantes com os estudos de Chang et al. (2000), que encontraram que 10°
UFC/mL de E. coli 0157:H7 933 sobreviveu menos que um dia em bebida lactea
sem adicdo de sacarose, e ndo mais que um dia em bebida lactea com 5 e 8Brix,
porém foi detectada até os dias 5-6 em bebida lactea com 15Brix fermentada com
L. delbrueckii subsp. Bulgaricus. Os autores usaram seis estirpes de E. coli O157:H7
e diferentes quantidades de sacarose em leite fermentado com L. bulgaricus ou L.
casei, concluindo que a extensdo da protecao da sacarose variou com as diferentes
estirpes do patdgeno e que, em geral, o efeito protetor foi aumentado na medida que

a quantidade de sacarose no leite fermentado cresceu.

Escherichia coli

Log UFC/mL

dias de estncane

Fig. 4. Representacao grafica dos resultados das contagens de E. coli O157:H7 EDL
933 em iogurte sem adicdo de sacarose (x), com 10 % de sacarose (A) e
com 15% de sacarose (0) estocados a 4,0C +£2,0T .
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Alguns sistemas e enzimas da fermentacdo da sacarose pelas culturas
iniciadoras séo induzidos pela presenca da sacarose no meio (Axelsson, 2004). Com
isso, € possivel que as BAL metabolizem primeiro a lactose por sua facil
disponibilidade. E. coli é capaz de fermentar a lactose e cerca de 50% das estirpes
selvagens conseguem utilizar a sacarose como unica fonte de carbono (Holt et al.,
1994). Escherichia coli EDL 933 é uma estirpe referéncia para O157:H7, e seu
genoma foi sequenciado por Perna et al. (2001), que encontraram que muitos
“clusters” detectados estavam envolvidos com habilidades estirpe-especifica, como
0 consumo de sacarose, para sobreviver em diferentes nichos. A caracteristica
sacarose positiva de E. coli O157:H7 é codificada pelos gens csc (Jahreis et al.,
2002). O efeito protetor da sacarose pode ser devido a maior disponibilidade desse
acucar no meio e seu uso pelo patégeno. Samelis et al. (2003) confirmaram a alta
acido resisténcia inerente de E. coli 0157:H7 estirpe ATCC 43895Rif® e sugeriram
gue essa bactéria e outros patdégenos podem usar a glicose e outros carboidratos
fermentdveis presentes no alimento, com adaptacdo ao seu proprio acido ou ao
acido produzido por outra bactéria fermentativa, aumentando sua capacidade de
sobreviver durante o processamento e estocagem do alimento.

Como as BAL exercem efeito inibitorio sobre patdégenos como E. coli O157:H7
ainda ndo estd bem determinado. O decréscimo do pH é considerado uma das
principais acdes, porém muitas substancias tem sido relacionadas com efeitos
antagonista, como os acidos orgéanicos, o peréxido de hidrogénio, bacteriocinas e
mesmo moléculas que interferem na regulacdo do “quorum sensing” (Ogawa et al.,
2001; Adams & Mitchell, 2002; Mufandaedza et al., 2006; Milette et al., 2007;
Medellin-Pefia et al., 2007). Todas essas substancias parecem atuar diretamente

sobre a célula patogénica, inibindo seu crescimento e sobrevivéncia. Leslie et al.
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(1995) demonstraram que a sacarose pode preservar células intactas durante a
liofilizagdo, aumentando a sobrevivéncia de E. coli devido a habilidade do agucar em
proteger a membrana celular e a estrutura protéica. E possivel que essa habilidade
possa ser usada para proteger o microrganismo da acdo deletéria das bactérias
acido laticas e pode ser outra hipotese para a maior sobrevivéncia de E. coli em
iogurte com alto teor de acucar.

Concluindo, as contagens de E. coli O157:H7 em iogurte contaminado pos-
fermentacdo decresceram durante o periodo de estocagem, confirmando a acgéo
protetora das bactérias acido laticas sobre o alimento. Embora acido latico, pH e
contagens de BAL nao tenham apresentado diferenca aparente entre o0s
tratamentos, E. coli O157:H7 sobreviveu durante 5, 7 e 8 dias em iogurte sem adi¢cao
de sacarose, com 10% e 15% de sacarose, respectivamente. A acdo do efeito
protetor da sacarose sobre E. coli O157:H7 ainda ndo esta inteiramente determinada

e outros experimentos devem ser desenvolvidos nessa diregéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de sobrevivéncia de E. coli O157:H7 CDC EDL-933 em diferentes
tipos de iogurtes contaminados pés-fermentacdo e produzidos com as culturas
iniciadoras de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus permitiu as seguintes observacdes a partir dos dados obtidos:

A diferenca no teor de gordura do iogurte produzido a partir do leite integral ou
desnatado ndo exerceu diferenca significativa na protecdo de E. coli O157:H7, que
nao foi capaz de se desenvolver em ambos os iogurtes, porém permaneceu viavel
em contagens decrescentes até o quarto dia de estocagem sob refrigeracéo. E
possivel que, para exercer um maior efeito protetor, o teor de gordura do alimento
tenha que ser mais alto que aquele presente no leite integral.

logurtes com diferentes teores de agucar apresentaram diferenca aparente na
protecdo a E. coli O157:H7. Enquanto em iogurte sem adi¢cdo de sacarose detectou-
se a presenca do patégeno até o quinto dia de estocagem sob refrigeracdo, em
iogurte produzido com 10 e 15% de sacarose a presenca foi detectada até o sétimo
e oitavo dias, respectivamente. A forma como se d&a essa protecdo ainda ndo esta
bem explicada, o que remete a necessidade de novas pesquisas relacionadas ao

assunto.



Pode-se afirmar que as bactérias acido laticas presentes no iogurte, na
concentracdo de log 8,0-9,0, foram capazes de inibir o crescimento de E. coli
0157:H7 na concentracdo de log 4,0, cuja presenca no iogurte foi detectada por
poucos dias em contagens decrescentes. logurtes fabricados com diferentes teores
de acucar, porém, devem ser analisados como produtos diferentes no que se refere
ao risco microbiolégico por E. coli O157:H7, devido as diferencas observadas na
sobrevivéncia do patdégeno de acordo com o teor de sacarose adicionado.

Pequenos laticinios, que comumente utilizam sistema aberto de producéo, e
abastecem o mercado consumidor da propria regido, possuem maior risco de
contaminacdo do iogurte no processo de pos-fermentacdo. Uma possivel
contaminacao de iogurte por E. coli O157:H7 constitui um sério risco microbiolégico,
pois, apesar da ocorréncia de inibicdo, o microrganismo foi capaz de sobreviver de
quatro a oito dias, de acordo com o tipo de iogurte fabricado. Esse periodo significa
tempo suficiente para uma possivel ocorréncia de doengas alimentares entre os

consumidores.
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